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RESUMO

MIJONE, P.D. Imobilizacdo de lipase em suporte magnetizado: desenvolvimento de
técnicas de imobilizacdo e aplicacdo na sintese de ésteres alquilicos. 2014, 92p.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Escola de Engenharia de Lorena, Universidade de
Séo Paulo, Lorena/ SP, 2014.

O presente projeto teve como objetivo sintetizar matrizes magnetizadas para imobilizagéo
da lipase de Burkholderia cepacia para aplicacdo na sintese de ésteres alquilicos. Foram
testadas duas metodologias para sintese de compositos formados por éxidos magnéticos
dispersos em matriz de silica, a saber: a) matriz polissiloxano-alcool polivinilico (SiO,-
PVA) dopada com Fe304 ¢ YFe 03 e b) matriz polissiloxano-alcool polivinilico (SiO,-PVA)
sintetizada com incorporacdo de Fe3O, . yFe O3, As matrizes polissiloxano-alcool
polivinilico (SiO2-PVA) e particulas de Fe3O, ¢ YFe O3 foram usadas como controles. As
caracteristicas texturais e morfoldgicas das matrizes magnéticas e ndo magnética foram
determinadas por microscopia eletronica de varredura (MEV), difratograma de raios-X,
espectroscopia no infravermelho (IV) e analise de tamanho de poros (BET). As particulas
de magnetita (FesO;) e maghemita (yFe,O3) apresentaram comportamento
superparamagnetico. A lipase de B. cepacia foi imobilizada nas quatro matrizes
(magnetizada e ndo magnetizada) por adsorcao fisica e ligacdo covalente e os rendimentos
de imobilizacdo similares obtidos sugerem que as particulas de ferro nao interferiram na
interacdo enzima-suporte. Entretanto, os parametros cinéticos (Kn e Vmax) determinados
indicaram que a lipase imobilizada nos suportes magnetizados tem menor afinidade pelo
substrato. Os valores determinados de Ky, e Vimax da lipase de B. cepacia na forma livre (K,
= 400 + 32 MM e Vpax = 16019 + 749 Ug™) mostraram que independente do suporte a
imobilizagdo reduziu aproximadamente 50% da afinidade da enzima pelo substrato. Os
derivados imobilizados obtidos por ligacdo covalente foram selecionados para mediar
reacOes de transesterificacdo do dleo de coco pela rota etandlica e demonstraram eficiente
desempenho, fornecendo convers@es praticamente totais em ésteres de etila entre 72-96h.
A menor velocidade de reacdo foi verificada para a lipase imobilizada em particulas de
FesO4 o YFe 03 provavelmente devido & interferéncia negativa do Oxido de ferro que
reduziu a afinidade da enzima pelo substrato, corroborando com 0s parametros cinéticos
Kn € Vmax. As amostras purificadas apresentaram propriedades que atendem as
especificacbes exigidas pela Agéncia Nacional de Petrdleo (ANP) para uso como
biocombustivel, incluindo: pureza elevada em ésteres etilicos (minimo 96%), densidade
(873-876 kgm™) e viscosidade cinemética (3,76-3,93 mm?s™).

Palavras-chave: Particulas magnéticas. Imobilizacio. Lipase. Oleo de coco. Biodiesel.



ABSTRACT

MIJONE, P. D. Immobilization of lipase on magnetized support: development of
immobilization techniques and application in the synthesis of alkyl esters. 2014. 92p
Dissertation (Master of Science) - Escola de Engenharia de Lorena, Universidade de Sé&o
Paulo, Lorena/SP, 2014.

The objective of this work was to synthesize magnetic matrices for immobilization of
Burkholderia cepacia lipase to be used in the synthesis of alkyl esters. Two methods for
the synthesis of the magnetic composites dispersed in silica matrices were tested: a) matrix
polysiloxane-polyvinyl alcohol (SiO,-PVA) coating with Fe3O4 and yFe,O3 and b) matrix
polysiloxane-polyvinyl alcohol (SiO,-PVA) synthesized with incorporation of Fe;O, and
vFe,0O3. The matrix polysiloxane-polyvinyl alcohol (SiO,-PVA) and the composite Fe304
and yFe,O3 particles were used as controls. The morphological and textural characteristics
of the magnetic and nonmagnetic matrices were determined by analysis of pore size (BET),
scanning electron microscopy (MEV), X-ray diffraction and infrared spectroscopy (1V).
The magnitete (Fe;O4) and maghmitite (yFe,O3) particles showed super paramagnetic
behavior. The lipase B. cepacia was immobilized in the matrices (magnetized and non-
magnetized) by physical adsorption and covalent attachment and the similar
immobilization yields obtained suggest that the iron particles did not affect the enzyme-
support interaction. However, the determined kinetic parameters (K and Vpax) indicated
that the lipase immobilized in both magnetized SiO,-PVA matrices had lower affinity for
the substrate. The Ky, and Vnax values determined for free lipase (K, = 400 + 32 mM and
Vimax =16019 + 749 Ug™), showed that independely of the immobilization support the
affinity of the enzyme for the substrate was reduced by 50%. The immobilized derivatives
prepared by covalent attachment were used to mediate the transesterification reactions of
coconut oil by ethanolysis route. All immobilized derivatives were efficient in the
ethanolysis of coconut oil attaining total conversion to ethyl esters in 72 hours, with the
exception of the immobilized lipase on Fe;O4 and yFe,O3 particles, which provided total
conversion in 96 h, probably due to the negative influence of the iron particles on the
enzyme. The purified product samples (biodiesel) were essentially odorless and translucent
appearance. The purity of the ethyl esters was high. In addition, other properties such as
density (873-876 kg m™®) and viscosity (3.76-3.93 mm?s™) meet the specifications required
by the National Petroleum Agency (ANP) to be used as a biofuel.

Keywords: Magnetic particles. Immobilization. Lipase. Coconut oil. Biodiesel.
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1. INTRODUCAO

A utilizacdo de enzimas como catalisadores evoluiu expressivamente nos ultimos
anos. Caracteristicas tais como: alta eficiéncia catalitica, alto grau de especificidade e a
capacidade de acelerar reacdes quimicas especificas sem a formacdo de subprodutos
indesejaveis sdo aspectos que contribuem para o emprego destes biocatalisadores em todos
0s campos da industria (DICOSIMO et al., 2013; POLSHETTIWART et al., 2011).

Entre os processos quimicos de maior interesse industrial estdo as reacOes
catalisadas pelas lipases, as quais representam aproximadamente 20% das
biotransformacgfes realizadas atualmente. O potencial de uso industrial das lipase é
destacado pela versatilidade em processos hidroliticos e de sintese (DE CASTRO et al.,
2010). A habilidade catalitica das lipases tem sido aplicada na modificacdo de Gleos e
gorduras e sintese de compostos organicos (RIBEIRO et al.,, 2011; ADLERCREUTZ,
2013).

Idealmente sistemas catalisados por lipases devem ser tratados caso a caso e
generalizacGes devem ser praticadas com cautela. Os maiores obstaculos na competicdo
deste processo com a pratica corrente da sintese quimica sdo: o alto custo dos
biocatalisadores e sua baixa estabilidade térmica. Uma maneira de superar tais limitacdes é
proteger a configuragdo nativa da enzima por meio de sua imobilizagdo em suportes
solidos, 0 que resulta em efeito benéfico na sua estabilidade, em funcdo das interagdes
fisicas e quimicas entre o suporte e as moléculas da enzima (ZANIN; MORAES, 2004). A
imobilizacdo, também auxilia na dispersdo homogénea da enzima no meio, o que é
essencial, para a conducéo de reacdes enzimaticas (DE CASTRO et al., 2008).

A imobilizacdo refere-se a localizacdo ou confinamento da enzima. A selecdo do
método de imobilizacdo deve ser baseada em determinados pardmetros como atividade
global do derivado imobilizado, caracteristicas de regeneracdo e inativacdo, custo do
procedimento de imobilizagdo, toxicidade dos reagentes de imobilizacdo e propriedades
finais desejadas para a enzima imobilizada (MALCATA et al, 1990; ZANIN; MORAES,
2004).

Uma grande variedade de materiais naturais, sintéticos organicos ou inorganicos,
com diferentes caracteristicas de tamanho, forma e densidade, tem sido estudada para a
imobilizacdo de enzimas (BALCAO et al., 1996; VILLENEUVE et al., 2000; ZANIN:;

MORAES, 2004). No entanto, resultados mais eficientes sdo obtidos pela utilizacdo de
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suportes industrializados, de alto custo e de reagentes para a ativagdo dos suportes, também
caros. Em funcéo disso, o estudo sistematico de imobilizagdo de enzimas em matrizes
alternativas aumentou nos ultimos anos. Entre os suportes testados merecem destaque
quitina e quitosana (GOMES et al, 2004; PEREIRA et al., 2001); residuos agroindustriais
como celulignina (PEREZ et al., 2007) e matrizes hibridas de materiais organicos e
inorganicos, tais como silica-alcool polivinilico (PAULA et al., 2008; SANTOS et al.,
2008), silica-quitosana (SIMOES et al., 2011) e silica-celulose (XIE et al., 2009).

A matriz hibrida constituida de polissiloxano-alcool polivinilico (SiO,-PVA) tem
sido testada com sucesso para imobilizacdo de diferentes fontes de lipase, incluindo
pancreas de porco (PAULA et al.; 2007), Candida rugosa (PAULA et al.,, 2008),
Burkholderia cepacia (FREITAS et al., 2009; DA ROS et al., 2010), Rhizopus oryzae
(PAULA et al., 2008), Pseudomonas fluorescens (MOREIRA et al., 2007; SANTOS et al.,
2008) e Penicillium camemberti (MENDES et al., 2011). Outra caracteristica relevante
desses sistemas imobilizados é sua adequacdo para aplicagdo em reatores de leito fixo
(FREITAS et al., 2010; DORS et al., 2012; COSTA SILVA et al., 2013).

Neste contexto, 0 presente projeto teve como meta obter derivados imobilizados de
lipase microbiana em suporte hibrido SiO,-PVA magnetizado para desenvolvimento de
técnicas de imobilizacdo e aplicacdo na sintese de ésteres alquilicos. Para tal finalidade, foi
investigada a técnica de magnetizacdo do suporte hibrido por co-precipitacdo,
considerando como reacdo bésica a co-precipitacdo de Fe* com Fe™ em NaOH. O
trabalho experimental foi direcionado para o aprimoramento dos procedimentos de
imobilizacdo da lipase em particulas magnetizadas, visando & obtencdo de biocatalisadores
imobilizados ativos na conducdo de reagdes de biotransformacdo reversiveis, como a

producdo de ésteres de etila (biodiesel).
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2. OBJETIVO

O objetivo deste projeto foi a producdo de amostras ativas e estaveis de lipase
imobilizada em suportes magnetizados, tornando possivel sua aplicacdo em
biotransformacbes de compostos de interesse para aplicacdo na tecnologia de 6leos e
gorduras. Levando em consideragdo estes aspectos, o objetivo global do projeto foi
alcancado mediante a execucdo das seguintes etapas:

e Preparo dos suportes magnetizados por diferentes técnicas e caracterizacdo das

propriedades texturais e morfologicas;

e Imobilizacdo da lipase nos suportes preparados e caracterizagdo da enzima

imobilizada quanto aos parametros cinéticos;

e Utilizacdo dos derivados imobilizados em reacGes de modificagdo de Oleos
vegetais, tomando como modelo de estudo a transesterificacdo de dleos vegetais

lauricos.
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3. REVISAO BIBILIOGRAFICA

Na revisdo bibliogréafica sdo abordados os principais temas relacionados com o
trabalho, iniciando com informacdes sobre lipase e técnicas de imobilizacdo em diferentes
suportes. Em seguida foi dado enfoque sobre a aplicacdo do magnetismo em suportes para
imobilizacdo de enzimas, finalizando com a sintese de biodiesel e as matérias-primas

envolvidas no processo.
3.1. Lipases

Lipases (glicerol éster hidrolases, E.C.3.1.1.3) compreendem um grupo de enzimas
hidroliticas que atuam na interface organica — aquosa, catalisando a hidrélise de ligacOes
éster-carboxilicas de acilglicerdis para liberar acidos orgénicos e glicerol, podendo a
reacao inversa (sintese) ocorrer em ambientes pobres em agua (DE CASTRO et al., 2004).

As lipases sdo comumente encontradas na natureza, podendo ser obtidas a partir de
fontes animais, vegetais e microbianas (KAZLAUSKAS; BORNSCHEUER, 1998).
Inicialmente, eram obtidas a partir do pancreas de animais e usadas como auxiliar digestivo
para consumo humano (KAZLAUSKAS; BORNSCHEUER, 1998; DE CASTRO et al.,
2004). Em funcdo do baixo rendimento do processo fermentativo, as lipases microbianas
tinham também um custo bem mais elevado quando comparado com outras hidrolases,
como proteases e carboxilases. Entretanto, os recentes avancos registrados na tecnologia
do DNA, tém permitido aos fabricantes de enzimas colocar no mercado lipases
microbianas com uma atividade elevada a um custo mais acessivel (HASAN et al., 2009).

As enzimas produzidas por fermentacdo microbiana, sdo em sua maioria
extracelulares, fato que facilita os processos de extracdo e purificacdo e conferindo maior
estabilidade. A producdo de enzimas por via microbiana permite facil controle das
condicGes de cultivo e pode ser realizada em escala industrial com baixos custos. O rapido
crescimento celular é um outro fator importante na producéo de enzimas dessa fonte. As
lipases microbianas sdo produzidas por diversas inddstrias, como Novozymes, Amano,
Gist Brocades, entre outras. Uma publicacéo sobre a disponibilidade comercial de lipases
listou enzimas de 34 diferentes fontes, incluindo 18 a partir de fungos e 7 de bactérias
(REETZ, 2006).

Dependendo da fonte, as lipases podem ter massa molecular variando entre 20 a 75

kDa, atividade em pH na faixa entre 4 a 9 e em temperaturas variando desde a ambiente até
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70 °C. Lipases sdo usualmente estaveis em solucGes aquosas neutras a temperatura
ambiente, apresentando, em sua maioria, uma atividade 6tima na faixa de temperatura
entre 30 e 40 °C (VULFSON, 1994).

A importancia da lipase esta associada a sua capacidade de atuar em ambiente de
baixo teor de dgua (solvente organico) apresentam uma capacidade catalitica diversificada,
alta tolerancia a diferentes fatores do ambiente, como ampla faixa de pH, temperatura e
solventes orgénicos e por isso tornam-se muito atrativas para a biotecnologia (DALLA-
VECCHIA; NASCIMENTO; SOLDI, 2004).

A acdo catalitica das lipases é bastante complexa e a estrutura da enzima ao redor
do sitio ativo varia significativamente de uma lipase para outra. Entretanto, existem pontos
estruturais que sdo comuns para todas as lipases, como por exemplo, a lipase de
Burkholderia cepacia, que apresenta um sitio catalitico composto por residuos de serina,
histidina e aspartato (ou glutamato), constituido na triade catalitica, que se repete em todas
as estruturas e frequentemente protegida por uma “tampa” hidrofoébica ou “lid” (JAEGER
etal., 1998).

Dessa forma, para que a catélise tenha inicio é necessario que ocorra a “ativagdo
interfacial”. Essa ativagdo pode ser explicada por meio da estrutura tridimensional da
lipase. Quando ha ligacdo do substrato na superficie da enzima, a tampa move-se,
alterando a forma fechada da enzima para a forma aberta, com o sitio ativo agora acessivel
ao substrato e, a0 mesmo tempo, expondo uma larga superficie hidrofobica que facilita a
ligacdo da lipase ao substrato (DE CASTRO et al., 2004).

As lipases tém um importante papel na industria quimica, devido a sua quimio-,
regio- e estereo-especificidade que ndo pode ser alcancada em muitos casos, por qualquer
outro tipo de catalisador (MACARIO et al., 2009). As lipases sdo eficientes como
catalisadores de diversas reagdes, mostradas na Figura 3.1 (DE CASTRO et al., 2004).
Além de clivar as ligacOes éster de triacilgliceréis com o consumo de moléculas de agua
(hidrolise), as lipases sdo também capazes de catalisar a reacdo reversa sob condigdes
microaquosas, como por exemplo, a formacao de ligacOes éster, a partir de um alcool e
acido carboxilico (YAHYA et al., 1998; DE CASTRO et al., 2004). Estes dois processos
basicos podem ser combinados numa sequencia l6gica para resultar em reagdes de
interesterificacdo (acidolise, alcoolise e transesterificacdo), dependendo dos reagentes de
partida empregados (BALCAO et al., 1996). Lipases de diferentes fontes sdo capazes de
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catalisar a mesma reacdo, embora possam diferir no desempenho sob as mesmas condic¢oes
reacionais (YAHYA et al., 1998).

As lipases estdo entre as enzimas promissoras para aplicacfes na producdo de
farmacos, cosmeticos, alimentos, perfumaria, diagndsticos médicos, sintese de compostos
opticamente ativos, producdo de aromas e fragrancias e modificacbes de lipideos
(SHARMA et al., 2001). Atualmente, a utilizacdo de lipases para a sintese de biodiesel
(RIBEIRO et al., 2011) também representa um campo de vasta aplicacdo para estas

enzimas, sendo essa aplicacédo objeto do presente projeto.
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Figura 3.1. Reac0es catalisadas pelas lipases.
Fonte: DE CASTRO et al. (2004).
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Entretanto, a ampla versatilidade do uso de lipases em diferentes aplica¢Ges torna-
se mais atraente quando sdo empregadas na forma imobilizada, possibilitando sua
reutilizacéo e reduzindo o custo do processo. De fato, as diversas vantagens associadas ao
uso de enzimas imobilizadas quando comparado ao emprego dos biocatalisadores na forma
livre em processos de interesse industrial tém sido relatadas por diversos autores (LIU et
al., 2005; RIBEIRO et al.,, 2011; ADLERCREUTZ, 2013). A solubilidade de muitas
enzimas em sistemas aquosos, por exemplo, dificulta sua recuperacdo do meio reacional
para posterior reutilizacdo. Além disso, as dificuldades para obtencdo de uma suspensao
homogénea em meios hidrofobicos limitam o aproveitamento da potencialidade destes
biocatalisadores. Estes problemas podem ser contornados com a imobilizacdo das enzimas
em suportes solidos.

Sistemas imobilizados sdo também adequados para uso em processos continuos e o
aumento da estabilidade da enzima em diferentes condi¢Oes reacionais resulta
frequentemente em maiores taxas de conversdo de substrato em produto (LIU et al., 2005).
E importante destacar, entretanto, que as caracteristicas da enzima imobilizada e,
consequentemente, seu desempenho em processos industriais, sdo fortemente influenciadas

pela técnica e pelo tipo de suporte empregado.
3.2. Técnicas de imobilizacao de enzimas

O termo “enzimas imobilizadas™ refere-se a “enziams fisicamente confinadas ou
localizadas em uma determinada regido de espaco definida, com retencdo da sua atividade
catalitica, e que pode ser usada repetidamente e de forma continua” (GUISAN, 2006).

O principal interesse em imobilizar enzimas € obter um biocatalisador com
atividade e estabilidade que ndo sejam afetadas durante o processo, em comparagdo a sua
forma livre e poder utilizar repetidamente e continuamente a enzima imobilizada. Além
disso, alteracBes estruturais, bem como modificagdes no sitio ativo devem ser evitadas
(ZANIN; MORAES, 2004; ADLERCREUTZ, 2013).

Outro diferencial do processo de imobiliza¢do de enzimas € a aplicacdo em reatores
com maior controle do processo, podendo ser usadas elevadas concentragdes, permitindo a
sua reutilizagdo sem perda significativa da sua atividade catalitica (GUISAN, 2006). As
limitacOes deste processo sdo: alteracdo da conformacdo nativa da enzima, custo do

suporte e perda de atividade durante o processo de imobilizacdo (GUISAN, 2006).
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A imobilizacdo de enzimas oferece uma série de vantagens e as razles para a
escolha de um produto enzimatico imobilizado variam de acordo com a aplicagéo,
incluindo: (i) a manutencdo da atividade catalitica por um maior periodo de tempo; (ii)
possibilidade de operacdo continua do processo, com maior facilidade de controle; (iii)
facilidade de separacdo do produto final; (iv) em alguns casos, ocorre modificagéo
favorével das propriedades cataliticas da enzima como, por exemplo: maior estabilidade ao
pH e a temperatura, entre outros; (v) facilidade de interrupcdo da reacdo, em um nivel
desejado, pela remocéo da enzima, caso 0 processo seja batelada, ou do ajuste do tempo de
residéncia caso seja usado um reator continuo (DE CASTRO et al., 2008; HANEFELD et
al., 2009).

Apesar da grande diversidade de métodos desenvolvidos e aplicados na imobilizacdo
de enzimas, ndo ha um método aplicavel para todas estas enzimas. Portanto, para cada
aplicacdo de uma enzima imobilizada é necessario escolher o procedimento mais simples e
de baixo custo que resulte numa enzima imobilizada com boa retengéo de atividade e alta
estabilidade operacional (ZANIN; MORAES, 2004).

Enzimas podem ser imobilizadas de muitas maneiras, isto é, podem ser imersas em
gel ou microcépsulas; podem ser adsorvidas em materiais insol(veis como resinas de troca
ibnica; podem ser copolimerizadas com algum mondmero; podem se ligar a uma matriz
polimérica insoltvel e ainda por ligacdes covalentes (VILLENEUVE et al., 2000; DE
CASTRO et al, 2008).

A partir das informacdes disponiveis sobre as caracteristicas do suporte e o efeito dos
métodos utilizados, é possivel fazer-se generalizacGes que permitem uma primeira selecdo do
meétodo de imobilizagdo.

A selecdo do meétodo de imobilizacdo deve ser baseada em parametros como
atividade global do derivado, caracteristicas de regeneracdo e inativacdo, custo do
procedimento de imobilizagdo, toxicidade dos reagentes de imobilizacdo e propriedades
finais desejadas para a enzima imobilizada (MALCATA et al., 1990).

Os principais métodos de imobilizacdo sdo apresentados na Figura 3.2 e as
principais caracteristicas, vantagens e desvantagens de cada um deles sdo apresentadas na
Tabela 3.1.
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Figura 3.2. Classificacdo dos métodos para imobilizacdo de enzimas.
Fonte: DALLA-VECCHIA; NASCIMENTO; SOLDI, 2004 (adaptado).

Tabela 3.1. Caracteristicas, vantagens e desvantagens dos principais métodos de
imobilizacéo de enzimas.

Meétodo

Caracteristica

Vantagem

Desvantagem

Adsorcéo Fisica

A enzima é
imobilizada sobre um
suporte solido por
ligagBes fracas: Forgas
fisicas (van der Walls)
ou por interagdes
hidrofébicas, pontes
de hidrogénio e
ligagdo ibnica

Simplicidade;

Pouca mudanga na
conformacéo do
catalisador;

Fragilidade da ligagéo

Dessorcéo do catalisador
por flutuacBes de pH,

forcas ibnicas, temperatura

Ligacdo Covalente

Ligacdo covalente
entre aenzimae o
suporte com a
utilizacdo de um
agente de ativacao.

Ligacéo estavel entre

a enzima e o suporte,

evitando o fenbmeno
de dessorcéo;

Preparacdo mais dificil
e de maior custo

Ligacdo Cruzada

LigagOes cruzadas
numa matriz, contendo
a enzima e usando
varios agentes
bifuncionais.

Enzimas fortemente
ligadas ao suporte:
dificil perda

Perda de atividade
enzimatica durante a
preparacao;

N&o é possivel a
regeneracdo do suporte

Encapsulagéo:
Matriz ou
Microcépsula

Incluséo da enzima
em matrizes
poliméricas ou em
micro-capsulas

Enzima néo interage
quimicamente com o
suporte, evitando
desnaturacéo

Instabilidade em
presenca de ions com
cargas opostas

Fonte: DALLA-VECCHIA; NASCIMENTO; SOLDI, 2004; ZANIN; MORAES, 2004.
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Quando a imobilizacéo da enzima envolve uma reagdo quimica (ligagdo cruzada ou
ligacdo covalente), as condigdes de imobilizagdo devem ser suaves para evitar a inativagéo
da enzima durante a rea¢do quimica com o suporte. Porém, se a imobilizagdo com ligacao
quimica for bem sucedida, obtém-se uma enzima imobilizada com alta estabilidade devido
a forte ligacdo resultante. A ligacdo cruzada intermolecular, geralmente, ndo é adequada
para aplicacBes industriais, devido a baixa estabilidade mecénica, enquanto a enzima
ligada covalentemente em suportes organicos raramente pode ser regenerada e, portanto, €

pouco atrativa para uso em grande escala (GUISAN, 2006).
3.2.1. Adsorcao fisica

O método de imobilizacdo por adsor¢do ainda € 0 mais comum, pois se trata de um
procedimento simples e envolve interagcdes reversiveis entre a lipase e o suporte. A lipase é
imobilizada em um suporte soélido por interaces de van der Waals ou hidrofébicas,
ligages de hidrogénio e ibnicas, entre outras. O sucesso e a eficiéncia da adsorgdo de uma
lipase em um suporte, que em geral é na superficie, dependem de varios parametros, tais
como tamanho da lipase a ser adsorvida, area superficial do adsorvente e, principalmente,
da porosidade e tamanho dos poros (ZANIN; MORAES, 2004; GUISAN, 2006;
VILLENEUVE et al., 2000). Além disso, o suporte pode ser facilmente recuperado para
uma sucessiva imobilizacdo (JEGANNATHAN et al., 2008).

Nas reacOes conduzidas em meio organico ndo sdo requeridas fortes interagOes
entre a enzima e o suporte. Nestas condicdes, a enzima € insolivel no meio apolar e a
adsorcdo fisica pode ser um método bastante vantajoso (ADLERCREUTZ, 2013). Este
método de imobilizacdo é de baixo custo, pois ndo é necessaria a ativacdo do suporte e
permite facil reuso do suporte ap6s varios reciclos (ADLERCREUTZ, 2013).

A imobilizacdo de lipases por adsor¢do normalmente é realizada em suportes
hidrofébicos, pois a enzima sofre ativacao interfacial na presenca de interface hidrofobica
e a regido do sitio ativo interage por adsorcdo hidrofébica com o suporte. Todas estas
ligacGes sdo rompidas com facilidade pela variacdo do pH, da forca ibnica, da temperatura
e da natureza do solvente, este é o fator responsavel pela fragilidade apresentada por este
tipo de sistema imobilizado. Para que o mesmo seja estavel é indispensavel que as
condicdes de adsor¢do da enzima ao suporte sejam idénticas as do sistema reacional no
qual se utilizara o sistema imobilizado (VILLENEUVE et al., 2000).
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Caso a interagdo suporte/enzima seja de natureza essencialmente idnica, uma
ligeira mudanca do pH ou da forca i6nica do meio de reacéo serd suficiente para causar a
dessorcdo da proteina (TAN et al., 2010). Para otimizar a interacdo enzima/suporte é
necessaria a disponibilidade de uma grande area superficial, que pode ser conseguida
escolhendo-se um suporte poroso ou, se utilizado um suporte de baixa porosidade, que o
mesmo seja constituido por granulos 0s menores possiveis.

O sucesso e a eficiéncia da adsorcdo de uma enzima em um suporte, que em geral é
na superficie, dependem de varios parametros, tais como tamanho da proteina a ser
adsorvida, area superficial do adsorvente e, principalmente, da porosidade e tamanho dos
poros. O uso de suportes porosos € vantajoso porque a enzima € adsorvida no interior dos
poros. A eficiéncia depende também da concentracdo da enzima. A quantidade de enzima
adsorvida por quantidade do suporte aumenta com a concentracdo do biocatalisador,
atingindo um patamar de saturacdo (DALLA-VECCHIA; NASCIMENTO; SOLDI, 2004).

3.2.2. Ligacao covalente

O estabelecimento da ligacdo suporte insollvel/enzima ocorre entre 0s grupos
reativos existentes no suporte e 0s grupos dos residuos de aminodcidos localizados na
estrutura da lipase, de preferéncia, em posi¢cdes ndo estratégicas para a catélise. Deste
modo, a liberacdo da lipase a partir do suporte é dificultada, se comparada a outros tipos
de imobilizacédo (DALLA-VECCHIA; NASCIMENTO; SOLDI, 2004).

Neste método, a enzima € covalentemente ligada ao suporte pela reacdo entre
grupos funcionais da proteina e grupos reativos do material ativado. Esta técnica ndo €
comum como o0 método de adsorcdo fisica, mas apresenta a vantagem de evitar o fenémeno
de dessorcdo. Neste caso, sdo envolvidos os residuos de aminoacidos ndo essenciais a
catalise enzimatica e grupos reativos da superficie do suporte (DE CASTRO et al., 2008).

A interacdo entre o suporte e a enzima pode ser obtida por ligagédo direta entre o0s
componentes ou por meio de uma ligacdo intercalada de comprimentos diferentes,
denominado espacador. A molécula do espacador proporciona um grau de mobilidade
superior a enzima imobilizada, de modo que a sua atividade pode, em certas circunstancias,
ser maior do gue se estivesse diretamente unida ao suporte (ADLERCREUTZ, 2013).

O uso da ligagdo covalente para imobilizar enzimas possui vantagens como: a
ligagdo forte entre a enzima e o suporte, a facil interacdo enzima/substrato devido a

localizagéo superficial do catalisador, o aumento da termoestabilidade em decorréncia da
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forte interacdo com o suporte. Entretanto, hd desvantagens apresentadas por este tipo de
imobilizacdo, tais como: susceptibilidade de estruturas ativas da macromolécula aos
reagentes utilizados e/ou as tensbes conformacionais impostas pela unido ao suporte,
reducdo da atividade catalitica devido a forte ligacéo existente entre o suporte e a enzima,

dificuldade para recuperar o suporte utilizado neste processo (ZANIN; MORAES, 2004).
3.2.3. Encapsulagéo

Este método ndo tem sido amplamente estudado, talvez porque bons resultados tém
sido obtidos utilizando a técnica de imobilizacdo por adsorcdo. No entanto, a encapsulacao
pode proporcionar vantagens, tais como a reduzida dessorcdo da enzima
(ADLERCREUTZ, 2013).

A encapsulacdo esta fundamentada na diferenca de tamanho entre a molécula do
catalisador e do soluto, nas quais duas aproximacoes tém sido adotadas: (a) a formacao de
uma estrutura porosa na presenca da enzima, envolvendo-a numa estrutura tridimensional,
ou (b) o biocatalisador € retido em uma membrana porosa. Nestes casos a enzima tem sua
mobilidade mantida, pois ndo sdo envolvidas ligacdes fisicas ou quimicas entre a enzima e
0 suporte. Consequentemente, somente substratos de baixa massa molecular podem ser
empregados com este tipo de enzimas imobilizadas. Este método pode compreender a
encapsulagdo em gel, fibras e a microencapsulagdo (DALLA-VECCHIA; NASCIMENTO;
SOLDI, 2004).

O método de encapsulacdo em gel envolve a retencdo da enzima no interior de uma
matriz polimérica insoldvel ao meio reacional. A maioria dos métodos envolve a mistura
do biocatalisador com um fluido precursor do gel e a lipase e gelificagdo por meio de
polimerizacdo ou precipitacdo. A enzima fica distribuida no interior da matriz. As matrizes
preferidas, normalmente séo as do tipo hidrogel, e podem ser obtidas nas mais variadas
formas (ADLERCREUTZ, 2013).

3.3. Suportes para imobilizacéo

Os principais componentes de um sistema imobilizado séo a enzima, o suporte e 0
método de imobilizacdo. Destes, com excecdo da enzima, a maior contribuigdo para o bom
desempenho do biocatalisador é dada pelo suporte. A Tabela 3.2 apresenta a classificacdo

dos suportes de acordo com a composig&o.
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Na selecdo de um suporte para determinada aplicacdo, devem ser analisadas suas
propriedades fisicas e quimicas, bem como aquelas relativas a possibilidade de regeneracéao
do material. As caracteristicas do suporte sdo de primordial importancia na determinagédo
do desempenho das lipases imobilizadas. Suportes com propriedades ideais incluem
resisténcia fisica a compressao, hidrofilicidade, biocompatibilidade e disponibilidade de
baixo custo, entre outros (GUISAN, 2006).

Tabela 3.2. Classificacdo dos suportes de acordo com a composigéo

Naturais Sintéticos
Suporte Organico polissacarideos, proteinas, poliestireno, poliacrilatos,
celulose, quitina, amido, colageno, polivinilos, nylon
albumina, gelatina, seda
Minerais Fabricados
Suporte Inorganico . - . _ —
areia, bentonita, vidro, silica, ceramicas,
pedra-pomes alumino silicatos, 6xidos
metalicos

Fonte: ZANIN; MORAES, 2004.

Os materiais ndo-porosos eliminam a resisténcia de massa interna, mas apresentam
baixa area superficial disponivel a ligacdo da enzima. Este problema pode ser parcialmente
superado pela utilizacdo de particulas finas ou fibras, porém, outras dificuldades surgem
quando se utilizam particulas muito finas, como por exemplo, alta queda de pressdo e
baixas vazdes para operacdo em reatores operando em continuo (DALLA-VECCHIA,
NASCIMENTO; SOLDI, 2004).

Os suportes porosos apresentam grande area superficial interna disponivel para a
imobilizacdo da enzima que neste caso fica protegida das condicGes de turbuléncia externa.
Como a maior parte da area disponivel para a imobilizacdo esta na estrutura interna, na
utilizacdo deste suporte, deve-se atentar para que o didmetro do poro seja suficientemente
grande para acomodar a enzima e permitir o acesso do substrato (GUISAN, 2006).

Os polimeros naturais e sintéticos sdo uma classe de suportes muito importantes no
campo da imobilizacdo de biocatalisadores. Os polimeros sintéticos exibem variedades de
formas fisicas e estruturas quimicas que podem ser combinadas para formar um suporte
ideal, porém os polimeros naturais levam algumas vantagens quando comparados aos
sintéeticos, pois geralmente apresentam baixo custo e sdo facilmente degradaveis ndo
causando danos ao meio ambiente (DALLA-VECCHIA; NASCIMENTO; SOLDI, 2004).
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Os suportes de imobilizacdo disponiveis comercialmente incluem: agarose,
celulose, dextrana, polimeros e silicas. Existe também uma série de matrizes hibridas
baseadas nesses materiais como agarose-acrilamida e silica recoberta com polimeros. Entre
esses, 0s materiais inorganicos sdo considerados excelentes suportes para a imobilizacéo de
enzimas e apresentam uma série de vantagens em relacdo aos suportes organicos como:
elevada resisténcia mecanica, estabilidade térmica, resisténcia a solventes organicos e
ataque de microrganismos, sendo facil sua regeneracdo por processo de pirolise. Além
disso, materiais inorganicos ndo apresentam modificacdo na estrutura em uma larga faixa
de pressdo, temperatura e pH. As caracteristicas destes suportes sdo extremamente
importantes e tém um papel definitivo na escolha do suporte apropriado para a
imobilizacdo da enzima (MALCATA et al., 1990).

Muitos materiais inorganicos podem ser fabricados na forma de corpos porosos
rigidos e mecanicamente resistentes. Esses materiais tém sido usados h4 muito tempo na
indlstria quimica e possuem muitas propriedades necessarias aos suportes para
imobilizacdo de enzimas. Embora muitos materiais inorganicos tenham caracteristicas
adsortivas adequadas suas propriedades fisicas e hidraulicas geralmente requerem que
sejam produzidos ou modificados especificamente para a imobilizacdo. Dessa forma,
varios suportes foram desenvolvidos, de modo a comportar a enzima e os substratos de alta
massa molecular, geralmente presentes em reagGes enziméaticas (DALLA-VECCHIA,;
NASCIMENTO; SOLDI, 2004).

Uma grande variedade de materiais naturais, sintéticos organicos ou inorganicos,
com diferentes caracteristicas de tamanho, forma e densidade, tém sido investigado para
efetuar imobilizacdo de lipases (VILLENEUVE et al., 2000). Alguns materiais citados na
literatura como suportes para a imobilizacdo de lipases sdo: polimeros polares como
metacrilato de metila, polimeros hidrofébicos como o Accurel e suportes inorganicos,
como silica de porosidade controlada (DE CASTRO et al, 2008; SOARES et al., 1999).

Vaérios trabalhos sdo encontrados na literatura que tratam das diferentes técnicas de
imobilizacdo de lipases, caracterizagdo dos complexos ativados e aplicagfes em reagdes
gue se processam em meio aquoso ou ndo-aquoso (SCHMID et al., 2002; PEREZ et al.,
2007; SALIS; MONDUZZI; SOLINAS, 2007). Entretanto, as mais recentes tecnologias de
imobilizacdo de enzimas requerem materiais com combinacéo de propriedades que nao séo

encontradas nos materiais convencionais. Materiais hibridos organico-inorganico
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constituem uma alternativa para a produgédo de novos materiais multifuncionais, com uma
larga faixa de aplicagdes.

Recentemente, nanoparticulas magnéticas tem sido reconhecida como um dos
suportes mais atrativos para imobilizacdo de enzimas. O uso de enzimas imobilizadas em
nanoparticulas magnéticas é possivel devido a funcionalizacdo de sua superficie. A
aplicacdo de nanoparticulas magnéticas para imobilizacdo de enzimas é de grande
interesse, pois esta baseada na fase heterogénea sdélido-liquido do meio reacional
(REBELO, 2009).

3.3.1. Suportes hibridos

Materiais hibridos sdo constituidos pela combinagdo dos componentes organicos e
inorganicos que, normalmente, apresentam propriedades complementares, dando origem a
um unico material com propriedades diferenciadas daquelas que Ihe deram origem. Esses
materiais sdo homogéneos, devido a mistura dos componentes em nivel molecular,
usualmente em escala de nandmetro a sub-micrémetro (JOSE; PRADO, 2005). Embora
tais materiais sejam macroscopicamente homogéneos, suas propriedades refletem a
natureza quimica dos blocos pelos quais foram formados. As propriedades de um material
hibrido ndo sdo apenas a soma das contribui¢des individuais de seus constituintes; existe
um sinergismo que depende também da natureza quimica dos segmentos organicos e
inorganicos e do tamanho e morfologia dos correspondentes dominios (JOSE; PRADO,
2005).

Hibridos organico-inorganicos sdo materiais de grande interesse em aplicacdes em
varios campos, tais como, revestimentos protetores, eletrolitos, catélise, biocatalise, esferas
monodispersas, materiais biomédicos e vidros hibridos, devido as suas propriedades
mecanicas, Opticas e térmicas, que combinam a estabilidade térmica e quimica dos
materiais ceramicos, com a processabilidade e a flexibilidade dos compostos e polimeros
organicos (JOSE; PRADO, 2005).

Independentemente da estratégia utilizada para preparar uma matriz hibrida, o
processo sol-gel €, indiscutivelmente, o mais empregado. O processo sol-gel envolve
diversas varidveis, como tempo e temperatura da reacdo, natureza do catalisador,
concentragdo de reagentes, entre outros (JOSE; PRADO, 2005).

O processo sol-gel pode ser facilmente reconhecido, pois trata de qualquer rota de

sintese de materiais no qual em um determinado momento ocorre a transicdo de um
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sistema de um liquido “sol” (essencialmente coloidal) para sistema gel (s6lido) (REETZ,
2006; JOSE; PRADO, 2005).

A quimica do processo sol-gel é baseada em reagdes de “polimerizagdo”
inorganica. De acordo com Ingersoll; Bright (1997) o processo é simples e envolve uma
reacao em trés etapas.

Na primeira etapa (reagdo 3.1), a hidrolise de um precursor alcoxido de um metal
ou de um semi-metal leva a formacdo de um produto hidroxilado e o alcool

correspondente:

Me(OR)4+nH,0 — Me(OR)4-n(OH),+nROH) (reacédo 3.1)

Em seguida, ocorre uma condensacdo entre um grupamento ndo hidrolisado do
alcoxido e uma hidroxila (reacdo 3.2) ou entre duas hidroxilas (reacdo 3.3) com formacéo

de uma mistura coloidal chamada de “sol”:

-MeOR + HOMe- — -MeOMe- + ROH (reacéo 3.2)
-MeOH + HOMe- — -MeOMe- + H,0 (reacéo 3.3)

Na ultima etapa, ocorre a policondensacdo entre os coldides seguidos de
reticulacdo, formando uma rede tridimensional porosa e vitrea.

Os precursores mais comumente utilizados sdo os alcdxidos metélicos, entre 0s
quais, 0 mais estudado é o tetraetilortossilicato (TEOS). A possibilidade de incorporacdo
de um material orgdnico em uma fase inorganica & extremamente atraente para a
preparacdo de suportes para a imobilizacdo de enzimas de interesse industrial como lipase
(PAULA et al., 2008; SANTOS et al., 2008).

A escolha adequada das condicGes de processamento do método sol-gel resulta no
controle estrutural do material hibrido obtido. A fonte do precursor organico ndo é o unico
fator que age no material final, desta forma é necessario considerar alguns parametros
cinéticos, como: catalisador e modo de secagem o material final ndo apenas é resultado do
precursor organico, mas também resultado das adequadas condicdes de reacdo (NASSAR
et al., 2002).
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A hidrolise e condensagdo de alcoxidos de silicio € um método relativamente barato
e conveniente para a producdo de silicatos, que podem ser finamente dispersos em
diferentes matrizes poliméricas.

As reacOes de hidrélise e condensacdo de alcoxissilanos requerem o uso de
catalisadores. Diferentes estruturas sdo obtidas quando se utiliza catalisadores acidos ou
basicos. Estes diferentes arranjos dos silicatos se refletem na distribuicdo dos dominios de
silica nos hibridos. Encontra-se bem estabelecido que os catalisadores &cidos produzem
estruturas mais lineares e faceis de dispersar que os catalisadores alcalinos. Neste caso,
estruturas mais ramificadas e condensadas séo geradas, as quais ndo se dispersam bem em
matrizes poliméricas.

A silica € um polimero inorganico, consistindo de grupos siloxanos (Si-O-Si) em
seu interior, e de grupos silandis (Si-OH) em sua superficie. A silica forma uma das classes
de substancias inorganicas mais utilizadas como suporte de uma variedade de sistemas com
diferentes ramos de aplicacdo. A principal propriedade estudada na silica esta relacionada a
sua superficie, a qual possui um consideravel interesse quanto aos estudos das suas
propriedades de adsorcdo de moléculas ou ions (NASSAR et al., 2002).

Na preparacdo dos compositos poliméricos hibridos existem duas estratégias
principais para estabelecer interagdes quimicas e fisicas entre os componentes deste
material. Uma das estratégias é o tratamento organico da superficie das particulas
inorganicas e a outra consiste na insercdo prévia de um monémero hidrofilico na cadeia
polimérica. Quando a carga é o SiO, a estratégia mais simples consiste em reacfes de
substituicdo na superficie da silica (CAMILO, 2006).

Em matrizes polares, como o alcool polivinilico, a presenca de segmentos lineares
ricos em grupos Si-OH favorece a formacdo de pontes de hidrogénio entre 0s grupos
carbonila destes polimeros, favorecendo a compatibilizacdo entre as fases orgénica e
inorganica. A matriz hibrida constituida de polissiloxano-alcool polivinilico (SiO,-PVA)
para imobilizacdo de diferentes fontes de lipase tem sido testada com relativo sucesso
como atestam os trabalhos publicados na literatura (DE CASTRO et al., 2008; FREITAS et
al, 2009). Essa matriz também tem apresentado bom desempenho quando magnetizada,
conforme metodologia descrita por BRUNO et al, 2004 e BRUNO et al, 2005.
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3.3.2. Suportes magneéticos

As particulas magnéticas funcionalizadas ou quimicamente modificadas s&o
constituidas basicamente de um nucleo magnético, envolvido por uma camada polimérica
com sitios ativos ou ndo, que podem ancorar metais ou compostos organicos seletivos. As
propriedades magnéticas de um material sdo devidas inteiramente aos elétrons dos atomos,
que tém um momento magnético, em virtude de seus movimentos (em torno de seu proprio
eixo e do nucleo do atomo) (CULLITY, 2009). Estas particulas podem ser consideradas
como materiais hibridos, organico-inorganicos. Os materiais hibridos, organico inorganico,
tendem a ser uma alternativa para a producdo de novos materiais multifuncionais
especificos, com uma ampla faixa de aplicacbes (CAMILO, 2006; YMAMURA et al.,
2002, YMAMURA et al., 2004).

A descoberta de particulas magnéticas estendeu os limites da tecnologia e tem
despertado grande interesse nos ultimos anos, devido a suas propriedades quimicas e
fisicas Unicas, por meio de modificacGes de superficie as particulas magnéticas quando
incorporados no composto polimérico despertam interesse para diversas finalidades,
incluindo aplicacdes tecnoldgicas, industriais, ambientais, bioldgicas e médicas (TRAN et
al., 2012; POLSHETTIWART et al., 2011; DIEGUES et al., 2012).

Para o universo da catélise e biocatalise as particulas fornecem materiais com
maior seletividade, excelente atividade e elevada estabilidade. Estas caracteristicas podem
ser facilmente alcancadas mediante a adaptacdo do tamanho, morfologia, composicéo,
estrutura eletronica e térmica e estabilidade quimica do material particular (TRAN et al.,
2012; POLSHETTIWART etal., 2011; CULLITY et al., 2009).

Sabe-se que as particulas por terem areas superficiais elevadas, quando sao
dispersas em matrizes poliméricas promovem alteracdes nas propriedades da matriz, que
sdo relacionadas com a interacdo quimica especifica entre as cargas e o polimero. Este tipo
de interacdo pode influenciar na dinamica molecular da matriz polimérica resultando em
alteracbes significativas nas suas propriedades fisicas, nomeadamente no seu
comportamento térmico e/ou mecanico (REBELO, 2010).

Desta forma o mecanismo de atuagdo das particulas magnéticas estd ligado
diretamente a grande area superficial, uma aglomeracdo das mesmas inibe este mecanismo.
As aglomerag6es acontecem devido a presenca das forcas de van der Waals e da energia de

superficie. Estas forcas existentes no aglomerado podem ser rompidas por meio de
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processos fisicos como o cisalhamento, que possibilita 0 rompimento desses, ou quimicos,
que envolvem adicdo de surfatantes ou funcionalizacdo da superficie (TARTAJ et al.,
2005; MAITY etal., 2007).

Além da tendéncia a aglomerar, outra limitagdo comum as particulas magnéticas, é
sua instabilidade com respeito a oxidacdo quando exposta ao ar. Para superar estes
problemas, utiliza-se a sintese em condicdes inertes, como por exemplo, em atmosfera de
argonio e nitrogénio (CAMILO, 2006).

Como parametros criticos para as particulas magnéticas destacam-se: o tamanho
das particulas, que deve ser o menor possivel para produzir boa difusdo e proporcionar
maior area de superficie ativa, a caracteristica da superficie que é importante para facilitar
0 encapsulamento das particulas magnéticas, o que as protege de degradacdo e a boa
resposta magnética para a adequada aplicacdo. Outras caracteristicas importantes das
particulas de 6xido de ferro magnéticas sdo as baixas toxicidades para os seres humanos,
biocompatibilidade e injetabilidade (YMAMURA et al., 2002).

Recentemente as atencGes tém sido voltadas para métodos simples e reprodutiveis
de sintese de particulas magnéticas com tamanho e forma desejaveis sem aglomeracéo de
particulas. A maior dificuldade em sintetizar particulas ultrafinas € o controle do tamanho
da particula. Essa dificuldade ocorre devido a alta energia de superficie deste sistema
(TARTAI et al., 2005).

Por apresentarem alta area superficial e, portanto, alta energia superficial, ha
possibilidade do uso das particulas magnéticas para a imobilizacdo de enzimas. Além
disso, hd algumas vantagens em seu uso para este processo como: facilidade de
recuperacdo do derivado imobilizado do meio reacional, utilizando apenas um magneto,
simplicidade no processo de obtencdo, dependendo do método utilizado para a sintese,
possibilidade de funcionalizacdo da superficie, resisténcia a altas temperaturas que pode
fornecer maior estabilidade térmica a enzima. Umas das particulas magnéticas mais
utilizadas para a imobilizacdo de enzimas é a magnetita (Fe3O4) (LIU et al., 2005).

A producdo de materiais hibridos, organico-inorgéanicos, que agregam particulas
magnéticas a polimeros podem ser tratados quimicamente para se comportarem de maneira
hidrofobica (CAMILO, 2006). Desta forma a deposicdo de camada de silica em particulas
magnéticas faz com esses compostos sejam classificados como materiais organico-
inorganicos, que permitem eficiéncia no processo de imobilizacdo (TRAN et al., 2012).

Além disso, a camada de silica age como um escudo protetor que pode evitar que o nlcleo
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magnético seja corroido por reacdo com o ambiente, a referida camada atua como um
Oxido inorganico com grande versatilidade em modificacdo da superficie e tem carater
hidrofilico com biocompatibilidade em aplicacéo bioldgica (TRAN et al., 2012).

Existem diversas rotas para a sintese de particulas magnéticas, tais como:
microemulsdo, processo sol-gel, co-precipitagdo, evaporacdo gasosa e cada tipo de sintese
determina a forma e a uniformidade dos tamanhos (DIEGUES et al., 2012).

As importantes propriedades fisicas das particulas magnéticas tém permitido sua
aplicacdo em varios campos como a biomedicina (GUPTA; GUPTA, 2005; TARTAJ
et al.,, 2005; ATANASIJEVIC et al., 2006), desenvolvimento de biosensores
(VUAYALAKSHMI et al., 2008), purificagdo de agua (SAVAGE; DIALLO, 2005) e
remediacdo ambiental (ZHANG, 2003).

3.4. Magnetismo

O termo Magnetismo esté associado ao fendmeno de atragdo e repulsdo. A primeira
utilizacdo do Magnetismo foi na antiguidade com a invencdo da bdssola. A primeira
indicacdo de que o fenbmeno magnético era conhecido no mundo antigo € o fato de que o
mineral magnético, magnetita, rocha magnética em seu estado natural, era referido na
Mesopotamia como ‘“hematita que agarra”. Os primeiros registros conhecidos das
propriedades do ima foram feitos na Grécia. O fil6sofo grego Thales de Mileto, que viveu
no século VI AC, considerava o imid como possuidor de uma “alma” (GUIMARAES,
2005).

Com a descoberta da eletricidade no século XIX os fendmenos magnéticos
ganharam uma dimensdo maior uma vez que possuiam correlacdo com a descoberta. Em
1820 Oersted descobriu que uma corrente elétrica passando por um fio produzia efeito
magnético. Mais tarde Ampeére formulou a lei que relaciona a densidade total de correntes
com o campo magnético criado com a intensidade da corrente no fio (GUIMARAES,
2005).

Faraday na Inglaterra e Henry nos Estados Unidos descobriram que um campo
variavel podia induzir corrente elétrica em um circuito (GUIMARAES, 2005).

Todas as substancias sejam elas: sélidas, liquidas ou gasosas, mostram alguma
caracteristica magnética, em todas as temperaturas. Dessa forma, 0 magnetismo é uma
propriedade basica de qualquer material e estd presente em todas as escalas de tamanho e
em muitos fendmenos naturais (CULITY, 2009; GUIMARAES, 2005).
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O magnetismo da matéria surge essencialmente dos elétrons, que contribuem com
dois termos: 0 movimento orbital do elétron ao redor do nicleo e movimento “spin” do
elétron, ao redor do seu préprio eixo (CAMILO, 2006).

Os sistemas relevantes para o magnetismo sdo aqueles nos quais existem atomos
com camadas eletronicas incompletas e elétrons de conducéo.

A ordem magnética surge da interacdo de troca (ou intercdmbio), interacdo de
origem eletrostatica. Um campo magnético existe quando um objeto com carga elétrica e
velocidade sofre a agdo de uma forca (Forca de Lorentz) (GUIMARAES, 2005).

Na tecnologia moderna os materiais magnéticos apresentam um grande nimero de
aplicagdes em produtos e processos industriais dos mais variados setores, as aplicacdes véo
desde pequenos imas a componentes eletronicos sofisticados (CAMILO, 2006;
YMAMURA et al., 2002, YMAMURA et al., 2004).

3.4.1. Classificagdo dos materiais quanto ao magnetismo

O magnetismo pode ser classificado apenas quando ha& presenca de um campo
magnético externo. De uma forma mais geral, existem dois tipos de magnetismo nos
materiais: 0 magnetismo induzido e o magnetismo espontaneo. O magnetismo induzido sé
existe na presenca de um campo magnético aplicado. O magnetismo espontaneo, como
indicado pelo proprio nome, ndo necessita da aplicacdo de um campo para existir
(GUIMARAES, 2005).

De acordo com a facilidade com que sdo magnetizados e desmagnetizados, 0s
materiais que apresentam magnetismo espontaneo podem ser divididos em macios
(também conhecidos como moles ou doces) e duros. Os considerados macios sao
facilmente magnetizados e desmagnetizados, como o ferro-silicio e 6xidos magnéticos
macios (ferritas). Os considerados duros, por outro lado, s6 serdo magnetizados quando
submetidos a um campo magnético bastante elevado. Uma vez magnetizados, sdo de dificil
desmagnetizagdo. Como exemplo destes materiais tem-se o alnico (liga de aluminio, niquel
e cobre) e a ferrita de bario que séo utilizados como iméas permanentes (CULLITY, 2009).

Os materiais magnéticos sdo classificados conforme seu comportamento magnético
em 5 categorias: diamagnéticos, paramagnéticos, antiferromagnéticos, ferromagnéticos e
ferrimagnéticos. O prefixo refere-se a natureza das interacdes de ligacdo entre os dipolos
dentro do material (CULITY, 2009; GUIMARAES, 2005).
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Diamagnéticos: é o tipo mais fraco de resposta magnética de um sistema, ndo
possuem dipolos magnéticos permanentes, ou seja, 0s atomos tém camadas
eletrobnicas completas, sdo repelidos por uma regido de campo mais intenso. O
elétron, ao executar o seu movimento orbital em torno do ndcleo, produz um campo
magnético. Dentre as substancias diamagnéticas, podem ser citados: &gua, gases
nobres, ndo metais como S e P, moléculas diatbmicas como H, e maioria dos

compostos organicos.

Paramagnéticos: atraidos por uma regido de campo mais intenso, sdo aqueles
formados por atomos, ions ou moléculas que possuem elétrons desemparelhados.
Consequentemente, o0 atomo produz um campo total, ndo nulo, comportando-se como
um mindsculo magneto elementar. Exemplos de substdncias paramagnéticas
incluem: célcio, cromo, magnésio, aluminio, platina, gases diatbmicos com o

oxigénio e ions de metais de transicao.

Ferromagnéticos: sdo fortemente atraidos por uma regido de campo magnético ha
um alinhamento espontaneo mais intenso dos magnetos elementares, pois 0s &tomos
possuem momentos de dipolo permanentes que interagem entre si causando
alinhamento paralelo. Entre as substancias ferromagnéticas, podem ser citados: ferro,

cobalto e niquel.

Antiferromagnéticos: 0s atomos possuem momentos de dipolo permanentes, isto é,
0os momentos de dipolo adjacentes interagem entre si causando alinhamento
antiparalelo na presenca de um campo magnético externo e alinham-se na direcéo e
no sentido do campo aplicado, exemplos: compostos de metais de transicdo MnO,
FeO e NiO.

Ferrimagnéticos: os atomos possuem momentos de dipolo permanentes que
interagem entre si, causando alinhamento antiparalelo e desigual, e na presenca de
um campo magnético externo alinham-se na direcdo e sentido do campo aplicado.
Como exemplo, podem ser citadas as ferritas M**O. Fe,Os, na qual M pode ser Fe,
Ni, Co, Cu, Mn ou Mg.
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Os materiais diamagnéticos, paramagnéticos e antiferromagnéticos ndao possuem
magnetizacdo espontanea, ao contrario dos ferromagnéticos e ferrimagnéticos. Um
material ferromagnetico é facilmente magnetizado. Quando submetido a um forte campo
magnético, a magnetizacdo aproxima-se de um limite chamado saturacdo. O ponto de
saturacdo € o ponto no qual um aumento da forca de magnetizacdo ndo exerce mais
nenhuma influéncia sobre o material. Quando um campo magnético é aplicado e entdo
removido, a magnetizacdo ndo retorna ao valor original e este fendmeno é denominado
histerese (CULLITY, 2009).

Para classificacdo dos materiais magnéticos, € construida a curva de histerese para
indicar a magnetizacdo e a desmagnetizacdo do material, conforme ilustrado na Figura 3.3
(MEDEIROS, 2010). Nesta figura, primeiramente aumenta-se a intensidade do campo
magnético até um ponto de saturacdo da amostra (de a até d), em que 0 campo ndo exerce
mais influéncia na amostra. Em seguida, ocorre a inversdao do campo magnético até o

ponto de saturacéo (d), iniciando um novo ciclo (MEDEIRQS, 2010).

B Densidade de fluxo
_______ —4 Saturagio
Retentividade / ’/
\ / 27
® £
/
A
/ /
Coercmdade / /
\ /
/
-H - ~
Magnetizacdo Magnetizacdo
f
/ /
. [
A
’// —
Saturacdo -B Densidade de fluxo

Figura 3.3. Curva de histerese e seus parametros.
Fonte: (NDT, Education Center, 2013)

Assim, a obtencdo de uma curva larga indica que esse material € de dificil
magnetizacdo, ou seja, € um material com baixa permeabilidade e alta retentividade, ao
contrario de uma curva estreita, que indica um material com alta permeabilidade, baixa

retentividade e baixa relutdncia (MEDEIROS, 2010). Esta curva mostra a relacdo entre a
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densidade de fluxo magnético induzido com a forca de magnetizacdo. Por isso € também
conhecida como curva (fluxo magnético versus forga de magnetizag&o).

Os oxidos de ferro apresentam um Unico dominio magnético (um unico
direcionamento quando recebem a influéncia de um campo magnético externo) e sdo
denominados superparamagneticos, apresentando baixa retentividade e relutancia,
possuindo, assim, a caracteristica de ndo formarem agregados e de dispersarem
rapidamente na solucdo apds a remocdo do campo magnético (MEDEIROS, 2010;
CAMILO, 2006).

Quando um material ferromagnético é submetido a um ciclo de varredura de campo
magnetizante H, ocorre um rearranjo da distribuicdo dos momentos magnéticos para
manter reduzida a energia do sistema. Existem dois mecanismos relevantes que atuam para
compensar o efeito do campo magnético externo: o movimento das paredes que separam 0sS
dominios e a rotacdo dos momentos. O primeiro atua aumentando as regides com as
direges de magnetizagdo mais alinhadas com o campo aplicado. Este processo acaba
suprimindo as demais paredes de dominios. Quando este mecanismo nao € mais possivel,
ocorre entdo, a rotacdo dos momentos magnéticos que tendem ao alinhamento com o
campo magnetico externo. Estes processos sdo dissipativos, resultando na curva de
histerese magnética B versus H. A area interna do ciclo de histerese representa a energia
dissipada para realizar um ciclo de histerese. Este € um, entre os varios métodos possiveis,
para determinar o valor das perdas magnéticas (CULITY, 2009; CAMILO, 2006;
GUIMARAES, 2005).

O processo de magnetizacdo do material pode ocorrer de duas formas, por
deslocamento das paredes de dominios magnéticos e/ou por rotacdo da magnetizacédo local
dentro dos dominios. A movimentacdo e nucleacdo das paredes de dominio minimizam a
energia magnetostatica. Quando as dimensdes do material magnético diminuem a um
tamanho critico Dc, a quantidade de energia para produzir paredes de dominios torna-se
maior do que a reducdo da energia magnetostatica tornando-o desfavoravel para suportar
dominios multiplos. Como consequéncia, apenas um monodominio é formado e suportado,

ocorrendo entdo & magnetizacdo espontanea (CAMILO, 2006).
3.4.2. Superparamagnetismo de particulas magnéticas

Anisotropia magnética é, basicamente, a tendéncia que um material magnético

apresenta de se magnetizar em certas diregdes. A anisotropia magnetocristalina €
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decorrente do acoplamento spin-6rbita, pois quando um campo externo tenta reorientar o
spin de um elétron, a Orbita do elétron também tende a ser reorientada, mas como a orbita
estd fortemente acoplada a rede cristalina, a reorientacdo do spin requer certa energia.

A forma pela qual um sélido composto por um grande nimero de momentos
magnéticos reduz a energia magnética no espago em torno do material é formar dominios
magnéticos nas direcdes de facil magnetizacdo, de modo que a soma dos momentos dos
dominios seja essencialmente zero. Embora dois dominios vizinhos tenham orientacGes
diferentes, os momentos magnéticos em cada dominio sdo paralelos por causa da interacdo
de troca (CARDOSO, 2011).

A competicéo entre a energia de troca e a energia de anisotropia magneto cristalina
determina a espessura das regides de transicdo entre os dominios. Quando o tamanho das
particulas € menor ou da mesma configuracdo energeticamente mais favoravel fornece um
arranjo no qual todos os momentos magnéticos da amostra estdo paralelos, conhecido
como monodominio. Quando uma particula monodominio estd magnetizada
uniformemente, com todos os spins paralelos ha um estado magnético denominado
superamagnetismo (CARDOSO, 2011).

O dominio magnético representa um agrupamento de atomos no qual todos os
momentos magnéticos atbmicos estdo alinhados. Nos materiais, geralmente os vetores de
magnetizacdo dos dominios estdo arranjados de tal forma que a soma vetorial acabe
ficando proxima a zero, levando a uma reducdo da energia magnetoestatica e a
aproximacdo da condicdo de equilibrio, correspondente a0 minimo de energia potencial
armazenada (REBELO, 2009).

As particulas magnéticas sdo ditas superparamagnéticas significando que sdo
atraidas por um campo magnético, mas ndo retém nenhum magnetismo ap6s a remocao do
campo (Figura 3.4). Este termo € utilizado exclusivamente para particulas magnéticas, com
um unico dominio magnético, ou seja, particulas magnetizadas uniformemente com todos
os spins alinhados na mesma direcdo, como os oxidos de ferro, ferrita e a maghnetita que
apresentam um comportamento magnético peculiar denominado superparamagnetismo
(DIEGUES et al., 2012; NERI, 2008, YAMAMURA et al, 2004). O uso particulas
magnéticas com comportamento superparamagnéticos, representa uma abordagem do
conceito de quimica verde, pois permitem sucessivos ciclos de recuperagdo
(POLSHETTIWART et al., 2011).
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Particulas magnéticas que apresentam comportamento superparamagnético tém
sido amplamente estudadas para diversas aplicacGes. Por serem magnéticas, as particulas
magnéticas podem ser facilmente concentradas em um local especifico quando aplicado
um campo magnético externo. Quando este campo é removido elas sdo redispersas. Além
disso, as particulas magnéticas apresentam uma grande superficie que pode ser modificada
para serem anexadas a agentes bioldgicos (TARTAJ et al., 2005).

Figura 3.4. Aplicacdo de campo magnético em particulas superparamagnéticas.
Fonte: GUIMARAES, 2005 (adaptado).

3.4.3. Particulas de Fe;0,4

O ferro € o material mais utilizado na sintese de particulas magnéticas e uma das
particulas magnéticas mais utilizadas para aplicacBes biotecnoldgicas é a magnetita
(FesO4). A magnetita particulada sem revestimento é facilmente oxidada ao ar, levando a
maghemita (y-Fe,O3), mas sem perda de magnetizacdo (REBELO, 2009). Devido a
oxidacdo durante a sintese, a composicao final das particulas magnéticas pode ficar
entre magnetita (FesO4) e maghemita (y-Fe;O3) (YAMAMURA et al, 2004; CAMILO
2006; REBELO, 2009).

A alta reatividade ocorre obviamente devido a alta razdo volume/superficie. Devido
a elevada mobilidade dos elétrons as particulas de magnetita apresentam uma quimica de
superficie interessante. Diferentes trocas interfaciais idnicas e/ou eletrénicas podem estar
envolvidas na transformacdo dependendo do pH da suspensdo. Em meio basico a
oxidacdo da magnetita ocorre através de uma reducdo do oxigénio na superficie da
particula (somente transferéncia eletrbnica) e coordenacdo dos ions oxidos, enquanto
em meio 4cido e condicBes anaerdbias, fons Fe?* da superficie sdo dessorvidos como
complexos em solucdo (transferéncia idnica e eletronica) (DIEGUES et al., 2012;
HANNICKEL; 2011). Em ambos 0s casos, a oxidagdo do fon Fe”* esta correlacionada com
a migracao de cations através da estrutura criando lacunas a fim de manter o equilibrio de
cargas (JOLIVET; TRONC; CHANEAC, 2006).
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As magnetitas sdo Oxidos, em geral magnéticos, com estrutura conhecida como
espinélio esta é caracterizada pelo empacotamento de ions de oxigénio em um arranjo
cubico de face centrada, e 0s ions metalicos ocupando os sitios entre os ions de oxigénio.
No sitio tetraédrico (sitio A), o ion metalico (cation) esta localizado no centro de um
tetraedro cujos vértices sdo preenchidos por ions de oxigénio (&nions). No segundo sitio,
denominado de octaédrico (sitio B), o ion metalico se localiza no centro de um octaedro
cujos Vvértices sdo preenchidos por atomos de oxigénio (CULLITY, 2009).

A célula unitaria do espinélio contém tantos ions que um desenho da célula
completa seria complexo. Em vez disso, costuma-se dividir a célula unitaria em oito partes.
Os quatro cubos sombreados possuem estruturas iguais entre si e 0 mesmo acontece com
0s cubos ndo sombreados (CARDOSO, 2011). A estrutura dos dois cubos inferiores é
ilustrada na Figura 3.5.

Observando a Figura 3.5, verifica-se um cation em simetria tetraédrica no centro do
cubo da direita. Outros céations em simetria tetraédrica também estdo presentes, mas
ligados a anions de cubos vizinhos. Quatro cations em simetria octaédrica estdo presentes
no cubo da esquerda: um esté ligado por linhas tracejadas a seis anions e 0s outros trés
estdo ligados a anions de cubos vizinhos. Os anions estdo arranjados de forma tetraédrica
em todos os cubos.

|

@ Cation no sitio A
@ Cation no sitio B

& Anion

() Cation

‘ Anion

Figura 3.5. Estrutura cristalina da magnetita: a) sitio tetrédrico, b) sitio octaédrico, c)
célula unitaria, d) estrutura de dois cubos inferiores indicados em c.

Fonte: CAMILO, 2006; CARDOSO, 2011 (adaptado).
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A preferéncia pela ocupacdo de sitios tetraédricos ou octaédricos pelos ions
metalicos divalentes depende da preferéncia orbital para coordenacdes especificas, do raio
ibnico, do tamanho dos intersticios e, algumas vezes, do método de preparacdo. Em
algumas ferritas, o grau de inversdao é variavel e depende do tratamento térmico sofrido
pela amostra (CARDOSO, 2011).

A magnetita e a maghemita apresentam estrutura semelhante com parametros de
rede a = 0,839 nm e 0,834 nm, respectivamente (DUARTE, 2005).

Neste contexto, existe uma grande dificuldade para se distinguir a magnetita da
maghemita usando a técnica de difracdo de raios X, visto que ambas apresentam reflexdes
de raios-X nas mesmas posicoes. O que as diferencia é o fato da magnetita consistir de ions
Fe?* ocupando 8 sitios tetraédricos (A) e fons Fe** ocupando16 sitios octaédricos (B) numa
célula unitaria, enquanto na maghemita, ambos os sitios A e B sdo ocupados por a&tomos
trivalentes Fe** (DUARTE, 2005; CAMILO, 2006).

3.5. Métodos de obtencao das particulas magnéticas

Neste topico sera feita uma breve discussdao de algumas rotas sintéticas importantes
mais frequentemente usadas para a obtencdo de particulas magnéticas. Na literatura, sdo
relatados diversos métodos para a sintese de materiais magnéticos, tanto fisicos quanto
quimicos. Dos métodos fisicos, destacam-se 0 método de moagem e deposic¢do por vapor.
Dentre os procedimentos quimicos, 0s mais utilizados sdo 0s métodos de precipitacdo por
hidrolise alcalina, microemulsdo e decomposicdo térmica (HOLLAND; YAMAMURA,
2013).

Cada tipo de sintese determina o tamanho, a forma e a uniformidade dos tamanhos,
fatores que podem interferir nas propriedades magnéticas como magnetizacdo de saturacdo
e coercividade (HOLLAND; YAMAMURA, 2013). Existe uma faixa de tempo reacional
e de temperatura para cada método quimico utilizado isto se deve pelo fato de diferentes

metais que podem ser utilizados para a obtencdo das particulas magnéticas.
3.5.1. Decomposicao térmica

O método de analise térmica consiste na rapida injecdo de reagentes,
frequentemente compostos organometalicos dentro de uma solucéo de surfatantes a quente.

Este método rende um melhor controle da distribuicdo do tamanho e da forma das
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particulas magnéticas, distribuicdo de tamanho estreita e boa cristalizacdo além de
particulas bem dispersas (REBELO, 2009).

A estratégia basica deste tipo de processo é sintetizar particulas usando precursores
metalicos coordenados em um processo ndo hidrofilico e entdo usar as particulas
magnéticas resultantes como sementes para posteriores nuclea¢cdes (CAMILO, 2006).

Com o desenvolvimento corrente e progresso futuro serd possivel bioaplicacGes

utilizando particulas magnéticas com tamanho e forma definidos.
3.5.2. Microemulsao

A microemulsdo pode ser definida como uma disperséao isotropica estavel de dois
liquidos imisciveis, consistindo de dominios nanometricos de um ou ambos liquidos,
estabilizados por um filme interfacial de moléculas ativas na superficie (PILLAI et al.,
1995). Microemulsdes podem ser classificadas como agua em 6leo ou 6leo em agua
dependendo da fase continua e dispersa.

As microcavidades do surfatante-estabilizado providenciam um efeito de
confinamento que limita a nucleacdo da particula, crescimento e aglomeracéo.
Particularmente, microemulsdes tem sido altamente usada para a producdo de particulas.

Estudos recentes referentes ao uso de microemulsdes para a preparacdo de
particulas magnéticas para aplicacdo em biotecnologia tém sido focados na preparacao
através do recobrimento por silica. Por exemplo, nanocompositos estabilizados por silica
melhoraram a imobilizacdo da beta-lactamase via liga¢do quimica (REBELO, 2009).

Usando a técnica de microemulsao, particulas podem ser preparadas como esferas,
mas também como o formato de tubos. A sintese em microemulsdo é limitada e o
rendimento é baixo quando comparada a outros métodos, como decomposicao térmica e
co-precipitacdo (REBELO, 2009).

3.5.3. Método de co-precipitacao

O processo de co-precipitacdo € relativamente simples e consiste na mistura de sais
inorganicos metalicos em ambiente aquoso seguido de precipitacdo com base
(HANNICKEL, 2011).

Este método apresenta inimeras vantagens (BLASKOV et al., 1996) tais como:
homogeneidade quimica, temperaturas de reacéo e sinterizacao baixas, particulas finas com

distribuicdo de tamanho estreita, equipamento para producdo de baixo custo, pds com boa
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reatividade, uniformes com fraca ou nenhuma aglomeracdo, economia de tempo, facil
ampliacdo de escala e baixo custo (JANASI et al., 2002).

Dois métodos principais podem ser utilizados para a obtencdo da magnetita Fe3O4
particulada. No primeiro, o suporte é magnetizado pela reacdo de co-precipitacdo de Fe*?
com Fe**em meio alcalino (BRUNO et al., 2005). No segundo, o composto obtido pela co-
precipitacdo de Fe™ com Fe*® em NaOH é incorporado ao suporte hibrido durante sua
sintese formando o sistema sol-gel contendo particulas magnetizadas (SUGIMOTO et al.,

1998). A magnetizacdo ocorre conforme reacdes esquematizadas em 3.4 e 3.5:

FeCl, + 2FeCl; + BNaOHe® — Fe30,4 + 8NaCl + 4H,0 (3.4)
4Fe;04 + Oy — > 6’YF6203 (35)

O método de coprecipitacdo consiste de dois processos: a nucleacdo (formacéo de
centros de cristalizacdo) e o crescimento subsequente das particulas. As taxas relativas
desses dois processos determinam o tamanho e a polidispersdo das particulas obtidas.
Coloides polidispersos sdo obtidos como resultado simultdneo da formagdo de novos
ndcleos e do crescimento das particulas formadas recentemente. Se a nucleagdo predomina
0 resultado é um numero grande de particulas pequenas, entretanto, se o crescimento
predomina o resultado sera um ndmero pequeno de particulas maiores. Uma menor
dispersdo do tamanho do coloide € obtida quando a taxa de nucleacdo é alta e a taxa de
crescimento das particulas € baixa (CAMILO, 2006).

A producéo de particulas de 6xido de ferro por reacdo de precipitacdo entre um sal
metalico e uma base ndo é direta. Acredita-se que ocorra um esquema de reacles
complexas nas quais os cations metélicos inicialmente precipitem na forma de hidroxidos
poliméricos e, com o passar do tempo, estes hidroxidos sofrem desidratacdo para formar
estruturas cristalinas de 6xidos de ferro (AMMAR et al., 2001).

Para garantir uma boa reprodutibilidade e um bom desempenho do produto final as
variaveis que devem ser controladas com critério séo: pH final da solucéo de precipitacéo,
tipo de anion, ordem de adicdo dos reagentes, concentracdo dos metais, razdo molar dos
metais, temperaturas de precipitacdo e calcinacdo, velocidade de agitacdo, e outras. Estas
variaveis afetam de forma significativa a natureza, a homogeneidade, o tamanho, o
comportamento magnético e a energia da superficie das particulas resultantes
(YAMAMURA et al., 2004; CAMILO, 2006; REBELO, 2009).



48

E o mais antigo método de sintese de particulas magnéticas. Apesar da extensa
distribuicdo de tamanhos de particulas e da morfologia irregular, diversas particulas
magnéticas podem ser sintetizadas usando o método classico de precipitacdo aquosa. A
maior vantagem desse método é a grande quantidade de material que pode ser sintetizado.
Porém, ¢ dificil estabelecer as correlagdes entre o crescimento e tamanhos de particulas
com os fatores cinéticos (REBELO, 2009).

A cinética de formacéo investigada como uma funcdo da temperatura sugere uma
dependéncia da temperatura com o tempo na taxa de formacao das particulas magnéticas.
O periodo de inducdo para a formacdo de particulas magnéticas diminui com o aumento da
temperatura (HANNICKEL, 2011).

O processo de co-precipitacdo homogénea resulta na formacdo de sdlidos,
cristalinos ou amorfos, nos quais as propriedades quimicas e magnéticas dependem das
condicGes do processo no qual foram formados. Para garantir uma boa reprodutibilidade e
um bom desempenho do produto final, o controle cuidadoso de algumas variaveis é muito
importante (HANNICKEL, 2011).

3.6. Biodiesel

Biodiesel é definido pelo Programa Nacional do uso e Producdo do Biodiesel
(PNPB) como um “biocombustivel renovavel derivado de fontes renovaveis para uso em
motores de combustdo interna substituindo os combustiveis fosseis” (POUSA; SANTOS;
SUAREZ, 2007). Suas propriedades sdo semelhantes ao diesel, podendo ser usado puro ou
na forma de blendas ao diesel de petréleo. Além disso, apresenta algumas vantagens
perante aos combustiveis fdsseis, por se tratar de um combustivel renovavel,
biodegradavel, atoxico e virtualmente livre de enxofre e compostos aromaticos (SINGH,;
SINGH, 2010).

Uma das vantagens do biodiesel € sua adaptabilidade aos motores do ciclo diesel,
pois ao contrario de outros combustiveis limpos, como o gas natural e o biogas, a
combustdo de biodiesel ndo requer adaptagdo dos motores, configurando-se em uma
alternativa técnica capaz de atender a frota movida a diesel (RAMOS et al., 2003).

Apesar das vantagens apontadas, o biodiesel possui menor poder calorifico, emite
maior quantidade de Oxidos de nitrogénio (NOx) e possui maior densidade que o
petrodiesel em regiGes de clima frio (MURUGESAN et al., 2009). Além disso, o preco de

mercado € relativamente superior ao diesel comercial. Entretanto, se 0 processo de
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recuperagdo e aproveitamento dos subprodutos (glicerina e catalisador) for otimizado, a
producdo de biodiesel pode ser obtida a um custo competitivo com o prego comercial do
oleo diesel, ou seja, aquele verificado nas bombas dos postos de abastecimento (SUAREZ
et al., 2009).

O Brasil, devido ao seu pioneirismo no setor de biocombustiveis, tem firmado
parcerias de transferéncia de tecnologia e cooperacdo na producdo e comercializagdo de
biocombustiveis com varios paises (MASIEIRO; LOPES, 2008). Atualmente o Brasil é o
segundo produtor mundial de biodiesel, contando com 70 plantas produtoras autorizadas
pela Agéncia Nacional do Petr6leo (ANP) para operacdo no pais, correspondendo a uma
capacidade total autorizada de 23.046,06 m°dia’. Destas 70 plantas, 66 possuem
autorizacdo para comercializacdo do biodiesel produzido, correspondendo a 21.542,04
m>dia” de capacidade autorizada para comercializacdo (ANP, 2013).

Hé& ainda duas novas plantas de biodiesel autorizadas para construgdo e 11 plantas
de biodiesel autorizadas para ampliagdo. Dentre as 11 plantas autorizadas para ampliacéo,
5 sdo para aumento da capacidade de producdo de biodiesel e 6 sdo para ampliaces
que ndo alteram a capacidade final de producdo de biodiesel, possuindo como objeto
aumento da tancagem, construcdo de caldeiras ou instalacdo de novos equipamentos. Com
a finalizacdo das obras e posterior autorizagdo para operacdo, a capacidade total de
producdo de biodiesel autorizada podera ser aumentada em 1.564,72 mdia’, que
representa um acréscimo de 6,8% na capacidade atual (ANP, 2013).

A introducdo do biodiesel na matriz energética brasileira & reconhecida
internacionalmente como um caso de sucesso em matéria de uso de combustivel renovavel
em larga escala. Desde 1° de janeiro de 2010, o 6leo diesel comercializado em todo o
Brasil contém 5% de biodiesel. Esta regra foi estabelecida pela Resolugdo n°6/ 2009 do
Conselho Nacional de Politica Energética (CNPE), publicada no Diario Oficial da Unido
(DOU) em 26 de outubro de 2009, que aumentou de 4% para 5% o percentual obrigatorio
de mistura de biodiesel ao dleo diesel. A continua elevacdo do percentual de adicdo de
biodiesel ao diesel demonstra o sucesso do Programa Nacional de Producdo e Uso do
Biodiesel e da experiéncia acumulada pelo Brasil na producdo e no uso em larga escala de
biocombustiveis (ANP, 2013).
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3.6.1. Matérias-primas para producdo de biodiesel

No Brasil, 85,81% do biodiesel ja € produzido em escala industrial utilizando 6leo
de soja como matéria-prima. Entretanto, o 6leo de soja esta inserido na cadeia alimenticia,
0 que leva a busca de matérias-primas alternativas para a producdo de biodiesel, como 0s
6leos vegetais de coco, andiroba, babacu, macalba, palma, pinhdo-manso e gorduras
residuais como sebo bovino. A potencialidade nacional quanto a producdo de o6leos
vegetais € garantida pela diversidade de culturas que podem ser produzidas no pais.

As préticas agricolas adotadas no cultivo das espécies produtoras de biodiesel sdo
aspectos determinantes das eficiéncias econdmica e energética do processo de obtencdo de
biodiesel. Devido a diversidade climética e a grande extensdo territorial, nove culturas sao
indicadas para a sintese de biodiesel no pais. A Tabela 3.3 lista as espécies consideradas

alternativas promissoras, bem como o potencial produtivo de cada uma.

Tabela 3.3. Caracteristicas das principais culturas oleaginosas no Brasil.

Espécie Origem do Teor de 6leo  Meses de colheita ~ Rendimento
6leo (%) por ano (t de 6leo/ ha)
Dendé Améndoa 22 12 3-6

Coco Fruto 55-60 12 1,3-1,9
Babagu Améndoa 66 12 0,1-0,3
Girassol Gréo 38-48 3 0,5-0,9
Canola Grao 40-48 3 0,5-0,9
Amendoim Gréo 40-43 3 0,6-0,8
Soja Grao 18 3 0,2-0,4
Algodao Gréo 15 3 0,1-0,2

FONTE: Adaptado de SILVA; FREITAS, 2008.

As espécies com maior potencial produtivo sdo o dendé e o coco, que ainda tém a
vantagem de serem culturas perenes e com colheita continua durante o ano. Isso diminui os
dispéndios energético e financeiro para a producdo dessas espécies e evita a sazonalidade
do fornecimento de matéria-prima, um bénus imenso em relagdo aos cultivos anuais
(SILVA; FREITAS, 2008).

Cerca de 80% da &rea plantada com coqueiro situa-se na Asia (india, Filipinas,
Indonésia, Sri Lanka e Tailandia) e, o restante, distribuida entre Africa, América Latina,
Oceania e Caribe. A Indonésia é destacada como o maior produtor mundial de coco,
seguido por Filipinas e india, entretanto, em &rea colhida, a Filipinas destaca-se com uma
maior area cultivada (Tabela 3.4) (MARTINS; JESUS JR, 2010).
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Tabela 3.4. Producdo e area colhida dos principais paises produtores de coco, em 2008.

Pais Area colhida (ha) Produgc&o (1.000t)
Indonésia 2.950.000 19.500.000
Filipinas 3.379.740 15.319.500
india 1.940.000 10.894.000
Brasil 287.016 2.759.044
Sri Lanka 394.840 2.210.000
Tailandia 245,725 1.483.927

Fonte: MARTINS; JESUS JR, 2010.

Apesar do cultivo do coqueiro estar sendo estimulado e introduzido em vérias
regibes do pais, as maiores plantacdes e producdes se concentram na faixa litoranea do
Nordeste e parte da regido Norte do Brasil. Favorecida pelas condi¢Bes de tropicalidade
climéatica, ambas as regides detém proximo dos 70% da producdo do coco brasileiro
(Tabela 3.5) (MARTINS; JESUS JR, 2010).

Tabela 3.5. Area plantada com coqueiro e produgio de coco nas regides do Brasil

Regibes do Brasil Area plantada (ha) Producéao (mil frutos)
Nordeste 228.911 1.337.358
Norte 30.353 281.746
Sudeste 21.564 311.143
Centro-Oeste 2.934 41.116

Sul 189 2.003

Dados referentes ao ano de 2009
Fonte: MARTINS; JESUS JR, 2010.

Existem duas variedades de coco que sé&o cultivadas no Brasil: o coqueiro-gigante e
0 coqueiro-ando. O coqueiro-ando se desenvolve mais lentamente que o coqueiro-gigante,
mas € mais precoce e 0 inicio da frutificacdo ocorre por volta dos 3 ou 4 anos de idade,
enguanto que no coqueiro-gigante, apenas aos 7 anos. A producdo anual, em média, é de
14 e 12 cachos, para, respectivamente, coqueiro-ando e coqueiro-gigante (SLUSZZ,
MACHADO, 2006).

O fruto, em termos constitucionais, pode ser dividido conforme mostrado na Figura

3.6 (ARAUJO, 2008; ANDRADE et al., 2004):
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o Epiderme: superficie lisa e cérea, sua cor varia dependendo da variedade e
maturidade do fruto;

o Mesocarpo fibroso: também chamado de cairo, é a parte intermediaria, tem
aparéncia de “palha” e geralmente cor castanha;

o Endocarpo: também chamado de cascara, com mais ou menos 5 mm de
espessura, tem cor negra, € muito duro e apresenta trés costuras longitudinais
mais ou menos salientes, separando os trés poros germinativos;

o Albdmen: também chamada de améndoa ou polpa, geralmente tem cor branca
brilhante com 1 ou 2 cm de espessura. Em sua extremidade imediatamente
apos o endocarpo, existe uma fina pelicula castanha escura chamada de
tegumento seminal (casca, também chamada de Copra);

o Liquido Opalescente: Conhecido como &gua de coco, ocupa cerca de 3/4 do
volume da cavidade central,

o Embrido: semente germinativa, localizada no albimen, abaixo de um dos trés
poros germinativos.

Camadas da fruta do coco

(1) Epicarpo (casca da fruta)

. (2) Mesocarpo fibroso (miolo da fruta)
(3) Endocarpo (casca da semente)
(4) Endosperma carnoso (coco)
(5) Embriao

Figura 3.6. Corte longitudinal do coco, com suas partes.
Fonte: ANDRADE et al., 2004.

Quanto ao processo de extracdo, o mais comumente utilizado é a extracdo por
prensagem, conduzida em prensas continuas tipo parafuso, em que o eixo helicoidal gira
num cesto composto por barras de aco espacadas, por onde sai o Oleo. Apds o
procedimento de prensagem, o Gleo é filtrado e as impurezas sdo retiradas, sendo 0 mesmo
comercializado na forma bruta (ARAUJO, 2008).
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Em funcéo da possibilidade de cultivo de diferentes oleaginosas no Brasil e,
sabendo, a priori, que a qualidade biodiesel depende das matérias-primas empregadas no
processo de producdo, selecionou-se para a execucdo do presente trabalho, o 6leo de coco
como matéria-prima lipidica que apresenta composicdo rica em acidos graxos saturados,

conforme Tabela 3.6.

Tabela 3.6. Composic¢do em &cidos graxos do 6leo de coco.

Acido graxo Composicéo
(% em peso)
Acido caprilico 7,7
Acido caprico 6,4
Acido laurico 48,6
Acido miristico 17,8
Acido palmitico 8,9
Acido estearico 2,2
Acido oleico 6,8
Acido linoleico 1,6

Fonte: JIANG; TAN (2012) adaptado.

3.6.2. Producéo de biodiesel

A producdo de biodiesel mais amplamente empregada na inddstria se baseia na
reacdo de alcodlise, também denominada transesterificacdo, de Oleos vegetais com um
alcool de cadeia curta (metanol ou etanol) na presenca de catalisadores.

A transesterificacdo é considerada a melhor rota para a utilizacdo dos 6leos vegetais
como alternativa ao diesel féssil, pois confere ao produto (biodiesel) caracteristicas como
viscosidade e indice de cetano muito préximas das do diesel. Os 6leos e gorduras quando
submetidos ao processo de transesterificacdo sofrem quedas bruscas nos valores do ponto
de névoa e viscosidade, podendo assim o combustivel obtido ser queimado diretamente em
motores diesel sem a necessidade de adaptacdo (FUKUDA; KONDO; NODA, 2001).

Para a obtengdo de um biocombustivel de alta qualidade, algumas caracteristicas
técnicas sdo imprescindiveis tais como: a reacdo de transesterificagdo deve ser completa,
refletindo a auséncia total de acidos graxos remanescentes, e o biodiesel produzido deve
ser de alta pureza, ndo contendo tracos de glicerina residual ou alcool excedente de reacao
(KNOTHE et al., 2005).
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A reacdo acorre numa sequéncia consecutiva e reversivel de trés etapas reacionais.
A primeira etapa envolve a formagdo de diacilglicerideos a partir dos triacilglicerideos. Na
segunda, os diacilglicerideos sdo convertidos em monoacilglicerideos e na Gltima, esses

sdo convertidos em glicerina. Em todas essas etapas sdo produzidos ésteres de acidos

graxos (Figuras 3.8 e 3.9).
I
O0—C—Rx
ﬁ ROOC—Rx
0—C—R, + 3ROH —» Ho/\/\OH +  ROOC-R,
0] OH
. _ ROOC—R,
0—C—R, Alcool Glicerol
Esteres de

Triglicerideos acidos graxos

Figura 3.8. Representacdo esquematica da reacao global de transesterificacéo.

O—C—RXx OH
I
o—=cC R, + ROH B —— ROOC—Rx + o—=cC R,
|C|) (o]
Alcool Ester | |
O—C—R; O—C—Rs
Triglicerideos Diglicerideos
OH OH
O—C—R, + ROH —_— ROOC—R, + OH
(e}
Alcool =
0—C—R; Ester 0—C—R,
Diglicerideos Monoglicerideos
OH OH
OH + ROH ——— ROOC—R; + OH
0—C—R, Alcool Ester OH
Monoglicerideos Glicerol

Figura 3.9. Representacdo esquematica das etapas envolvidas na transesterificacao.
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Embora a relacdo estequiométrica da reacdo seja de 1:3 (6leo e A&lcool),
normalmente é empregado um excesso de alcool para favorecer a formacdo do produto
final e facilitar a recuperacéo da glicerina (CARVALHO, 2011).

O excesso de alcool na reacdo ndo exerce efeitos sobre as caracteristicas fisico-
quimicas do biodiesel. No entanto, razdes molares muito elevadas entre o alcool e o dleo
podem interferir negativamente na etapa de separagdo da glicerina, pois 0 aumento da
polaridade do meio reacional fornecido pelo alcool de cadeia curta incrementa a
solubilidade do glicerol (MEHER; VIDYA-SAGAR; NAIK, 2006).

A utilizacdo de metanol na transesterificacdo normalmente é preferida por razdes
econdmicas (menor custo que o etanol) e também relacionada ao processo de producgdo
(maior polaridade e isento de agua). Contudo, a transesterificacdo utilizando etanol em vez
de metanol tem sido sugerida como uma alternativa mais limpa e mais sustentavel para a
producdo de biodiesel. (STAMENKOVIC et al., 2011). Além disso, o0 etanol possui dois
atomos de carbono na sua cadeia carbdnica e, portanto, apresenta maior massa molar que o
metanol, o que significa um ganho de produtividade de massa na sintese enzimatica de
ésteres etilicos de acidos graxos, resultando em uma maior quantidade de biodiesel por
unidade de 6leo (BRUNSCHWING et al., 2012).

Em alguns paises, como o Brasil, 0 etanol é vendido a pre¢os mais baixos do que o
metanol, implicando que o componente alcool € mais barato do que o componente de 6leo.
Assim, o ganho de volume extra quando se utiliza etanol em vez de metanol poderia
tornar-se um argumento de venda importante, especialmente para 0 mercado brasileiro
(STAMENKOVIC et al., 2011; BRUNSCHWING et al., 2012).

3.6.3. Catalisadores para sintese de biodiesel

Tradicionalmente, a produgdo de biodiesel em escala industrial ocorre por
transesterificacdo de 6leos vegetais utilizando catalisadores homogéneos. Embora seja um
processo simples, rapido e com alto rendimento, apresenta algumas desvantagens e
limitacdes.

Desta forma, a substituicdo da catalise homogénea pela heterogénea surge como
uma opcao tecnoldgica interessante, pois atende a demanda por processos menos poluentes
e mais seletivos e oferece inUmeras vantagens, tais como facil separacdo, poucos
problemas com rejeitos e possibilidade de reutilizacdo. Além disso, 0 uso de catalisador

heterogéneo minimiza os problemas relativos as etapas finais de purificacdo do biodiesel,



56

reduzindo a ocorréncia das reacdes indesejaveis de saponificacdo e permite reducdo dos
custos dos processos pela diminuicdo do numero de operagBes associadas
(BASUMATARY, 2013).

Atualmente, as pesquisas estdo focadas na exploracdo de novos e sustentaveis
catalisadores, tais como sélidos com caréater basico (6xidos, zedlitas e etc.), acido (zircbnia
sulfatada e tungstada) e biologico (lipases imobilizadas).

Nesse contexto, os biocatalisadores vém ganhando destaque na producdo de
biodiesel e varios estudos ressaltam o uso de lipases imobilizadas em matrizes sélidas para
a reagdo de transesterificacdo. Esta rota é atrativa em funcdo das seguintes caracteristicas
das lipases (SALIS; MONDUZZI; SOLINAS, 2007; FJERBAEK; CHRISTENSEM,;
NORDDAHL, 2008; PARAWIRA, 2009):

v’ sédo biodegradaveis e atendem aos apelos atuais da Quimica Verde;

v" maior compatibilidade com as variacfes de qualidade das matérias-primas, uma vez
que toleram maiores teores de &cidos graxos livres e de &gua presentes no meio
reacional,

v’ capacidade de producdo do biodiesel em menor nimero de etapas em condicOes
reacionais brandas, levando a reducdo do consumo energético e da quantidade de agua
residual gerada no processo;

v' alta especificidade, conferindo maior facilidade de separacdo do produto e aumento da
qualidade do glicerol,;

v podem ser reutilizadas quando na forma imobilizada;

v podem ser empregadas na producdo de biodiesel por processo continuo

A vantagem fundamental da sintese enzimatica de biodiesel esta relacionada com a
possibilidade de utilizacdo dos triglicerideos (e glicerideos parciais), bem como &cidos
graxos livres (AGL), de forma eficiente sob condi¢des suaves (LAM et al., 2010). Ao
selecionar a enzima apropriada, é possivel efetuar o processo em etapa Unica, mesmo com
um elevado teor de AGL no 0leo. Isto permite o uso de 6leos de baixa qualidade e ndo
comestivel, sem causar impacto negativo no meio ambiente (LAM et al., 2010).

No caso da producédo de biodiesel (Tabela 3.7) uma das vantagens da utilizagédo de
particulas magnéticas como suporte no processo de imobilizacdo é a recuperagdo do

biocatalisador por meio da aplicacdo de campo mgnético (REBELO, 2009).
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Tabela 3.7. Materiais magnéticos utilizados como suporte de imobilizacdo de lipases e

com a finalidade de produzir biodiesel

Percursor Fonte Método

Alcool Subtrato Referéncia
Magnético de lipase Imobilizacdo
FesO,  Thermomyces Covalente Metanol Oleo de XIE; MA,
lanuginosus soja 2010
Fe3O,—  Burkholderia Adsorcao Metanol Oleode TRANetal.,
SiO, cepacia soja 2012
FesO,  Thermomyces Covalente Metanol Oleode NGOetal.,
lanuginosus e soja 2013
Candida
antartica
FesO,  Burkholderia Adsorcao Metanol Oleo de LIU etal.,
cepacia oliva 2012
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Materiais
4.1.1. Enzima

Todos os experimentos foram realizados com a preparacdo comercial de lipase
microbiana de Burkholderia cepacia manufaturada pela Amano Pharmaceuticals (Nagoya-

Japdo) e adquirida da Sigma-Aldrich.
4.1.2. Materiais de partida

Como materiais de partida foram utilizados: etanol anidro (99%, Cromoline) e 6leo
de coco adquirido da FRESCOCO (S&o Paulo-SP), tendo uma composi¢cdo aproximada em
acidos graxos de: 8,9% Caprilico, 6,2% Caprico, 47,1% Laurico, 18,8% Miristico, 7,9%
Palmitico, 2,6% Estearico, 6,1% Oleico e 1,6% Linoleico. Outras caracteristicas da
amostra do 6leo de coco incluem: massa molecular (682 gmol™), indice de acidez (0,4 mg
KOH g™, indice de saponificacdo (238 mg KOHg™), indice de iodo (25 g I,g™), indice de
peréxido (0,4 mEgkg™) e viscosidade (29,0 mm?s™).

4.1.3. Suporte hibrido SiO,-PVA

Como suporte foi utilizada uma matriz hibrida constituida de polissiloxano alcool
polivinilico (SiO,-PVA) preparada pela técnica sol-gel, empregando como precursor
tetraetilortossilicato (TEOS) adquirido da Sigma-Aldrich® (EUA).

4.1.4 . Suportes Magnéticos

Na preparacdo do suporte de imobilizacdo com propriedades magnéticas foram
utilizados cloreto de ferro (I111) Sigma-Aldrich®> 97%e cloreto de ferro (Il) tetra-
hidratado, Sigma-Aldrich®, 99%.

4.1.5. Outros reagentes

Outros reagentes utilizados foram: solventes (Cromoline, etanol 95% - Reagen,
hexano-Cromoline, etanol - Vetec), peneira molecular 0,32 cm diametro (Silicato de sédio
e aluminio) tipo 13 X-BHD Chemicals; hidroxido de sodio (Merck), alcool polivinilico

(MM 72.000, Reagen), HCI (minimo 36%, Isofar), epicloridrina (Sigma), polietilenoglicol
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(MM 1500, Synth), goma arébica em p6 pura (Sinthy) e 6leo de oliva comercial baixo teor

de acidez (Carbonell). Padrdes cromatograficos (ésteres etilicos) obtidos da Sigma—

Aldrich.

4.2. Equipamentos

Os equipamentos utilizados no desenvolvimento deste trabalho estdo apresentados

na Tabela 4.1.

Tabela 4.1. Equipamentos utilizados durante a realizagé&o do trabalho.

Tipo de andlise e/ou
ensaio

Equipamento

Modelo/fabricante

Medidas de pH

Atividade hidrolitica

Teor de umidade

Dosagem de ésteres etilicos

Agitacdo

Densidade

Viscosidade
Analise texturais

Raios-X

Microscopio Eletronico de
Varredura

Espectrofotometria na regido
do Infravermelho

Potencidometro

Retrotitulador
automatico

Balanca analitica
Cromatdgrafo a
gas

Agitador
mecanico

Densimetro

Viscosimetro
BET

Raios-X
MEV

Espectrometro no
infravermelho

TEC2, Tecnal (TECNAL)
794 BASIC TITRINO, Metrohm
ID 50, Marte (Marte Balangas e
Aparelhos de Preciséo Ltda)

GC-3800Varian (Varian Inc.
Corporate Headequarters)

RW20-Digital, IKA(IKA Laboratory
Equipment)

DMA 35N EX (Anton Paar)

LVDVIIICP-CP 520 ( Brookfield)
BELSORP-mini 11

Shimadzu

LEO1450VP

Modelo Spectrum GX,
Perkin Elmer

4.3. Metodologia Experimental

4.3.1 Sintese do suporte hibrido

O composto hibrido constituido de polissiloxano e polivinilalcool (SiO,-PVA) foi

sintetizado, pela mistura de 5 mL tetraetilortosilicato (TEOS), 5 mL etanol 95% e 6 mL de
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solugdo de &lcool polivinilico (PVA) 2% (mv™). Essa mistura foi aguecida a 60 °C, sob
agitacdo, com adi¢do 100 uL de HCI concentrado (PAULA et al., 2008). Apds um periodo
de incubacdo de 40 min, a preparacdo foi mantida a 25 °C por 48 h até a completa
solidificacdo (formacdo da rede interpenetrada de SiO,-PVA). O composto foi triturado e
classificado, utilizando-se peneiras de analises granulométricas (Bronzinox) com 60 e 80
MESH, sendo recolhida a porcéo intermediéria que ficou retida na peneira com malha de
80 MESH.

4.3.2. Sintese da magnetita: Processo de co-precipitacdo dos ions Fe** e Fe**

Em 300 mL de agua ultra-pura (UP), previamente aquecida, adicionou-se 30 mL de
uma solucdo de FeCl, 0,6 M gota a gota sob forte agitacdo mecénica de 150 rpm, sendo
que a cada gota adicionada esperava-se a homogeneizacdo do meio. Em seguida, também
sob agitacdo mecanica, foram adicionados, gota a gota, 30 mL da solu¢do de FeCl3.4H,0
1,1 M, novamente, a cada gota adicionada esperava-se a homogeneizacdo do meio. A
temperatura do meio racional foi ajustada para 65 °C com auxilio de placa de aquecimento
e 0 pH ajustado para 11,0 por meio da adicdo lenta de NaOH 4M sob vigorosa agitacdo
mecanica 150rpm.

O procedimento conduziu a formacgdo de uma solugdo de coloracdo negra, a qual
foi mantida por 30 min a 65 °C; pH 11,0 sob vigorosa agitacdo mecéanica. O béquer com a
mistura obtida (massa negra) permaneceu em repouso sobre um ima (campo magnético
externo) para auxiliar a separacdo das particulas magnetizadas. As particulas magnéticas
ficaram depositadas na parte inferior do becher na forma de uma massa escura. O
sobrenadante foi removido e o pH medido. Na massa negra foram efetuadas lavagens com
agua UP e com a mistura acetato de etila e &gua UP na proporcdo 1:1. As duas primeiras
lavagens foram realizadas com 200 mL de agua UP e as lavagens posteriores foram
realizadas com a mistura 1:1 de acetato de etila e agua UP de forma que o sobrenadante
apresentasse pH 7,0. A massa negra com as particulas magnéticas foi levada a estufa a
60 °C por 18 h. O fluxograma do processo de obtencdo das particulas magnéticas de

magnetita e maghemita é ilustrado na Figura 4.1.
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Adicdo lenta
( gota a gota)

agitacao:150rpm

65°C

pH = 11,00

65°C; agitacdo:150rpm
35 minutos

18°C — 24h

Lavagens com

Figura 4.1. Fluxo do processo de co- precipitacdo dos fons Fe*? e Fe*,
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4.3.3. Magnetizacao do suporte hibrido: Dopagem do suporte (SiO,-PVA)

Preparou-se uma suspensdo de 6 g de suporte hibrido (SiO2-PVA) em 300 mL de
4gua ultra-pura (UP) e, entdo o procedimento de co-precipitacdo dos fons Fe*? e Fe*®
descrito em 4.3.2 foi realizado na suspensdo (SiO,-PVA) em agua UP, resultando no

suporte SiO,-PVA dopado com Fe*? e Fe™.
4.3.4. Incorporacdo das particulas magnéticas na sintese do suporte hibrido

Preparou-se uma batelada de suporte hibrido SiO,-PVA e apds o periodo de reacéo
de 40 min, adicionou-se ao meio reacional na razéo de 1:8 (composto precipitado: suporte
hibrido) o composto obtido pela co-precipitacdo de Fe™ com Fe** em NaOH. Desta forma,
neste procedimento ocorreu a formacdo de sistema sol-gel contendo particulas
magnetizadas, a preparacao foi mantida a 25 °C por 48 h ou até a completa solidifica¢do. O
composto apresentou coloracdo negra e foi triturado até que passasse pela peneira padrao
serie Tyler de 42 MESH e ficasse retida na peneira de 60 MESH.

4.3.5. Ativacao dos suportes

Os suportes foram ativados com solucéo de epicloridrina 2,5% (vv) em tampao
fosfato de sédio (0,1 M e pH 7,5), na propor¢do 1 g de suporte para 10 mL de solucéo.
Apo6s a homogeneizacdo, a mistura foi mantida sob agitacdo por 1 h a temperatura
ambiente, em seguida submetida a filtracdo o vacuo em um funil de Buchner revestido com
papel de filtro (didmetro 28 um) para retirar o excesso de umidade. Durante a filtragcdo o
suporte foi lavado exaustivamente com agua destilada e solucdo tampao de fosfato, e em

seguida levado a estufa (60 °C) por 24 h.
4.3.6. Imobilizacéo de lipase de Burkholderia cepacia nos suportes sintetizados

Os suportes ndo ativados e ativados com epicloridrina foram utilizados para
imobilizar a lipase B.cepacia por adsorgéo fisica e ligacdo covalente, respectivamente. Em
uma relagéo (solido:liquido) de 1:10, os suportes foram embebidos em hexano e mantidos
sob agitacdo por 2 h em shaker (Modelo TE-420, Tecnal). Apds este periodo, para cada
grama de suporte (matéria seca), foram adicionados 250 mg de lipase de B.cepacia na sua
forma livre e 100 pL de solucdo aquosa contendo 5 mg mL™ de polietilenoglicol (PEG-

1500). A suspensdo contendo enzima, suporte e PEG-1500 foi homogenizada por suave
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agitacdo com bastdo de vidro, até a suspensdo apresentar a formacéo de grdos de tamanhos
irregulares, seguido de contato estatico por um periodo adicional de 18 h a 4 °C (PAULA
et al., 2008).

A recuperacdo dos derivados imobilizados foi efetuada por filtragdo a vacuo em
papel de filtro 100 mm de didmetro, com lavagens sucessivas com hexano até a redugéo da
umidade dos derivados imobilizados em valores ndo superiores 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

pela equacdo 4.1.

n(%):%xloo (4.1)

0

Em que: Uo= unidades de atividade oferecida para imobilizacdo enzima livre;
Us=unidades de atividade enzimatica total presente no derivado imobilizado (massa seca

do derivado imobilizado x atividade).
4.3.7. Sintese de ésteres alquilicos

As reacOes foram efetuadas em reatores de vidro cilindrico (60 mm de altura e 40
mm de didmetro interno) encamisados com capacidade de 50 mL, acoplados com
condensador de refluxo sob agitacdo mecéanica 150 rpm. As reac6es foram realizadas numa
temperatura fixa de 45 °C, utilizando 20 gramas de meio reacional, com razdo molar
6leo/etanol de 1:8, em meio isento de solvente e lipase B. cepacia imobilizada nos diversos
suportes, numa proporcdo de 500 unidades de atividade por grama de éleo de coco. O
progresso da sintese foi acompanhado pela retirada de aliquotas, ao longo da reacdo. As
concentragOes de ésteres de alquila foram quantificadas por cromatografia em fase gasosa

utilizando metodologia previamente estabelecida (URIOSTE et al., 2008).
4.3.8. Purificacéo dos ésteres

Apos a separagdo do biocatalisador o volume do meio reacional foi medido e
transferido para o funil de decantacdo com adicdo do mesmo volume de agua destilada
para a purificacdo dos ésteres etilicos. Na mistura do funil de decantacdo ocorreu uma

agitacdo e a mistura ficou em repouso por 30 min para a separacdo das fases. A fase
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inferior composta por glicerol e agua de lavagem foi descartada e a fase superior, composta
pelos ésteres de etila (biodiesel), foi submetida a centrifugacdo (1570 G por 15 min) e em
seguida & evaporacdo em rota-evaporador para a retirada de etanol e agua remanescentes.
Posteriormente, foram adicionadas pequenas guantidades de sulfato de sodio anidro para
finalizar a etapa de secagem. As amostras de biodiesel purificadas foram submetidas a
andlise dos parametros de viscosidade e densidade.

4.4. Métodos de Andlise

4.4.1. Dosagem da umidade

A determinacdo do teor de umidade dos suportes e biocatalisadores foi feita
medindo-se a perda de massa do material apds secagem de uma quantidade conhecida

(cerca de 0,1 g) em balanca analitica acoplada com infravermelho durante 15 min a 100 °C.
4.4.2. Area superficial e volume de poros especificos

As medidas de areas superficiais, volume de poros e distribuicdo de volume de
poros das amostras dos suportes foram realizadas em um equipamento da marca BEL,
modelo BELSORP-mini Il, empregando-se a técnica de adsorcdo-dessorcdo fisica de
nitrogénio a -196 °C. As amostras foram previamente tratadas in situ sob aquecimento a
100 °C por 3 h para retirar dgua e 0s gases adsorvidos na superficie e nos poros do sélido.
A massa empregada de cada amostra foi entre 0,17 e 0,21g. Os resultados apresentaram
erro maximo de £5% do valor de area especifica. A area superficial especifica dos suportes
foi calculada pelo método BET (Brunauer, Emmett e Teller, 1938) de multicamadas do gas
nitrogénio adsorvido fisicamente a -196 ° C na amostra. Para o célculo do volume de poros,
aplicou-se 0 método de BJH (Barrett, Joyner e Halenda, 1951) que utiliza a equacdo de
Kelvin e assume 0 esvaziamento progressivo dos poros com o decréscimo da pressao. A

equacdo resultante do método de BET é expressa conforme 4.2.

PIV(Po-P) = 1VnC + [(C-1)/VimC]P/Ps (4.2)

Em que:
Cc é a constante de BET dada pela equagéo 4.3

¢ =exp [(Q1 ¥ QL)/RT] (4.3)
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Vm € o volume de gas adsorvido quando a superficie do solido esta completamente coberta
por uma monocamada; V é o volume total de gas adsorvido; P é a pressdo medida no
estado de equilibrio; P, é a pressdo inicial do sistema; Q1 é o calor de adsorcéo da primeira
camada; Q. é o calor molar de condensacdo; T é a temperatura absoluta; R é a constante
universal dos gases perfeitos.

4.4.3. Difragédo de Raios-X (DRX)

A identificacdo estrutural das amostras foi realizada por medidas de difracdo de
raios X. As andlises de raios-X foram realizadas colocando as amostras sobre o suporte de
aluminio e as analises foram efetuadas em intervalos angulares de 10 a 70 graus e tempo de
contagem de 1 segundo, utilizando o difratdbmetro da marca Shimadzu, modelo XRD 6000.
A técnica utilizada foi a difratometria de po, a uma tensdo de 40kV e uma corrente de 30
mA. A radiagdo utilizada foi CuKa com monocromador de grafite e comprimento de onda

de 1,5418 A,
4.4.4. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As mudancas conformacionais, tais como cavidades nas superficies do suporte,
definidas pela insercdo de agentes de ativacdo ea presenca da enzima no suporte foram
observadas por microscopia eletronica de varredura (MEV). As micrografias das
superficies dos suportes foram obtidas utilizando microscépio eletrbnico de varredura
LEO1450VP com EDS acoplado (Schott Zeiss do Brasil, SP, Brasil).

As amostras foram polvilhadas sobre fitas de carbono dupla-face, metalizadas com
uma fina camada de ouro, previamente dispostas no porta-amostras. O microscépio foi

operado na modalidade elétrons secundarios e utilizando-se baixo vacuo.
4.4.5. Espectroscopia na regido do Infravermelho (1V)

A espectroscopia na regido do Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)
foi conduzida na faixa de niimero de onda de 400 a 4000 cm™ usando cristais de KBr. O
Espectrometro utilizado foi modelo Spectrum GX, Perkin Elmer. As amostras foram
analisadas pelo método de Transmissdo, sendo medidos os valores de absorbancia no
intervalo de 400-4000 cm™. Foram feitas 32 varreduras com resolucdo de 4 cm™ . As
amostras foram preparadas na forma de pastilhas de KBr, pesou-se cerca de 2 mg da

amostra seca e moida e adicionou-se a 200mg de KBr grau espectroscépico, seco a 105 °C
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por 2 h. Macerou-se esta mistura até que fossem eliminados visivelmente todos os cristais,
por cerca de 1min. A amostra macerada foi transferida para um molde pastilhador e

prensada (1,5 kgfcm™) sob vacuo por 5 min, formando entéo a pastilha para analise.
4.4.6. Determinacédo da densidade cristalina dos suportes

A densidade cristalina ou densidade do esqueleto sélido foi determinada em bal&o
volumeétrico de 10 mL previamente aferido com &gua a temperatura ambiente. Colocou-se
uma massa conhecida de particulas no interior do baldo e as mesmas foram imersas em
agua destilada sob vacuo, a fim de se eliminar o ar contido nos espacos intra e
interparticulas. O baldo volumétrico foi completado com &gua, sendo o volume ocupado
pelo solido obtido por diferenca apds preencher o baldo. A densidade foi calculada como a

relacdo entre a massa e 0 volume ocupado pelos solidos (FREITAS et al., 2010).
4.4.7. Determinacdo da atividade enzimatica

Foram misturados 5 mL de uma emulséo de azeite de oliva (50% azeite: 4gua) e 4
mL de pH tampé&o fosfato (pH 7,0; 0,1 M). A fim de garantir a homogeneizagdo do meio, 0
sistema reacional foi mantido sob agitacdo prévia, a 37 °C por 10 minutos. Em seguida,
adicionou-se 1 mL da solucdo enziméatica (0,5 mg mL™, preparada em solucéo tamp&o pH
7,0) ou 0,05 g do derivado imobilizado, mantendo-se o sistema reacional sob agitacéo, a
37 °C, por 5 min. Apds o periodo de incubacao, foram adicionados 20 mL de uma mistura
de etanol e acetona (1: 1) e 10 mL de uma solugdo de KOH (0,05 mol.L™). O excesso de
KOH foi titulado com HCI (0,05 molL™) utilizando-se um titulador automético, sendo o
ponto de equivaléncia determinado empregando-se o modo “titulagdo dinamica” do
aparelho (DET, “Dynamic Equivalence point Titration”). A atividade foi calculada de
acordo com a equacgéo 4.4.

Vg —Va)-M-10°

Atividade (U/g)= o

(4.4)

Em que: Vg = volume do branco (mL); Va = volume da amostra (mL); M = molaridade da

solugédo de HCI; t = tempo de incubagdo (min); m = massa de biocatalisador adicionado

(9).
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4.4.8. Determinacdo dos parametros cinéticos da lipase livre e imobilizada

No célculo da constante de Michaelis-Mentem (Kg), foram preparados sistemas
reacionais contendo acidos graxos totais em concentracdes variando entre 372 — 1860 mM,
obtidos a partir de emulsdes preparadas com diferentes proporcées de azeite de oliva (10 —
50%) e solugdo aquosa de goma arabica (7% mv™). As velocidades iniciais das reacdes de
hidrdlise catalisadas pela lipase na forma livre e imobilizada foram determinadas de acordo
com a metodologia de hidrolise do azeite de oliva descrita anteriormente no item 4.4.7. As
constantes cinéticas (Kn e Vmax) foram determinadas pelo Programa Enzymefitter
(Leatherbarrow, R. J., 1987, Elsevier, Biosoft, Amsterdam, The Netherlands).

4.4.9. Determinacao dos ésteres de etila

Os ésteres de etila formados na reacdo de transesterificacdo do 6leo de coco com
etanol foram quantificados empregando cromatografo de fase gasosa (Modelo Varian CG
3800, Inc. Corporate Headquarters, Palo Alto, CA, USA), equipado com detector de chama
ionizante e coluna empacotada de aco inoxidavel do tipo 5% DEGS CHR-WHP 80/100
mesh 6ft 2.0mm ID e 1/8”0D (Restek, Frankel Commerce of Analytic Instruments Ltda,
SP, Brasil). Nitrogénio foi usado como gas de arraste com fluxo de 25 mL min™. A coluna
foi submetida a uma rampa de temperatura de 90 °C (3 min), 120 °C (10min) e 170 °C
(15min), a uma taxa de aquecimento de 25 °C min™. A coleta de dados foi realizada
utilizando o software Galaxie Chomatography Data System version 1.9. O volume de
injecdo da amostra foi de 1 pL contendo hexanol como padrdo interno (URIOSTE et al.,
2008).

4.4.10. Densidade dos ésteres de etila

Os valores de densidade foram determinados utilizando um densimetro digital
Modelo DMA 35n EX (Anton Paar). As medidas foram feitas a 15 °C, empregando-se 2,0

mL das amostras purificadas.
4.4.11. Viscosidade dos ésteres de etila

Os valores da viscosidade absoluta foram medidos em viscosimetro Brookfield
Modelo LVDVII (Brookfield Viscometers Ltda, Inglaterra) empregando o cone CP 42. As

medidas foram feitas em duplicata a 40°C, empregando 1 mL de amostra.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Caracterizagao dos suportes magnetizados

5.1.1. Propriedades texturais dos suportes de imobilizagio

Os valores das areas superficiais especificas e volumes de poros especificos das
diferentes matrizes produzidas foram determinados por adsor¢do de um gas em equilibrio,
em condigdes isotérmicas utilizando o método B.E.T.

Com os resultados apresentados na Tabela 5.1, verifica-se que a matriz de
particulas de Fe3O4 e yFe,0; possui menor area superficial especifica, bem como menor
volume de poros especifico, quando comparada as demais matrizes de SiO,.PVA
magnética e ndo magnética. Esses dados sdo similares aos descritos por Tran et al., 2012
que verificou para a matriz Fes0,~SiO, érea especifica de 202 m?g™ e volume de poros
especifico de 0,20 cm3g™?, valores similares aos encontrados na matriz de SiO,-PVA
dopada com Fe3;04 e yFe,O3 estudada neste trabalho.

Comparando a matriz SiO,-PVA dopada com Fe3O4 e yFe,0; com a matriz ndo
magnetizada (SiO,-PVA) observa-se que a adi¢do de dxido de ferro na superficie da matriz
polimérica ocasionou perda da area superficial especifica, ou seja ocorreu uma diminuicao
da quantidade de grupos de silica na superficie da matriz, indicando a interacdo entre as
particulas magnéticas e a rede de silica. No entanto, o volume de poros especifico nao
sofreu interferéncia com a deposicédo do ferro na matriz.

A perda de area superficial especifica ocorreu devido a alta energia de superficie
das particulas magnéticas, a tensao interfacial agiu como uma forca diretora para reducdo
espontanea da area superficial especifica pelo crescimento durante a etapa inicial de
precipitacdo e durante a agitacdo (TARTAJ et al., 2005; SUGIMOTO et al., 1998). A
funcionalizacdo da superficie do SiO,-PVA através do método de co-precipitacdo leva ao
decréscimo da area superficial especifica (TARTAJ et al., 2005).

Para o suporte SiO,-PVA sintetizado com Fe3O,4 e yFe,O3 ndo houve reducédo de
area superficial especifica em relacdo ao suporte ndo magnetizado (SiO2-PVA) e a matriz
SiO,-PVA dopada com Fe;O4 e yFe,0s. Neste procedimento ocorre a incorporacdo das
particulas magneticas no meio gelatinoso, desta forma a agitacdo do meio e a tenséo

superficial sdo reduzidas, evitando a reducgéo de area superficial especifica do suporte.
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Tabela 5.1. Propriedades texturais das matrizes magnetizadas e ndo magnetizada.

Suporte Area superficial Volume de poros
P especifica (m2g™) especifico (cm3g™)

SiO-PVA 396,5+ 19,8 0,14
SiO,-PVA dopada com
Fes04 e YFeOa. 224,0+£11,2 0,14
SiO,-PVA sintetizada com
FesO4 e YFe 05 481,0+ 24,1 0,15
Particulas de Fe3O,4 ¢ yFe 03 490+25 0,07

5.1.2. Densidade Cristalina

As matrizes de SiO,-PVA magnética e ndo magnética apresentaram valores
similares de densidade, o que indicou que a deposicdo de particulas de 6xido de ferro na
matriz polimérica de SiO,-PVA ndo modificou significativamente a densidade da matriz
original, conforme Tabela 5.2.

Verifica-se na Tabela 5.2 que dentre os suportes avaliados a maior densidade foi
obtida para as particulas Fes04 e yFe O3 de acordo com Harris, 2002 a magnetita e
maghemita possuem densidade 5,26 e 4,87 g. cm™, respectivamente. Na determinacéo da
densidade cristalina, ndo se leva em conta os poros das particulas. Os métodos para medir a
densidade dos sélidos sdo consideravelmente menos precisos, que para liquidos, devido a
sua heterogeneidade, solubilidade parcial e presenca de bolhas de ar (GRATUITO et al.,
2007) esse fato explica os valores menores de densidade obtidos para as particulas FezO,4 e
vFe;0s.

Tabela 5.2. VValores de densidade cristalina dos diferentes suportes.

Matriz Densidade
(g.cm™)
SiO,-PVA 1,80+ 0,10
Si0,-PVA dopada com Fe30O,4 e yFe,03 1,70+ 0,10
SiO,-PVA sintetisada com Fe3O, ¢ yFe,O3 1,97 +0,14

Particulas de Fe3O4 e yFe,03 2,59 0,20
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5.1.3. Espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR)

Os espectros de transmitancia na regido do infravermelho, mostrados na Figura 5.1,
apresentaram uma banda larga na regido de 3400 cm™ com um ombro em 3250 cm™ que
foram atribuidas ao grupamento O-H de hidroxilas ligadas ao ferro ou a cadeia polimérica
de SiO,-PVA o grupamento O-H é proveniente da &gua de hidratacdo e de cristalizacdo
(NYQUIST; KAGEL, 1997). A banda em 1630 cm™ foi atribuida & deformacéo angular da
agua SH-O-H. As bandas em 600 a 500 cm™ séo atribuidas a FesO4 e yFe,03 na ligacio
entre Fe-O-Fe. ObservacOes de bandas representativas de Fe3O4 e yFe,O3 também foram
relatadas por Wei et al., 2012; Xie et al., 2009.

Os espectros apresentados revelam ainda outras informacgdes sobre estrutura
quimica dos sistemas estudados. Com relacdo ao suporte SiO,.PVA, a banda
correspondente & regido 1000-1110 e 470 cm™ evidencia estiramento assimétrico Si-O-R
(RAMOS et al., 1998; ASSIS, 2003). Desta forma, a analise de FTIR sugere uma ligacao

de silica nas particulas magnéticas.
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Figura 5.1. Espectros na regido do infravermelho da matriz SiO,-PVA (a) linha laranja,
matriz SiO,-PVA dopada com Fe3O,4 (b) linha azul, SiO,-PVA sintetizada com Fe3O,4 e
vFe,03 (¢) linha vinho e particulas de Fe3O4 e yFe O3 (d) linha preta.
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5.1.4. Difracéo de Raios-X

A caracterizagdo estrutural foi realizada a partir da difracdo de raios-X, nesta
técnica ocorre que uma frente de ondas passa através de fendas cuja separacdo €
comparavel ao comprimento de onda A da radiacdo. A técnica de medida difracdo de raios-
X ¢ baseada na interac¢do da radiagdo eletromagnética de comprimento de onda A (=0,1 nm)
com planos de atomos do sélido cristalino.

Os materiais com arranjo cristalino e repetitivo apresentam difratogramas contendo
picos e reflexBes bem definidas. Por outro lado, os materiais amorfos ndo possuem um
arranjo cristalino regular e, portanto ndo apresentam difratogramas com reflexdes definidas
(CULLITY, 2001).

Os difratogramas ilustrados na Figura 5.2 sdo referentes aos suportes hibridos
(SiO,-PVA) ndo-magnético e magnético e ao 6xido de ferro. Os difratogramas obtidos a
partir dos suportes magnetizados e SiO,-PVA apresentam picos de baixa intensidade e com
expressiva largura em 24° e 23° (20) respectivamente, indicando formagdo de estruturas
predominantemente amorfas pela presenca da silica (KIM et al., 2003). A formacdo de um
microambiente amorfo mostra que os suportes sdo formados por uma rede ndo uniforme e
com um nudmero considerdvel de intersticios, ideal para o processo de imobilizacdo de
enzimas (FAN et al., 2006). Uma distribuicdo homogénea do componente organico na
matriz inorganica evita a formacdo de agregados de enzima, conforme constatado por
Abbehausen et al., 2011.

Os suportes magnéticos apresentaram picos caracteristicos de cristalinidade (curvas
b e c) o que evidencia a precipitacdo dos éxidos no suporte de SiO,-PVA. Comparando 0s
difratogramas ilustrados na Figura 5.2 observou-se a formacdo de maghemita e de
magnetita de acordo com a ficha JCPDF#19-0629 da Figura 5.3, porém com uma pequena
varia¢do no grau de cristalinidade entre uma amostra e outra. O grau de oxidagdo dos ions
ferro determina a fase cristalina de obtencdo do Oxido de ferro. A varia¢do no grau de
cristalinidade reflete proporcionalmente no grau de magnetizagdo para amostras de uma
mesma composicdo, ou seja, quanto maior o grau de cristalinidade maior o grau de
magnetizacdo. Desta forma, o composto de 6xido de ferro formado depende da forma de
preparacdo matriz, ou seja, a preparacdo por sintese ou a dopagem influenciaram nas

caracteristicas fisicas da amostra.
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Figura 5.2. Difratometria de Raios X da matriz SiO,-PVA (a) linha laranja, matriz SiO,-
PVA dopada com Fe3O4 (b) linha azul, SiO,-PVA sintetizada com Fe3O4 e yFe,O3 (C)
linha vinho e particulas de Fe;O4 e yFe,O3 (d) linha preta.
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Figura 5.3. Curvas de difracdo de raios X: (a) ficha catalografica da magnetita
(JCPDS#19-0629), semelhante a maghemita.

Tomando por base os dados descritos por Rahman et al., 2012, pode-se inferir que
houve a incorporagdo da magnetita e maghemita nas matrizes, pois todos os difratogramas
apresentaram o pico caracteristico de difragdo em 26 = 35,70 ° que corresponde a fase

espinélio de particulas de Fe304. Segundo Mincheva et al., (2008) e Kim et al. (2003) picos
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na posigéo de 30,0°, 35,5°, 43,1°, 53,4°, 57,0° e 63°, como encontrados neste trabalho, sdo
caracteristicos de magnetita de fase cristalina.

De forma generalizada, os difratogramas apresentaram picos estreitos e as
resolucdes das linhas espectrais apresentaram muito ruido. A forma e largura dos picos
indicaram que hé cristalinidade nas matrizes magnéticas e fase amorfa na matriz de SiO,-
PVA.

5.1.5. Microscopia Eletronica de Varredura

A microscopia eletronica de varredura na ampliacdo de 200 vezes permitiu verificar
as pequenas diferencas morfoldgicas entre os suportes (SiO-PVA) ndo magnético,

magnetizados e magnetita/maghemita (Fe3O4 e yFe,0s).

F D40 x200 500um

F D42 x200 500um Pos - PVA + Fe203

(a) Matriz (SiO,-PVA) (b) Matriz SiO,-PVA dopada
com Fe;04 e yFe, 03

F D53 x200 500um

F D47 x200 500um Fe203
Sintese
(c) SiO,-PVA sintetizada com (d) Particulas de
Fe3Oy e yFe,0s. Fe3O4 e yFe,0s.

Figura 5.4 (a-d). Analises de Microscopia Eletrénica de Varredura.
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A heterogeneidade da forma das particulas foi atribuida a alta energia de atragédo
superficial das particulas magnéticas. Os suportes (Figuras 5.4 a-d) possuem caracteristica
predominante amorfa. Os suportes magnetizados com Fe3O,4 e yFe,O; possuem pequenos
aglomerados cristalinos na superficie da matriz, conforme pode ser observado nas Figuras

5.4 (b-d), corroborando com os dados reportados por Yamamura et al., 2004.
5.2. Sele¢do do metodo de imobilizacdo

A lipase de Burkholderia cepacia foi imobilizada nas matrizes por adsorcéo fisica e
ligacdo covalente de acordo com os procedimentos descritos em 4.3.5. A Tabela 5.3
apresenta os resultados de atividade hidrolitica dos derivados imobilizados obtidos, bem
como os Vvalores de recuperacao de atividade.

A imobilizacdo da lipase de B. cepacia nos suportes nao magnetizado e
magnetizado forneceu valores similares de atividade hidrolitica, demonstrando que a
magnetizacdo ndo influenciou significativamente a interagdo suporte-enzima.

Pela analise dos resultados foi possivel verificar que o procedimento por ligacao
covalente, forneceu valores mais elevados de atividade hidrolitica quando comparado ao
processo por adsorcdo fisica. Verifica-se, portanto, que o método de imobilizacdo por
ligagdo covalente proporcionou maior recuperagdo de atividade para todas as matrizes
testadas. Esses resultados sdo similares aos reportados por Garcia, 2013 referentes aos
rendimentos de imobilizacdo da lipase B.cepacia em nanoparticulas magnéticas. Os valores
de recuperacdo de imobilizacdo por ligacdo covalente (97,48%) foram superiores aos
obtidos por adsorcao (86,14%).

A maior recuperacdo de atividade no processo de imobilizagdo por ligacao
covalente pode ser atribuida a maior interacdo da enzima com 0 suporte, ou seja, maior
namero de enlaces entre enzima e suporte (VILLENEUVE et al, 2000). No processo de
imobilizacdo por adsorcdo fisica ocorre apenas a interacdo entre os grupos superficiais do
suporte com grupos de superficie da enzima, através de atracdes eletrostaticas ou dipolares
(forcas de van der Waals) ou ainda pontes de hidrogénio (DALLA-VECCHIA,
NASCIMENTO; SOLDI, 2004).

Desta forma, verifica-se que o método de imobilizagdo por ligacdo covalente foi o
procedimento mais adequado para preparar o biocatalisador imobilizado visando aplicacdo
posterior na catalise de ésteres de etila, sendo, portanto, adotado nos experimentos

seguintes.
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Os valores do rendimento de imobilizagdo foram superiores aos relatados na
literatura nos quais a preservagéo da atividade foi de cerca de 50% na resolucéo da sintese
enzimatica de (RS)-1-fenil etanol pela lipase de Burkholderia cepacia imobilizada em
nanoparticulas magnéticas utilizando a técnica de adsorcéo fisica (REBELO et al., 2010).
A recuperacdo de atividade mais elevada foi constatada para a matriz SiO,-PVA
sintetizada com Fe30,4 e yFe,O3,

Tabela 5.3. Parametros de imobilizagdo da lipase B. cepacia em suportes magnetizados e
ndo magnetizado por adsorcéo fisica e ligagdo covalente

Adsorcao fisica Ligacao covalente
Lipase imobilizada Atividade  Recuperagdo  Atividade Recuperagio
(Ugh (%) (Ugh (%)
SiO,-PVA 2208 + 80 59,1 2804 + 266 74,3
SiO,-PVA dopada 2431+ 80 62,7 2919 £102 76,9
com Fe30, € ’YFezog
SiO,-PVA sintetizada 2797+ 39 74,6 3224 £ 57 85,9
com Fe30, € ’YFezog
Fes304 e yFe 03 2752 + 40 73,1 3004 + 358 80,5

Atividade da lipase livre= 14905 Ug™.

5.3. Determinacdo dos parametros cinéticos

Enzimas imobilizadas geralmente dificultam a transferéncia de massa dos reagentes
para a superficie (difusdo externa) e para os poros (difusdo interna) provocando perda de
afinidade com o substrato em relacdo a enzima livre (VILLEUNEVE et al., 2000).

Para verificar o efeito da concentracdo do substrato sobre a velocidade inicial da
reacdo de hidrolise utilizou-se a lipase livre e os derivados imobilizados nas matrizes SiO,-
PVA ndo magnetizada; SiO,-PVA magnetizada (dopada); SiO,-PVA magnetizado
(sintetizada com Fe304 e yFe,03) e particulas de Fe;O,4 e yFe O3, A porcentagem de azeite
de oliva na emulséo 6leo e agua foram variadas entre 10 a 60 % (mm™). Os ensaios foram
realizados em pH 7,0 a 37 °C.

Tomando por base os valores de atividade hidrolitica (Ug™) para lipase B. cepacia
imobilizada nas matrizes testadas para cada concentracdo de substrato e utilizando o
Programa Enzyme fitter foram obtidos os parametros cinéticos Ky, (mM) e Vimax (Ug™),
conforme apresentado na Tabela 5.4.

A lipase B. cepacia imobilizada em suporte ndo magnetizado SiO,-PVA apresentou

Kn =811+ 56 mM, enquanto que a lipase imobilizada em suporte (Si,O-PVA) dopado com
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FesO4 e yFe O3 apresentou K,=909+ 97mM e a lipase imobilizada em Si,O-PVA
sintetizado com Fe304 ¢ yFe,O3 apresentou K,=1898 + 227mM. O maior valor de K, foi
verificado para a lipase imobilizada em particulas de Fe30; e 7YFe,03
(Kn= 4751 + 1241 mM). Esses valores de K, indicam mudanca da afinidade da lipase pelo

substrato, na forma imobilizada para todos os suportes testados.

Tabela 5.4. Valores de Ky, e Vinax Obtidos a partir dos valores de atividade hidrolitica em
funcéo da concentragéo de substrato.

Lipase Vmax(Ug™) Km(mM)
Livre 16019 + 749 400 + 32
Imobilizada em SiO,-PVA 3741 + 140 811 +56
Imobilizada em SiO,-PVA 3995 +137 909 + 97

dopada com Fe304 ¢ yFe O3

Imobilizada em SiO,-PVA 4360 £1669 1898 + 227
sintetizada com Fe30, ¢ yFe,0O3

Imobilizada em particulas 11900 + 1382 4751+ 1241
de FesOse YF€203

Esse comportamento é geralmente observado para enzimas imobilizadas em funcéo
dos efeitos de interacdo enzima e suporte e dependem do processo de imobilizacdo. Trés
formas de interacdo podem ser distinguidas: (1) a ligacdo da proteina na matriz pode
resultar em mudancas conformacionais que afetam a funcgdo catalitica; (2) o acesso do
substrato ao sitio ativo da enzima pode ser afetado por impedimento estérico do suporte e
(3) as propriedades do suporte, como sua natureza hidrofilica ou hidrofobica, ou a presenca
de cargas fixas que afetam o modo de acdo da enzima (PAULA et al., 2008).

Verifica-se que as nanoparticulas de 6xido de ferro magnetita FesO4 e maghemita
vFe,03 atuaram no suporte hibrido de forma a reduzir a afinidade da enzima pelo substrato
sugerindo limitacdo difusional do substrato devido & presenca de éxido depositada na
superficie do suporte ou incorporada ao suporte. A perda de afinidade pelo substrato foi
mais critica para o derivado imobilizado em particulas de ferro seguido do derivado

imobilizado em SiO,-PVA sintetizado com FezO,4 e yFe,0s.
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5.4. Sintese de ésteres de etila por transesterificacdo

O desempenho dos biocatalisadores imobilizados pelo processo de ligagéo
covalente foi testado na reacdo de transesterificacdo do Oleo de coco utilizando etanol
como agente acilante. Nesta série de ensaios, foi efetuado o monitoramento das reacées em
termos de ésteres etilicos formados em fungdo do tempo de reagdo, conforme mostrado na
Figura 5.5 (a-d) e Tabela 5.5.
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Figura 5.5. Perfil de formacdo dos ésteres de etila a partir da reagdo de
transesterificagdodo Oleo de coco com etanol, catalisada pela lipase B. cepacia
imobilizada em diferentes suportes: (a) matriz SiO,-PVA, (b) matriz SiO,-PVA dopada
com Fe304 e yFe 03, () matriz SiO,-PVA sintetizada com Fe3O4 e yFe,O3 e (d)
particulas de Fe3O4 e yFeO.
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Com base nos resultados obtidos, verifica-se que independente do derivado
imobilizado, as reacfes apresentaram similares perfis cinéticos com relacéo a formacéo dos
ésteres de acidos graxos presentes no 6leo de coco, com destaque para os ésteres de laurato
e miristato de etila, que sdo os &cidos graxos presentes em maior proporcao nessa matéria-
prima lipidica.

Na reacgéo catalisada por lipase imobilizada em SiO,-PVA ndo magnetizada o valor
maximo obtido em concentracdo massica de ésteres de etila foi da ordem de 69,02%,
correspondendo a um rendimento de 99,9% em 72h (Figura 5.5a). Resultado similar foi
obtido para a reagéo catalisada pela lipase imobilizada em SiO,-PVA dopado com FezO4 e
vFe,03, cuja a conversdo total de ésteres foi obtida em 72 h (Figura 5.5 b). O perfil de
formacdo dos ésteres de etila para reacdo catalisada pelo derivado imobilizado em SiO,-
PVA sintetizada com Fe3O4 ¢ YFe,O3 indica menor velocidade de reacdo inicial, entretanto
alcancando o equilibrio estequiométrico em 72h (Figura 5.5 c). Por outro lado, o derivado
imobilizado em particulas de Fe3O4 ¢ YFe O3 (Figura 5.5 d) forneceu a menor velocidade
de reacdo sendo necessario um periodo de 96h para alcangar 0 mesmo grau de conversdo
(99%).

Tabela 5.5. Formacdo dos ésteres de etila a partir da reacdo de transesterificacdo do éleo
de coco com etanol, catalisada pela lipase B. cepacia imobilizada em diferentes suportes:
matriz SiO,-PVA, matriz SiO,-PVA dopada com Fe3O4 ¢ yFe,O3, matriz SiO,-PVA
sintetizada com Fe304 € yFe O3 € particulas de FezO4 € y Fe,0.

SiO,-PVA dopada SiO,-PVA Particulas
SiO,-PVA com Fe;0 e sintetizada com de Fe;0,¢€
vFe, O3 Fe:04e yFe,0O; vFe, O3
Octandico C8 6,84 7,76 7,39 4,34
Caprico C10 4,10 5,69 5,10 4,72
Laurico C12 34,73 37,63 38,91 36,21
Miristico Ci14 13,95 13,20 11,79 13,53
Palmitico C16 4,05 4,15 4,93 5,92
Estearico C18 1,41 1,12 1,16 1,21
Oléico Ci18:1 2,74 0,75 1,99 1,53
Linoléico C18:2 1,16 0,62 0,78 1,24
Total em ésteres (%) 69,02 70,10 70,94 68,75

Tran et al., 2012 realizaram a imobilizacdo da B. cepacia em alkyl-Fe;04-SiO, e
relatarm 92% de conversdo do 6leo de soja em ésteres evidenciando a eficiéncia da matriz

magnética no processo de imobilizacdo de enzimas para a producéo de ésteres alquilicos.
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Diversas lipases na forma imobilizada tem sido utilizadas para a producdo de
biodiesel com relativo sucesso como, por exemplo, Novozym 435 (derivada a partir de
Candida antarctica) imobilizada em resina acrilica (SHIMADA et al.,, 1999),
Thermomyces lanuginosus imobilizada em Fe3O,4 (XIE; MA, 2010) e lipases produzidas a
partir de Pseudomonas fluorescens e Pseudomonas cepacia imobilizadas em polipropileno
macroporos (SALIS; MONDUZZI; SOLINAS, 2007).

A Tabela 5.6 apresenta as propriedades das amostras de biodiesel purificadas.
Conforme pode ser observado, os valores de viscosidade, densidade e teor de ésteres
obtidos atendem as especificacdes da ANP para uso como combustivel. Estes resultados
indicam a potencialidade de producéo do biodiesel pelo processo proposto neste trabalho.

Tabela 5.6. Propriedades das amostras de biodiesel obtidas da reacdo de transesterificacdo
do 6leo de coco com etanol, catalisada pela lipase B. cepacia imobilizada em diferentes
suportes.

ANP SiO,-PVA SiO,-PVA SiO,-PVA Fe;O,¢e
dopado com sintetizado YFe,O3
Fe;O, e com Fe;0,¢e
’YFezog ’YFezog
Teor de éster (%) 94,3 99,9 100 100 99,5
Viscosidade (mmzs'l) 3,9-5,6 3,76 3,86 3,86 3,93
Densidade ( kg m'3) 800-950 876 873 873 874

Além disso, a possibilidade de recuperacéo do biocatalisador por campo magnético
para uso em bateladas consecutivas pode tornar 0 processo atrativo economicamente,
reduzindo o custo operacional. Verifica-se que os valores de viscosidade cinematica
obtidos estdo coerentes com o0s respectivos valores de rendimento de transesterificacdo.
Sabe-se que maiores conversdes correspondem a menores viscosidades (MOREIRA et al,
2007).

Esses resultados também revelam que o sistema imobilizado utilizado ndo foi
suscetivel aos efeitos de inibigdo normalmente observados para lipases de diferentes fontes
em meios altamente polares, como 0s meios reacionais constituidos por etanol (URIOSTE
et al., 2004; MOREIRA et al, 2007).
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6. CONCLUSOES

Particulas de oxido de ferro tipicamente sdo magnetita Fe3O4 e maghemita yFe,Os3,
e apresentam propriedades adequadas para a aplicacdo em processos biocataliticos, em
particular para imobilizacdo de enzimas. Oxidos magnéticos foram incorporados na matriz
hibrida SiO,-PVA por dopagem e por sintese com Fe;O; ¢ yFe,O3. A eficiéncia das
matrizes magnéticas na imobilizacdo da lipase de Burkholderia cepacia foi comparada
com a matriz hibrida ndo magnética (SiO,-PVA) e com as particulas de Fe;O4 e YFe,0s.

e O processo de co-precipitacdo dos fons Fe*? e Fe*® em solucdo alcalina resultou em
particulas em forma de pd de coloracdo preta que exibiram magnetizacdo quando expostas
a um campo magnético.

e A caracterizacdo das matrizes magnéticas, por técnicas de B.E.T., Difracdo de
raios-X, microscopia eletrénica de varredura e espectroscopia na regido do infravermelho,
indicou a presenca o Oxido de ferro (magnetita e maghemita) incorporado na matriz de
(SiO,-PVA), tanto no processo de dopagem quanto no processo de sintese.

e Os suportes foram empregados para imobilizacdo da lipase de Burkholderia
cepacia por adsorcao fisica e ligacdo covalente. A recuperacdo de atividade no processo de
imobilizacdo por ligacdo covalente foi superior se comparado ao procedimento por
adsorcdo fisica. A metodologia de incorporacdo das particulas magnéticas na matriz SiO,-
PVA, processo de sintese, apresentou o melhor resultado de recuperacdo de atividade
(85,9%).

e Os resultados obtidos com relacdo aos pardmetros cinéticos sugerem que a lipase B.
cepacia imobilizada em suporte hibrido magnetizado apresentou menor afinidade pelo
substrato do que no suporte hibrido ndo magnetizado. Isto pode ser evidenciado pelos
valores encontrados de Ky, em que o maior valor encontrado para lipase imobilizada em
suporte magnetizado com Fe*? e Fe*? (K,,=1025+945) quando comparado com a lipase B.
cepacia imobilizada em suporte hibrido (SiO,-PVA) ndo magnetizado (K,=811+ 56 mM).

o O processo de transesterificagdo enzimética do 6leo de coco utilizando os derivados
imobilizados demonstrou potencial para a producdo do biodiesel. As reacdes de
transesterificacdo forneceram resultados promissores atingindo conversdo total dos
triglicerideos em ésteres de etila. As amostras do produto purificado apresentaram valores
de viscosidade (3,76 a 3,93 mm?s™) e densidade (876 a 873 kg m™) que atendem os

requisitos da ANP para uso como biocombustivel.
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