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RESUMO

O aproveitamento de residuos industriais acidos de decapagem (RAD) para a
producao de hidroxidos duplos lamelares (HDL) € uma alternativa relevante para a
reducdo dos custos referentes as matérias-primas e torna o processo de producao
do HDL mais sustentavel. Hidroxidos duplos lamelares (HDL) pertencem a uma
categoria de argilas sintéticas que sdo semelhantes aos argilominerais catidnicos e
tém propriedades trocadoras de anions. Sao adequados para imobilizacao de
enzimas, pois sao relativamente acessiveis economicamente, possuem varias
composicoes, baixa toxicidade e alta area de superficie. Tendo em vista a
preocupacao com os descartes de residuos industriais e analisando a potencialidade
de catalise de lipases imobilizadas em HDLs, o presente trabalho propde a
imobilizacdo, caracterizagcdo e aplicagdo de lipases de Burkholderia lata em um
hidroxido duplo lamelar (HDL), formado por zinco, ferro e aluminio contendo cloreto,
obtido a partir de residuos acidos de decapagem (RAD) que surge ao remover
camadas de oxido de ferro da superficie do ago bruto. Para o processo de
imobilizagdo da enzima (HDL-Lip), por adsorgao fisica, observou-se eficiéncia de
71% (24 h) e retengdo da atividade apds a imobilizagdo de 193%. Em relagdo a
caracterizagdo, a microscopia eletrbnica de varredura (MEV) mostrou que apéds a
imobilizagdo, o HDL manteve a estrutura lamelar com morfologia menos agrupada,
em relagdo ao HDL sem enzima, e presenga de cristalitos agudos. Para a analise
termogravimétrica (ATG), foi notado maior estabilidade para o HDL-Lip em relagao a
lipase livre. Observou-se que para a analise do HDL-Lip por Difragdo de raios X (DR-
X) houve perda de cristalinidade do material, mantendo os picos de difragao
referenciais praticamente nas mesmas posigdes. Os espectros de FTIR foram muito
semelhantes para o HDL antes e apds a imobilizacdo. O HDL-Lip apresentou alta
estabilidade em pHs acidos (pH de 4,0 a 5,0), sendo a atividade residual préxima a
90% e foi estavel a 40°C. Quanto a estabilidade ao armazenamento em 4°C, a
enzima imobilizada n&do perdeu atividade durante 30 dias, com redugdo de
aproximadamente 15% apos 60 dias. A lipase livre e o HDL-Lip foram aplicados em
reagdes de hidrolise de 6leos vegetais usados (6leo de fritura), para a producao de
acidos graxos livres. As maiores quantidades de acidos graxos livres, 959 e 133
umol, foram obtidas a 55 °C e 100 U, para a lipase livre e depois de imobilizada
respectivamente. Conclui-se que a imobilizagao da lipase em HDL, obtido a partir de
RAD, pode ser uma alternativa para a aplicagdo de materiais avangados (HDL) a na
producao do biocatalisador heterogéneo, contribuindo assim com a sustentabilidade
de processos quimicos.

Palavras-chave: Biocatalisador heterogéneo; HDL; Residuos industriais;
Valorizagao de residuos.
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ABSTRACT

The use of industrial waste pickling acid (WPA) for the production of layered double
hydroxides (LDH) is a relevant alternative for reducing raw material costs and making
the LDH production process more sustainable. Layered double hydroxides (LDH)
belong to a category of synthetic clays that are similar to cationic clay minerals and
have anion exchange properties. They are suitable for enzyme immobilization
because they are relatively affordable, have various compositions, low toxicity and
high surface area. Considering the concern with the disposal of industrial waste and
analyzing the catalysis potential of lipases immobilized in LDHSs, this work proposes
the immobilization, characterization and application of lipases from Burkholderia lata
in a layered double hydroxide (LDH) formed by zinc, iron and aluminum containing
chloride, obtained from waste pickling acid (WPA) that arises when removing iron
oxide layers from the surface of raw steel. For the enzyme immobilization process
(LDH-Lip), by physical adsorption, an efficiency of 71% (24 h) and retention of activity
after immobilization of 193% were observed. Regarding the characterization,
scanning electron microscopy (SEM) showed that after immobilization, the LDH
maintained the lamellar structure with less grouped morphology, in relation to LDH
without enzyme, and presence of sharp crystallites. For the thermogravimetric
analysis (TGA), greater stability was noted for LDH-Lip in relation to free lipase. It
was observed that for the analysis of LDH-Lip by X-ray diffraction (X-RD) there was a
loss of crystallinity of the material, maintaining the reference diffraction peaks
practically in the same positions. The FTIR spectra were very similar for LDH before
and after immobilization. LDH-Lip showed high stability at acidic pHs (pH 4.0 to 5.0),
with residual activity close to 90%, and was stable at 40°C. Regarding storage
stability at 4°C, the immobilized enzyme did not lose activity for 30 days, with a
reduction of approximately 15% after 60 days. Free lipase and LDH-Lip were applied
in hydrolysis reactions of used vegetable oils (frying oil) for the production of free
fatty acids. The highest amounts of free fatty acids, 959 and 133 umol, were obtained
at 55°C and 100 U, for free lipase and after immobilization, respectively. It is
concluded that the immobilization of lipase in LDH, obtained from WPA, can be an
alternative for the application of advanced materials (LDH) in the production of
heterogeneous biocatalysts, thus contributing to the sustainability of chemical
processes.

Key-words: Heterogeneous biocatalyst; LDH; Acid pickling residue; Waste recovery.
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1 INTRODUGAO

Os hidroxidos duplos lamelares (HDLs) sdo materiais formados pelo
empilhamento de unidades em camadas resultantes da combinacdo de diferentes
ions metalicos e anions interlamelares intercambiaveis que unem o empilhamento.
Comumente, uma camada HDL é formada por ions metalicos divalentes e trivalentes
(M2* e M3 coordenados a grupos hidroxila. A presenga de cations trivalentes
produz um residuo de carga que € neutralizado por anions interlamelares. Esses
anions podem ser trocados em meio liquido ou em reag¢des no estado sélido.

Podem ser sintetizados em laboratério, sendo a coprecipitagdo o método
mais usual (CAVANI et al., 1991; RODRIGUEZ et al., 2020), devido a simplicidade e
baixo custo de matéria prima (THEISS; AYOKO; FROST, 2016), tornando-se
adequado para produgao em larga escala (FARIAS, 2020).

As caracteristicas apresentadas pelos HDLs os tornam utilizaveis como
catalisadores e suporte para enzimas, adsorventes, veiculo para liberagcdo de
farmacos entre outros (MALLAKPOUR; RADFAR; HUSSAIN, 2021; GONCALVES et
al., 2023).

No que diz respeito ao reaproveitamento de residuos, para a sintese de
HDLs, ha poucos estudos relatados na literatura. Abed e Faisal (2023), extrairam
ions de calcio de cascas de ovos e misturaram com ferro, produzindo nanoparticulas
de hidréxidos duplos (LDHs) lamelares calcio/ferro (Cal/Fe), com posterior
imobilizagdo das nanoparticulas com alginato de sddio. O material foi utilizado como
adsorvente do antibidtico tetraciclina. Farias et al. (2021), sintetizaram HDLs de
cloreto de ferro-zinco-aluminio, utilizando residuos acido de decapagem (RAD) e
aluminato de soédio (NaAlO2) de fontes secundarias usando uma solugdo de
hidréxido de s6dio como regulador de pH.

Quando se trata de imobilizacdo de enzimas, as lipases tém sido
empregadas para serem imobilizadas em diferentes tipos de suportes e os HDLs
obtidos a partir de residuos industriais pode ser uma alternativa a fim de reduzir
custos do processo.

Lipases [Glicerol éster hidrolases (E.C. 3.1.1.3)] s&o enzimas atuantes na
interface orgéanico-aquosa, que catalisam a clivagem de ligagdes éster em
triglicerideos, produzindo glicerol e acidos graxos livres. Além disso, em meios néo

aquosos, agem catalisando também reagdes de esterificagdo, transesterificacao,
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intersterificagdo, amindlise e lactonizagdo, constituindo uma classe especial de
esterases (BORELLI; TRONO, 2015). Em relagao as aplicagdes biotecnoldgicas, séo
empregadas em areas como processamento de gordura/dleo, alimentos,
cosmeéticos, oleoquimicos, preparagdes farmacéuticas e gestdo ambiental (GIRELLI,
CHIAPPINI; AMADORO, 2023; KIM; HWANG; AKOH, 2023).

Na area ambiental, sdo utilizadas para biorremediacdo de ambientes
contaminados por Oleos vegetais, gorduras e algumas substéncias de origem
petrolifera, auxiliando, portanto, na despoluicdo, seja ocasionada pelo crescimento
populacional, desenvolvimento e industrializagcdo ou por incidentes, como
derramamentos acidentais de 6leo (MARCHUT-MIKOLAJCZYK; DROZDZYNSKI;
STRUSZCZYK-SWITA, 2020; BASHA, 2021; NIMKANDE; BAFANA, 2022). Além
disso, a utilizagédo de lipases em reac¢des de hidrdlise de dleos vegetais e gorduras,
permite empregar os produtos gerados, acidos graxos livres (AGL) e glicerol, na
producao de diversos bioprodutos nas industrias oleoquimicas (SOUZA et. al, 2022).

Apesar da eficiéncia catalitica, o uso de enzimas em geral e das lipases na
forma livre, possui como desvantagens, custos elevados, baixa estabilidade
operacional (desnaturagao) e ndo podem ser facilmente recuperadas ou reutilizadas
ao final da reacdo. Dessa forma, o processo de imobilizacdo de enzimas é uma
alternativa para minimizar tais limitagées (ALMEIDA et al., 2021).

Nas ultimas décadas, houve um crescente aumento envolvendo estudos
utilizando biomateriais, bem como o aproveitamento e valorizagcdo de residuos
agroindustriais, para obtencdo de suportes na imobilizagdo de enzimas. Por
exemplo, Zhang et al. (2023) usaram a lignina, derivada do residuo agricola da
espiga de milho para imobilizar lipase de Candida antarctica (CALB), sendo um
sistema biocatalitico verde e sustentavel. Borras de café foram tratadas para
obtencao de veiculos adequados para a imobilizacao da lipase de Candida rugosa
(GIRELLI; CHIAPPINI; AMADORO, 2023). A mesma enzima também foi imobilizada
em compésito de oOxido de grafeno magnético-celulose via glutaraldeido para
produzir um bionanocompésito (MAHMOUD; EL-SHARKAWY; IBRAHIM, 2022). Em
relacdo a HDLs obtidos a partir de residuos industriais, ndo ha relatos na literatura
até o presente momento, para aplicagdo como suportes em imobilizac&o de lipases.

Considerando o aumento da geragao de residuos industriais, interligado a
progressiva preocupagao com os impactos ambientais e a caréncia em estudos

relacionados a utilizagdo de suportes, obtidos a partir de residuos industriais, para
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imobilizar enzimas, o presente estudo contribuiu com os estudos de imobilizagao
enzimatica, utilizando lipases de Burkholderia lata LBBIO-BL02, em suporte HDL
obtido a partir de residuos acidos de decapagem (RAD) que é gerado durante a
remocgao de camadas de oxido de ferro da superficie do aco bruto, conforme descrito
por Farias et al. (2021). Além disso, o biocatalisador heterogéneo, HDL-Lip foi
utilizado em reagdes de hidrélise enzimatica de 6leos de fritura adquiridos do

municipio de Assis - SP.

1.1 JUSTIFICATIVA

As lipases livres demonstram baixa estabilidade operacional, possuem custos
elevados e baixa recuperagdo ou reutilizacdo. Uma solugdo para esses
inconvenientes seria imobiliza-las em suportes solidos. Os procedimentos de
imobilizagdo de enzimas tém aumentado nos ultimos anos, sobretudo como tatica de
ampliar e facilitar a recuperacgéao/reutilizagdo do biocatalisador (ALMEIDA et al.,
2021).

Recentemente, Farias et al. (2021) obtiveram um HDL de cloreto de Ferro-
Zinco-Aluminio a partir de residuos acidos de decapagem (RAD) de acgo bruto.
Dados apontam que a producao global de ago bruto cresceu 10 vezes de 1950 a
2019 (atingindo 1,8 bilhdo de toneladas no ano). Estima-se que a quantidade de
RAD aumente simultaneamente a producédo de ago, estando intimamente ligada ao
crescimento econémico dos paises. Em contrapartida, os descartes incorretos
desses materiais acarretam danos ao meio ambiente, principalmente os metais
pesados, que sao poluentes considerados bioacumulativos, quando relacionado aos
tratamentos aplicados a esses residuos, ndo ha propostas de reutilizagdo ou
reaproveitamento. Para isso, tecnologias de valorizacao de residuos, transformando-
0s em materiais Uteis, fazem-se necessarias para diminuir os impactos da polui¢do e
auxiliar a economia (FARIAS et al., 2021).

O HDL em estudo ainda nao foi empregado como suporte para imobilizagéo
de lipases, sendo assim, justifica-se a realizacdo desse projeto, como uma
possibilidade de se obter um biocatalisador heterogéneo com a simultanea
valorizagao de residuos industriais e colaborar com a possibilidade de minimizagao

da poluicao causada pelo setor industrial e municipal.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

Imobilizar por adsorgao fisica, lipases de Burkholderia lata LBBIO-BL02 em
hidroxido duplo lamelar formado por zinco, ferro e aluminio, contendo cloreto a partir
de acidos de decapagem de/do ago bruto e aplicar a HDL-Lip em reagdes de
hidrélise de 6leos de fritura obtidos de distintas localidades do municipio de Assis -
SP.

1.2.2 Objetivos Especificos

Avaliar a cinética de imobilizagao;

o Verificar a eficiéncia da imobilizacéo (E) e a retengao da atividade (R);

e Avaliar mudangas morfolégicas no suporte antes e apos a imobilizagéo, por
microscopia eletrénica de varredura (MEV);

o Verificar a decomposicao, estabilidade e transicdes térmicas do HDL antes e
apo6s a imobilizagao por analise termogravimétrica (ATG);

e Analisar a estrutura cristalografica, composicdo quimica e propriedades
fisicas do material através da difracdo de raios X (DR-X);

e Investigar a estabilidade da HDL-Lip, em relacdo ao armazenamento
(temperatura ambiente e 4°C), em diferentes pHs (2,5, 3,4, 5,6, 7,8, 9 e 10)
e temperaturas (30, 40, 60, 80, 100 °C);

e Comparar a reacgao de hidrdlise de 6leo de fritura da HDL-Lip e lipase livre;

e Averiguar a possibilidade de reutilizagbes do HDL-Lip.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 HIDROXIDOS DUPLOS LAMELARES (HDLs)

Os hidréxidos duplos lamelares sao materiais naturais ou sintéticos,
conhecidos como argilas anidnicas em virtude da sua morfologia lamelar e
capacidade de troca anibnica. Possuem alta estabilidade quimica e térmica,
métodos de sintese simples, area de superficie elevada e excelente
biocompatibilidade (JIMENEZ-LOPEZ et al., 2021).

Existem diferentes formas de obtengdo de HDLs, para o HDL do presente
trabalho, a sintese considerada eco-amigavel foi realizada por coprecipitacéo tendo
zinco, ferro, aluminio e ions cloreto, a partir de residuos industriais denominado
residuos acidos de decapagem. O HDL obtido € um material lamelar, com baixa
organizagdo de lamelas, areas especificas entre 50 e 79 m? g com todo residuo
industrial adicionado a reagdo, néo restando quantidade significativa de metais
dissolvidos no meio de reacéo (FARIAS, 2020).

Atualmente, estudos a fim de promover a valorizagao dos residuos contendo
metais, estdo sendo realizados (Tabela 1). Em se tratando da sintese de HDLs a
partir de residuos, Zhang et al. (2019), por exemplo, obtiveram hidréxido duplo
trimetalico de MgFeAl (HDL) preparado a partir de residuos solidos industriais de
lama vermelha e escoéria de ferroniquel. Xiao et al. (2021) prepararam hidréxido
duplo de carboneto de calcio e lama vermelha (CR-HDL) usando residuos industriais
como matéria-prima e Ahmed et al. (2020) produziram hidréxidos duplos (HDLs) de
magnésio/ferro (Mg/Fe) imobilizadas em areia de fundicdo residual, um subproduto
da industria de fundicdo de metais. Ja como trabalho de revisdo, Jiang et al. (2023)
apresenta um compilado de pesquisas para sintese de HDL a base de residuo de

bauxita, cinzas volantes, escoria e agua residuais.



TABELA 1 — Sintese de HDLs a partir de residuos metalicos.
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HDL Materiais Utilizados Ref.

. Escoria de alto Song et al.
Ti/(Mg/Al)-LDH forno contendo titanio (2022)
(Zn-Fe)/As-LDH Aguas residuais contendo As (ll1) W?ggzeat)al.

Wajima e
(Ca-Mg)/(Fe-Al)-LDH Cinzas volantes Suhara
(2021)
Hidréxido duplo de carboneto de Escoria de metal gcqrboneto de_ calcio) e Iame} Xiao et al.
o vermelha de uma fabrica de acetileno e aluminio,
calcio e lama vermelha (CR-LDH) : (2021)
respectivamente

Hidréxidos duplos de
magnésio/ferro (Mg/Fe)

Areia de fundigao residual (subproduto da industria de Ahmed et al.

fundicdo de metais) (2020)
Fe203-Zn/Al-LDH Residuo de bauxita %IZStZSI)
(Ca-Mg)/Al-LDH Escdria de alto forno Jla(ggfg;)al'
(Cu-Zn)/Al-LDH Aguas residuais V\{;O?ltge;l-
Hidréxido duplo trimetalico de Residuos sodlidos industriais de lama vermelhae  Zhang et al.
MgFeAl (HDL) escoéria de ferroniquel (2019)
Ca/Al-LDH Cinzas volantes da Africa do Sul Muzgtg; 76;‘ al.
Mg/Al-LDH Residuo de bauxita e lama de boro '1;;:7&';'
Zn/Al-(As)-LDH aguas residuais alcalinas contendo arsénico Me(ggfg)al'
(Zn-Cu-Mg)/Al-LDH Aguas residuais de minas Pel('ggfl g;‘ al.
Volli e
Mg/AI-LDH Cinzas volantes indianas Purkait,
2016)
Kuwahara e
Ca/Al-LDH Escdria de alto forno Yamashita
(2015)
Ca/Al-LDH Residuo de bauxita e escéria de carboneto Z?ZUO%?L
(Ni/ Al)-LDH Aguas residuais de galvanoplastia Z?ZUO%?L
Hidréxido duplo em camadas de )
zinco-ferro intercalado com dodecil Aguas residuais de galvanoplastia contendo Ruan et al.
sulfato Zinco (2012)
(DS-Zn / Fe-LDH)
Zn/Al-CrO4-LDH Aguas residuais de galvanoplastia Zh?zngét)al.
(Ni-Zn)/Cr-LDH Aguas residuais de g.alvan.oplastla contendo Zhou et al.,
multimetais 2010

FONTE: Autoria propria (2023).

Os HDLs (Figura 1) sao materiais que apresentam caracteristicas fisico-

quimicas, estruturais e morfologicas versateis. Ha crescente interesse na exploragéao
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comercial dos HDLs, tanto no ambito industrial, quanto em estudos realizados por
pesquisadores, devido seu prego acessivel, serem materiais biocompativeis e nao
toxicos e as caracteristicas significativas e propriedades multifuncionais, como,
resisténcia a mudancas térmicas e variacdes de pH, efeito memodria, retencédo das
moléculas hospedes dentro das intercamadas, estrutura ajustavel, preparacao
simples e biologicamente correta, flexibilidade de composi¢do quimica, propriedades
de intumescimento, alta propriedade de troca idGnica e area superficial, entre outros
(ARRABITO et al., 2019; MALLAKPOUR; HATAMI; HUSSAIN, 2020; ROY; PILLAI,
RAY, 2022; NETO et al., 2022; ZUO, et al., 2022; AHMAD, et al., 2023).

A modificacao e intercalagdo do HDL com materiais organicos e inorganicos
apropriados melhoraram seu comportamento, os tornando utilizaveis em diferentes
campos industriais, sdo exemplos as areas: catalitica, farmacéutica, médica
biolégica e eletroquimica, assim como os setores: bioldgicos, mecanicos, opticos,
térmicos e elétricos. O uso desses nanomateriais como adsorventes e trocadores
iGnicos possibilitam sua aplicagdo na remog¢ao de compostos orgéanicos, inorgéanicos,
corantes, metais pesados e ions nucleares, na liberacdo controlada de minerais e
pesticidas no solo (ARRABITO et al., 2019; MALLAKPOUR; HATAMI; HUSSAIN,
2020; ROY; PILLAI; RAY, 2022; NETO et al., 2022; ZUO, et al., 2022; AHMAD, et al.,
2023).

Em relacdo aos HDLs provenientes de residuos industriais, sdo comumente
usados como adsorvente, catalisador, retardador de chama e inibidores de corroséo
(JIANG et al., 2023).
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FIGURA 1 — Representagédo esquematica da estrutura dos HDLs.
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Fonte: TRONTO (2006) e Adptado por FARIAS (2020).

2.1.1 Processo de Decapagem e Residuos Acidos de Decapagem

A galvanoplastia e demais execugbes de acabamento metalico produzem
residuos tidos como perigosos devido a presenga de acidos e metais. No processo
industrial de decapagem quimica, € geralmente utilizado acidos minerais, como
solugdes de acido cloridrico, nitrico e fluoridrico, agentes eficientes no propésito de
remogao da carepa (camada de 6xido) ou demais impurezas da superficie. Essa
técnica gera liquido residual, que além do pH extremamente baixo, possui alta
concentragdo de metais pesados (aluminio, cobre, cromo, ferro, niquel, manganés,
entre outros). Devido seu impacto negativo no meio ambiente e na saude humana,
esse residuo acido é na generalidade tratado através do processo de neutralizagao,
sendo aplicado um composto de carater basico, eliminando os ions metélicos e
neutralizando a acidez e assim como beneficio esses produtos podem ser
recuperados ou reutilizados. Esse processo simples e de baixo custo normalmente
acontece pela adicdo de cal para aumentar o pH e para a precipitacdo dos
hidroxidos metalicos, se transformando em um lodo instavel podendo esse ser

encaminhado para aterros especializados e o efluente aquoso, dispensado como
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esgoto urbano. (DOHARE, et al., 2017; REIS; ISMAEL, 2018; WU, et al., 2019;
FARIAS, 2020; GAO, et al., 2021; WANG, et al., 2022).

2.2 LIPASES

Dentre as enzimas comerciais, as lipases (EC 3.1.1.3) sao capazes de
hidrolisar naturalmente as ligacbes éster encontradas nos triacilglicerideos,
formando diacilglicerois (DG), monoacilgliceréis (MG) e acidos graxos livres (AGL)
(Figura 1). Catalisam também reacdes de esterificacdo, transesterificagao,
interesterificacdo ou aciddlise (Figura 2) (SAMPAIO et al., 2022; SOUZA et al.,
2023).

FIGURA 2 — Reag0bes de hidrdlise catalisada por lipase em meio aquoso.
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FONTE: Adaptado de Sampaio et al. (2022).

Para o avango em processos verdes, a substituicdo dos catalisadores
quimicos é considerada importante. Desta forma, busca-se sistemas biocataliticos
que apresentem caracteristicas satisfatorias em termos de eficiéncia, estabilidade
em reacoes de alta temperatura e na presencga de solventes organicos, capacidade
de reutilizacdo e seja ecologicamente correto. Assim, ha o interesse industrial na

utilizacao de lipase como catalisador, ja que nas reagdes apresenta estabilidade em
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condi¢cbes adversas, possibilidade de reuso e sao alternativas mais sustentaveis
(ISMAIL; KASHTOH; BAEK, 2021).

As aplicagbes de lipases como catalisadores bioldgicos incluem diversos
setores, como: industrias de biodiesel, alimentos e bebidas, couro, téxtil,
detergentes, produtos farmacéuticos e médicos (RABBANI et al., 2023).

Na area ambiental, tem sido utilizada na biorremediagao de residuos lipidicos.
Neste contexto, o 6leo de cozinha usado é uma das maiores preocupacdes dos
ambientalistas, pois €& despejado em esgotos e outros corpos d'agua sem
tratamento, o que causa destruicdo ndo apenas ao meio ambiente, mas também a
flora e a fauna (KUMAR et al., 2012; NWOBI; OFOEGBU; ADESINA, 2006). Para se
ter uma ideia dos danos causados, um litro de residuo lipidico pode comprometer
aproximadamente 1 milhdo de litros de agua natural, principalmente quando o dleo é
submetido a temperaturas elevadas, pois podem se tornar téxicos (OKINO-
DELGADO et al.,, 2017). Assim, investigar as possibilidades de degradar estes
compostos é essencial para o tratamento de residuos ricos em lipideos.

Caracteristicas como a possibilidade de catalisar reagcdes em distintos meios
(aquoso, organico, aquo-restrito), capacidade de utilizagdo em varios substratos,
estabilidade referente a temperatura, pH e solventes orgéanicos, as tornam
biocatalisadores relevantes (ISMAIL; KASHTOH; BAEK, 2021).

As lipases sao habitualmente encontradas na natureza, podendo ser obtidas a
partir de tecidos animais, vegetais e microrganismos. As microbianas sdo mais
usadas industrialmente, devido as caracteristicas como estabilidade e variedade de
atividade catalitica. Quando relacionado a produgédo, podem ser obtidas por
fermentacdo submersa (FS) ou em estado soélido (FES).

A fermentagdo submersa consiste na técnica em que os microrganismos sao
cultivados em meio liquido, com simples recuperacao e purificagao de lipases. Esse
método é comumente utilizado para produzir enzimas a partir de cepas bacterianas,
em fontes de carbono de petréleo, como 6leos no geral e azeite. Ja a fermentagao
em estado sélido é usada para produzir microrganismos em meio de substrato
soélido, geralmente lipases fungicas, miceliais e de levedura. A FES é empregada em
varias areas industriais, possuindo como vantagem a produgdo em larga escala por
ser um mecanismo econdmico e assim reduzir os custos de produgcdo (BHARATI,
RAJALAKSHMI, 2019).
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2.2.1 Imobilizagao de Lipases

Enzimas imobilizadas sdo aquelas confinadas em um material, chamado de
suporte. Os métodos de imobilizacdo sdo divididos de acordo com o tipo de
interacdo enzima-suporte, sendo eles fisico (adsor¢do e aprisionamento ou
encapsulagao) e quimico (ligagao covalente e ligagao cruzada). Dentre eles, o mais
comumente utilizado € o de adsor¢ao, sendo um procedimento simples, de baixo
custo e que mantém a atividade enzimatica (ISMAEL; BAEK, 2020; ALMEIDA et al.,
2021; PANCHAL et al., 2022) (Figura 3).

FIGURA 3 — Métodos de imobilizacao enzimatica.

Enzimatica

Métodos de Imobilizagao ]

I

Métodos
Quimicos

[
| 1

Aprisionamento | Ligagdo |

Cruzada
g — '
_ Micro Incorporacao Ligagdo Cruzada
g Gel/Fibra || encapsulmento | | em MOFs e suporte

Métodos

Fisicos

) » "_"—4‘\ >
\S EIST

G @R R

- ‘>-__ by “.__\:.’:}‘ g
’ ~—

FONTE: Adaptado de Liu; Chen; Shi (2018).

Para selecdo de suportes € necessario levar em consideragdo as
propriedades da superficie, incluindo area superficial, volume de poros, forma,
distribuicdo de poros, natureza da superficie, carga superficial e custo do material
(PANCHAL et al., 2022).

Lipases imobilizadas sdao comumente utilizadas como biocatalisador na
industria, pois possui como vantagens boa estabilidade quimica e térmica,

reutilizacdo e facil recuperagao, possibilitando substituir catalisadores quimicos.
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Desse modo, existe um interesse crescente no desenvolvimento de novos materiais
para serem utilizados como suportes (ISMAIL; BAEK, 2020).

A imobilizacdo enzimatica alavanca as aplicacbdes das lipases, aumentando a
estabilidade, a seletividade e a meia-vida. Para tal, € necessario otimizacdo das
condicbes reacionais, como presenga ou auséncia de solventes organicos,
temperatura, viscosidade do meio, tal como aprimoramento das caracteristicas
operacionais (REMONATTO et al., 2022).

2.2.1.1 Imobilizagao de lipases em HDLs

Entre as técnicas usadas na imobilizacdo de lipases, utilizando HDL como
suportes, tem-se: adsorgdo, aprisionamento in situ e aprisionamento por
delaminacdo (Figura 4). O método de adsorcdo consiste basicamente na
impregnagdo da enzima no HDL, por meio de interagdes eletrostaticas ou
hidrofébicas, como forgas de van der Waals, ligagdes de hidrogénio e interagdes
dipolo-dipolo. No processo de imobilizagdo por aprisionamento in situ, ha duas
variagdes. Na primeira técnica, conhecida como coprecipitagdo, a enzima € inserida
durante a fase de precipitacdo do HDL, ja na outra forma, delaminagéo/esfoliacao, a

enzima fica aprisionada no interior do suporte (AMARAL et al., 2023).

FIGURA 4 — Diferentes métodos de imobilizagao enzimatica utilizando HDL como suporte.
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FONTE: Adaptado de Amaral et al. (2023).

Poucos trabalhos sao encontrados na literatura utilizando HDL para
imobilizagdo de lipases. A Tabela 2 descreve de forma resumida alguns trabalhos
onde se utilizou HDLs para imobilizar lipases. Observa-se que o processo de

imobilizagdo por adsorcéo foi o mais empregado em suportes HDLs com formacdes
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variadas, dentre eles os metais aluminio, magnésio e zinco prevalecem nas

composigoes.

TABELA 2 — Utilizagao de HDLs para imobilizagao de lipases.

HDL/ L
Tipo de imobilizaggo/lipase Principais Resultados Ref.
Zn2Al intercalados com ions  Reagdes de transesterificacdo do (R,S)-1-feniletanol com
cloreto e SDS acetato de vinila. Amaral et
Adsorcao, aprisionamento Conversao de 50%, com eep maior que 99% e alta al. (2023)
in situ e delaminacao/ E > 200 i imobilizad d ~ '
Pseudomonas cepacia , para a lipase imobilizada por adsorgao
Reacbes de hidrolise do 6leo de oliva.
Mg/AI-COs e Zn/AlI-COs~ A atividade maxima para lipase imobilizada MLDH1 (0,922
modificados com SDS U/mg) e MLDH2 (0,744 U mg"). Aghaei et al.
Adsorcao/ As atividades residuais para lipase imobilizada em MLDH1 (2020)
Candida rugosa (72%) e MLDH2 (67%) de suas atividades iniciais, apos 10
reutilizacdes
E 96% e R 188%, atividade hidrolitica em meio organico (279
Zn/Al-Cl com diferentes U g') com uma relagdo molar de Zn:Al de 4:1 e proteina de
razées molares Zn:Al 162 mg g'. Dias et al.
Adsorcao/ Na transesterificacdo do rac-1-feniletanol com acetato de (2019)
Pseudomonas cepacia  vinila em n-hexano, apresentou alta conversao (50%) em 1 h
de reagéo, com ees e eep superiores a 99% e E > 200
CMAN-CRL catalisou o processo de esterificagdo com Rahman:
HDL calcinado acidos graxos de comprimentos de cadeia média (C10-C14) Othman é
Adsorcgéao/ de forma eficaz, CNAN-CRL e CZAN-CRL exibiram alta Md Yunus
Candida rugosa porcentagem de conversdo em acidos graxos com (2016)
comprimentos de cadeia de carbono de C8-C12 e C10 -C18.
MgAl com SDS e superficie Dong
modificada (3-aminopropil) ot al
trietoxisilano (KH550) E(%) de 56,4% e R > 69,2% (2014)
Adsorgéo eletrostatica/
Candida lypolitic
HDLs de E(%) de 71% para Mg/A-NOs-, 67% para Zn/A-NOs- e 58%
Mg/AI-NOs~, Zn/AlI-NO3~ ara Ni/ A]—N o Rahman et
Ni/A-NO3" .. P 03 - . oo al.
Adsorcio fisical As condigdes 6timas para p[oduzw éster adipato até 80% 2008
¢ foram o tempo de reacéo 2,5 h, 50 °C e aw 0,53 ( )
Candida rugosa P a0 29N, v
9
- E% de 70,8% para Mg/Al-SDS e 36,9% para Mg/AlI-NOs".
Mg/ﬁ\d(;NOs ~ Mg/AI-SDS O Mg/AI-SDS apresentou melhor estabilidade, mantendo a Rahman et
sorcao fisica/ = . ; o . . al.
Candida ruaosa conversdo do oleato de butila acima de 50% apés 10 dias de 2004
9 (2004)

incubagédo em hexano.

FONTE: Autoria prépria (2023).

Sendo eep: excesso enantiomérico do produto; E: razdo enantiomérica; E%: Eficiéncia de imobilizagdo; R:

retencdo da atividade; aw: atividade de agua; SDS: dodecil sulfato de sdédio.

Dentre as aplicagdes, as lipases imobilizadas em HDLs foram empregadas

em reagdoes de transesterificacdo para obtencdo de ésteres opticamente ativos
(AMARAL et al., 2023; DIAS et al., 2019), hidrélise do éleo de oliva (AGHAEI et al.,
2020) e obtengao de ésteres pelo processo de esterificacdo (RAHMAN; OTHMAN e
Md YUNUS, 2016; DONG et al., 2014; RAHMAN et al., 2008; RAHMAN et al., 2004).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 SUPORTE HIDROXIDO DUPLO LAMELAR (HDL)

Com a finalidade de agregar valor ao produto final, o suporte HDL obtido a
partir de residuos industriais (Figura 5), foi utilizado para imobilizagcao das lipases de
Burkholderia lata LBBIO-BL02. Esse material foi sintetizado pelo Grupo de Quimica
de Materiais e Tecnologias Sustentaveis (GQMATS) da UTFPR campus Londrina.
Correspondendo a produgdo de um HDL formado por zinco, ferro e aluminio,
contendo cloreto a partir de residuos industriais acidos de decapagem (RAD). O
método de sintese utilizado foi o de coprecipitacdo e o HDL foi caracterizado por
meio da analise da densidade aparente, difracdo de Raios X (DR-X), espectroscopia
vibracional de infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR), microscopia
eletrénica de varredura (MEV), adsorgdo-dessorcdao de nitrogénio (BET e BJH),
analise termogravimétrica (ATG), espectrometria de absor¢do atdomica (EAA) e
espectrofotometria ultravioleta e visivel (UV-Vis) (FARIAS et al., 2021).

FIGURA 5 — Fotografia do hidréxido duplo lamelar (HDL) obtido a partir de residuos acido de

decapagem (RAD).

Fonte: Autoria. prépria (2023).
3.2 LIPASE

As lipases de Burkholderia lata LBBIO-BL02 (massa molecular 32 kDA)
foram cedidas, na forma de extrato bruto, pela professora Dra. Valéria Marta Gomes
do Nascimento - Laboratério de Bioquimica e Bioprocessos (LBBIO) do
Departamento de Ciéncias Bioldgicas da UNESP - Campus de Assis.
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Antes do processo de imobilizagdo, dosou-se a atividade hidrolitica inicial,
frente ao pNPP do extrato bruto (EB) (item 3.5) e a concentracéo de proteinas (item
3.6).

3.3 REAGENTES

Para a dosagem da atividade de hidrélise da enzima imobilizada utilizou-se
palmitato de p-nitrofenila (pNPP Sigma-Aldrich, <100%). Para a dosagem de
proteinas, utilizou-se o Coomassie Brillant Blue R-250 (Sigma-Aldrich ultra pura).

Os demais reagentes foram de grau analitico e tiveram o grau de pureza
requerido no experimento.

Para a etapa de aplicagdo do HDL-Lip utilizou-se trés éleos vegetais de
fritura, todos coletados de diferentes locais do municipio de Assis - SP, essas
amostras sao de uso doméstico e foram identificadas como AM06, AM08 e AM10. A
caracterizagao fisico-quimicas foi realizada no LBBIO em relagdo aos seguintes
parametros: acidez, indice de perdéxido, indice de iodo, quantificacdo de AGLs,

umidade e hidrolise quimica das amostras (Tabela 3).

TABELA 3 — Determinacdes fisico-quimicas das amostras de 6leos vegetais alimenticios

residuais.
Oleos
Determinacao fisico-quimica AMO6 AMO08 AM10
indice de Acidez (mg KOH g-' Oleo)
1+1,1 1,510 1,110

indice de perdxidos (meq kg 1)
16,03+0,3 17,63+0,2  14,88%0,3

indice de lodo (gl2 100 gt -1 46,17 +0 42,02+0,2 34,48+0,3
Acidos graxos livres (%) 451+0,1 451+0,1 23,01 0,1
Teor de Umidade (%) 0,02 + QP 0,29+0,1 0,42+0,2

AM: amostra. Fonte: Santana (2023).

3.4 PROCEDIMENTO DE IMOBILIZAGAO

O HDL foi lavado com duas porgdes de 5 mL de solugdo de tampao fosfato

pH 7,0 a 0,05 mol L'. Apés secagem em dessecador, a imobilizagdo foi realizada
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conforme Al-Duri e Yong (1999). Foram colocados em um erlenmeyer 0,5 g do
suporte e 77 mL do extrato bruto, diluido em tamp3ao fosfato pH 7,0 a 0,05 mol L. A
concentragéo de proteina foi de 50 mg de proteina/g de suporte.

A mistura foi agitada a 100 rpm (25 °C) durante 24 h e a cinética de
imobilizagdo, em triplicata, foi acompanhada através da dosagem da atividade
residual (AR) e a concentragao de proteinas, retirando-se aliquotas de 0,5 mL nos
intervalos de 6, 12, 18 e 24 h (AMARAL et al., 2023).

O suporte foi separado por filtracdo a vacuo, lavado com duas porgdes de 5
mL da solugdo de tampao fosfato (pH 7,0 0,05 mol L"), seco em dessecador por 12

h e armazenado a 4 °C (Figura 6).

FIGURA 6 — Representagdo esquematica do processo de imobilizagao por adsorgéo fisica da
lipase de Burkholderia lata LBBIO-BL02 em HDL ZnFeAl.

Desagem da atividade

\ > ipolitica (pMPP)

HDL

Solucio 259/ 24hy Fitlg:éc \

enzimatica + aliguotas & vécuo
tampao fosfato
pH 7.0, 0,05 mol L" Dosagem da atividade
Y — politica (pMPF)

FONTE: Autoria propria (2024).

O processo de imobilizagdo foi acompanhado pela dosagem da eficiéncia de
imobilizagdo (E%) e retengcdo da atividade (R), conforme a Equacdo 1 e 2
respectivamente (YADAV; JADHAV, 2005; CASTRO et al. 2021).

_(4,-4,).100
4

1

E (1)
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No qual:

Ai é a atividade hidrolitica (U) da solugdo aquosa de lipase antes da
imobilizagdo e Ar é a atividade hidrolitica (U) remanescente no sobrenadante apds o
procedimento de imobilizagcdo, ambas medidas em meio aquoso, em triplicata

conforme item 3.5.

Ao.100
A;

(2)

Ao ¢é a atividade hidrolitica do HDL-Lip (U g™' do suporte) medida em meio
aquoso; At é a atividade tedrica da enzima imobilizada (U g™' do suporte), calculada

de acordo com a Equacéo 3.

_ (14f - Af)
m

4y 3)

m é a massa do suporte HDL (0,5 g); Ai e As foram definidos na Equacéo 1.

3.5 DETERMINAGCAO DA ATIVIDADE LIPOLITICA

O método de hidrolise do palmitato de p-nitrofenila (pNPP) (WINKLER,;
STUCKMANN, 1979), foi empregado para determinar a atividade lipolitica da
solugado enzimatica antes (Ai) (Extrato bruto, EB) e ap6s a imobilizagdo (Ar) e a
atividade enzimatica da enzima imobilizada (Ao). O método baseia-se na hidrdlise do
PNPP pela enzima, em meio aquoso, contendo como surfactantes a goma arabica e
o Triton X-100. A liberagdo do p-nitrofenol (pNP), de coloracdo amarela, €
acompanhada por UV-vis a 410 nm (Figura 7).

Para a atividade das solucdes utilizou 0,9 mL de meio reacional, preparado a
partir da mistura de 0,1 mL da solugéo A (3 mg de palmitato de p-nitrofenila em 1 mL
de isopropanol) com 0,9 mL da solugdo B (2 g de Triton X-100; 0,5 g de goma
arabica, em 450 mL de tampéo fosfato 0,05 mol L' pH 7,0). Aos 0,9 mL do meio
reacional, adicionou-se 0,1 mL de tampao (para o branco) ou 0,1 mL da solugéo

enzimatica para as amostras. A reacao foi acompanhada em cubeta de plastico de 1
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mL em espectrofotdmetro (Agilent Tecnologies, modelo Cary 60 UV-vis, Laboratério
Multiusuario de Apoio a Pesquisa do Campus Apucarana- Lamap), por 1 minuto
(55°C, 410 nm). A atividade, realizada em ftriplicata, foi calculada conforme a
Equagédo 4. A unidade foi definida como (U mL-"), onde U é 1 pymol de pNP

produzido por minuto por mL da solug&o enzimatica.

FIGURA 7 — Representacao esquematica da reagao de hidrélise do palmitato de p-nitrofenila
catalisada por lipase.
OCOCisH= OH

+ HO + CasHa1C00H

NQO: NO.

palmitato de agua p-nitrofenal 4cido palmitico
p-nitrofenila

OH o
NO: NO:
p-nitrofenal p-nitrofenalato

Fonte: Autoria propria (2023).

_CA.FD

A

Em que:

CA: coeficiente angular da reta (Abs x tempo em min);

FD: fator de dilui¢ao;

e: coeficiente de absortividade molar para tampao fosfato pH 7: 0,8.10* (L mol! cm-
1);

V: volume da solugdo enzimatica (mL).

Para a atividade da enzima imobilizada usou-se 5 mL de meio reacional e
aproximadamente 1 mg da enzima imobilizada, a reagdo ocorreu em erlenmeyer de

25 mL sob agitagdo em ultrassom (Schuster L200, 55°C) e retiradas aliquotas a
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cada minuto, por 5 minutos, para leitura em espectrofotometro (410 nm). A atividade,
realizada em triplicata, foi calculada conforme Equacédo 5. A unidade foi definida

como (U g™), onde U é 1 umol de pNP produzido por minuto por grama de HDL-Lip.

_CA.V
£.Ma (5)

Em que:

CA: coeficiente angular da reta;

V: volume do meio reacional (mL);

e: coeficiente de absortividade molar para tampao fosfato pH 7: 0,8.10* (L mol' cm-
1);

Ma: massa da enzima imobilizada (g).

3.6 DETERMINACAO DA CONCENTRAGAO DE PROTEINAS

A concentragdo de proteinas (65,1 + 1,3 yg mL") na solugdo enzimatica
(inicial) foi determinada a partir do método de Bradford (1976) (triplicata), usando
BSA (soro albumina bovina) como proteina padrdo e expressa em ug mL-

(miligramas de proteina por mL do extrato bruto contendo lipase).

3.7 CARACTERIZACAO DO HDL-LIP

O HDL antes e apds a imobilizagdo foram analisados por Microscopia
eletrénica de varredura (MEV), Analise termogravimétrica (ATG) e Difragdo de raios
X (DR-X).

Nas analises por MEV foi utilizado um microscopio eletrénico de varredura
TESCAN VEGA, Tescan, disponivel no Laboratério Multiusuario da Universidade
Tecnoldgica Federal do Parana Céampus Londrina (LabMult-LD).

Para a ATG foi utilizada para avaliar as propriedades térmicas do HDL antes
e ap6s a imobilizacdo e da lipase livre. Para essas analises, foi empregado o
equipamento Shimadzu modelo TGA-50. As amostras foram aquecidas de 20 a 800

°C com taxa de aquecimento de 10 °C min' sob atmosfera de nitrogénio (razao de
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fluxo — 50 mL min-"). A estabilidade térmica das amostras foi avaliada com base nas
curvas de TG e DTG. As analises de TGA foram realizadas no Lamap.

A andlise de DR-X foi realizada em difratbmetro de Raios X modelo D2
PHASER, Bruker, com janela de 5 a 80° (26) e incremento de 2 min-!, disponivel no
LabMult-LD.

3.8 ESTUDOS DE ESTABILIDADE DO HDL-LIP

3.8.1 Estabilidade ao pH e a Temperatura

A estabilidade ao pH do HDL-Lip foi determinada pela incubagdo do HDL-Lip
em tampdes com valores de pH entre 2,5 e 10 por 1 h a 25 °C.

A estabilidade a temperatura foi determinada pela incubagdo do HDL-Lip,
por 1 h, em temperaturas entre 30 e 100 °C na auséncia de substrato.

Para ambos os casos, a atividade do HDL-Lip residual foi determinada a 55

°C pela hidrélise do pNPP. Os ensaios foram realizados em ftriplicata.

3.8.2 Estabilidade ao Armazenamento

A estabilidade ao armazenamento do HDL-Lip e da lipase livre em
temperatura ambiente e 4 °C foi avaliada. Estas temperaturas foram selecionadas
pois sao condigdes mais comuns de armazenamento para biocatalisadores. Para tal,
a atividade hidrolitica residual, frente ao pNPP, foi dosada a cada 15 dias por um
periodo de 2 meses. As atividades residuais foram calculadas como porcentagem

em relagdo a atividade inicial. Os ensaios foram realizados em triplicata.

3.8.2.1 Analise estatistica através do teste Tukey

A anadlise estatistica através do teste Tukey foi empregada para verificar
diferencas significativas entre amostras independentes apés a etapa de
imobilizacdo, para os estudos de estabilidade ao pH e a temperatura. Para isso,
utilizou-se o teste de Tukey a 95% de probabilidade (TUKEY, 1953).
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3.9 APLICAGAO DO HDL-LIP EM REAGCOES DE HIDROLISE DE OLEOS DE
FRITURA

Para verificar a eficiéncia catalitica do HDL-Lip, rea¢des de hidrélise de oleos
de fritura (descritos como MO06, M08 e M10), foram realizadas utilizando um
delineamento fatorial 22 com repetigdo em quadruplicata no ponto central, totalizando
8 ensaios (BOX e BEHNKEN,1960). As variaveis independentes estudadas foram:
concentragdo da enzima (em termos de unidades de atividade) (x1) e temperatura
(°C) (x2. As variaveis, seus niveis e valores reais estdo apresentados na Tabela 4. A
variavel resposta (ou dependente) investigada neste estudo foi a produgéo de acidos

graxos (umol) dosado através do método titulométrico (3.9.1).

TABELA 4 — Variaveis e niveis para o delineamento fatorial com 2 niveis e 2 variaveis para
estudos de hidrdlise do dleo de fritura catalisada por HDL-Lip.

Niveis

Variaveis Independentes
-1 0 +1

x1 — Temperatura (T, °C) 40 47,5 55
x2 — Unidades Totais (U) 50 75 100

Fonte: Autoria prépria (2024).

Os dados experimentais (Tabela 6) foram analisados através da regressao

polinomial de segunda ordem representada pela Equacao 6 (SHIH et al., 2007):

Y =5 +ZIBkixi +ZIBkiixi2 +Z Zﬂkz‘jxixj (6)

=l j=i+l

Em que:
Y: a variavel resposta (umol de acidos graxos);
Bro, Bk, € Bki: 0s coeficientes constantes;

X; € X; as variaveis independentes nao codificadas (x1 e x2).



35

O modelo matematico foi testado para a falta de ajuste pelo teste F através da
andlise de variancia (ANOVA) usando o programa STATISTICA® (Data Analysis

Software System), versao 5.0.

3.9.1 Método Titulométrico

O método titulométrico proposto por Stuer et al. (1986), com modificagdes foi
utilizado para quantificar a produgdo de acidos graxos na hidrolise dos odleos de
fritura catalisada pela B. lata imobilizada e livre. O método baseia-se na titulagao dos
acidos graxos liberados pela acdo da enzima a partir dos triacilglicerois presentes no
Oleo, com hidroxido de sodio (NaOH). As reagdes foram realizadas em erlenmeyer
de 50 mL, constituido de 5 mL de 6leo, HDL-Lip ou lipase livre (Tabela 4, referentes
as unidades Totais). Em ambos os casos, utilizou-se a mesma quantidade de
unidades de atividade, dosadas anteriormente pelo método do pNPP.

A atividade do HDL-Lip foi de 6,5 £ 0,58 U mg™' e da enzima livre, de 100,8 +
0,68 U mL"'. Para as reagbes onde se utilizou HDL-Lip, adicionou-se 1,0 mL de
tampao fosfato 0,05 mol L' pH 7,0. As reacdes com enzima em solucdo (livre),
adicionou-se tampao fosfato 0,05 mol L' pH 7,0 na quantidade necessaria a fim de
completar 1,0 mL.

A razdo molar 6leo:agua (tampéo) foi fixada na proporgéo 1:3,5. Esta razéo
molar foi selecionada pois sabe-se que um excesso de agua além do valor
estequiométrico (1:3) pode deslocar o equilibrio da reagdo para a formagao do
produto (ZENEVICZ, et. al, 2016). A reacgao teve duracédo de 30 min de 40 a 55 °C e
150 rpm. Apds, 8 mL de uma solugdo 1:1 (v/v) de acetona e etanol s&o adicionados
e esta solucdo é titulada com NaOH 0,05 mol L' utilizando fenolftaleina como
indicador.

Um controle contendo o meio reacional sem enzima foi realizado nas
mesmas condigdes. A padronizagdo do NaOH foi realizada utilizando 0,0102 g (5.10
5 mol) de biftalato de potassio seco em estufa (90 °C /12 horas), levado ao
dessecador até chegar em temperatura ambiente, apds, € adicionado 10 mL de
agua destilada no erlenmeyer. A solucdo € agitada até a dissolugdo completa do
biftalato e entdo titulada com NaOH 0,05 mol L, gotejando fenolftaleina como

indicador, até a coloracio rosa caracteristica persistir.
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Para o calculo do numero de mols de acidos graxos produzidos (umol),

utilizou-se a Equacgao 7.

n,=V-V)*M=10°*F, (7)

No qual:

V: volume gasto de NaOH durante a titulagdo do meio reacional com enzima (L);
Vc: volume gasto de NaOH durante a titulagdo do meio reacional sem enzima (L);
M: concentragdo do NaOH, (mol L);

Fc: fator de correcdo do NaOH

O fator de corregao do NaOH foi calculado através da Equacéo 8.

Onde:
Ci: Concentragéo inicial de NaOH 0,05 mol L,
Cr: Concentragéo real de NaOH 0,04916 mol L.

3.10 ESTUDO DE REUTILIZACOES

Para os estudos de reutilizacdo do HDL-Lip, a hidrolise do d6leo de fritura

(juncdo AM06 e AM10) foi realizada em um frasco Erlenmeyer de 50 mL sob

condigdes de maior producdo de acido graxo (Experimento 5, Tabela 5): 0,0154 g

as
do

HDL-Lip (6,5 £ 0,58 U mg™), 5 mL de dleo, 1 mL de tampao fosfato pH 7, 0,05 mol

L-', temperatura de 55 °C, 150 rpm (agitador orbital) e 30 min. Apos cada batelada
biocatalisador foi recuperado por filtragcao, utilizando gaze, lavado com 5 mL de

, O

n-

hexano por 3 vezes e seco em dessecador a vacuo por 16 horas (temperatura

ambiente). Este procedimento deve ser repetido até que o HDL-Lip apresente 50%

da eficiéncia catalitica. As producdes de acido graxo, apds cada reagao, sao

comparadas com a producgao obtida no primeiro ciclo.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 IMOBILIZAGAO DE LIPASES

Inicialmente realizou-se a cinética de imobilizacdo. Com o objetivo de
determinar o tempo de contato entre o extrato enzimatico e o suporte para atingir o
maior percentual de enzima imobilizada. Observa-se um decréscimo da atividade no
sobrenadante em relagdo ao tempo de imobilizagdo, indicando imobilizacdo da
enzima no suporte. Em 24 h a eficiéncia de imobilizagao (E) foi de 71% (Figura 8). E

possivel que tenha havido a saturagao do suporte pela enzima.

FIGURA 8 — Cinética de imobilizagao da lipase de Burkholderia lata LBBIO-BL02 em HDL
ZnFeAl utilizando tampéao fosfato pH 7,0, 0,05 mol L-'. Atividade residual no sobrenadante
determinada pelo método pNPP aquoso.
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FONTE: Autoria propria (2023).

Para analisar se a enzima estava ativa apds a imobilizagao, foram feitos os
ensaios de atividade da enzima imobilizada (Ao), utilizando-se o0 método da hidrdlise

do pNPP em meio aquoso para comparagao com a atividade tedrica (At) e calculo
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de retencao de atividade (R). Observou-se Aode 7,72 U mg™ e a Arfoi de 4 U mg™",
sendo a R de 193%. Estes resultados indicam que as mudangas conformacionais da

enzima foram favoraveis a catalise quando a mesma foi imobilizada em HDL.

4.2 CARACTERIZACAO DA HDL-LIP

4.2.1 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

As micrografias obtidas das superficies do HDL antes e apds o processo

imobilizagdo (HDL-Lip) sdo apresentadas na Figura 9.

FIGURA 9 — Micrografias do HDL antes (A, 2000x; B, 35000x) e apds (C, 2000x; D 35000x) a

imobilizagdo enzimatica.

105 pm

FONTE: Autoria prépria (2023).
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Ao analisar as micrografias do HDL (Figura 9 A e B) percebe-se um material
estruturado em lamelas, aglomeradas e com pouca organizagao.

Ao comparar com as imagens do HDL-Lip (Figura 9 C e D), nota-se que
essa estrutura lamelar se manteve, porém, com modificagdes, um composto com
morfologia menos agrupada e com a presenga de cristalitos agulhosos,
provavelmente devido a solubilizagao parcial de ferro e aluminio e dos ions fosfato

do tampéo, que geram fases minerais que cristalizam desse jeito.
4.2.2 Analise Termogravimétrica (ATG)

O comportamento térmico do HDL antes e apds a imobilizacao foi comparado

com a lipase livre (Lip) por andlise de ATG e DTG (Figuras 10 A e B).

FIGURA 10 — Resultados da analise termogravimétrica (ATG) e da analise térmica diferencial

(DTG), expostos nas figuras A e B, respectivamente.

A B
1004 0,000 -
80+ -0,001
o
$ o
< 60+ & -0,002-
©
b o
8 E
= 40 O -0,003
'—
o
- —Lip -0,004 —Lip
——HDL —HDL
1 —— HDL-Lip —— HDL-Lip
o 0005t
100 200 300 400 500 600 700 800 100 200 300 400 500 600 700 800
Temperatura (C°) Temperatura (C°)

FONTE: Autoria prépria (2023).

Quando comparados os comportamentos térmicos da Lip e HDL-Lip,
percebe-se que a decomposi¢cdo da lipase livre € mais rapida, o que pode estar
relacionado a desnaturacdo da conformacgao proteica da enzima. A analise de TGA
para as amostras exibiu dois estagios principais de perda de massa. Para a Lip, a
perda de massa inicial, que ocorreu entre 60-150 °C na analise TGA com uns picos
endotérmicos correspondentes no DTA, pode ser atribuida principalmente devido a
evaporagao da agua e compostos volateis (ANSARI; HUSSAIN, 2011; ASMAT;
HUSAIN; KHAN, 2018). Comportamento semelhante acontece para o HDL-Lip (80-
150 °C) e HDL (60-100 °C) em que ha perda de agua fracamente adsorvida na
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estrutura da proteina adsorvida sobre o HDL e superficie externa das lamelas. Ja a
préxima perda em aproximadamente em 150°C a 250°C (Lip), 200-350 °C (HDL-Lip)
e 400-500 °C (HDL) pode estar associada a decomposi¢ao da proteina e para o HDL
corresponde a desidroxilagdo das lamelas, assim como a decomposi¢cdo de anions
intercalados (FARIAS, 2020).

Observa-se através da DTG que o segundo evento térmico da HDL-Lip
(~100°C) tem temperatura inferior ao segundo evento térmico tanto da Lip (~150°C)
quanto do HDL (>200°C). Assim, a HDL-Lip apresentou menor estabilidade térmica
para os ensaios de ATG.

Alguns resultados envolvem a perda de massa nas temperaturas finais, ndo
acarretando grandes modificagbes do material e da enzima no processo de

imobilizagao.

4.2.3 Difratometria de Raios X (DR-X)

A Figura 11 apresenta os difratogramas de raios X para o HDL-Lip e HDL.
Observa-se os padroes de DR-X do material estudado antes (HDL) e apds a
imobilizagdo da enzima (HDL-Lip). Os picos de difragdo do HDL coincidiram com o
perfil de estrutura lamelar de HDLs conforme padrdao numero 22-0700 do
International Crystallography Diffraction Database (ICDD) e foram identificados como
os planos cristalograficos (003), (006) e (009). Por meio da equacéo de Bragg, a
distancia baseada no plano (003) calculada foi de ~75 pm, consistente com os raios
idnicos do Zn?* e Fe?*/Fe®* em coordenagdo octaédrica e spin baixo, 0os maiores
cations da mistura metalica. Além disso, a distancia interlamelar calculada a partir do
plano (003) centrado em 11,4° (260) pela equagéo de Bragg foi de 7,76 A, indicando a
intercalagéo por ions cloreto (ZHANG; EVANS, 2012). Apés imobilizagao da lipase, o
HDL perdeu cristalinidade, porém manteve os picos de difracdo referenciais
praticamente nas mesmas posicdes citadas anteriormente. Como nao houve
deslocamento desses picos, apenas diminuicao de sua intensidade e surgimento de
alguns picos de baixa intensidade, pode-se inferir que ndo houve modificagdes
importante do espaco interlamelar, e que o processo de imobilizagdo favoreceu a
destruicdo parcial dos cristalitos na forma de flocos, bem como o surgimento de

novas fases cristalinas, confirmando as imagens de MEV.
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FIGURA 11 — Difratograma de raios X do HDL e HDL-Lip.
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FONTE: Autoria propria (2024).

4.2 .4 Espectroscopia Vibracional de Infravermelho (FTIR)

Em relacédo ao espectro de FTIR do HDL-Lip (Figura 12) e comparando com o
espectro do HDL antes da imobilizagdo (FARIAS, 2020) nota-se similaridade entre
0s espectros das duas amostras, ou seja, bandas encontradas nas regides: 1627
cm-', referentes aos modos vibracionais das moléculas de agua intercaladas, 3443
cm-', banda larga pertencente aos grupos hidroxilas do HDL e 670 cm', banda de
baixa intensidade atribuida as vibragdes dos metais divalente e trivalente com o
oxigénio das ligagées O-M-O, M-O-M e M-OH (MAK YU et al., 2019).

N&o foi possivel identificar as bandas de amida | e Il (entre 1750 e 1500 cm1)
relacionadas a lipase, pois coincidem com as bandas de deformacao angular das
moléculas de agua presentes no HDL. Amaral et al. (2023) observaram resultado

semelhante na imobilizagao da lipase de P. cepacia em HDL Zn2Al.
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FIGURA 12 — Espectro de FTIR do HDL-Lip.
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FONTE: Autoria propria (2023).

A analise por FTIR foi importante para verificar possiveis alteragdes na
composi¢cao quimica do suporte apds a imobilizacdo, ndo sendo possivel confirmar a
imobilizacao através da técnica.

4.3 ESTUDOS DE ESTABILIDADE
4.3.1 Estabilidade ao pH e a Temperatura

Conforme descrito no item 3.8.2 o estudo de estabilidade ao pH e a
temperatura foi conduzido com o HDL-Lip e os resultados podem ser observados
nas Figuras 13 e 14, que retratam a atividade residual (AR) em termos percentuais
do HDL-Lip apds os tratamentos.

Os resultados apontam, alta atividade residual em pHs acidos para o HDL-
Lip, destacando a faixa de 4,0 a 5,0 (acima de 90%), entre pH 6 e 9 a atividade

residual foi proxima de 50% e em pH alcalino, a atividade residual decresceu a
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medida que a basicidade aumentou, porém, a enzima ainda se manteve ativa
(Figura 13).

FIGURA 13 — Estabilidade ao pH do HDL-Lip. Condigées: Atividade residual em reacdes de
hidrolise do pNPP, 55 °C, ap6s incubagao em diferentes pH por 1 h a 25 °C. Tampdes usados para
os ensaios (0,05 mol L"): Glicina-HCI pH 2,5 (m), Citrato pH 3,0 a 6,0 (e), FosfatopH 7,0e 8,0 (A) e
Glicina-NaOH pH 9,0 e 10,0 (V). A atividade foi comparada com a atividade determinada em tamp&o
fosfato 0,05 mol L pH 7,0, sem prévia incubagéo (15,5 £ 2,1 U mg-', 100 %).
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FONTE: Autoria propria (2023).

abcletras diferentes indicam diferengas significativas no teste Tukey com 95% de confianga (p < 0,05).

Oliveira et al. (2015) avaliaram a estabilidade ao pH da lipase de B. lata na
sua forma livre, observando alta estabilidade em pHs acidos. Comumente, lipases
produzidas por bactérias, tem maior estabilidade em pH neutro ou basicos.

A avaliagao da estabilidade de enzimas ao pH é parametro importante a ser
estudado pois possibilita relacionar com possiveis aplicagdes na biocatalise. Por
exemplo, lipases que apresentam estabilidade em condi¢des acidas podem ser uteis
para as industrias de laticinios, alimenticias e no tratamento de 6leos usados. Na
industria de laticinios, a lipase hidrolisa a gordura do leite, isso poderia melhorar o
sabor dos produtos lacteos e aumentar seu valor nutricional. Além disso, também

pode ser usada para refinar o 6leo e remover acidos graxos livres, este método
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também pode ser usado para modificar 6leos de qualidade inferior para obter um
produto de alto valor agregado (KONKIT; KIM, 2016).

Quanto ao teste Tukey, a atividade relativa do HDL-Lip foi estatisticamente
diferente (p < 0,05) em pH 10, onde houve menor estabilidade (31,4 + 0,16 %). As
atividades relativas dos conjuntos pH 2,5e 3, pH4e 5, pH3,7e 8, pH6,7,8¢e9
nao apresentam diferengas significativas entre si, porém, sao significativamente
diferentes das atividades relacionadas aos demais pHs.

Em relagéo a estabilidade a temperatura (Figura 14), observa-se que o HDL-
Lip foi estavel a 40°C (102,4 £ 5,9%) e manteve aproximadamente 60% da atividade
residual para as demais temperaturas. A alta estabilidade a temperatura apos a
imobilizacdo € um resultado importante e indica que as mudancgas estruturais por
resisténcia térmica acarretam no aumento da atividade catalitica, impactando
positivamente na velocidade das reagdes quimicas e em suas aplicagdes
biocataliticas (BILAL; IQBAL, 2019).

FIGURA 14 — Estabilidade a temperatura do HDL-Lip. Condigdes: Atividade residual em
reagdes de hidrolise do pNPP, 55 °C, apos incubagédo em diferentes temperaturas por 1 h. A atividade
foi comparada com a atividade determinada em tampéao fosfato 0,05 mol L-' pH 7,0, sem prévia
incubagao (13,2 £ 3,8 U mg-*, 100 %).
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FONTE: Autoria propria (2023).

abe etras diferentes indicam diferengas significativas no teste Tukey com 95% de confianga (p < 0,05).
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O teste Tukey apontou que a atividade média residual obtida em 40°C
possui diferenca significativa em relagdo as atividades residuais determinadas nas
outras temperaturas. Nao ha diferencga significativa para as atividades residuais
determinadas a 30, 60, 80 e 60, 80 e 100 °C.

Em relacdo a outras lipases imobilizadas em HDL, Aghaei et al. (2020)
observaram, para a lipase de Candida rugosa imobilizada em Mg/Al-CO3-HDL
(LDH1) e Zn/Al- COs-HDL (LDH2), modificados com Dodecil sulfato de sédio (SDS),
uma atividade enzimatica decrescente com o aumento da temperatura, mesmo que
a resisténcia térmica em suportes hidrofobicos seja mais consideravel do que as
lipases ligadas covalentemente. Ressaltaram que a ruptura da lipase e
consequentemente a perda da atividade, pode ocorrer nos sitios ativos por calor,
presenca de ions metalicos e pH, assim como em altas temperaturas a liberacédo de
enzima do suporte hidrofébico pode diminuir a atividade enzimatica. Apesar de
enzimas imobilizadas normalmente serem mais estaveis que as livres, os autores
observaram um ligeiro aumento na estabilidade, proxima de 10%, para a lipase

imobilizada em relagao a livre.

4.3.2 Estabilidade ao armazenamento

A estabilidade no tempo de armazenamento da enzima imobilizada é

relevante para uso em processos biotecnoldgicos e industriais (AMERI et al., 2020).

TABELA 5 — Estabilidade em relagao ao armazenamento, 4°C e temperatura ambiente, da
lipase de Burkholderia lata em solu¢ao e HDL-Lip. Atividade residual (%) dosada pela hidrélise do
PNPP, pH 8,0.

Atividade Residual (%)

Lip HDL-Lip
Periodo 4°C Temperatura 4°C Temperatura
ambiente ambiente
Inicial 100 + 18,47 100 + 18,47 100 £ 10,75 100 + 10,75
1° Més 100 + 8,79 707,48 100 + 16,78 100 + 35,23
2° Més 100 + 0,48 70 + 5,69 85 + 8,92 27 £18

Fonte: Autoria propria (2024).
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Para fins de comparagéao, o HDL-Lip foi avaliado quanto a estabilidade em
relagdo ao armazenamento ou tempo de prateleira e comparado com a lipase livre,
em duas condig¢des distintas, refrigerador 4°C e temperatura ambiente. As atividades
residuais foram calculadas como porcentagem em relacdo a atividade inicial. A
Tabela 5 apresenta o percentual de atividade residual da lipase de B. lata na forma
livre (solugao enzimatica, Lip) e imobilizada, respectivamente, por 2 meses.

Observa-se que a Lip foi mais estavel em refrigerador (4°C) que em
temperatura ambiente, havendo perda de 30% da atividade para a segunda
condigdo, apds 60 dias de armazenamento. Para o HDL-Lip ndo houve perda da
atividade em ambos os meios de armazenamento, no primeiro més. Apés 60 dias, o
HDL-Lip armazenado em geladeira demonstrou perda da atividade em
aproximadamente 15%, ja em temperatura ambiente a redugao foi aproximadamente
73%.

Aghaei et al. (2020) afirmam a relevancia da estabilidade ao armazenamento
dos biocatalisadores imobilizados para avaliar o sucesso do processo de
imobilizacdo, tal como a importancia na fabricagao deles. Em sua pesquisa, a lipase
imobilizada apresentou melhor estabilidade, em 4° C, mantendo 92% de atividade

apos 15 dias e 87% apos 25 dias.

4.4 APLICACAO EM REACOES DE HIDROLISE

Reacdes de Lip e HDL-Lip como catalisador na hidrélise de 6leos de fritura,
foram realizadas utilizando um delineamento fatorial 22 (item 3.10), com dois niveis e
duas variaveis, para verificar se a variagcdo dos parametros temperatura e unidades
totais enzimaticas poderia influenciar na producédo de acidos graxos. As respostas
(brutas) das variaveis dependentes (resposta) estdo mostrados na Tabela 6. Na
Tabela 7 estao inseridos os coeficientes de regresséo para a resposta polinomial. As
curvas de niveis estdo expostas nas Figuras 15 e 16.
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TABELA 6 — Delineamento fatorial 22 aplicado no estudo da hidrélise de diferentes éleos de

fritura, utilizando HDL-Lip. A quantidade de suporte foi expressa em unidades totais dosadas através
da hidrélise do pNPP.

Variaveis
Ensaios 'gggi%iggggie: Variaveis Dependentes (respostas)
valores reais
X1 X2 AM6_LP AM8 L AM10_L AMG6_|b AMS8_| AM10_|
1 -1 -1 245.8 3441 304,8 73,7 49,2 29,5
(40) (50)
2 +1 -1 432,6 624,3 516,2 103,2 78,7 34,4
(55) (50)
3 -1 +1 388,4 521,1 496,5 98,3 63,9 68,8
(40) (100)
4 +1 +1 821,0 958,6 860,3 132,7 122,9 132,7
(55) (100)
5 0 0 521,1 604,7 545,7 108,2 68,8 98,3
(47,5) (75)
6 0 0 526,0 580,1 496,5 98,3 63,9 83,6
(47,5) (75)
7 0 0 540,8 614,5 570,3 98,3 59,0 88,5
(47,5) (75)
8 0 0 506,3 585,0 589,9 1131 68,8 83,6
(47,5) (75)

Notas:

FONTE: Autoria propria (2024).

aX1: Temperatura (°C) e X2: Unidades enzimaticas (U mg™)
bL: lipase livre; I: lipase imobilizada
Respostas em ymol de &cidos graxos produzidos.

TABELA 7 —Coeficiente de Regresséo para as variaveis independentes e Andlise de Variancia

(ANOVA) dos modelos polinomiais.

Variaveis Dependentes®

Coeficientes — 6 L AM8 L  AM10 L AM6 | AM8 | AM10 |
Bo 497,75*  604,05* 547,53  103,23*  71,90* 77 43
B 154 85*  179.43* 143 80* 15,08* 22 13* 17,20*
B2 132,75  127.83*  133,95* 13,53* 14,73* 34,40
Bz 61,45* 39,33 38,10 1,23 7.38 14,75*
R2 0,97 0,99 0,97 0,91 0,88 0,86

FONTE: Autoria propria (2024).
Notas: (*) coeficientes significativos com p<0,05. R?: coeficiente de regresséo (estimativa do
guanto os dados experimentais podem ser ajustados ao modelo proposto. Ideal R2 > 0,8)

A analise de variancia (ANOVA) (Tabela 7) indicou que o modelo polinomial

de segunda ordem [Eq. (6)] € estatisticamente significativo e adequado para

representar a relagédo entre a resposta (producao de acidos graxos) e as variaveis

significativas, pois os coeficientes de regressao sdo satisfatérios (ideal R? > 0,8). O

que sugere que houve um bom ajuste do modelo aos dados experimentais (Figura
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15 e 16). Além disso, (p<0,05) aponta que o efeito da variavel é significativo para o

modelo.

FIGURA 15 — Superficie de contorno para produgao de acidos graxos a partir de reagdes com a

enzima livre.
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FIGURA 16 — Superficie de contorno para produgao de acidos graxos a partir de reagdes com a
enzima imobilizada.
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Fonte: Autoria propria (2024).

Para a lipase livre, o 6leo onde a reagao de hidrélise foi maior foi o AMS8,

sendo produzidos 959 umol de acidos graxos a 55°C e 100 U. Para a lipase

imobilizada, os 6leos mais hidrolisados foram o AM6 e AM10 (Tabela 6).



50

Os coeficientes de regressdo (Tabela 7) mostram que a variavel mais
influenciavel (B1), dentro da faixa estudada, foi a temperatura, para todos os 6leos.
Tanto a temperatura quanto as unidades totais enzimaticas (B2) exerceram efeito
positivo na produc¢ado de acido graxo, indicando que um aumento na T ou na U, para
qualquer que seja oleo avaliado, provoca um aumento na quantidade de acido graxo
produzido pela hidrdlise da lipase livre ou imobilizada em HDL.

Analisando-se os efeitos de segunda ordem, ou seja, aqueles resultantes da
interagcdo entre duas variaveis, houve interacao significativa entre a temperatura (X1)
e concentragdo de enzimas (X2). A interacdo influenciou de forma positiva a
produgao de acidos graxos.

A partir destes resultados foi possivel obter-se algumas conclusdes deste
conjunto de experimentos, que mostram as tendéncias previstas pelo modelo
matematico.

Nas Figuras 15 e 16, observa-se que a relagao entre concentragao de enzima
e temperatura, sobre a resposta (producédo de acidos graxos) indicou que a regiao
de maxima produgao de acidos graxos pode ser alcangada com niveis maiores em
relagao aos intervalos estudados.

Mesmo com o aumento da estabilidade da enzima apds imobilizacao, fatores
adicionais podem desempenhar menor eficiéncia catalitica em reagdes especificas
para enzimas imobilizadas em relagdo a livre, como por exemplo na hidrélise de
Oleos e gorduras residuais. Tais fatores incluem a interacdo dos reagentes com o
suporte, a area interfacial entre os reagentes imisciveis, a acessibilidade dos
reagentes aos sitios ativos, a estabilidade e atividade das enzimas e os efeitos
potenciais das impurezas. Mesmo para suportes mesoporosos, 0 que nao € 0 caso
de HDLs convencionais, existe a hipétese da potencial adsor¢cao de impurezas dos
Oleos e gorduras residuais levarem ao entupimento dos poros e desativacdo dos
sitios ativos (BAENA, et al., 2022).

A Tabela 8 traz alguns estudos onde foram realizadas reagées de hidrélise de

diferentes 6leos, com lipases livres e imobilizadas.
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TABELA 8 — Aplicagdes de lipases livres e imobilizadas em reagdes de hidrdlise de éleos

vegetais e animais.

Enzima/Oleo Condicées Quantidade  Oleo/ Agua Principais ~ Ref
reacionais de enzima resultados
Lipase livre da Solugao - 1:4 53,55 + Machado
mamona/ dleo de peixe tampado fosfato 2,03% et al.
0, 1 M pH 4,5 mmol L (2021)
hexano  como
solvente
35°C;6h
Lipase livre de Solucao - - 23,45% U Silva et al.
Candida rugosal o6leo tampao fosfato mL-! (2020)
de peixe bruto pH 7,0
45°C;6h
Lipase livre de Ultrassom, 15% de 18 mL de 753,07 Preczeski
Aspergillus niger/ 6leo tampao fosfato enzima emulséo; pgmol mL-! et al.
de fritura residual de sédio 100 purificada 1:3 (v/v) (2018)
mM pH 6,0, Oleo:solvente
NaOH 0,05 M
pH 11,0
45°C;12h
Lipase de Tampéo 0,25¢ - 100% Ramani et
Pseudomonas acetato 0,1 M al. (2012)
gessardii  imobilizada pH 3,5
em carvdo ativado 35°C:4h
mesoporoso/ 0Oleo de
fritura residual
FONTE: Autoria propria (2024).
Machado et al. (2021), alcangou melhor resultado na reagado utilizando

Lipase da mamona em 6leo de peixe, considerando que a taxa de hidrélise foi

influenciada pelo tipo de 6leo, composi¢cao de acidos graxos e concentragao de oleo

no meio reacional.

Silva et al. (2020), aplicou lipase de Candida rugosa no 6leo de peixe bruto,

porém nao obteve respostas significativas para producgao de acidos graxos.

Preczeski et al. (2018), estudou as reagbes em diferentes equipamentos,

alegando melhor valor de conversdo usando lipase de Aspergillus niger e 6leo de
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cozinha residual no ultrassom e apontando que no shaker ndo foi observada
liberacdo de acidos graxos.

Ramani et al. (2012), avaliou a hidrolise com a lipase de Pseudomonas
gessardii imobilizada em carvao ativado mesoporoso no 6leo de cozinha residual,
obtendo resultados satisfatérios, os autores relatam que a mesma lipase tem
atividade hidrolitica diferente em relacédo a diferentes tipos de lipidios de diferentes
fontes.

Como pode-se notar cada enzima possui suas caracteristicas especificas,
sendo necessario otimizagao das condigdes para obtencdo de melhores resultados.

Em relagao aos resultados obtidos no presente trabalho, observa-se que a
HDL-Lip n&o foi interessante para ser aplicada em reagdes de hidrélise de éleos. E
possivel que por conta das grandes cadeias dos triacilglicerois, tenha havido um
aumento dos efeitos difusionais e estéricos diminuindo a interagdo enzima

imobilizada e substrato.

4.5 ESTUDO DE REUTILIZAGOES

O processo de reutilizacdo € economicamente vantajoso, sendo que o uso de
enzimas imobilizadas é uma particularidade n&o presente nas enzimas livre
(AGHAEI, et al. 2020; REMONATTO, et al. 2022).

Os resultados mostraram que ndo houve producdo de acidos graxos na
reutilizagdo apos o primeiro ciclo. Para verificar se houve perda na eficiéncia
catalitica da enzima, dosou-se a atividade de hidrolise em pNPP e os resultados
mostraram que n&o houve perda na atividade de hidrdlise. Portanto é possivel que a
lavagem enzimatica com hexano antes da reutilizacdo tenha deixado residuos de
6leo que contribuiram para a inibicdo da enzima. Como o método do pNPP utiliza

uma emulsao, nao houve prejuizos na eficiéncia catalitica.
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

A partir dos estudos realizados neste trabalho que visou a imobilizagdo e

aplicagao da lipase de Burkholderia lata LBBIO-BL02, pode-se concluir que:

e Foi possivel imobilizar lipases de Burkholderia lata LBBIO-BL02 em hidroxido
duplo lamelar formado por zinco, ferro e aluminio, contendo cloreto a partir de
acidos de decapagem; obtendo-se um produto de maior valor agregado, com
o reaproveitamento de um residuo industrial, reduzindo assim os custos;

e Ao imobilizar, houve 71% de desaparecimento da atividade residual, em 24 h
e a retencao da atividade da HDL-Lip foi de 193%;

e As micrografias (MEV) mostraram um material estruturado em lamelas,
porém, apos a imobilizacdo, o composto apresentava morfologia menos
agrupada e cristalitos agudos;

e As curvas da ATG E DTG indicaram maior estabilidade para o HDL-Lip, e
menor da lipase livre;

e Os picos de difragdo (DR-X) indicou que o HDL-Lip perdeu cristalinidade,
porém manteve os picos de difragao referenciais praticamente nas mesmas
posi¢des do HDL;

e Houve um aumento de estabilidade da HDL-Lip em pHs acidos e temperatura
de 40 °C;

e Observa-se estabilidade ao armazenamento em geladeira (4°C) sem perda da
atividade durante 30 dias, quando imobilizada;

e O delineamento fatorial indica maiores produgbes de acidos graxos em

maiores temperaturas e maiores concentracoes de lipase.
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5.1 RECOMENDAGOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Este trabalho produziu resultados relativos a imobilizagdo e aplicacdo da
lipase de Burkholderia lata LBBIO-BL02 em hidrélise de oleos de fritura, gerando
novas perspectivas do uso desta enzima em prol da sustentabilidade. Recomenda-

se para trabalhos futuros os seguintes topicos:

e Variagbes dos parametros para estudo da hidrélise, visando otimizagao do
processo;

e Pré-hidrélise: com utilizacgdo da enzima livre ou uso de diferentes
porcentagens de enzima livre e enzima imobilizada simultaneamente nas
reagoes;

e Realizar teste de toxicidade para os 6leos de fritura antes e apds a adicdo do
HDL-Lip (JIANG et al., 2023).
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