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RESUMO

BENTO, H. B. S. Preparacio e caracterizacao de biocatalisadores a partir de lipases
imobilizadas em particulas magnetizadas de poli(estireno-co-divinilbenzeno). 2015.
94p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Escola de Engenharia de Lorena, Universidade
de Sao Paulo, Lorena/SP, 2015.

Este trabalho teve como objetivo sintetizar e caracterizar uma matriz hibrida estdvel de
poli(estireno-co-divinilbenzeno) magnetizado pela adi¢cdo de magnetita (Fe;O4) e avaliar
seu potencial como suporte para a imobilizac@o de lipases. A matriz hibrida foi sintetizado
pela técnica de polimerizagdo em suspensdo utilizando dos mondmeros de estireno e
divinilbenzeno e ao qual foram adicionadas particulas de magnetita preparadas por co-
precipitacdo dos ions Fe*? e Fe™. A caracterizacdo foi realizada pelas técnicas de
microscopia eletronica de varredura (MEV), espectroscopia na regido do infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR), difratometria de raios-X (DRX) e magnetizacdo de
amostra vibrante (VSM), comparando os materiais magnetizados e ndo magnetizados. Os
biocatalisadores foram preparados pela imobilizacdo da lipase de Candida rugosa (LCR) e
lipase PS Burkholderia cepacia (LPS) via adsorc¢do fisica e foram caracterizados em
funcdo da influéncia de pH e temperatura na atividade hidrolitica, parametros cinéticos,
estabilidade térmica, estabilidade operacional e estabilidade de estocagem. O derivado de
LCR foi aplicado em reacOes de esterificacdo e o derivado de LPS em reacdes de
transesterificacdo. Os resultados obtidos pelas anélises de FTIR, DRX e VSM confirmaram
que a magnetita foi incorporada ao polimero, gerando atracdo das particulas por um campo
magnético externo. A caracterizacdo bioquimica indicou forte influéncia do pH na
atividade hidrolitica, apresentando ponto 6timo préximo a 8,0 tanto para as lipases livres
quanto imobilizadas. Os biocatalisadores magnetizados preparados apresentaram bom
desempenho em todos os aspectos, o derivado da lipase de Candida rugosa alcangou
conversoes entre 89-94% nas reagdes de esterificacdo, revelando tempo de meia vida de
t12=52 dias na estabilidade operacional. O derivado de Burkholderia cepacia atingiu
rendimentos proximos a 80% nas reacOes de transesterificacdo com t;p=40 dias. A
imobilizacdo aumentou a estabilidade térmica das lipases em 50 vezes no caso da LCR e
em 2,3 vezes para a LPS. Estes resultados indicam que o material hibrido magnetizado
sintetizado possui grande potencial para ser utilizado como suporte na imobilizacdo de
enzimas com aplicacdo em reagdes de interesse industrial.

Palavras-chave: Biocatalisador; Particulas Magnéticas; Poli(estireno-co-divinilbenzeno)
magnetizado; Imobilizacdo de Enzimas.



ABSTRACT

BENTO, H. B. S. Preparation and characterization of biocatalysts based on lipases
immobilized on magnetic particles of poly(styrene-co-divinylbenzene). 2015. 94p.
Dissertation (Master of Science) — Escola de Engenharia de Lorena, Universidade de Sdo
Paulo, Lorena/SP, 2015.

This study aimed to synthesize and characterize a stable hybrid matrix of poly (styrene-co-
divinylbenzene) magnetized by the addition of magnetite (Fe304) and evaluate its
potential for application in the immobilization of lipases, by characterization of the
prepared biocatalysts. The support was synthesized by the suspension polymerization
technique by applying styrene and divinylbenzene monomers and adding magnetite
particles synthesized by co-precipitation of Fe + 2 and Fe + 3. The characterization of the
material was performed by scanning electron microscopy (SEM), Fourier transform
infrared spectroscopy (FTIR), X-ray diffraction (XRD), vibrating sample magnetization
(VSM), by comparison of the magnetized and the not magnetized particles. The
biocatalysts were prepared by immobilization of lipase from Candida rugosa (CRL) and
lipase from Burkholderia cepacia (Lipase PS) via physical adsorption and they were
characterized according to the influence of pH and temperature on the hydrolytic activity,
kinetic parameters, thermal stability, operational stability and storage stability. The CRL
derivative was applied in esterification reactions and the lipase PS derivative was applied
in transesterification reactions. The results obtained by the analysis FTIR, XRD and VSM
confirmed the magnetite was successfully incorporated into the polymer and generated the
atraction for an external magnetic field. Biochemical characterization indicated a strong
influence of pH on the hydrolytic activity, showing better results on pH around 8,0 for free
and both immobilized lipases. The magnetized biocatalysts prepared had good
performance in all respects, derivative from Candida rugosa lipase reached 89-94%
conversion in esterification reactions showing half-life of operational stability t; ,, = 52
days. The immobilized lipase from Burkholderia cepacia reached yields close to 80% in
transesterification reactions presenting t;, = 40 days. Immobilization increased the thermal
stability of lipase by 50 times in the case of CRL and 2,3 times for Lipase PS. These results
indicate that the magnetized hybrid material synthesized has great potential to be used as a
support for the immobilization of enzymes for use in reactions of industrial interest.

Keywords: Biocatalysts; Magnetic particles; Magnetized poly(styrene-co-divinylbenzene);
Enzyme immobilization.
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1. INTRODUCAO

O termo biocatilise se refere ao aproveitamento do potencial catalitico de
microorganismos e enzimas para desenvolvimento de produtos de diversos segmentos de
interesse industrial. A utilizagdo de enzimas como biocatalisadores evoluiu
expressivamente nos ultimos anos devido ao dinamismo de aplicagdo (BUCHHOLZ;
KASCHE; BORNSCHEUER, 2005; TORRELO; HANEFELD; HOLLMANN, 2015).

A utilizagdo de enzimas como catalisadores em substituicio aos tradicionais
catalisadores quimicos apresenta diversas vantagens para o processo, como por exemplo, o
fato das enzimas atuarem em condi¢des reacionais brandas de temperatura, pressio, pH,
etc. O processo enzimdtico ainda evita a geracdo de subprodutos devido a elevada
especificidade das enzimas, tornando estes biocatalisadores ainda mais atraentes sob o
ponto de vista industrial, diminuindo a contaminacao dos efluentes e o impacto ambiental,
uma vez que a preocupagcdo com o meio ambiente continua crescendo a cada dia e ja se
tornou imprescindivel que os processos quimicos que causam danos ao meio ambiente
sejam substituidos (BAUTISTA et al.,, 2015; POPPE et al.,, 2015; HASAN; SHAH;
HAMMED, 2006).

Dentre as diversas enzimas aplicadas industrialmente, as lipases (triacilglicerol
hidrolases, E.C.3.1.1.3) se destacam por serem biocatalisadores capazes de catalisar
reacoes de hidrdlise de 6leos e gorduras além de reacdes reversas como esterificacdo e
transesterificacdo e apresentam grande aplicacdo industrial, como no setor alimenticio,
farmaceéutico, téxtil, cosmético e de detergentes (DE CASTRO et al.,, 2004; FREIRE;
CASTILHO, 2000; HASAN; SHAH; HAMEED, 2006).

A utilizagdo de enzimas em larga escala ainda é oneroso devido ao seu elevado
custo, impedindo a difus@o industrial destes biocatalisadores. Dessa forma a imobilizag@o,
técnica que retém a enzima em um suporte solido, permite a sua reutilizagdo ou uso
continuo no processo, diminuindo os custos totais.

A imobilizacdo enzimdtica envolve basicamente 3 fatores: a enzima a ser
imobilizada, o suporte e o método de imobilizagdo. Existem diversos métodos de
imobilizacao que sdo estudados e utilizados, porém deve ser realizado um estudo detalhado
para selecdo da enzima e do suporte, visto que as possibilidades de combinagdes sdo
diversas. Pesquisas vem sendo realizadas com o intuito de obter biocatalisadores com

elevada atividade catalitica e estabilidade térmica, viabilizando economicamente o
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bioprocesso, competindo assim com 0s processos convencionais utilizados industrialmente
(GUISAN, 2006).

Dentre os suportes estudados para imobilizacdo de enzimas, os materiais hibridos
ganham destaque por apresentarem a combina¢do de materiais organicos e inorganicos.
Nesta classe de materiais se encontram os compdsitos magnéticos, constituidos
basicamente por um nuicleo magnético envolvido por uma camada de polimero. Estas
particulas vem sendo estudadas para diversas finalidades, incluindo aplicagdes
tecnoldgicas, industriais, ambientais, bioldgicas e médicas e no campo da biocatilise
destacam-se por fornecerem um suporte para imobilizacdo de biocatalisadores de fécil
separacio por meio da aplicacio de um campo magnético externo (CAMILO, 2006; JOSE;
PRADO, 2005; POLSHETTIWART et al., 2011).

Particulas de poli(estireno-co-divinilbenzeno) magnetizadas possuem aplicacao na
imobilizacdo de lipases como ja demonstrado em trabalhos anteriores (SANTOS et al.,
2007; SANTOS; DE CASTRO, 2006; OLIVEIRA; ALVES; DE CASTRO, 2000;
OLIVEIRA et al., 2000; BRUNO et al., 2004; BRUNO; LIMA FILHO; DE CASTRO,
2008; MIJONE, 2014), indicando o potencial da combinagcdo destas duas classes de
materiais.

Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo estudar o potencial de um
suporte hibrido magnetizado para imobilizacdo de enzimas, partindo da sintese e
caracterizacdo de biocatalisadores utilizando lipases imobilizadas em particulas de
copolimero de estireno e divinilbenzeno magnetizado pela incorporacdo de 6xidos de ferro,

e aplicadas em reagdes de biotransformacoes.
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2. OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivo geral sintetizar uma matriz polimérica
hibrida estdvel, composta por poli(estireno-co-divinilbenzeno) (STY-DVB) magnetizado
por particulas de magnetita (Fe3;O,4), obtida pela co-precipitacdo de fons Fe’* e Fe’, e
avaliar o potencial deste suporte na imobilizacdo das lipases microbianas de Candida
rugosa e de Burkholderia cepacia. O objetivo geral foi atingido apds o cumprimento dos

seguintes objetivos especificos:
e Sintetizar uma matriz hibrida estdvel composta por poli(estireno-co-divinilbenzeno)
e particulas de magnetita;
e Verificar o potencial de imobilizacdo de diferentes lipases ao suporte sintetizado;
e (Caracterizar morfologicamente o suporte sintetizado;

e (Caracterizar os derivados imobilizados quanto aos pardmetros cinéticos e

bioquimicos;

e Aplicar os derivados imobilizados em reacdes de biotransformagdes reversiveis,

como esterificacdo e transesterificacao.
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3. REVISAO DA LITERATURA
3.1 Biocatalise

A biotecnologia oferece um grande potencial na fabricacdo de bens de consumo que
atende as mais diversas necessidades humanas. A tecnologia enzimdtica, uma sub-drea da
biotecnologia, estd sendo aplicada para desenvolver produtos em larga escala e com alto
valor agregado utilizando enzimas como catalisador, a fim de atender a necessidades em
varios segmentos da inddstria tais como alimentos (vinagre, queijo, bebidas, pdo, entre
outros), quimica fina (aminoécidos, proteinas) e farmacéutica (antivirais, medicamentos a
base de amidas, diversos outros). Por outro lado, a bioconversao ou biocatalise consiste nas
reacoes que utilizam biocatalisadores obtidos de diversas fontes, tais como culturas de
micro-organismos, células de plantas e de animais (ALFONSI et al., 2008; BUCHHOLZ;
KASCHE; BORNSCHEUER, 2005; YUNES).

3.2 Enzimas

Devido as suas O6timas propriedades funcionais como atividade catalitica,
seletividade e especificidade, as enzimas sdo capazes de catalisar uma extensa gama de
reacoes sob condi¢des brandas, atendendo aos critérios de controle ambiental. A utilizagdo
de enzimas como catalisadores na industria quimica apresenta algumas barreiras, como a
solubilidade do biocatalisador, a baixa estabilidade e a forte inibicdo por substratos e
produtos. Por causa destas caracteristicas indesejadas algumas modificacdes devem ser
feitas nas enzimas para melhord-las e tornar sua aplicacdo industrial atrativa (GUISAN,
2006).

As lipases estdo entre as enzimas mais atrativas e promissoras para aplicacdes nas
inddstrias de alimentos, farmacéuticas e oleoquimicas. No entanto, sua aplicacao industrial
ainda € limitada pelo alto custo e baixa estabilidade nas condi¢Oes reacionais. A fim de
minimizar esses inconvenientes e aumentar a vida util do biocatalisador, algumas técnicas
sao empregadas, como a modificacio quimica da enzima e a sua imobilizacdo e a

engenharia genética (VILLENEUVE et al., 2000).
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3.2.1 Lipases

As lipases sdo produzidas por micro-organismos, plantas ou animais, sendo as
microbianas as de maior interesse industrial e biotecnoldgico. As lipases microbianas
apresentam uma série de vantagens quando comparadas as de origem animal ou vegetal
sendo de destaque a facilidade de obtencdo. As principais lipases utilizadas em sinteses
organicas sio as lipases de Candida rugosa, Pseudomonas fluorescens, Rhizopus oryzae,
Burkholderia cepacia, Aspergillus niger, Thermomyces lanuginosus € Rhizomucor miehei
(AL-ZUHAIR, 2007; ALGUIEIRAS; OLIVEIRA; FREIRE, 2015; NARWAL; GUPTA,
2013; RAVlIet al., 2013).

As lipases (triacilglicerol éster hidrolases, EC 3.1.1.3) pertencem a um grupo
especial de esterases. Sdo enzimas capazes de catalisar a hidrdlise de ligacOes éster-
carboxilico na interface 6leo/dgua, produzindo acidos e dlcoois organicos. Sao constituidas
pela triade catalitica G-X;-S-X,-G, em que G=glicina, S=serina, X;= histidina e X,=4cido
aspartico ou glutamico (FREIRE; CASTILHO, 2008).

Além da hidrdlise, as lipases, em meios reacionais com restricdo de dgua, podem
catalisar reacOes reversas, como esterificacdo, transesterificacdo (interesterificacao,
alcoolise e acidolises) e amindlise (DE CASTRO et al., 2004; VILLENEUVE et al, 2000).

A atividade lipolitica € baixa em solugdes compostas somente de substratos
lipidicos, mas aumenta significativamente quando sdo formadas interfaces lipideos/dgua.
Avancos da técnica de difracdo de raios X proporcionaram uma explicacdo para o
fendmeno de ativacdo interfacial: o centro ativo dessas enzimas € recoberto por uma
superficie hidrofobica, denominada de “tampa” ou “lid”, que ao interagir com a interface
lipideo/dgua sofre uma mudanca conformacional expondo o sitio ativo (DE CASTRO et
al., 2010; RODRIGUES, 2009).

As lipases, além de sua versatilidade de atuacdo, sdo quimio-regio e
enantiosseletivas, caracteristicas que inibem a formagdo de subprodutos, melhorando o

rendimento dos processos (ADLERCREUTZ, 2013).

3.3 Lipases imobilizadas

As enzimas em sua forma livre apresentam dificuldade no processo de separacao e
de reciclo, além de apresentar elevado custo e atividade catalitica instdvel, influenciada
facilmente por fatores como temperatura e pH. Estas limitagcdes podem ser superadas por

meio da sua imobilizagdo, o que acarreta aumento na estabilidade e permite a facil
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separacdo do biocatalisador do meio e sua reutilizagdo, diminuindo o custo do processo,
além de conferir ao biocatalisador, resisténcia a temperatura, pH, etc (ZHANG et al.,
2012).

Enzimas imobilizadas sao definidas como: “enzimas fisicamente confinadas, ou
localizadas em uma regido especifica, com retencdo de suas atividades cataliticas e que
podem ser utilizadas repetida e continuamente” (JEGANNATHAN et al., 2008).

A imobiliza¢ao também torna possivel sua utilizacdo em processos continuos o que
apresenta como vantagens a facilidade de controle do processo, a diminui¢cao no tempo de
residéncia, a otimizagdo do rendimento € o aumento da estabilidade do biocatalisador.
Apresenta, porém, algumas desvantagens, como limitagdes de transferéncia de massa
(GUISAN, 2006).

Técnicas para a modificacio de enzimas tem sido amplamente estudadas. As
superficies das lipases t€ém sido modificadas para introduzir aminodcidos que favorecem a
interacdo com suportes sélidos ou que alteram o seu ponto isoelétrico. Estas modificagdes
devem ser aplicadas com cuidado pois ndo devem alterar a estrutura do sitio ativo da
enzima, o que pode interferir na sua atividade e estabilidade. As técnicas de modificacio
de enzimas podem ser classificadas em trés categorias principais: modificacdo quimica,
modificacdo fisica e engenharia genética (DALLA-VECCHIA; NASCIMENTO; SOLDI,
2004; VILLENEUVE et al., 2000).

O principal método de modificacdo de enzimas € a sua imobilizacdo pela qual é
possivel alterar diversos parametros naturais da enzima. Além da estabilidade e atividade
j4 mencionadas, € possivel aumentar sua resisténcia a inibidores e alterar a especificidade e
seletividade da enzima. H4 a possibilidade também de imobilizar mais de uma lipase em
um mesmo suporte, o que melhora sensivelmente o aproveitamento do derivado
imobilizado, ampliando sua gama de aplicacio. Uma ampla avaliagdo destas técnicas e
uma visdo geral destas modificacdes foram relatadas em uma revisdo publicada por
Rodrigues e colaboradores (2013).

Da mesma forma que tantos outros processos quimicos e fisicos sdo afetados por
fatores externos, existem parametros que podem afetar o rendimento de imobilizacdo,
como, por exemplo, o método de imobiliza¢do utilizado, o tipo do suporte, o pH e a
temperatura entre outros. Os grupos funcionais acessiveis na proteina € um dos principais
fatores que afetam a ligacdo ao suporte (BUCHHOLZ; KASCHE; BORNSCHEUER,
2005).
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A ligacdo em suportes porosos insoliveis € o procedimento padrdo mais utilizado
tanto em escala laboratorial quanto industrial. Tal ligacdo por meio de adsorcdo fisica,
metodologia de imobilizagdo mais comum, depende das caracteristicas hidrofilicas e
hidrofébicas das regides superficiais, os grupos i6nicos dominantes e suas interagcdes sdo
influenciados pelo pH do meio (BUCHHOLZ; KASCHE; BORNSCHEUER; 2005).

Os melhores suportes para imobilizacdo de lipases sdo os organicos, que
apresentam maior afinidade com as lipases, incluindo polimeros sintéticos e naturais, como
alcool polivinilico, quitosana, polihidroxibutirato, poliacrilonitrila, poliestireno, entre

outros (JESIONOWSKI; ZDARTA; KRAJEWSKA, 2014).

3.4 Suportes para imobilizacao

A escolha do suporte para a imobilizagdo deve ser realizada de acordo com a
aplicacdo. Algumas caracteristicas sdo comumente desejadas em um suporte para
biocatdlise em aplicacdo industrial como, por exemplo, alta resisténcia fisica e mecanica,
resisténcia a contaminacdo, estabilidade térmica, disponibilidade e baixo custo. Os
suportes podem ser classificados em organicos e inorganicos de acordo com sua
composi¢do quimica. Entre os suportes organicos encontram-se os de natureza polimerica
que podem ser subdivididos em naturais e sintéticos. Alguns exemplos de suportes
utilizados na imobilizacdo de enzimas encontram-se listados Tabela 1 (GUISAN, 2006;
JESIONOWSKI; ZDARTA; KRAJEWSKA, 2014).

Certas caracteristicas dos suportes, como a porosidade e o tamanho de particulas,
determinam a 4rea superficial total, um dos principais fatores que pode afetar a capacidade
de ligacdo de enzimas ao suporte sOlido. Materiais porosos sdo usualmente preferidos
devido a alta area superficial que permite maior carregamento na imobiliza¢do e protecao

ao ambiente externo, (GUISAN, 2006).

Tabela 1 - Suporte para imobilizacdo de enzimas.

Organicos Inorganicos
, . , e . . . Materiais
Polimeros Naturais Polimeros sintéticos Minerais Naturais
processados
Quitosana, alginato . L P . . S
j - 48 ’ Poliestireno, poliacrilatos, Silica, bentonita, Vidro, metais, 6xidos
colageno, celulose, .. . . . . 1 A
. poliamidas, polipropileno, terra diatomacea, metalicos, ceramicas,
agar-agar, quitina, . . . ..
resinas epoxy areia alumino silicatos

amido, albumina

Fonte: Adaptado de GUISAN, 2006; JESIONOWSKI; ZDARTA; KRAJEWSKA, 2014; ZANIN;
MORAES, 2004.
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Dentre os suportes poliméricos para imobilizagdo enzimdtica, uma opg¢do que
apresenta grande potencial de utilizagdo € o poli(estireno-co-divinilbenzeno) que é objeto
de diversos estudos de imobilizacdo e de aplicacdo do derivado imobilizado
(AYBASTIER; DEMIR, 2010; DIZGE; KESKINLER; TANRISEVEN, 2008, 2009;
HERNANDEZ; GARCIA-GALAN; FERNANDEZ-LAFUENTE, 2011; HUANG et al.,
2001; OLIVEIRA, 1999; OLIVEIRA et al., 2000; SANTOS et al, 2007; SANTOS; DE
CASTRO, 2006). Sua forma estrutural juntamente com seus mondmeros originais estd

representada na Figura 1.

Figura 1 — Esquema representativo da formacdo do Poli(estireno-co-divinilbenzeno) a partir dos
monodmeros de Estireno e Divinilbenzeno

HC—CH, HC—CH, THC CH,—HC—CH;—HC— CHT
00— 000 |

HC—CH, HC—CH,—HC—CH;

n

Estireno Divinilbenzeno Poli(estireno-co-divinilbenzeno)

Fonte: Prépria.

Outros suportes bastante estudados sdo os hibridos organico-inorganicos, que
apresentam caracteristicas conjuntas dos dois tipos de materiais envolvidos. Entre estes
materiais se encontra a classe dos compdsitos magnéticos, que vem sendo utilizados em
vdrias aplicacdes biotecnoldgicas, como na liberagdo controlada de farmacos, e apresentam
ainda caracteristicas importantes como drea superficial especifica alta, alta resisténcia
térmica e facilidade de separacdo do meio reacional pela aplicacio de um campo
magnético externo (MEDEIROS et al., 2011; MURILLO et al., 2004; REBELO et al.,
2010).

3.5 Polimeros e Técnicas de polimerizacao

Polimeros sdao macromoléculas compostas por muitas (poli) unidades de repeticao

(meros) ligadas entre si. Quando o polimero apresenta a cadeia principal formada por dois
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meros diferentes, ele ¢ chamado copolimero, como por exemplo, SBR, borracha sintética
de estireno-butadieno. Os copolimeros mais importantes comercialmente sao derivados de
monomeros vinilicos, como estireno, cloreto de vinila, acrilonitrila e etileno (CARRAHER
JUNIOR, 2010; FRIED, 2003). Existem diversas técnicas de sintese dos polimeros e de
acordo com os materiais de partida elas se dividem em (CARRAHER JUNIOR, 2010;
FRIED, 2003):

e Polimerizacio em Massa: Reacdo mais simples, contendo apenas mondmero e
iniciador. Apresenta como vantagem principal a qualidade do produto final, livre de

qualquer impureza, porém possui dificil controle de temperatura durante a reagao;

e Polimerizacio em Solucdo: Técnica que visa suprir a deficiéncia da técnica
anterior, adicionando um liquido (solvente) ao meio para melhorar a transferéncia

de calor e distribui¢io da temperatura;

e Polimerizacao em Suspensdo: Com o objetivo de substituir o uso de solventes como
meio de dispersdo de calor, utiliza-se dgua. A adicdo de um agente de suspensdo €
necessdria para estabilizar a dispersdo do mondmero em pequenas gotas evitando a

sua coalescéncia. O produto final se apresenta na forma de pérolas;

e Polimerizacdo em Emulsdo: Nesta técnica um agente emulsificante é adicionado
para manter o monomero disperso em dgua, formando micelas com extremidades
hidrofébicas viradas para dentro e hidrofilicas para fora. A polimerizagdo ocorre
dentro das micelas gerando um produto na forma de p6 fino.

A técnica de polimerizacdo em suspensdo € utilizada para se obter esferas de
polimeros e copolimeros e tem o agente de suspensdo e a agitacdo como principais fatores
para defini¢do do tamanho e da forma do produto final. O agente de suspensdo atua como
estabilizante com a funcdo de impedir a coalescéncia e quebra das gotas durante a
polimerizacdo. Normalmente é constituido por polimeros polares e atua diminuindo a
tensdo interfacial entre as gotas de mondmero e a dgua, além de formar uma fina camada
sobre as gotas protegendo-as da coalescéncia nos momentos de colisdo. O poli(élcool
vinilico) (PVA) € um dos estabilizantes mais utilizados em polimerizacdo em suspensio

(MACHADO; LIMA; PINTO, 2007).
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3.6 Compésitos magnéticos

Compésitos magnéticos t€m sido objeto de estudos devido a sua larga aplicagdo em
diferentes campos da quimica, fisica, biologia e medicina. A imobilizacdo de lipases em
particulas magnéticas se destaca nestes estudos, uma vez que estes materiais apresentam
elevada drea superficial, alta resisténcia a temperatura e facil separacio (DUSSAN;
CARDONA; GIRALDO, 2012; SOUZA, 2013). Diversos trabalhos apresentaram sucesso
nos resultados de imobilizacdo de lipases empregando esta classe de suporte (ABD-
ELHAKEEM; ELSAYED; ALKHULAQI, 2014; LIU et al, 2006; TRAN; CHEN;
CHANG, 2012; WU et al., 2009; ZENG; LUO; GONG, 2006).

Os compdsitos magnéticos sdo compostos basicamente por uma matriz polimérica e
cargas magnéticas, geralmente obtidas da magnetita (Fe;O4), que apresenta forte
propriedade magnética e baixa toxicidade, além de facil obtencdo. A magnetita é um
material ferromagnético contendo fons de ferro nos estados de oxidacdo 2* e 3", obtida por
diversas técnicas como a decomposicdo térmica, a microemulsdo e a co-precipitacdo,
sendo esta ultima a mais difundida devido a simplicidade e baixo custo. Esta técnica
consiste na preparacdo de uma solu¢do aquosa de fons Fe™* e Fe'* e uma solugdo bisica,
gerando as nanoparticulas de 6xido de ferro, conforme esquematizado na Equacgdo 1

(BARRETO et al., 2012; BRUNO et al., 2005; LAURENT et al., 2008; SOUZA, 2013).

Fe’* + 2 Fe** + 8 OH" — Fe;04. 4 H,0 (1)

3.7 Particulas magnéticas e suas propriedades

O estudo de particulas magnéticas, principalmente as compostas por 6xidos de
ferro, tem atraido interesse em diversas areas devido as suas diversas caracteristicas, como
biocompatibilidade, pequeno tamanho (escala nanométrica), superparamagnetismo, baixa
toxicidade, elevada area superficial, facil separacdo do meio, entre outras. Suas aplicagdes
incluem os campos da fisica, medicina e catdlise (REN et al., 2011).

O magnetismo de materiais, fendmeno relacionado as forcas de atracdo e repulsao,
possui estudos datados desde a Grécia antiga, tendo apresentado destaque apds a
descoberta da eletricidade no século XIX (GUIMARAES, 2005). As propriedades
magnéticas de um material sdo devidas ao momento magnético dos elétrons de seus

atomos (CULLITY; GRAHAN, 2009).
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Os oxidos de ferro sdo particulas ferromagnéticas e apresentam caracteristicas de
baixa retentividade e relutincia, ou seja, sdo fortemente atraidos por um campo magnético
porém ndo retém a magnetizacdo apds a retirada do campo magnético, ndo gerando
aglomerados e podendo assim ser facilmente dispersos. Por conta desta propriedade, sdo
materiais considerados superparamagnéticos, o que pode ser verificado pela curva de
histerese do material (MEDEIROS, 2010; CAMILO, 2006; TERRIS; THOMSON, 2005).

A magnetita é o principal 6xido de ferro utilizado em aplica¢des biotecnoldgicas,
porém devido a oxidacdo durante a sintese, as particulas magnéticas sdo constituidas por
magnetita (Fe;Os) e maghemita (yFe,O3), sendo a magnetita facilmente oxidada a
maghemita por exposicdo ao oxigénio ou agentes oxidantes. Apesar da estrutura
semelhante, a maghemita apresenta magnetizacdo de saturagdo ligeiramente menor
(THOREK et al., 2006; YAMAURA et al., 2004).

A primeira aplicag@o de particulas magnéticas na imobilizacdo de enzimas data da
década 70 (ROBINSON et al., 1973), e indicou a eficiéncia da utilizacdo de derivados
magnetizados na separacdo do meio reacional.. Além de apresentar a facilidade de
separacdo do meio reacional, facilitando a reutilizagdo do biocatalisador, outra vantagem
de um biocatalisador magnetizado seria sua aplicacdo em reatores de fluxo continuo
utilizando leito fluidizado pela aplicacdo de campo magnético externo (BRUNO; LIMA
FILHO; DE CASTRO, 2008).

3.8 Técnicas de Imobilizacao

Apesar da grande diversidade de métodos desenvolvidos e aplicados na imobilizacao
de enzimas, ndo hid um método mais adequado para as enzimas. Portanto, para cada
aplicacdo € necessdrio escolher o procedimento mais simples e de menor custo que resulte
em uma enzima imobilizada com boa retencdo de atividade e alta estabilidade operacional
(DALLA-VECCHIA; NASCIMENTO; SOLDI, 2004; VILLENEUVE et al., 2000). As principais
vantagens e desvantagens dos métodos de imobilizacdo mais utilizados sdo mostradas na
Tabela 2.

Dentre as diversas técnicas de imobilizacdo, as mais aplicadas aos suportes
hibridos, magnéticos ou ndo, sdo as técnicas de adsorcao fisica e de ligacdo covalente. A
Tabela 3 apresenta alguns estudos que utilizaram lipases imobilizadas em suportes a base
de STY-DVB e de particulas magnéticas, indicando a lipase, o suporte e o método de

imobilizacao utilizado.
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3.8.1 Adsorcao fisica

Dentre os diversos métodos de imobilizacdo, o mais comumente utilizado € o
método de adsorcdo fisica. Neste método a lipase € imobilizada através de interagdes
reversiveis com o suporte, tornando possivel o reaproveitamento do suporte apés a perda
de atividade do derivado imobilizado. As interacdes envolvidas sd@o geralmente forcas de
Van der Waals, ligacdes idnicas, pontes de hidrogénio ou interacdes hidrofébicas
(DALLA-VECCHIA; NASCIMENTO; SOLDI, 2004; JEGANNATHAN, 2008; ZANIN;
MORAES, 2004).

Em geral a adsor¢do de lipases em suportes ocorre na superficie, por isso
parametros como tamanho da lipase, drea superficial do suporte e principalmente o
tamanho dos poros do material, influenciam fortemente na eficiéncia do método de
imobilizacdo. A porosidade € importante devido ao fato de que a enzima nio ird se ligar
somente na superficie do suporte como também dentro dos poros (ADLERCREUTZ, 2013;
JESIONOWSKI; ZDARTA; KRAJEWSKA, 2014; VILLENEUVE et al., 2000).

Tabela 2- Técnicas de imobilizagdo de enzimas.

Método Vantagens Desvantagens
. Simplicidade, pouca ou  Ligacfo fraca podendo levar
Adsorcio nenhuma mudanga na a dessor¢do da enzima
conformagdo da enzima
Ligagdo estével entre Preparacao dificil, de alto

Ligacio Covalente enzima e suporte custo e impossivel

regeneracdo do suporte

Perda de atividade durante a
Ligacio Cruzada Enzimas fortemente ligadas preparagdo, impossivel
regeneracdo do suporte e
alto custo

Enzima ndo interage
quimicamente com O
suporte

Aprisionamento e
Encapsulacao

LimitacOes de transferéncia
de massa

Fonte: Adaptado de DALLA-VECCHIA; NASCIMENTO; SOLDI, 2004; VILLENEUVE et al., 2000.

Para que a imobiliza¢do via adsorcdo ocorra com sucesso € necessario que haja
afinidade entre a enzima e o suporte escolhido sendo a afinidade dependente das interagdes
que surgem entre certos grupos ativos especificos no suporte € na enzima. Caso ndo
ocorram intera¢des naturalmente pela composicao, € possivel obté-las através da aplicagao
de agentes intermedidrios, os modificadores de suporte (ADLERCREUTZ, 2013;
JESIONOWSKI; ZDARTA; KRAJEWSKA, 2014; VILLENEUVE et al., 2000).
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Este método € vantajoso em diversas situagcdes devido a sua simplicidade, porém a
sua principal desvantagem € a facilidade de ocorréncia do fendmeno de dessor¢do, onde a
lipase se desprende do suporte. Todavia, sob certas condi¢des reacionais, como meio
organico, este método mostra-se bastante eficiente, pois a enzima € insolivel em meio
apolar, ndo precisando, portanto, de fortes ligagdes para impedir a dessorcdo
(ADLERCREUTZ, 2013; VILLENEUVE et al., 2000).

Como as ligacdes envolvidas sdo de natureza fraca, elas ndo afetam a estrutura
natural da enzima, ndo alterando o sitio ativo, o que permite uma retencdo maxima da
atividade enzimatica (JESIONOWSKI; ZDARTA; KRAJEWSKA, 2014).

Alguns trabalhos utilizaram com sucesso este método de imobilizagdo em particulas
esféricas de STY-DVB, um suporte altamente hidrofobico, favorecendo a formacio de
interacOes entre o suporte e a lipase acarretando na adsor¢do hidrofébica. Oliveira et al.
(2000) utilizou como biocatalisador a lipase de Candida rugosa imobilizada. Seus
resultados mostraram aumento na estabilidade térmica da enzima, boa atividade de
hidrélise e de esterificagdo.

Santos et al. (2007) também utilizaram este derivado imobilizado e conseguiram
resultados promissores. Os autores mostraram que a lipase utilizada apresentou preferéncia
por &cidos graxos de 12 carbonos na esterificacio quando imobilizada neste suporte.
Hernandez, Garcia-Galan e Fernandez-Lafuente (2011) utilizaram este material como
suporte para imobilizacdo de lipase B de Candida antarctica e obtiveram resultados com
uma grande carga enzimdtica imobilizada, apresentando alta atividade catalitica e altos
valores de tempo de meia vida quando comparados com a mesma enzima imobilizada em

outros suportes.
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Tabela 3 - Estudos de lipases imobilizadas em poli(estireno-co-divinilbenzeno) e em suportes

magnéticos.
Método de
Lipase Suporte Referéncia
Imobilizacao
L. 5 Hernandez; Garcia-
Candida antarctica I;?gfgﬁﬁi?;::{ Ag?:i?aao Galan; Fernandez-
Lafuente, 2011
Candida r Poli(estireno-co- Adsor¢ao Santos; de Castro,
anaida rugosa divinilbenzeno) Fisica 2006
Candida rugosa Pc.)h.(e.stlreno—co— Adﬁo_rgao Santos et al., 2007
divinilbenzeno) Fisica
Candida rugosa Poli(estireno-co- Adsorgdo (4 cira et al., 2000
divinilbenzeno) Fisica
Thermomyces Poli(estireno-co- Ligacao Dizge; Keskinler;
lanuginosus divinilbenzeno) Covalente Tanriseven, 2008
Thermomyces Poli(estireno-co- . . )
. Yy divinglbenzeno—co— Ligacao Aybastier; Demir,
lanuginosus olutaraldeido) Covalente 2010
) ) Poli(acetato de vinila- Adsorcio
Candida cylindracea co-divinilbenzeno) Fl,sicga Guo; Bai; Sun, 2003
magnetizado (Fe30O4)
Candida rugosa Fe304-Quitosana Adfo‘rgao Xie; Wang, 2012
Fisica
Candida rugosa Fe304-Quitosana Ligagao Wu et al., 2009
Covalente
Candida rugosa, Mucor FexO.-POS-PVA Ligacao Bruno; Lima Filho;
miehei 34 Covalente de Castro, 2008
Mucor miehei Fe;04-POS-PVA Ligacao Bruno et al., 2004
Covalente
Burkholderia sp. Fe;04-SiO, Adsorgdo Liu et al., 2012
Fisica
Burkholderia cepacia Fe304-SiO2 Ag?;rc‘?aao Tran et al., 2012

Fonte: Prépria.

3.8.2 Imobilizacdo por ligacao covalente

O método de imobilizacdo por ligacdo covalente consiste em formar uma ligacao
covalente entre os grupos funcionais da enzima e 0s grupos reativos existentes no suporte
ativado, em posi¢cdes que ndo limitem o mecanismo de catdlise. Uma das principais

vantagens deste método € a natureza estdvel da ligacdo covalente. A enzima ndo é
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facilmente liberada, portanto o fendomeno de dessorcdo € minimizado. Esta técnica €
vantajosa quando o produto deve ser totalmente isento de enzima, que estd fortemente
ligada ao suporte e, portanto, ndo “contamina” o produto final, gerando economia em
processos de separacdo (DALLA-VECCHIA; NASCIMENTO; SOLDI, 2004; GUISAN,
2006; VILLENEUVE et al., 2000).

Muitos tipos de suportes podem ser utilizados para imobilizacdo por este método,
sejam eles orgdnicos ou minerais, porém precisam ser previamente ativados. A ativagdo
corresponde a inclusdo de um grupo quimico capaz de reagir com os grupamentos laterais
das enzimas. Existem diferentes métodos de ativacdo, porém o mais comum € o uso de
glutaraldeido (VILLENEUVE et al., 2000).

Os processos de ativacdo geralmente buscam gerar grupos eletrofilicos no suporte,
para reagir com os fortes nucledfilos das enzimas. Na imobilizacdo por ligagdo covalente,
existem diversos grupos funcionais que apresentam caracteristicas que os tornam elegiveis
para utilizacdo, porém na pratica apenas alguns deles sdo escolhidos. As reacdes do
processo frequentemente envolvem as cadeias laterais dos aminodcidos lisina, arginina,
cisteina e 4cidos aspartico e glutimico (BUCHHOLZ; KASCHE; BORNSCHEUER, 2005;
GUISAN, 2006).

Mesmo com preparacdo rigorosa e cuidadosa, a enzima pode perder parte de sua
atividade durante a imobilizacdao o que € uma desvantagem do método além da toxidade de
diversos agentes de ativacdo (ZHANG et al., 2012).

Os trabalhos publicados por Dizge, Keskinler e Tanrisever (2008, 2009) relatam
que a lipase de Thermomyces lanuginosus foi imobilizada com sucesso utilizando o
método de ligagdo covalente em suporte de STY-DVB ativado com glutaraldeido.
Aybastier e Demir (2010) utilizaram este mesmo derivado imobilizado e estudaram a

influéncia dos diversos fatores envolvidos no método de imobilizacao.

3.8.3 Aprisionamento e microencapsulacio

7z

Um outro método de imobilizagdo fisica é a inclusdo (ou aprisionamento) da
enzima em um polimero insolivel ou em uma microcdpsula que permita a passagem de
substrato e produto, sem liberar a enzima. Neste caso a lipase € polimerizada junto com os
mondmeros, ficando retida dentro do polimero. As matrizes mais utilizadas sdo
poliacrilamida gel e o alginato (GUISAN, 2006; VILLENEUVE et al., 2000; ZHANG et
al., 2012).
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Uma subcategoria do método de aprisionamento € a técnica de microencapsulagdo,
que segue 0 mesmo principio, porém neste caso a enzima € imobilizada juntamente com
todo seu microambiente. Sdo criadas células artificiais delimitadas por uma membrana
capaz de permitir a passagem de moléculas pequenas como substratos e produtos e reter
moléculas maiores como as enzimas (VILLENEUVE et al., 2000).

A principal limitagdo deste método esta relacionada aos pardmetros de transferéncia
de massa envolvidos na membrana ou gel, que precisam de uma taxa de difusdo eficiente.
Por este motivo este método € melhor aplicado para substratos constituidos de moléculas
menores € geralmente altas concentracdes sdo necessdrias para suprir esta limitagdo. Uma
das vantagens deste método se deve ao fato da enzima ndo interagir quimicamente com o
suporte, evitando sua desnaturacdo. Outros pontos favordveis na escolha desta técnica
incluem os fatos de ser um método de baixo custo, rdpido e que geralmente envolve
condi¢des brandas. Este método € o menos estudado e o menos desenvolvido.
(ADLERCREUTZ, 2013; GUISAN, 2006; VILLENEUVE et al., 2000; ZHANG et al.,
2012).

3.8.4 Ligacao cruzada

O método de ligacdo cruzada (cross-linking) consiste em uma rede estrutural
tridimensional entre as interacdes da enzima, suporte e agente de ligacdo. As moléculas de
lipase se ligam entre si através de vdrios reagentes bifuncionais. Este método forma
ligacdes intensas que diminuem a atividade do catalisador. As preparacdes via ligacao
cruzada possuem a enzima como principal constituinte, mas este método também ¢é
utilizado em combinacdo com outros tipos de imobilizacio, como adsorcdo

(VILLENEUVE et al, 2000; ZHANG et al., 2012).
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Materiais
4.1.1 Materiais para a sintese dos suportes

Na sintese do copolimero foram utilizados como mondmeros: estireno (Sigma-
Aldrich®) e divinilbenzeno (Sigma-Aldrich®); como solventes: heptano (Cromoline) e
toluol (Cromoline) e como iniciador: azobisisobutironitrila (AIBN) (MIG Quimica). Na
sintese do copolimero magnetizado foi utilizada magnetita obtida por co-preciptacdo a
partir de cloreto de ferro (III) Sigma-Aldrich® > 97% e cloreto de ferro (II) tetra-hidratado,
Sigma-Aldrich®, 99%. Como agentes de suspensdo foram utilizados o dlcool polivinilico
(PVA) 99% hidrolisado — MM 89000-98000, Sigma-Aldrich® e PVA 88% hidrolisado —
MM 78000, Polysciences, Inc.

4.1.2 Enzimas

Os experimentos foram realizados utilizando as preparacdes comerciais de lipase
microbiana de Candida rugosa tipo VII e lipase de Brukholderia cepacia (Amano PS),

adquiridas da Sigma-Aldrich®.
4.1.3 Demais reagentes

Outros reagentes utilizados incluiram: etanol anidro (Cromoline), etanol 96%
(Cromoline), acetona (Cromoline), hidréxido de s6dio (Cromoline), hidréxido de potédssio
(Synth), acido butirico (Vetec), n-butanol (Merck), dcido oleico (Cromoline), acetato de
etila (Cromoline), polietileno glicol (MM 1500, Synth), goma arabica em p6 pura (Synth),
Oleo de oliva comercial com baixo teor de acidez (Carbonell) e 6leo de coco comercial

(Frescoco).
4.2 Equipamentos

Os principais equipamentos utilizados no desenvolvimento do trabalho estdao
apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4 - Principais equipamentos utilizados na realizagdo do trabalho.

Tipo de anailise e/ou ensaio Equipamento Modelo/Fabricante
Medidas de pH Potencidometro TEC2, Tecnal (TECNAL)
. Balancga ID 50, Marte (Marte Balancas e
T
eor de umidade analitica Aparelhos de Precisdo Ltda)
Cromatégrafo GC-3800 - Varian (Agilent

Dosagem de ésteres

de fase gasosa Technologies)
) ) . Microscopio
Microscopia Eletronica de Eletronico de LEO1450VP
Varredura
Varredura
Difratémet
Difracdio de Raios-X HHAtomeTo XRD 6000 — Shimadzu
de Raios-X
Espectroscopia na regiao do
Infravermelho por Transformada  Espectrometro GX — Perkin Elmer
de Fourier
RW20-Digital,
e Agitador 18l
Agitaciao . IKA (IKA Laboratory
Mecanico .
Equipaments)

Fonte: Propria.

4.3 Metodologia Experimental
4.3.1 Purificacdo do AIBN

O iniciador das reacoes de polimerizagcdo, AIBN, foi purificado via recristalizacao.
Em um erlenmeyer, 5 g de AIBN foram totalmente solubilizados em 100 mL de metanol
sob agitacdo magnética e em seguida a solucdo foi mantida a 4 °C por 24 h. Os cristais

foram filtrados e secos em dessecador utilizando silica gel como agente desumidificante.

4.3.2 Sintese do suporte de poli(estireno-co-divinilbenzeno)

O suporte de STY-DVB fo1 sintetizado pela técnica de polimerizacdo em suspensao
utilizando os mondmeros de estireno e divinilbenzeno, toluol e heptano como bom
solvente e mau solvente, respectivamente (COUTINHO; CUNHA; GOMES, 2004), AIBN
como iniciador e solu¢ao aquosa de dlcool polivinilico (PVA) como agente de suspensao.

Foram estudados dois agentes de suspensdo: PVA grau de hidrélise 99% (MM
89000-98000) e PVA grau de hidrolise 88% hidrolisado (MM 78000) ambos em 3
concentracdes diferentes (0,5 %; 1,0 %; 2,0 % m V']). As solucdes foram preparadas

utilizando 4gua ultra-pura (UP) sob agitacdo magnética durante 18 h.
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As reagdes foram realizadas em baldo de fundo redondo de 3 bocas acoplado com
condensador de refluxo a 16 °C sob atmosfera inerte (Argbnio ou Nitrogénio) como
ilustrado na Figura 2. A velocidade de agitacdo ideal foi definida variando seus valores
entre 100 rpm e 500 rpm de modo a obter o tamanho desejado das particulas de
copolimero. A fase organica foi preparada previamente, sob atmosfera inerte, misturando-
se os mondmeros ¢ em seguida o iniciador AIBN. Apés a total solubiliza¢do do iniciador
foram adicionados o mau e o bom solvente, nesta ordem. A fase orgénica foi entdo vertida
sobre a fase aquosa (solu¢do do agente de suspensdo) e a reagdo foi mantida a 70 °C sob
agitacdo mecanica durante 24 h. As quantidades utilizadas de cada componente estdo
detalhadas na Tabela 5.

ApOs as 24h de reagdo, o produto formado foi filtrado e lavado exaustivamente com
adgua UP a temperatura ambiente e dgua UP aquecida na temperatura entre 40-50 °C,
acetona e etanol, para remocdo da fase aquosa e dos reagentes residuais. Em seguida, o

material foi seco em estufa a 60 °C por 18 h.

Figura 2 - Aparato experimental das reacdes de polimerizacgao.

[~ b RSN L

Atmosfera inerte A\ L) —
= o \

Agitador Mecanico

'A l Placa de Aquecimento

Banho de Resfriamento

Fonte: Prépria



34

Tabela 5- Formulacao utilizada nas reagdes de polimerizacgao.

Reagente Massa
Estireno 781 g
Divinilbenzeno 781 ¢g
AIBN 0,2768 g
Heptano 17,18 g
Toluol 17,18 g
Agente de suspensao 208,19 g

Fonte: Prépria.

4.3.3 Sintese do suporte de poli(estireno-co-divinilbenzeno) magnetizado com

magnetita (FezQy)

O suporte de poli(estireno-co-divinilbenzeno) com magnetita (STY-DVB
magnetizado) foi sintetizado utilizando a mesmas condi¢des da polimeriza¢do descrita no
item 4.3.2, com adi¢do das particulas magnéticas.

Com o objetivo de selecional a melhor maneira para a incorporacdo destas
particulas ao polimero, foram testadas 3 metodologias:

1- Adicdo do fluido férrico formado na co-preciptacdo diretamente no meio

reacional de polimerizagao;
2- Adicao das particulas de magnetita na forma seca ao meio reacional;

3- Adig@o de particulas de magnetita seca com a superficie modificada por meio

de tratamento prévio com acido oleico.

As particulas de magnetita (Fe;Os) foram adicionadas a polimerizacdo na

quantidade correspondente a 10% da massa dos mondmeros.

4.3.4 Sintese da Magnetita: Co-Preciptacao dos ions Fe*? e Fe*

Uma soluc¢do aquosa de FeCl, 0,6 mol L' e uma solugdo aquosa de FeCl;.4H,0 1,1
mol L’l, foram misturadas lentamente, em um béquer imerso em banho de glicerina, sob
vigorosa agitacdo mecénica. A temperatura do meio reacional foi ajustada e estabilizada a
65 °C e solucdo aquosa de NaOH 4 mol L' foi adicionada lentamente ao meio, até atingir
pH 11,0. A agitacdo mecanica foi ajustada durante a adicdo da solucdo bdsica em fungdo

do aumento da viscosidade do meio no decorrer da reacdo.



35

A solugdo de coloragdo negra formada foi mantida sob agitagdo por 30 min a 65 °C
seguido de repouso sobre um ima (campo magnético externo) para auxiliar a decantagdo
das particulas magnéticas precipitadas na reagdo. A massa negra decantada foi separada e
lavada sucessivamente com dgua UP e solugd@o 1:1 de acetato de etila e 4gua UP até que o
sobrenadante atingisse o pH 7,0. O fluido férrico contendo as particulas magnéticas foi
filtrado a vacuo e levado a estufa a 60 °C por 18 h. Apds a secagem, o composto obtido foi
triturado com auxilio de graal e pistilo. Um fluxograma simplificado do processo pode ser

visualizado na Figura 3.

Figura 3 - Fluxograma simplificado da co-preciptagdo dos fons Fe** e Fe*.

FaCl,.4H,0 1,1
mols Lt

Solucdo com ions

Fe-lze Fe+3
go°c | . Adicdo Lenta
30 min ) pH =11,0

Precipitado de ions
Fe-lz e Fe +3

FeCl, 0,6 mols Lt

i Secagem em
avagens = Estufa M i

3 H=70 . S agnetita
com Agua UP e 8 Fluido Ferrico - &
e Acetato de 60 °C, 18 h seca
Etila

Fonte: Prépria.

4.3.5 Modificaciao da superficie da magnetita com acido oleico

De modo a facilitar a incorporagdo das particulas magnéticas ao polimero, foi
realizada a modificacdo da superficie da magnetita utilizando acido oleico, para aumentar
sua afinidade hidrofébica e facilitar a dispers@o na fase organica, preferencialmente a fase
aquosa. Para esta finalidade foi utilizada como base a metodologia descrita por Lee, Rho e
Jung (2003).

Inicialmente a magnetita seca foi misturada sob forte agitacdo em 4cido oleico na
propor¢do de 1:13 (m/v) de 4cido oleico:magnetita, propor¢do esta definida em trabalhos
anteriores (VAN EWIJK; VROEGE; PHILIPSE, 1999). Em seguida foram adicionados 25

mL de 4gua para cada 1 g de particulas magnéticas e a mistura permaneceu sob forte
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agitacdo por 30 min. A emulsdo formada foi filtrada a vacuo e lavada com etanol para
remover o dcido oleico residual. As particulas magnéticas modificadas foram levadas a
estufa a 60 °C por 18h para completa secagem. As etapas do processo estdo ilustradas de

forma resumida no fluxograma da Figura 4.

Figura 4 - Etapas da modificacdo da superficie da magnetita com 4cido oleico.

1 g magnetita seca

Agitacdo e Estufa
13 mL acido oleico ‘ vigorosa ' (60°C, 18

: com etanol
(30 min) h)

25 mlL agua UP

Fonte: Prépria.

Para verificar se a modificacdo foi bem sucedida, foram realizados dois testes
adicionando-se 0,5 g das particulas modificadas em misturas 1:1 de meio organico:aquoso

(heptano:4gua e estireno:4gua) para observar o comportamento da magnetita.

4.3.6 Imobilizacdo das lipases de Candida rugosa (LLCR) e de Burkholderia cepacia
(LPS)

Os suportes sintetizados, STY-DVB e STY-DVB magnetizado, foram embebidos
em heptano em uma propor¢do de 1:10 (m/v) e mantidos sob agitacdo por 2 h em shaker.
Ap6s este periodo foi adicionado 100 pL de solugdo aquosa 5 g L de polietilenoglicol
(PEG-1500) e 0,25 g de lipase, para cada 1 g de suporte. A suspensdo contendo enzima,
suporte e PEG-1500 foi homogeneizada por suave agitacdo com bastdao de vidro até visivel
adesdo da enzima ao suporte, seguido de contato estdtico por um periodo adicional de 18 h
a4°C.

A recuperagdo dos derivados imobilizados foi efetuada por filtracdo a vacuo com
lavagens sucessivas com heptano até a reducao da umidade para valores inferiores a 15%.
As atividades hidroliticas dos derivados imobilizados foram determinadas pelo método de
hidrolise do azeite de oliva (SOARES et al., 1999) e o rendimento de imobilizacdo (n%)

foi calculado utilizando a Equacao 2.
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U,
n(%)ZU_AXJOO 2)
0

Em que Up = unidades de atividade oferecidas para imobilizacdao; Us = unidades de
atividade enzimatica total presentes no derivado imobilizado (massa seca do derivado

imobilizado x atividade).

4.3.7 Sintese do éster butirato de n-butila

A lipase de Candida rugosa livre e imobilizada nos dois suportes foi aplicada na
reacdo de esterificacdo do 4cido butirico com n-butanol diluidos em meio heptano. O
substrato da reacdo foi preparado contendo solucdo de dcido butirico 0,125 mol L™ e n-
butanol 0,10 mol L™ em meio heptano. A reacdo utilizou 20 mL do substrato e 0,5 g de
derivado imobilizado ou 0,1 g da lipase livre como biocatalisador. As reacdes foram
realizadas em shaker sob agitacdo de 150 rpm a 40 °C por 24 h.

O consumo do 4cido na reacdo foi acompanhado por titulacio e o consumo do
dlcool e a formacdo do produto (butirato de n-butila) foram acompanhados por

Cromatografia em Fase Gasosa.

4.3.8 Sintese dos ésteres alquilicos via transesterificacdo enzimatica

A lipase PS de Burkholderia cepacia imobilizada no suporte de STY-DVB
magnetizado foi aplicada em reacdes de transesterificacdo. As reacdes foram efetuadas em
baldes esféricos de trés bocas (capacidade de 125 ml), acoplados com condensador de
refluxo, sob agitacdo mecanica de aproximadamente 150 rpm. As sinteses foram realizadas
numa temperatura fixa de 45 °C, com 20 g de meio reacional composto por dleo de coco e
etanol numa razao molar de 1:6, em meio isento de solvente, e 20% em massa de lipase de
Burkholderia cepacia imobilizada em STY-DVB magnetizado. Os produtos formados
foram quantificados por cromatografia em fase gasosa. O rendimento de transesterificagdo

foi calculado de acordo com a metodologia descrita previamente por Urioste et al. (2008).

4.4 Métodos de Analise
4.4.1 Dosagem de umidade

A determinag@o do teor de umidade dos biocatalisadores foi feita em balanga

analitica acoplada com infravermelho (ID 50, Marte) durante 15 min a 105 °C.
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4.4.2 Analise de area superficial (B.E.T.)

Os valores de 4rea superficial especifica dos suportes estudados foram obtidos pelo
método B.E.T. (Brunauer, Emmett e Teller, 1938) empregando a técnica de adsorcdo-
dessor¢do fisica de nitrogénio a 77,3 K. As amostras foram previamente submetidas a
aquecimento de 100 °C por 3 horas sob vicuo. As andlises foram realizadas no Instituto

Nacional de Pesquisas Espaciais (INPE, Cachoeira Paulista — SP).
4.4.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As caracteristicas morfoldgicas dos suportes STY-DVB e STY-DVB magnetizado
antes e depois da imobilizacio da lipase de Candida rugosa foram analisadas e
comparadas utilizando microscopia eletronica de varredura (MEV). As micrografias da
superficie dos suportes foram obtidas utilizando microscépio eletrénico de varredura

LEO1450VP com EDS acoplado (Schott Zeiss do Brasil, SP, Brasil).

4.4.4 Difracao de Raios-X (DRX)

Os suportes sintetizados de poli(estireno-co-divinilbenzeno) magnetizado e nao
magnetizado foram analisados por medidas de difracdo de raios-X para identificacio
estrutural dos materiais. As andlises foram realizadas em um difratdbmetro da marca
Shimadzu, modelo XRD 6000, utilizando a técnica de difratometria de pd, a uma tensao de
40 kV e corrente de 30 mA. As andlises foram efetuadas em intervalos angulares de 10 a
70 graus e tempo de contagem de 1 segundo. A radiacdo utilizada foi de CuKa com

monocromador de grafite e comprimento de onda de 1,5418 A.

4.4.5 Espectroscopia na regiao do Infravermelho por Transformada de Fourier
(FTIR)

As amostras de magnetita e dos suportes magnetizado e ndo magnetizado foram
analisadas por espectroscopia na regido do infravermelho por transformada de Fourier para
caracterizar a composicao do material. As andlises foram conduzidas em espectrometro de
modelo Spectrum GX (Perkin Elmer) empregando o método de transmissdo na faixa de
ntimero de onda de 400 a 4000 cm™ usando cristais de KBr, sendo medidos os valores de
absorbancia. Foram feitas 32 varreduras com resolucdo de 4 cm™. As amostras foram
preparadas na forma de pastilhas de KBr, utilizando-se cerca de 2 mg da amostra seca e 20

mg de KBr.
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4.4.6 Analise de magnetizacao (curva de histerese)

As particulas de poli(estireno-co-divinilbenzeno) magnetizado foram analisadas em
um Magnetdmetro de Amostra Vibrante (VSM) modelo PAR4500, utilizando
aproximadamente 0,02 g de amostra durante 32 minutos de andlise sob temperatura
ambiente. O campo magnético aplicado foi de: 5,0<IHI<20,0 kOe, em 3,0 minutos;
0,5<IHI<5,0 kOe, em 2,5 minutos e |HI<0,5 kOe em 5,0 minutos. A analise utilizou 10
pontos por minuto para a obtencdo dos dados. A andlise foi realizada no Instituto de Fisica

da Universidade de Sdo Paulo (Sdo Paulo — SP).
4.4.7 Determinacao de atividade enzimatica

As atividades enzimdticas das lipases livres (LCR e LPS) e imobilizadas nos
suportes de STY-DVB e STY-DVB magnetizado foram determinadas pelo do método de
hidrélise do azeite de oliva (SOARES et al., 1999). Os acidos graxos liberados foram
titulados com solucdo de KOH 0,02 mol L' utilizando fenolftaleina como indicador.

Os célculos foram realizados pela Equacdo 3 e uma unidade de atividade foi
definida como a quantidade de enzima que libera 1 pumol de 4cido graxo por minuto de
reacdo, nas condicdes do ensaio (37 °C, 5 min). As atividades foram expressas em unidades

de atividade por grama de lipase ou de derivado imobilizado (U g'l).

. 1o (V= V,).C.1000
Atividade (U g ) = tm 3)

Em que: V, = Volume de KOH gasto na titulagdo da amostra (mL); V}, = Volume de KOH
gasto na titulacdo do branco (mL); C = Concentragao da solucdo aquosa de KOH utilizada
na titulacdo (mol L™"); t = tempo da reacdo em minutos; m = massa de enzima livre ou

imobilizada utilizada (g).
4.4.8 Caracterizacao das propriedades bioquimicas dos biocatalisadores

A influéncia do pH e da temperatura nas atividades hidroliticas das lipases livres e
imobilizadas foi avaliada segundo um planejamento experimental 22 estrela rotacional com
4 pontos axiais e 3 replicatas no ponto central. Os niveis reais e codificados das variaveis
estudadas estdo apresentados na Tabela 6. A Tabela 7 mostra todos 0s experimentos

realizados, ressaltando-se que estes foram efetuados de maneira randémica.
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Tabela 6 - Niveis reais e codificados para as varidveis pH e temperatura avaliados utilizando
planejamento experimental.

Variaveis Niveis
Reais Codificadas -0 (-1,414) -1 0 1 +a (1,414)
Temperatura (°C) A 31 35 45 55 59
pH B 5,6 6,0 70 8,0 8,4

Fonte: Prépria.

Tabela 7 - Planejamento experimental utilizado na anélise da influéncia de pH e temperatura.

EXPERIMENTOS pH Temperatura pH Temperatura
1 6 35 -1 -1
2 8 35 1 -1
3 6 55 -1 1
4 8 55 1 1
5 7 45 0 0
6 5,6 45 -1,414 0
7 8,4 45 1,414 0
8 7 31 0 -1,414
9 7 59 0 1,414
10 7 45 0 0
11 7 45 0 0

Fonte: Prépria.

Os ensaios foram realizados em frascos Erlenmeyer de 125 mL , sendo
adicionados: 5 mL de substrato (preparado pela emulsdo de azeite de oliva com solugdo de
goma ardbica a 7%), 4 mL de solucdo tampdo fosfato de sédio (0,1 mol L', com pH
varidvel (5,6; 6,0; 7,0; 8,0 e 8,4) e 1 mL de solugdo aquosa enzimética (0,5 mg mL‘l), para
enzima livre, ou 0,05g do derivado imobilizado. Os frascos foram incubados em
temperaturas variadas (31, 35, 45, 55 ¢ 59 °C) por 5 min, em shaker termostatizado com
agitacdo. Apds o periodo de incubagido, a reacdo foi paralisada pela adicdo de 10 mL de

uma mistura de acetona e etanol (1:1). Os dados obtidos foram analisados com auxilio dos
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softwares Statistica versdo 12 (StatSoft Inc., USA) e Design-Expert 9.0 (Stat-Ease
Corporation, USA).

4.4.9 Caracterizacao das propriedades cinéticas das lipases livres e imobilizadas

Os parametros cinéticos das lipases livres (LCR e LPS) e imobilizadas nos suportes
STY-DVB e STY-DVB magnetizado foram determinadas tomando por base o modelo
cinético de Michaellis-Menten, utilizando o método de Lineweaver-Burke, em relagdo a
reacdo de hidrélise do azeite de oliva. Os célculos foram realizados utilizando o software
Hyper 32.

Foram preparadas emulsdes com diferentes proporcoes de azeite de oliva (10 —
60%) e solucdo aquosa de goma ardbica (7% m v''). No meio reacional a concentracdo de

acidos graxos totais variou entre 0 — 2240 mmol L'l, como indicado na Tabela 8.

Tabela 8 - Variacdo nas concentragdes do substrato.

Concentracao de substrato (%) Concentracio de substrato (mmol LY

0 0

10 372

20 744

30 1116

40 1488

50 1860

60 2232

Fonte: Prépria.

4.4.10 Caracterizacao da estabilidade térmica dos biocatalisadores

A estabilidade térmica das lipases livres e imobilizadas nos dois suportes
sintetizados foi estudada pela quantificacdo da atividade hidrolitica residual apds
incubacdo dos biocatalisadores em meio heptano a 60 °C por até 180 min, com
quantificagdo da atividade de hidrélise do azeite de oliva em intervalos de tempo pré-
determinados entre 15 e 180 min.

Os coeficientes de desativacdo térmica (Kd) e tempos de meia-vida (t;,) foram
calculados a partir das Equagdes 4 e 5.

InA=InAy,— kd Xt 4)
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n2
t1 = d (5)
2

Em que: Ay = atividade inicial e A = atividade residual.

4.4.11 Influéncia da razao molar e concentracio dos reagentes na sintese do butirato
de n-butila catalisada pelo derivado imobilizado magnetizado

Para verificar a influéncia de alguns fatores na reacdo de esterificacdo do butirato
de butila catalisada por lipase de Candida rugosa imobilizada em poli(estireno-co-
divinilbenzeno) magnetizado, foi realizado um planejamento experimental simples 22 com
duplicata no ponto central variando a razao molar 4cido:dlcool e a concentragdo total dos
reagentes no substrato em relacdo ao solvente (heptano), as varidveis e os niveis utilizados

estdo indicados na Tabela 9. Os experimentos realizados estao indicados na Tabela 10.

Tabela 9- Varidveis e niveis utilizados no planejamento experimental para a esterificacdo do
Butirato de n-Butila

Variaveis Niveis
) 0 (+)
Razao Molar
1:1 2:1 3:1
(acido:alcool)
Concentracao total R 1 A1
400 mmol L 1200 mmol L 2000 mmol L

em relacao ao solvente

Fonte: Prépria.

Tabela 10 - Substratos preparados a partir do planejamento experimental

Niveis dos Fatores

Experimentos Razao Molar Concentracdo Total
SO 0 0
SO repeticao 0 0
S1 - -
S2 + -
S3 - +
S4 + +

Fonte: Prépria.
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4.4.12 Acompanhamento das reacoes de esterificacao

O consumo do 4cido na reagdo foi acompanhado por titulagdo com solugdo aquosa
de KOH e fenolftaleina como indicador, adicionando 10 mL de etanol as aliquotas de 0,5 g
do meio reacional. O consumo do dlcool e a formacao do produto (butirato de butila) foram
acompanhados por Cromatografia em Fase Gasosa.

O consumo do dlcool e a formagdo do produto (butirato de n-butila) foi
acompanhado por Cromatografia em fase gasosa empregando cromatdgrafo a gas (Modelo
Varian CG 3800) equipado com detector de ioniza¢do de chama e coluna empacotada de
aco inoxidavel do tipo 5% DEGS CHR-WHP 80/100 mesh 6ft 2.0 mm ID e 1/8°OD
(Restek, Frankel Commerce of Analytic Instruments Ltda, SP, Brasil). Nitrogénio foi
utilizado como géds de arraste com fluxo de 25 mL min”. A coluna foi submetida a uma
rampa de aquecimento: 60 °C por 3 min até 75 °C numa taxa de 15 °C min”', mantendo
constante por 3 min e 75 °C até 150 °C numa taxa de 20 °C min'l, mantendo-se constante
por 1,25 min; totalizando 12 min de anélise. Para coleta dos dados foi utilizado o software
Galaxie Chromatography Data System version 1.9. O volume de injecdo foi de 1uL de

uma mistura 1:1 da amostra com o padrao interno (hexanol).
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5. RESULTADOS-E DISCUSSOES
5.1 Condicoes reacionais de sintese do copolimero STY-DVB

As condig¢des estudadas na reagdo de copolimerizacao de estireno e divinilbenzeno
mostraram que o polimero obtido apresentou maior uniformidade de tamanho e forma
quando o agente de suspensdo utilizado foi PVA grau de hidrdlise 88% e massa molar
média de 78000 na concentra¢do de 1% m/m em meio aquoso e velocidade de agitacdo de
230 rpm. Na Figura 5 pode ser observado o polimero obtido em imagens sem ampliacao
(a) e ampliado por microscopia 6ptica (b e c), sendo possivel notar a forma esférica das
particulas e sua uniformidade.

Figura 5- Imagens do copolimero STY-DVB; a) Sem ampliacdo; b) Ampliacio de 50 x em
microscopio optico; ¢) Ampliacdo de 100 x em microscépio 6ptico.

Fonte: Prépria.

A velocidade de agitacio mostrou ser um fator determinante no tamanho das
particulas formadas, assim como na estabilizacdo da reagdo, evitando grandes
aglomerados. Foi verificado que, conforme dados da literatura, o diametro das particulas é
inversamente proporcional a velocidade de agitacdo. (MACHADO; LIMA; PINTO, 2007).

Outro fator estudado que demonstrou ser determinante na estabilidade do processo
foi a solugdo aquosa de PVA como agente de suspensdo. Os resultados, assim como os
encontrados na literatura, mostram que PVA com alto grau de hidrdlise nao é adequado

como agente estabilizante nestas reagdes, pois demonstram caracteristica hidrofilica maior
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e difundem mais lentamente para a interface organica/inorganica. Altas concentracdes do
agente também ndo sdo adequadas, visto que a solug¢do atinge um grau de saturacdo na
difusdo para a interface (BAO et al., 2003). O produto obtido utilizando PVA com 99% de
grau de hidrélise se apresentou na forma de pd e de aglomerados, ndo apresentando
uniformidade nem forma caracteristica. Dessa forma, para a continuidade do trabalho, a
sintese do polimero foi realizada empregando PVA 88% hidrolisado como agente de

suspensao na concentracdo de 1%

5.2 Reacoes de polimerizacao com adiciao de particulas magnéticas

A primeira metodologia utilizada, adicdo do fluido férrico ao meio de
polimerizacdo, nao apresentou um produto satisfatorio, formando particulas sem forma
definida e tamanhos variados, além de ndo apresentar caracteristicas magnéticas,
mostrando que a magnetita que se encontrava no meio ndo foi incorporada ao polimero
formado, permanecendo em sua maior parte na fase aquosa . A metodologia na qual a
magnetita seca e triturada, foi adicionada ao meio reacional, originou particulas sem forma
definida, levemente magnetizadas, com algumas particulas sendo fracamente atraidas por
imas e outras ndo. Estas duas metodologias foram consideradas insatisfatérias na producao
das particulas magnéticas de STY-DVB, visto que os produtos obtidos ndo atenderam as
caracteristicas esperadas de magnetizacdo e uniformidade para um suporte magnetizado
para imobiliza¢do de enzimas.

A reacdo que apresentou o produto com melhor magnetizacio e maior
uniformidade foi a reacdo utilizando magnetita com a superficie modificada com &4cido
oleico, originando particulas de tamanho uniforme e magnetizacdo satisfatoria, sendo
atraidas por um ima, como mostrado na Figura 6. Portanto esta foi entdo a metodologia
selecionada para dar seguimento a pesquisa.

A modificacdo da superficie da magnetita com &4cido oleico permitiu maior
incorporagdo deste material ao polimero. Tal fato deve estar relacionado a adsorcdo do
acido carboxilico a magnetita, na forma de carboxilato conforme ilustracdo da Figura 7
(LIU et al, 2006). O 4cido se dissocia em meio aquoso e interage com o 6xido de ferro na
forma do {fon carboxilato (oleato, no caso do 4cido oleico) que gera interagdes
intermoleculares devido as cargas elétricas dos ions, a extermidade hidrofdbica permite
que as particulas magnéticas se dispersem no meio organico preferencialmente sobre o

meio aquoso, como mostrado na Figura 8, que mostra um teste realizado utilizando uma
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mistura de d4gua e um composto organico. Foram testados estireno e heptano, por serem
duas das substincias presentes na fase orginica da polimerizagdo. E possivel visualizar
como a magnetita se encontra totalmente na fase aquosa na primeira imagem (a), antes de
passar pela modifica¢do com o 4cido oleico, ao contrdrio da imagem (b), onde as particulas

magnéticas apds a modificacdo permanecem completamente na fase organica.

Figura 6 - Suporte de STY-DVB magnetizado sendo atraido por ima (campo magnético externo).

Fonte: Prépria.

Com a adicdo de particulas sdlidas ao meio de polimerizagdo, foi necessirio um
aumento na velocidade de agitacdo de forma a estabilizar o meio. Foi utilizada a

velocidade de agitacdo de 320 rpm.

Figura 7 - Interagc@o da magnetita com 4cido oleico.

CO0-  COOH &

T T i

Oleato Ac. Oleico /Q T
é

Fonte: Prépria.
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Figura 8 - Teste de compara¢do da magnetita, como obtida, e magnetita modificada com acido
oleico, em mistura 1:1 de dgua:heptano; a) Magnetita sem modificacdo; b) Magnetita modificada
com é&cido oleico.

Fonte: Prépria.

5.3 Influéncia do tamanho das particulas de suporte na imobilizacao

De modo a analisar a influéncia do tamanho das particulas dos suportes estudados
na imobilizag¢do via adsor¢do fisica, foi realizado um teste de comparacdo de atividade
hidrolitica utilizando trés faixas de tamanho.

O material foi separado por peneiramento utilizando um conjunto de peneiras de
aco inox (24, 35, 42, 80 mesh Tyler), sendo utilizados os materiais retidos nas peneiras de
35, 42 e 80 mesh, pois as particulas do polimero sintetizado se encontraram em sua maior
parte dentro da faixa de tamanho selecionada para a andlise (35-80 mesh). O suporte foi
imobilizado pela técnica de adsorcao fisica utilizando 0,25 g de lipase de Candida rugosa a
cada 1 g de suporte. Sua atividade foi quantificada pelo método de hidrélise do azeite de
oliva (SOARES et al, 1999) e o rendimento de imobilizagdo calculado. Os resultados

obtidos estdo apresentados na Tabela 11.



48

Tabela 11- Atividades hidroliticas e rendimentos de imobilizacdo obtidos para imobilizacio de
lipase de Candida rugosa em diferentes faixas de tamanho dos suportes.

Suporte
STY-DVB STY-DVB magnetizado
’ Rendimento Atividade Rendimento
Tamanho Atividade (U g") 1
(%) Ug) (%)

35 Mesh 1292,26 + 65,75 64,35 1456,43 + 71,21 89,39
42 Mesh 1217,42 £ 30,44 60,25 1295,68 £ 58,16 84,41
80 Mesh 1371,68 £ 10,92 68,47 1315,56 £27,42 80,47

Fonte: Prépria.

Os resultados mostram que o tamanho das particulas dos suportes ndo influenciou
na imobilizacdo da lipase de Candida rugosa, pois os valores obtidos das atividades
hidroliticas ndo apresentaram variacdo significativa. Concluiu-se, portanto, que todas as
particulas selecionadas poderiam ser utilizadas na imobiliza¢do desta lipase. Ressalta-se
ainda que os rendimentos de imobiliza¢do também foram préximos independentemente do
tamanho das particulas, ficando em torno de 64,4 % para o suporte de STY-DVB e de
84,8% para o suporte magnetizado. Uma vez que as atividades hidroliticas obtidas foram
préximas, esta diferenca nos valores dos rendimentos de imobilizacdo esté relacionada com
a menor perda de massa no processo de imobilizacdo do suporte magnetizado, que &

facilmente controlado pela aplicacdo de um campo magnético externo.

5.4 Caracterizacao e comparaciao dos suportes magnetizados e nao magnetizados

Para realizar as andlises de caracterizacdo morfolégica dos suportes sintetizados,
foram utilizadas as particulas retidas entre as peneiras de 24 e 35 mesh, devido a obtengdo
da maior quantidade dessas particulas formadas na polimerizacdo, aliado ao fato de que
nos testes anteriores nao foi observada nenhuma influéncia significativa com rela¢do ao

tamanho das particulas do suporte imobilizado na atividade hidrolitica.
5.4.1 Analise de Area Superficial (B.E.T.)

A Tabela 12 mostra os valores de drea superficial especifica dos dois suportes
estudados (STY-DVB e STY-DVB magnetizado), determinados por adsorcdo de um gas

em equilibrio, em condic¢des isotérmicas, utilizando o método B.E.T.
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Comparando a matriz STY-DVB magnetizada e ndo magnetizada observa-se que a
adicao de 6xido de ferro a matriz polimérica ocasionou perda da drea superficial especifica,
indicando uma possivel interacdo entre as particulas magnéticas e a rede polimérica,
notadamente por meio da alta densidade eletronica dos anéis aromadticos presentes na
estrutura da matriz. Resultados semelhantes foram obtidos por Mijone (2014) em relagcdo
ao suporte SiO,-PVA puro e dopado com magnetita, no qual o material magnético
apresentou area superficial especifica de 224,0 m?2 g'l, valor menor que o apresentado pelo

suporte de STY-DVB magnetizado (341,2 m? g'l).

Tabela 12 - Valores de 4rea superficial obtidos na andlise B.E.T.

Material Area Superficial (m? g”)
STY-DVB 664,55
STY-DVB magnetizado 341,25

Fonte: Prépria.
5.4.2 Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)

Por meio da andlise realizada utilizando microscépio eletronico de varredura, foi
possivel observar nas imagens da Figura 9 que o suporte de STY-DVB apresentou forma
predominantemente esférica, ao contrario do suporte magnetizado (Figura 10) que ndo
mostrou forma definida predominante. Acredita-se que a presenca dos fons pode ter
interferido na tensdo interfacial, responsavel pela formacdo e manutencdo das particulas
esféricas (gotas) durante a polimerizagcdo (ASUA, 2007, MACHADO; LIMA; PINTO,
2007; BAO et al., 2003). Apds estes resultados, foi realizado um teste de polimerizacao
utilizando o agente de suspensdo na concentragdo de 2% de PVA. Os produtos obtidos
demonstraram formas mais proximas as esferas, sugerindo que a diferenca de tensdo
interfacial gerada pelas particulas magnéticas pode ser compensada com o aumento na
concentracdo do agente de suspensdo. O produto obtido pode ser visualizado na imagem de
microscopia Optica da Figura 11.

A analise permitiu comprovar também que a imobiliza¢do da lipase de Candida
rugosa nos suportes utilizando a técnica de adsor¢ado fisica apresentou bons resultados na
interacdo enzima-suporte, pois comparando os materiais antes e depois da imobilizacdo é
possivel visualizar que a enzima se encontra adsorvida a superficie do material, mostrando

a eficiéncia do processo de imobilizacdo. Em relacio a imobilizacdo, a mudanca do suporte
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ndo apresentou diferengas significativas na adsor¢do da enzima; as caracteristicas
especificas do material magnetizado (forma ndo definida e incorporacdo de particulas
magnéticas) ndo prejudicaram o processo.

As imagens do material magnetizado mostraram também a existéncia de agregados
de particulas de magnetita sobre a sua superficie irregular, conforme também descrito no

trabalho de Formiga e colaboradores (2013).

Figura 9- Imagens de MEV: suporte STY-DVB ampliado 100x (a) e ampliado 500x (c) e do
derivado imobilizado ampliado 100x (b) e ampliado 500x (d).
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Fonte: Prépria.
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Figura 10 - Imagens de MEV: suporte STY-DVB magnetizado ampliado 100x (a) e ampliado 500x
(c) e do derivado imobilizado ampliado 100x (b) e ampliado 500x (d).
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Fonte: Prépria.

Figura 11- Foto de microscopia 6ptica do polimero magnetizado utilizando agente de suspensdo
2% de PVA (m/v).

Fonte: Prépria.
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5.4.3 Difracao de Raios-X

A técnica de difracdo de raios-X baseia-se na interacdo da radiacdo eletromagnética
de comprimento de onda A (=0,1 nm) com planos de atomos do sélido cristalino. Os
difratogramas obtidos na andlise dos dois suportes sintetizados podem ser visualizados na

Figura 12.

Figura 12 - Difratogramas de raios-X dos suportes sintetizados.
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Fonte: Prépria.

As andlises resultaram em difratogramas tipicos de amostras poliméricas, com pico
caracteristico de material polimérico amorfo identificado entre 26 = 18° ¢ 20 = 20°, assim
como verificado por Neves e colaboradores (2011) em amostras de poliestireno e
poliestireno magnetizado.

O pico em 35,5° encontrado na amostra de poli(estireno-co-divinilbenzeno)
magnetizado (STYDVB-M) ¢é caracteristico de reflexdes de estrutura cristalina de
espinélio, provenientes das particulas de Fe;O, (NEVES et al.,, 2011; DUSSAN;
CARDONA; GIRALDO, 2012), indicando a incorporacdo do material magnético a rede
polimérica. A intensidade do pico em 35,5° estd ligada a quantidade de magnetita presente
na amostra, mostrando que a quantidade de material magnético presente no suporte é
pequena, justificando a nao identificacdo dos demais picos caracteristicos dos 6xidos de
ferro. As amostras contendo magnetita causaram maior ruido na resolu¢do da linha

espectral, porém ndo prejudicaram a andlise do material.
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5.4.4 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

As amostras de magnetita e de magnetita modificada com &4cido oleico foram
analisadas por espectroscopia de infravermelho para verificar a mudanca na estrutura do
material apds o tratamento. Os espectrogramas dos materiais estdo apresentados na Figura
13. E possivel notar que os dois espectros sdo muito semelhantes, apresentando diferencas
apenas nas bandas de 1400, 1600, 2850 e 2930 cm'l, provenientes do tratamento com dcido

oleico.

Figura 13 - Espectros de FTIR das amostras de magnetita e magnetita modificada com acido oleico.
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Fonte: Prépria.

Ambos os espectros apresentaram uma banda larga na regido de 3400 cm™, relativa
a deformacdo axial do grupamento OH em ligacdo hidrogénio intermolecular, sugerindo
grupamentos hidroxilas ligados ao ferro, provenientes da 4dgua de hidratacio e de
cristalizacdo. As bandas entre 500 e 600 cm™ estdo relacionadas as ligacOes Fe’*-0” e
Fe’*-0% da magnetita e maghemita (LI et al., 2011; WEI et al., 2012; XIE et al., 2009). A
banda de 2850 e 2930 presente na andlise da magnetita modificada corresponde a
estiramentos C-H provenientes de grupo saturados -C-H oriundos do 4cido oleico; as
bandas entre 1650-1550 cm™ e em torno de 1400 cm’™ provém das deformacdes axiais

simétricas e assimétricas do ion carboxilato (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE,
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2006). Estas diferencas nos dois materiais analisados indicam a interacao

do acido oleico

com a magnetita, na forma de carboxilato, aumentando sua afinidade organica e permitindo

sua incorporacdo a matriz polimérica, como descrito no item 5.2.
Os dois suportes sintetizados, STY-DVB e STY-DVB-M,

analisados por FTIR. Os espectros obtidos estdo apresentados na Figura 14.

também foram

Figura 14 - Espectros de FTIR para as amostras de poli(estireno-co-divinilbenzeno) magnetizado e

nao magnetizado.
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Novamente foi indicada uma banda larga em 3400 cm™ referente a deformacdo

axial do grupamento OH em liga¢do hidrogénio intermolecular, sugerindo grupamentos

hidroxilas ligados a cadeia polimérica. As bandas relativas entre 1400-1500 cm™ e 1630

1 . . . ~ ~n - L. . .
cm  estdo relacionadas com a vibracdo do anel benzénico, caracteristica do poliestireno e

seus copolimeros (LI et al., 2011). As bandas em 2850 em™ e 2920 cm’! podem ser

atribuidas a grupos saturados -C-H, enquanto os picos localizados em 1030 cm™ e 1100

cm™ se referem a deformacdes angulares da ligacio C-H fora do plano (NASEF; SAID,

2003). A banda em 680 cm™ também estd relacionada a vibragdo do anel be

a maior intensidade no polimero magnetizado sugere interferéncia

nzénico, porém

com a banda

correspondente as ligacdes Fe-O, devido a presenca das particulas magnéticas no material.
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5.4.5 Analise de magnetizacao

Para verificar as propriedades magnéticas do material, foi realizada andlise em um
magnetdmetro de amostra vibrante (VSM) e a curva de histerese obtida pode ser

visualizada na Figura 15.

Figura 15 - Curva de Histerese das particulas de poli(estireno-co-divinilbenzeno) sintetizadas.
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Fonte: Prépria.

A figura mostra uma curva tipica de materiais superparamagnéticos, apresentando
retentividade quase nula verificada pelo ciclo estreito de histerese, ndo apresentando
variacdo na curva durante a magnetizacdo e desmagnetizacdo. O fato do magnetismo
residual tender a zero comprova que as particulas de magnetita utilizadas possuem
caracteristicas superparamagnéticas, comuns aos 0xidos de ferro (ZHAO; ZHANG; FENG,
2012).

As particulas analisadas apresentaram saturacio de magnetizacio de
aproximadamente 0,18 emu g, que indica o ponto no qual um aumento da forca de
magnetizacdo ndo exerce mais nenhuma influéncia sobre o material (CULLITY;
GRAHAM, 2009). Apesar da baixa saturagdo de magnetizagdo, esta quantidade ja foi
suficiente para permitir a atracio do material por um campo magnético externo (ima),

como ja mostrado anteriormente.
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5.5 Caracterizacio e comparacio dos derivados imobilizados da lipase de Candida

rugosa
5.5.1 Analise da influéncia de pH e temperatura

Para analisar a influéncia da temperatura e do pH na atividade hidrolitica da lipase
na forma livre e imobilizada nos dois suportes estudados (STY-DVB e STY-DVB
magnetizado), foi realizado um planejamento experimental 22 estrela rotacional com 4
pontos axiais e 3 replicatas no ponto central. Os experimentos realizados, com os
respectivos niveis reais e codificados das varidveis estudadas, encontram-se especificados
na Tabela 8, ja apresentada. Os resultados obtidos, em fun¢do das atividades hidroliticas
determinadas pelo método da hidrdlise do azeite de oliva (SOARES et al., 1999), foram
analisados com auxilio dos softwares Design-Expert 9.0 (Stat-Ease Corporation, USA) e
Statistica versdo 12 (StatSoft Inc., USA).

As reacOes foram realizadas utilizando erlenmeyers em shaker de agitacdo, durante
5 minutos. As atividades obtidas estdo apresentadas na Tabela 13, sendo possivel verificar
que a menor variagdo entre os valores corresponde ao catalisador utilizando o suporte de
STY-DVB, indicando que a alteracdo causada pela variacdo de temperatura e pH, na faixa
estudada, nao influencia significativamente sua atividade hidrolitica, permitindo assim,
uma faixa de utilizacdo ampla sem que haja perda de rendimento.

Em relacdo a lipase livre, é possivel observar que os valores de atividade variaram
entre 10597 e 18003, sendo o valor mais alto atingido com o nivel alto de pH e nivel
central de temperatura. A analise de varidncia (ANOVA) ao nivel de confianga de 95%,
que se encontra discriminado na Tabela 14, mostra que o efeito da varidvel pH (B) foi
significativo, tanto o termo linear quanto o quadrético, indicando que influencia fortemente
a varidvel resposta estudada ao contrdrio da varidvel temperatura que nio apresenta forte
influéncia.

Os dados obtidos para a lipase de Candida rugosa livre se ajustaram ao modelo
quadratico (p < 0,05), com falta de ajuste ndo significativa. Desta forma foi possivel obter
um modelo estatistico de acordo com a Equagdo 6 e gerar a superficie de resposta da
Figura 16, onde € possivel visualizar a influéncia positiva do aumento de pH e a fraca

influéncia da temperatura, indicando valores maiores de atividade com o pH em torno de 8.
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Y =11977-667,79 * A +2532,88 * B + 725 * AB + 225,31 * A2+ 1573,06 * B? 6)

Em que Y = Atividade hidrolitica; A = Valor codificado da temperatura; B = Valor
codificado de pH.

Tabela 13- Respostas obtidas no planejamento experimental para analisar a influéncia dos fatores A
(temperatura, °C) e B (pH) na atividade hidrolitica (U g'l) da lipase de Candida rugosa na forma
livre e imobilizada em STY-DVB e em STY-DVB magnetizado.

Fatores Respostas (Valores de atividade hidrolitica, U g'l)

Ex A: B:pH Livre STY-DVB STY-DVB magnetizado

D Temperatura

1 35 6 13101 2489 2247

2 55 6 10597 2347 2069

3 35 8 16796 2699 2853

4 55 8 17192 2730 2859

5 31 7 12925 2453 1899

6 59 7 10638 2598 1683

7 45 5.6 10951 2232 1695

8 45 8.4 18003 2741 2908

9 45 7 12083 2749 2359

10 45 7 12814 2474 2679

11 45 7 11034 2771 2088

Fonte: Prépria.

Tabela 14 — Andlise de variancia (ANOVA) dos dados obtidos para a lipase de Candida rugosa
livre, sob um nivel de confianca de 95%.

Fonte de Variacao Soma Grau de Média F P < 0.05
Quadratica  Liberdade Quadratica
Modelo 7132.10" 5 1426.10" 13,95  0,0058
A-Temperatura 3568.10° 1 3568.10% 3,49 0,1207
B-pH 5132.10" 1 5132.10" 50,20  0,0009
AB 2103.10° 1 2103.103 2,06  0,2110
A2 2867.102 1 2867.102 0,28  0,6191
B2 1397.10* 1 1397.10* 13,67  0,0140
Residuo 5112.103 5 1022.103
Falta de Ajuste 3511.103 3 1170.103 1,46 04308
Erro Puro 1601.103 2 8.10°
Cor Total 7643.10" 10

Fonte: Prépria.
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Figura 16- Superficie de resposta obtida para a influéncia de pH e temperatura na atividade da
lipase de Candida rugosa na forma livre.
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Fonte: Prépria.

Utilizando o software Design-Expert 9.0 foi possivel obter um grafico indicando a
faixa de pH e temperatura necessarios para se alcancar atividades hidroliticas maiores que
15000 U g'l, neste caso o grafico da Figura 17 mostra que valores de pH maiores que 7,7 €
temperatura entre 35-55 °C sdo suficientes para atingir estes valores, mostrando novamente
que a temperatura ndo apresentou forte influéncia.

Os dados obtidos para a lipase imobilizada no suporte de STY-DVB estao
analisados na forma de grafico de Pareto na Figura 18, onde € possivel observar os efeitos
dos fatores estudados. Pode-se constatar pelo grafico que apenas o termo pH linear foi
significativo nesta andlise, onde o valor positivo indica que o aumento deste fator
influencia positivamente na variavel resposta, seguindo a mesma tendéncia da lipase na
forma livre, apresentando, portanto, maiores valores de atividade hidrolitica para pH
proximo ao maximo dentro da faixa estudada. Os dados ndo se ajustaram ao modelo

quadratico, porém permitiram avaliar a influéncia dos fatores selecionados.
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Figura 17 - Gréfico de otimizacdo de atividade hidrolitica da lipase de Candida rugosa livre em

relacdo a pH e temperatura.
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Fonte: Prépria.

Figura 18 - Gréfico de Pareto de andlise dos efeitos dos fatores estudados em relacdo a lipase de
Candida rugosa imobilizada no suporte STY-DVB.
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Fonte: Prépria.

Em relagcdo aos dados obtidos pela lipase imobilizada em STY-DVB magnetizado,
€ possivel verificar pelo grafico de Pareto na Figura 19 que o derivado imobilizado seguiu
a mesma tendéncia do anterior, onde apenas o termo pH linear foi significativo no estudo,

também com valor positivo mostrando que quanto maior este fator, maior serd a variavel
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resposta. Os dados para este suporte também ndo se ajustaram ao modelo quadrético, mas
permitiram a andlise de efeitos dos parametros estudados, mostrando que o pH € um fator
determinante na utiliza¢do deste derivado imobilizado.

O planejamento experimental realizado permitiu estudar o comportamento dos
biocatalisadores utilizados em relacdo a alteragdes de temperatura e pH, onde foi possivel
concluir que os derivados imobilizados seguiram a mesma tendéncia da lipase na forma
livre, onde a temperatura dentro da faixa de 31 a 59 °C nio influenciou significativamente
os resultados obtidos em 5 minutos de reacdo, ao contrdrio do pH que mostrou forte
influéncia, sendo que os valores de atividade hidrolitica foram maiores com o pH em torno
de 8,0. Trabalhos anteriores reportaram resultados préximos, nos quais o pH 6timo para a
lipase de Candida rugosa foi relatado como sendo entre 7,0 e 8,0 (PAULA et al., 2008;
SIMOES et al., 2011).

Desta forma, os biocatalisadores estudados apresentaram o mesmo comportamento
em relacdo ao pH, sendo o suporte de STY-DVB o que apresentou menor variacdo nos
valores de atividade, seguido pelo suporte magnetizado, demonstrando o potencial destes

derivados imobilizados na aplica¢do em reacdes de hidrolise.

Figura 19 - Gréfico de Pareto referente a andlise dos efeitos dos fatores estudados em relacdo a
lipase de Candida rugosa imobilizada em STY-DVB magnetizado.
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Fonte: Prépria.
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A influéncia de pH e temperatura na lipase na forma livre foi maior, visto que a
técnica de imobilizacdo aumenta a estabilidade do biocatalisador devido as ligagdes que se

formam, permitindo o seu uso em uma faixa maior de pH e temperatura.

5.5.2 Determinacao dos Parametros Cinéticos

Foi analisada a influéncia da concentracdo do substrato na velocidade da reagdo de
hidrélise do azeite de oliva, de modo que possibilitou a determinacdo dos parametros
cinéticos Km e Vmdéx. Foram comparados os resultados obtidos utilizando a lipase de
Candida rugosa na sua forma livre, imobilizada no suporte STY-DVB ndo magnetizado e
magnetizado. A concentra¢do do azeite de oliva esteve entre 10 e 60% (m/v) em solucao
aquosa de goma ardbica 7% (m/v). As reagdes foram realizadas em pH 8,0 a 40 °C.

As atividades hidroliticas obtidas em fun¢do da concentracdo do substrato estdao
demonstradas na Figura 20, na qual os grificos de concentracdo do substrato (mmol L)
versus velocidade de reacdo (U g'l), estdo relacionados com o modelo cinético de
Michaellis-Menten demonstrado pela Equagdo 7.

Os parametros cinéticos foram calculados pelo software Hyper 32, utilizando o
método de Lineweaver-Burke, onde € feita a linearizacdo do modelo de Michaelis-Menten
de cinética enzimdtiva, como mostra a Equacdo 8, onde a velocidade utilizada foram os

valores de atividade hidrolitica (U g’l) obtidos.

__ Vmax *[S] ;
"~ Km+[S] )
1 Km 1 1
vV T Vmax E_i_ Vmax ®

Os graficos da Figura 20 mostram que a velocidade da reac@o de hidrélise aumenta
significativamente nos 3 primeiros pontos até atingir a concentracdo de substrato de 1488
mmol L' (40%). Apés esse valor a atividade enzimdtica tornou-se essencialmente
independente da concentracio nos 3 casos estudados, como prevé a cinética de Michaellis-
Menten, indicando também que ndo houve inibi¢do causada pelo produto dentro dos

parametros estudados.
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Figura 20 - Gréficos da relacdo das atividades hidroliticas da lipase de Candida rugosa, livre e
imobilizada, com variag¢do da concentracio do substrato, e ajuste ao modelo de Michaellis-Menten:
a) Livre; b) Imobilizada em STY-DVB; ¢) Imobilizada em STY-DVB magnetizado.
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Fonte: Prépria.

2500

A Tabela 15 apresenta os valores de Km e Vmax, assim como o coeficiente de

correlagdo da linearizagdao, mostrando que os resultados se adequam ao método proposto.
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Tabela 15- Valores das constantes cinéticas obtidas para a lipase de Candida rugosa livre e
imobilizada e seus respectivos coeficientes de correlagdo dos dados ao modelo de Lineweaver-
Burke.

. Vméx Km 2
Lipase Ugh (mmol L) R
Livre 22575 626 0,8928
Imobilizada em STY-DVB 3699 781 0,9847
Imobilizada em STY-DVB 5870 1766 0.9614

magnetizado

Fonte: Prépria.

Os valores mais elevados de Km indicam uma menor afinidade da lipase pelo
substrato, desta forma, o derivado magnetizado apresentou a menor afinidade, indicando
dificuldade de difus@o do substrato ao biocatalisador. Esta menor transferéncia de massa é
tipica de sistemas imobilizados, e podem ser atribuidos a mudancgas conformacionais na
estrutura tercidria da lipase ou aos impedimentos estéricos gerados pelo suporte, que
dificultam o acesso do substrato ao sitio ativo da enzima (GOMES et al., 2006; VITOLO,
2001). A adi¢do das particulas de magnetita ao polimero diminuiu consideravelmente a
afinidade pelo substrato. Esta diminui¢do indica que a reacdo leva um tempo maior para
atingir a velocidade méxima de conversio do substrato. Porém, deve-se ponderar também
que o valor de Vméx do derivado imobilizado magnetizado € maior que o do suporte ndo
magnetizado.

A lipase livre apresentou maior afinidade pelo substrato, visto que ndo hd
dificuldades de difusdo do meio devido a auséncia de suporte, como reportado na literatura
em diversos trabalhos que comparam a lipase de Candida rugosa na forma livre com a
forma imobilizada em diferentes suportes (ARICA; SOYDOGAN; BAYRAMOGLU,
2010; GHIACI et al., 2009; PAULA et al., 2008; SIMOES et al., 2011; YONG et al.,
2008).

5.5.3 Estabilidade Térmica

A Tabela 16 mostra os pardmetros de coeficiente de desativacdo térmica (kd) e
tempo de meia vida (t;;) para a enzima livre e para os derivados imobilizados incubados a
60°C. Os resultados indicam que o processo de imobilizacdo forneceu maior estabilidade

térmica a enzima, aumentando consideravelmente seu tempo de meia-vida, confirmando
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uma das principais vantagens da técnica de imobilizagio (GUISAN, 2006; ZHANG et al.,
2012).

A enzima livre apresentou um decaimento significativo nos seus valores de
atividades hidroliticas apdés 15 minutos de incubacdo, enquanto para os derivados
imobilizados esse decaimento foi menos marcante. Apds 3h de incubagdo os derivados
ainda apresentaram cerca de 70% de atividade residual, enquanto a lipase livre demonstrou
atividade residual em torno de 20%.

Os valores das constantes de inativacdo térmica (Kd) evidenciaram a diferenga das
estabilidades da enzima na forma livre e imobilizada quando expostas a temperatura de 60
°C, apresentando um significativo decaimento desta constante nos derivados imobilizados.
O maior tempo de meia vida foi encontrado para o derivado magnetizado (cerca de 10h),
indicando interacdes estdveis entre a enzima e o suporte magnético formadas no processo
de imobilizacdo, melhorando assim a estabilidade térmica desse biocatalisador quando
comparado ao derivado imobilizado ndo magnético. A imobilizacdo aumentou a
estabilidade térmica da lipase em 34 vezes no caso do suporte de STY-DVB e em 51 vezes

quando o suporte utilizado foi o STY-DVB magnetizado.

Tabela 16- Constantes de desativacdo térmica (incubamento a 60 °C) e tempos de meia-vida para a
lipase de Candida rugosa livre e imobilizada em STY-DVB e STY-DVB magnetizado.

Sistema kd (h™) t 1, (h)
LCR Livre 3,46 0,2
LCR imobilizada em STY-DVB 0,10 6.8
LCR imobilizada em STY-DVB magnetizado 0,07 10,2

Fonte: Prépria.

5.5.4 Estabilidade operacional e de estocagem da lipase de Candida rugosa

imobilizada em STY-DVB magnetizado

A técnica de imobilizagdo de enzimas deve conferir estabilidade ao biocatalisador
permitindo sua facil separacdo do meio reacional e subsequente reutilizacdo sem perda de
atividade catalitica (JEGANNATHAN et al.,, 2008), deste modo, o biocatalisador
magnetizado foi recuperado por filtracdo, lavado exaustivamente com heptano e reutilizado
em novas reacdoes de esterificacdo para fornecer informacdes sobre a estabilidade

operacional do derivado imobilizado.
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Foram realizadas 6 reacdes de reciclo, utilizando as condi¢Ges reacionais ja
descritas para a sintese do butirato de n-butila. As conversdes obtidas podem ser
visualizadas na Figura 21, onde é possivel observar que altas conversdes foram atingidas
mesmo apos 7 bateladas.

As reacdes de reciclo atingiram conversdes entre 90% e 98%, indicando que a
imobilizacdo foi bem sucedida conferindo estabilidade operacional ao biocatalisador, o
qual pode ser reutilizado por no minimo 6 vezes sem perder seu poder catalitico,
apresentando conversdes bastante boas na esterificacdo do butirato de n-butila sob as

condi¢des aplicadas.

Figura 21- Conversdes obtidas nas reacdes de esterificacdo reutilizando o mesmo biocatalisador por
7 bateladas consecutivas.
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Fonte: Prépria.

Analisando a tendéncia dos dados foi possivel extrapolar os valores e obter o tempo
de meia vida do biocatalisador. O valor obtido de tempo de meia-vida (t;,= 52 dias) foi o
dobro do relatado por Oliveira e colaboradores (2000) e confirma a alta estabilidade
operacional do derivado imobilizado magnetizado. Estes dados sugerem que a
incorporagdo de particulas magnéticas ao polimero ndo prejudicou a sintese do éster
mesmo apds seguidas reutilizacdes, indicando que o suporte magnetizado estudado possui
potencial de aplicacdo com reutilizagao do biocatalisador em bateladas consecutivas e em

reatores de fluxo continuo.
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Para verificar a estabilidade do biocatalisador magnetizado a estocagem, este foi
submetido a um armazenamento durante 8 meses a 4 °C, apresentando perda de apenas 8%
na atividade hidrolitica inicial apds este periodo. Caso esta tendéncia se mantenha, o tempo
de meia-vida para estocagem a 4 °C pode ser estimado e calculado em aproximadamente

50 meses.
5.6 Caracterizaciao e comparacao dos derivados imobilizados de Burkholderia cepacia

Os derivados imobilizados obtidos a partir da lipase PS de Burkholderia cepacia
(LPS) foram caracterizados seguindo a mesma metodologia adotada para a lipase de
Candida rugosa, comparando os resultados da lipase livre com as imobilizagdes nos
suportes magnetizado e ndo magnetizado.

As atividades hidroliticas, bem como os rendimentos de imobilizacdo obtidos em
relacdo a lipase PS estdo indicados na Tabela 17. Os elevados valores de rendimentos de
imobilizacdo demonstram que grande parte das unidades de lipase oferecidas no processo
de imobilizacdo interagiu com os suportes, sendo o suporte magnetizado mais propicio
para a imobilizacdo desta lipase, apresentando valores mais elevados de atividade

hidrolitica e rendimento de imobiliza¢do (1956 U g'1 e 71,7%, respectivamente).

Tabela 17 - Atividades hidroliticas e rendimentos de imobilizacdo obtidos pela lipase de
Burkholderia cepacia livre e imobilizada em STY-DVB e STY-DVB magnetizado

Atividade hidrolitica Rendimento de
Ug? imobilizacio
LPS livre 13358 + 221 -
LPS imobilizada em STY-DVB 1694 + 85 58,2%
LPS imobilizada em STY-DVB 1956 + 79 71.7%

magnetizado

Fonte: Prépria.

5.6.1 Analise da influéncia de pH e temperatura

Similarmente aos biocatalisadores da lipase de Candida rugosa, foi realizado um
planejamento experimental 22 estrela rotacional com 4 pontos axiais e 3 replicatas no ponto
central para analisar a influéncia da temperatura e do pH na atividade hidrolitica da lipase
de Burkholderia cepacia (LPS) tanto na sua forma livre como imobilizada nos dois

suportes estudados (STY-DVB e STY-DVB magnetizado).
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A Tabela 18 apresenta os resultados obtidos a partir do planejamento experimental, que
seguiu 0os mesmo parametros e niveis dos fatores adotados no estudo da lipase de Candida
rugosa. E possivel observar que a maior variagio nos valores de atividade hidrolitica
ocorreu para a lipase livre, ndo sendo observada diferenca significativa para os derivados
imobilizados, apresentando valores muito préximos. Novamente foi possivel notar que o
pH influenciou fortemente os resultados de atividade hidrolitica, obtendo-se valores mais
elevados em meios mais alcalinos.

A Tabela 19 apresenta a andlise da variancia (ANOVA) para a LPS livre, também
realizada com nivel de confianca de 95%. Neste caso foi possivel concluir que tanto o
efeito da variacdo linear do pH quanto da variagdo quadrética da temperatura foram
significativos, indicando que para este género de lipase a temperatura do meio reacional
causa uma maior influéncia na sua atividade catalitica (DA ROS, 2009).

Foi possivel ajustar os dados obtidos ao modelo quadritico (Equacdo 9) com

superficie de resposta representada pela Figura 22.
Y =14196,33 — 172,04 *A + 5389,85 *B + 668,50* AB -1298,17 *A? + 212,33 *B? 9)

Em que: Y = atividade hidrolitica, A = Valor codificado da temperatura e B = Valor
codificado de pH.

Figura 22 - Superficie de resposta obtida para a variacao de atividade hidrolitica em func¢do de pH e
temperatura para a LPS livre.
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Fonte: Prépria.
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Tabela 18 -Respostas obtidas no planejamento experimental para analisar a influéncia dos fatores A
(temperatura, °C) e B (pH) na atividade hidrolitica (U g-1) da lipase de Burkholderia cepacia na
forma livre e imobilizada em STY-DVB e em STY-DVB magnetizado

Fatores Respostas (Valores de atividade hidrolitica, U g”)
Exp Tempt;atura B: pH Livre STY-DVB msar;:t:tli)z?jo
1 35 6 8121 1311 1164
2 55 6 7346 1421 1379
3 35 8 18236 2158 2245
4 55 8 20135 2076 1827
5 31 7 12135 1528 1294
6 59 7 10367 1750 1883
7 45 5.6 7125 1215 1181
8 45 8.4 21419 1830 2225
9 45 7 14621 1591 1534
10 45 7 14582 1717 1720
11 45 7 13386 1608 1573

Fonte: Prépria.

Analisando os dados € possivel prever o comportamento da lipase de Burkholderia
cepacia em relacdo as varidveis pH e temperatura, que mostra que uma variagdo linear
positiva da atividade hidrolitica € obtida ao aumentar o valor do pH, assim como uma
variacdo quadratica € esperada em resposta a alteracao da temperatura.

Diferentemente da LCR, a andlise estatistica dos derivados imobilizados obtidos a
partir da lipase de Burkholderia cepacia resultaram em modelos matematicos. As Tabelas
20 e 21 ilustram a anélise da variancia (ANOVA) com nivel de confianca de 95% para a
LPS imobilizada em suporte ndo magnetizado e magnetizado, respectivamente e apontam
significancia apenas para o parametro pH linear, assim como os imobilizados da lipase de

Candida rugosa.
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Tabela 19 - Andlise de Variancia (ANOVA) em fun¢do de atividade hidrolitica com variacdo de pH
e temperatura utilizando a LPS na forma livre, sob o nivel de 95% de confianga.

Fonte de Variacao Soma Grau de Média F P <0.05
Quadratica Liberdade Quadratica
Modelo 2461.10° 5 4923.10" 54,62 0,0002
A-Temperatura 2368.10° 1 2368.10° 0,26 0,6301
B-pH 2324.10° 1 2324.10° 257,68 < 0,0001*
AB 1788.10° 1 1788.10° 1,98 0,2181
A2 9517.10° 1 9517.10° 10,56 0,0227
B2 2546.10° 1 2546.107 0,28 0,6178
Residuo 4506.103 5 9012.10
Falta de Ajuste 3520.10° 3 1173.10° 2,38 0,3095
Erro Puro 9857.10° 2 4929.10°
Cor Total 2506.10° 10

Fonte: Prépria.

Tabela 20- Andlise de Variancia (ANOVA) em funcao de atividade hidrolitica com varia¢do de pH
e temperatura utilizando a LPS imobilizada em STY-DVB, sob o nivel de 95% de confianga

Fonte de Soma Grau de Média F P < 0.05
Variacao Quadratica  Liberdade Quadratica
Modelo 7417.10° 5 1483.10° 6,12  0,0343
A-Temperatura 14616,69 1 14616,69 0,60 04726
B-pH 7031.107 1 7031.10° 29 0,0030*
AB 9216 1 9216 0,38 0,5645
A2 9196 1 9196 0,38 0,5649
B2 1808,53 1 1808,53 0,075  0,7957
Residuo 1212.107 5 24244
Falta de Ajuste 1119.107 3 37290,44 7,98 0,1134
Erro Puro 9348,67 2 4674,33
Cor Total 8629.10° 10

Fonte: Prépria.

A Equagdo 10 com superficie de resposta ilustrada na Figura 23 representa o
modelo gerado para o derivado imobilizado ndo magnetizado, enquanto a Equagdo 11 e a

Figura 24 ilustram o modelo obtido para o biocatalisador magnetizado.
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Tabela 21 - Andlise de Variancia (ANOVA) em funcido de atividade hidrolitica com variacdo de pH
e temperatura utilizando a LPS imobilizada em STY-DVB magnetizado, sob o nivel de 95% de
confianca

Fonte de Soma Grau de Média F P <0.05
Variacao Quadratica  Liberdade Quadratica
Modelo 1296.10° 5 2591.10° 8,42  0,0177
A-Temperatura  49608,06 1 49608,06 1,61 02601
B-pH 1129.10° 1 1129.10° 36,69 0,0018*
AB 1002.10% 1 1002.10° 3,26  0,1310
A2 384,35 1 384,35 0,012 09154
B2 13558,59 1 13558,59 0,44  0,5362
Residuo 1539.107 5 30774,01
Falta de Ajuste 1346.10° 3 44876,01 4,66  0,1816
Erro Puro 19242 2 9621
Cor Total 1449.10° 10

Fonte: Prépria.

Y =1638,67 +42,74* A +296,47* B — 48,00 AB + 40,35 * A%-17,90* B2 (10)
Y =1609,00 + 78,75* A + 375,68* B — 158,25* AB — 8,25* A2 + 49,00* B2 an

Em que: Y = atividade hidrolitica, A = Valor codificado da temperatura e B = Valor
codificado de pH.

A partir das superficies de resposta € possivel observar que a atividade hidrolitica
apresentada pelo biocatalisador aumenta de acordo com o aumento linear do pH.

Esse comportamento da enzima LPS livre corrobora com os resultados obtidos por
Da Rés (2009), uma vez que pH e temperatura se mostraram significativos na andlise
estatistica. Além disso, os resultados obtidos estdo de acordo com Simoes e colaboradores
(2011) e Blanco e colaboradores (2004), que afirmam que os suportes oferecem maior
estabilidade as enzimas e permitem sua aplicacdo em intervalos mais amplos das condi¢des
do meio reacional. O pH ideal obtido foi préximo a 8, o que condiz com a literatura

(PADILHA et al., 2012).
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Figura 23 - Superficie de resposta obtida para a variacdo de atividade hidrolitica em funcdo de pH e

temperatura para a LPS imobilizada em STY-DVB.
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Figura 24 - Superficie de resposta obtida para a variacdo de atividade hidrolitica em funcdo de pH e
temperatura para a LPS imobilizada em STY-DVB magnetizado (STY-DVB-M)
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Em sintese, a relagdo entre os pardmetros de pH e temperatura para os
biocatalisadores imobilizados a partir das lipases de Candida rugosa e de Burkholderia

cepacia apresentou o mesmo perfil, sendo o potencial dos derivados imobilizados
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confirmados pelo bom desempenho apresentado em todas as condi¢des de estudo.
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5.6.2 Determinac¢ao dos Parametros Cinéticos

A influéncia da concentracdo do substrato na velocidade da reacdo de hidrélise do
azeite de oliva utilizando a LPS livre e imobilizada em STY-DVB e STY-DVB
magnetizado foi analisada da mesma forma que a LCR, variando-se a concentra¢do do
substrato entre 0 e 2232 mmol L. Os resultados permitiram determinar as constantes
cinéticas (Km e Vmadx) a partir do ajuste dos dados ao modelo cinético de Michaellis-
Menten, sendo analisados empregando o método de regressdo de Lineweaver-Burke, assim
como ja demonstrado anteriormente para a lipase de Candida rugosa.

A Figura 25 apresenta os resultados obtidos em comparacdo ao modelo ajustado,
sendo possivel verificar que os dados se adequaram ao modelo cinético proposto. E
possivel verificar também que a maior taxa de elevacdo na velocidade ocorreu nos 3
primeiros pontos, atingindo um patamar praticamente estdvel apds esta concentra¢do de
substrato (a partir de 1488 mmol L), assim como ocorreu com a lipase de Candida
rugosa.

A Tabela 22 apresenta os valores calculados das constantes cinéticas (Km e Vmax),
assim como o coeficiente de correlagdo (R?) das linearizagdes, que confirmaram o ajuste
do modelo proposto.

Os parametros cinéticos da lipase de Burkholderia cepacia seguiram a mesma
tendéncia que os parametros da lipase de Candida rugosa, demonstrando um aumento no
valor do Km para os derivados imobilizados em relagdo a lipase livre, indicando uma
menor afinidade pelo substrato devido a dificuldades de transferéncia de massa causadas
por impedimentos estéricos gerados pelo suporte sélido (GOMES et al., 2006; VITOLO,
2001). O derivado magnetizado também apresentou os maiores valores de Km e de Vmax,
indicando que as particulas magnéticas dificultam a transferéncia de massa do meio
reacional, porém nao prejudicam o desempenho da velocidade em altas concentracdes de

substrato, atingindo ainda maiores velocidades reacionais.
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Figura 25 - Gréficos da relacdo das atividades hidroliticas da lipase de Burkholderia cepacia, livre
e imobilizada, com variagdo da concentracdo do substrato, e ajuste ao modelo de Michaellis-
Menten: a) Livre; b) Imobilizada em STY-DVB; c) Imobilizada em STY-DVB magnetizado.
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Tabela 22 - Valores das constantes cinéticas obtidas para a LPS livre e imobilizada e seus
respectivos coeficientes de correlagdo dos dados ao modelo de Lineweaver-Burke

Vmax Km R2
LPS livre 19797,26 981,92 0.9925
LPS Imobilizada em STY-DVB 3039,96 1506,38 0,9946
LPS Imobilizada em STY-DVB 5273,28 2693.20 0,9352

magnetizado

Fonte: Prépria.

5.6.3 Estabilidade Térmica

A estabilidade térmica da LPS livre e imobilizada em STY-DVB e STY-DVB
magnetizado foi analisada da mesma forma que os biocatalisadores de LCR, com
incubacdo dos biocatalisadores a 60 °C por 3h. As constantes de desativacdo térmica e 0s
tempos de meia vida calculados encontram-se discriminados na Tabela 23. Comprovou-se
novamente que a técnica de imobilizagcdo utilizada ocasionou um aumento na estabilidade

térmica da enzima, aumentando os valores de tempo de meia vida em mais de 2 vezes.

Tabela 23 - Constantes de desativagao térmica (incubamento a 60 °C) e tempos de meia-vida para a
lipase de Burkholderia cepacia livre e imobilizada em STY-DVB e STY-DVB magnetizado

Sistema kd (b ty,
(h)
LPS Livre 0,143 4,85
LPS imobilizada em STY-DVB 0,065 10,66
LPS imobilizada em STY-DVB magnetizado 0,061 11,36

Fonte: Prépria.

Da mesma forma que para a LCR, o tempo de meia vida obtido para LPS
imobilizada no suporte magnetizado também apresentou os melhores resultados, com
valores superiores aos encontrados por Silva e colaboradores (2011) ao imobilizar a mesma

lipase em um polimero hibrido derivado de siloxano e quitosana (t,, = 2,1 h).
5.6.4 Estabilidade operacional e de estocagem

Recentemente, resultados muito satisfatérios tém sido obtidos na aplicacdo da

lipase de Burkholderia cepacia em reagdes de transesterificacdo para sintese de biodiesel
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(REBELO et al., 2010). Assim, o desempenho do biocatalisador em suporte STY-DVB
magnetizado desta enzima foi avaliado na transesterificacdo do 6leo de coco com etanol,
sendo efetuadas 7 bataleadas consecutivas para verificar a estabilidade operacional. As
sinteses foram realizadas por 48 horas e foram acompanhadas por andlise de cromatografia
em fase gasosa para a identificacdo dos ésteres formados. Os resultados sdo apresentados
na Figura 26.

A andlise dos resultados permite concluir que a LPS imobilizada em STY-DVB
magnetizado apresenta grande potencial de aplicacdo na transesterificacdo de Oleos
vegetais, atingindo rendimentos reacionais de 80%.

Ressalta-se que todas as reacOes atingiram rendimentos elevados, ndo havendo
perda considerdvel de poder catalitico do biocatalisador durante os seis reciclos, ja que
todas as reagdes indicaram rendimentos superiores a 70%. Esses resultados concordam
com os obtidos por Rebelo e colaboradores (2010), que imobilizou a mesma lipase em
nanoparticulas magnetizadas e também obteve conversdes superiores a 50% durante oito
ciclos sucessivos.

A partir destes resultados, foi possivel calcular o tempo de meia vida da lipase
imobilizada em copolimero magnetizado, correspondendo a 970 horas, ou
aproximadamente 40 dias.

Assim, o principal objetivo da imobilizagdo da enzima em suporte polimérico
magnetizado também foi confirmado para este biocatalisador, pois forneceu a LPS
imobilizada elevada estabilidade operacional e capacidade de facil recuperacdo do meio
reacional para reuso, sem interferéncia das particulas magnéticas durante as sinteses, assim
como mostrado para a LCR neste e em outros trabalhos utilizando o0 mesmo ou material
semelhante como suporte para imobilizagdo de enzimas (OLIVEIRA, 1999; OLIVEIRA;
ALVES; DE CASTRO, 2000).

A lipase PS imobilizada no suporte magnetizado foi armazenada a 4 °C durante o
periodo de 6 meses, para verificar a estabilidade do biocatalisador quanto a estocagem,
apresentando perda de apenas 8,8% da sua atividade hidrolitica apos este periodo.
Seguindo esta tendéncia, o tempo de meia-vida para estocagem a 4 °C foi calculado em
aproximadamente 34 meses, sugerindo mais uma vez a elevada estabilidade dos derivados

imobilizados.
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Figura 26 - Conversdes das reacdes de transesterificacdo enzimdtica por 7 bateladas sucessivas.

80

.\!
u
75 - u
e n
L
c
(0]
£
e
T
D 70+
65 T T T T T T T T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300 350
Tempo (h)

Fonte: Prépria.
5.7 Aplicacao de lipase de Candida rugosa livre e imobilizada na sintese de ésteres

Dentre as diversas aplicacdes industriais de lipases imobilizadas, a sintese de
ésteres de cadeia curta apresenta destaque na aplicacdo como compostos flavorizantes e
aromatizantes (DHAKE et al., 2013). Desta forma a lipase de Candida rugosa imobilizada
em STY-DVB magnetizado foi avaliada em relagdo a sintese de butirato de n-butila em
relac@o a paramétros reacionais e comparacao a lipase livre e imobilizada em STY-DVB.

O comportamento das reacOes de esterificacdo pode ser observado nos graficos da
Figura 27 (a-c), onde pode ser analisado o consumo dos reagentes e a formagdo do produto
no decorrer do tempo.

Observando a conversdo final de cada reacdo (Tabela 24), pode-se verificar que os
trés sistemas atingiram conversdes elevadas num periodo de 24 h de reacdo. Verifica-se
que o alcool (reagente limitante) foi praticamente todo consumido, mostrando que todos os
catalisadores testados apresentam potencial de aplicacdo em reacdes de esterificagdo. O
maior porcentual de conversdo foi obtido pelo sistema magnetizado (93,86%), que
apresentou também maior valor de atividade de esterificacdo em 6 h de reacdo e
consequentemente produtividade, como mostrado na Tabela 24.

O sistema utilizando o suporte magnetizado apresentou melhor cinética reacional,

com conversdao mais rapida como visualizado pelas curvas do grafico da Figura 21 (c).
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Trabalhos anteriores mostraram que a relacdo molar dcido:dlcool neste tipo de reagcdo deve
ser maior que 1,5 para atingir maiores conversoes, hipdtese relacionada com os valores dos
coeficientes de particdo do butanol e do 4cido butirico (medida da taxa de migracido dos
reagentes para a fase sdlida). Para este sistema imobilizado, em trabalho anteriormente
realizado por Oliveira et al. (2000) empregando como suporte de imobilizacdo o
copolimero de estireno-divinilbenzeno, foi observado preferencialmente a migracdo do
butanol para o sistema imobilizado, devido ao seu maior valor de coeficiente de particao.
Desta forma foi necessdrio um meio com um excesso de dcido para tornar possivel a

competi¢do entre os reagentes para alcangar o sitio ativo do biocatalisador.

Figura 27- Gréficos de acompanhamento da reacdo de esterificacdo: a) Lipase livre; b) Lipase
imobilizada em STY-DVB; c) Lipase imobilizada em STY-DVB magnetizado.
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Pode-se considerar também que o derivado magnetizado apresentou propriedades
cinéticas diferentes. Assim como na reagdo de hidrdlise a velocidade maxima de reac¢do foi
maior que o sistema utilizando STY-DVB ndo magnetizado. Neste caso, a velocidade de
reacdo estd relacionada com o valor de atividade de esterifica¢do, justificando assim

conversdes maiores em menor tempo de reagao.

Tabela 24- Atividade de esterificacdo, produtividade e conversdo molar das reacdes de
esterificacao.

Atividade de =
Lipase de esterificacio Produtividade Conversdo Rendimento
Candida rugosa (uM ¢! min™) (gL'h™h molar (%)
pivig (%)
Livre 1223,0 0,709 89,28 91,5
Imobilizada
em STY-DVB 2897 0,765 91,15 96,7
Imobilizada em
STY-DVB 311,5 0,795 93,86 97,2

magnetizado

Fonte: Prépria.

5.7.1 Influéncia da razao molar e quantidade de solvente na sintese de Butirato de n-

Butila

As reacdes realizadas variando a razdo molar e a concentracdo do substrato da
esterificacdo do butirato de n-butila foram acompanhadas da mesma forma que as reagdes
de esterificagdo realizadas anteriormente, os dados obtidos de conversdao molar em 12
horas de reag@o foram aplicados nos softwares Design Expert 9.0 e Statistica 12.0 a fim de
analisar a influéncia dos fatores estudados dentro de suas variacdes. As reacdes foram
estendidas até 24 horas para verificar o a tendéncia comportamental neste tempo,
comparativamente com os dados ja analisados anteriormente.

O comportamento de cada reacdo acompanhada pode ser visualizado nos gréaficos
do Apéndice A, onde é possivel observar o consumo dos reagentes e a formacdo do
produto ao decorrer das 24 horas.

O substrato do ponto central, com razdo molar dcido/dlcool igual a 2 e concentragdo
total do meio sendo 1200 mmol L apresentou a melhor cinética reacional, atingindo

conversdao média de 68% em 6 horas de reacdo, e 92% de conversio em 24 h. As
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conversdes de cada experimento realizado ao decorrer do tempo estdo indicadas na Tabela
25.

Tabela 25 - Conversdes molares obtidas ao decorrer do tempo para as reagdes de esterificacdo.

Conversao (%) ao decorrer do

tempo
Substrato Razao Molar Concentra(,_;ﬁo1 3h 6h 12h 2
(acido:alcool) Total (mmol L™)

SO 2:1 1200 38,6 66,2 88,5 909

SO (repeticdo) 2:1 1200 48,8 70,5 853 93,1
S1 1:1 400 8,5 384 62,1 78,7

S2 3:1 400 19,1 348 61,7 79,1

S3 1:1 2000 3,2 11,2 224 749

S4 3:1 2000 20,2 35 60,8 79,8

Fonte: Prépria.

As conversdes molares calculadas em 12 horas de reacdo foram utilizadas na
andlise estatistica, visto que neste ponto as reacdes apresentaram uma maior diferenca nos
dados obtidos. Os dados se adequaram ao modelo quadratico sob um nivel de significincia
de 90%, apresentando como efeitos significativos os dois termos lineares, a interagdo dos
fatores e o termo quadratico da razdo molar. Com estes dados foi possivel obter a anélise
de variancia apresentada na Tabela 26.

Foi possivel ajustar os dados obtidos ao modelo quadratico (Equagdo 12) com

superficie de resposta representada pela Figura 28.

Y=86,9 +9,125%A — 35,525*A%- 10,175*B + 9,675*A*B (12)

Em que Y=Conversao molar, A=Valor codificado de Razao Molar (4cido/dlcool), B=Valor
codificado de Concentracdo Molar total (mmol L'l).
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Tabela 26 - Andlise de Variancia (ANOVA) do planejamento experimental das esterificagdes

Fonte de Variacao Soma Grau de Média F P<0,1
Quadratica Liberdade Quadratica
Modelo 2804 4 701,08 136,93 0,0640
A-Razio Molar 333,06 1 333,06 65,05 0,0785
B-Concentracio 414,12 1 414,12 80,88 0,0705
AB 374,42 1 374,42 73,13 0,0741
A2 1682,7 1 1682,7 328,65 0,0351
B2 0 0
Erro Puro 5,12 1 5,12
Cor Total 2809,43 5

Fonte: Prépria.

Figura 28- Superficie de Resposta para o Planejamento de Experimentos das Esterificacdes

(/) ORSIARIDT

B - 80
B - 80
L 1=60
B = 40

Fonte: Prépria.
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Pela superficie de resposta € possivel prever resultados com a variagio dos fatores
analisados. Esta superficie indica que a razao molar que mais favorece a reagdo estudada é
a de 2:1 4cido:élcool, ja a concentragdo do meio, apesar de também ser significativo e
influenciar a resposta, acarreta uma variacdo menor na conversao.

Analisando todos os dados de conversio ao decorrer do tempo, foi possivel concluir
que as variacdes do substrato acarretam mudangas em suas cinéticas reacionais, porém em
24 horas de reacdo foi possivel atingir elevados valores de conversdo para todos os casos
analisados, com o ponto central apresentando melhores resultados em qualquer tempo
analisado. O aumento da concentragdo do substrato diminuiu a velocidade reacional,
porém uma maior razdo molar foi suficiente para compensar este retardo, indicando que
para maiores concentragdes do meio € necessdrio um maior excesso de dcido no meio

reacional para compensar o deslocamento da rea¢do, mantendo a conversao elevada.
5.7.2 Influéncia do carregamento enzimatico na sintese de Butirato de n-Butila

Para verificar a influéncia da quantidade de biocatalisador na sintese do Butirato de
n-Butila, foram realizados experimentos empregando as condi¢Oes reacionais otimizadas
definidas no item 5.7.1, definidas pelo substrato SO com razdo molar 2:1 (4cido:alcool) e
concentracdo total 1200 mmol L™ (ponto central do planejmaneto), foram realizadas 3
reacOes variando a quantidade de LCR imobilizada em STY-DVB magnetizado (1,0%,
2,5% e 4,0% m/v). O perfil das esterificacdes em relacdo ao consumo de butanol em
funcdo do tempo esta ilustrado na Figura 29.

Pelas curvas do grafico € possivel verificar que as 3 reacdes atingiram elevadas
conversdes apos 24 h, e a cinética reacional foi melhor com o aumento da concentragdo do
biocatalisador no meio. A reacdo utilizando 4,0% de catalisador apresentou 84,6% de
conversdao em apenas 6 horas de reagdo, enquanto a reagdo com 1,0% de catalisador atingiu
apenas 33,0% de conversdao no mesmo tempo. Comparando as reacdes com 2,5% e 4,0%
de catalisador verifica-se que elas ndo apresentaram diferencas discrepantes na cinética
reacional, indicando que 2,5% de lipase imobilizada ja foi suficiente para atingir uma

velocidade de reagdo elevada.
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Figura 29 - Consumo de Butanol nas reacdes de esterificacio com variagdo da quantidade de
biocatalisador.
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Fonte: Prépria.

Analisando os perfis do grifico é possivel verificar que os 3 experimentos
atingiram elevadas conversdes em 24 h, e a cinética reacional foi melhorada com o
aumento da concentracdo do biocatalisador no meio reacional. Empregando-se 4,0% de
biocatalisador foi obtida uma conversao de 84,6% em apenas 6 horas de reacdo, enquanto
que a rea¢do na qual utilizou-se 1,0% de biocatalisador atingiu apenas 33,0% de conversao
no mesmo tempo. Comparando as reacdes efetuadas com 2,5% e 4,0% de biocatalisador,
verifica-se que elas ndo apresentaram entre si diferencas discrepantes na cinética reacional,
indicando que 2,5% de lipase imobilizada foi suficiente para atingir uma velocidade
reacional elevada.

Em relacdo a reacdo empregando 4,0% de biocatalisador, verificou-se que a
conversao maxima foi atingida em 12 h, visto que os dados obtidos em 24 h de reacao
mostraram um aumento da concentra¢do dos reagentes e consumo do produto, indicando o

favorecimento da reversibilidade da reacdo.
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6. CONCLUSOES

O presente trabalho teve como objetivo a sintese e caracterizacdo de uma matriz

hibrida estdvel composta por poli(estireno-co-divinilbenzeno) magnetizada pela adi¢do de

nanoparticulas de magnetita (Fe;O4) sintetizadas a partir da co-preciptagdo dos ions Fe’* e

Fe’".

Adicionalmente foi estudada a utilizacdo deste material como suporte de

imobilizacdo de enzimas com aplicacdo em reacdes de biotransformacdes. Os estudos

realizados geraram resultados que mostram o potencial de aplicacio do material

sintetizado, sendo possivel concluir que:

A modificagdo da superficie da magnetita com 4cido oleico foi essencial para
permitir sua incorporacdo a matriz polimérica. Tal fendmeno foi comprovado
pelos testes de afinidade de fase (organica/inorganica), pela magnetizacdo do
polimero produzido e pelas andlises de FTIR que indicaram a presenca do ion

carboxilato (oleato) nas amostras de magnetita;

As alteragcOes estruturais apontadas pelas anélises de BET e MEV no polimero
sintetizado com a adicdo de magnetita ndo prejudicaram o processo de
imobilizacdo. Embora as andlises de DRX, FTIR e VSM tenham indicado a
presenca das particulas magnéticas em pequenas quantidades no material
sintetizado, a matriz s6lida demonstrou atracdo por um campo magnético externo
(imd), proporcionando um baixo custo de produg¢do do material de interesse, ja

que ndo necessita de grandes quantidades de magnetita incorporada;

Ambos os materiais sintetizados, poli(estireno-co-divinilbenzeno) magnetizado e
nao magnetizado, mostraram elevado potencial de utilizacio como suportes na
imobilizacdo de enzimas, retendo grande parte da atividade fornecida na
imobilizacdo das lipases via adorscdo fisica. Foi constatado que o tamanho das
particulas dos materiais sintetizados nao teve influéncia no rendimento de
imobilizacdo das lipases estudadas, dentro da faixa granulométrica considerada

para estudo;
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A caracterizagao bioquimica dos derivados imobilizados indicou forte influéncia
do pH na atividade hidrolitica, gerando melhores resultados com pH préximo a
8,0. Por outro lado a temperatura ndo teve influéncia significativa, afetando com
mais intensidade as lipases livres, comprovando o aumento da estabilidade
térmica dos derivados imobilizados, podendo ser utilizados em uma ampla faixa
de temperatura. Esta elevacdo da estabilidade foi comprovada pela redu¢do dos
valores das constantes de desativacdo térmica e consequente aumento dos tempos
de meia-vida apés a imobilizacdo. Os derivados magnetizados exibiram
estabilidade térmica significativa (50 vezes no caso da LCR e 2,3 vezes para a

LPS).

A caracterizacdo cinética indicou reducdo da afinidade pelo substrato nos
derivados 1imobilizados, devido a impedimentos estéricos e dificuldades
difusionais gerados pelos suportes de imobilizacdo, no entanto, os derivados
magnetizados apresentaram velocidades mdximas superiores as obtidas pelo

mesmo material ndo magnetizado, na reacdo de hidrélise do azeite de oliva;

Os derivados de LCR apresentaram elevadas conversdes nas reacdes de
esterificacdo (89-95%), com destaque para o derivado magnetizado que
apresentou maior conversdo e rendimento, além de demonstrar elevada
estabilidade operacional (t;»=52 dias). Os estudos de sintese do butirato de n-
butila catalisada pelo derivado magnetizado indicaram que a razdo molar possui
influéncia significativa no termo quadrdtico. Os melhores resultados foram
obtidos na razdo préxima a 2:1 (4dcido/dlcool) e mostraram que 2,5% (m/v) de
catalisador € suficiente para atingir elevadas conversdes em curtos periodos de
tempo. O derivado de LPS demonstrou forte potencial de aplicacdo na etandlise
do 6leo de coco, com rendimentos entre 70 e 80% e estabilidade operacional

elevada com tempo de meia vida estimado em 40 dias;

Os derivados magnetizados, tanto de LCR quanto de LPS, apresentaram elevada
estabilidade de estocagem, com tempos de meia-vida estimado em 50 e 34 meses,

respectivamente;
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APENDICE

Apéndice A — Perfil das reacées de esterificacio com variacao da razdo mlar e

concentracao do substrato em relacao ao solvente
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