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RESUMO

Neste trabalho as caracteristicas texturais deasilmacro e mesoporosas utilizadas
como suporte enzimatico foram avaliadas para asdrde ésteres a partir do 6leo ndo
purificado de Nabo Forrageirphanus Sativuls.). Silicas meso (MCM-41 e SBA-
15) e macroporosa (Silica de Porosidade Control&R(C) foram utilizadas sem
nenhum tratamento prévio, como suporte para a limabfio da enzima lipase de
Burkholderia cepaciaA enzima foi imobilizada nas silicas pela técrdeaadsorcéao. As
silicas e também os biocatalisadores imobilizadosani caracterizados por
infravermelho com Transformada de Fourier, Difragédraios X e adsor¢éo/dessorgcéao
de nitrogénio para a determinacdo de suas carttas texturais e superficiais. As
analises de Difracdo de Raios X mostraram quefhéedicas nas intensidades dos picos
caracteristicos para as silicas antes e apoés alimagho, confirmando que a enzima
lipase se ligou aos mesmos. As andlises de adsdesdorcdo de nitrogénio
demonstraram que a enzima ficou adsorvida na soedxterna da MCM-41, e no
interior da SBA-15. O biocatalisador preparado @®BA-15 (SBA/Imob.) foi o que
apresentou maior capacidade de retencdo da en2i®@ ifng proteina/g de suporte
seco). Além disso, testes de atividade de hidrdlesterificacdo, influéncia da
temperatura e da variagdo do pH no meio reacienalstes de estabilidade operacional
foram realizados. Por fim, os biocatalisadoresarforutilizados na reacéo de
transesterificacdo do 6leo de Nabo Forrageiro. éed® com os resultados obtidos, a

imobilizacéo foi positiva para a reacédo de estaxfdo e para os testes de estabilidade



térmica e a variacdo do pH do meio reacional, psidiocatalisadores imobilizados
demonstraram melhor desempenho, quando comparadozima livre. Somente o
biocatalisador preparado com a utilizacdo da MCNMAIM/Imob.) apresentou
estabilidade menor do que a enzima livre no testeatiacdo do pH possivelmente
devido as mudancas estruturais e superficiais port O biocatalisador SBA/Imob.
apresentou maior capacidade de retencdo das @®tem teste de lixiviagdo e se
mostrou mais ativo no teste de reuso na reacdoidfélibe do azeite de oliva
demonstrando ser mais estavel ao reuso. Os biseatales imobilizados
proporcionaram maiores rendimentos em ésteresagaagale transesterificacdo. Dentre
0s biocatalisadores imobilizados, o que foi preg@reom o uso da SPC foi o mais
eficiente, pois sua eficiéncia catalitica foi de53§ de ésteres/mg de proteina contra
26 g de éster /miligrama de proteina para o paglsarcom a MCM/Imob.
e 16,14 g de éster/miligrama de proteina com a BB#. Os resultados sugerem que
0 suporte que permite a melhor distribuicdo dasneas em sua superficie e menor
restricdo a difusdo interna do substrato até anenziossuiu melhor desempenho

catalitico na reacéo de transesterificacao.
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ABSTRACT

In the present study, the textural characteristia®acro and mesoporous silicas used as
an enzymatic support for the production of estemmfRaphanus sativus. lcrude oil,
were evaluated. Mesoporous (MCM-41 and SBA-15) amatroporous (Controlled
Pore Silica CPS) silica were used without any pegtment as support for
immobilization. Silicas and immobilized biocatalystere characterized by FTIR and
X-ray diffraction and adsorption / desorption ofrogen were used to characterize the
MCM-41 and SBA-15 before and after lipase froBurkholderia cepacia
immobilization. The enzyme was immobilized in thesoporous silica by adsorption.
The analysis of X-ray diffraction for silica showedference in the peaks before and
after immobilization, confirming that the enzymeubd to them. The analysis of the
adsorption / desorption of nitrogen showed that é¢heyme was adsorbed onto the
external surface of MCM-41, while lipase had acaess the SBA-15. The biocatalyst
prepared SBA-15 (SBA / Imob.) showed the highestnteon capacity of the enzyme
(2.09 mg of protein/g of dry support). Furthermoractivity by hydrolysis,
esterification, and the influence of temperatural goH in the reaction and the
biocatalyst stability in reuse were evaluated. lynthhe biocatalysts were used in the
transesterification reaction d?aphanus sativus. Loil. According to the results, the
immobilization was positive for the esterificatiogaction, thermal stability and the pH
of the reaction medium tests, because the immedblliziocatalysts showed a better

performance compared to the free enzyme. Only ibeatalyst prepared using MCM-



41 (MCM / Imob.) showed less than the free enzyméhe pH test possibly due to
structural changes in the support surface. Theabadyst prepared using the SBA-15
presented greater capacity retention of proteiriteerleaching test, and was more active
in the test for reuse in the hydrolysis reactiorolofe oil. Regarding the production of
ethyl esters, higher yields immobilized biocatadysdf the immobilized biocatalysts,
which was prepared using the SCP was the mostiexfti¢35.5 g of ester /mg of
protein) to 26 (g ester/milligram of protein) MCMmob. and 16.14 (g ester/milligram
of protein) with the SBA /Imob.. These results segjgthat the support has a better
distribution of the enzyme on the surface and lowmézrnal diffusivity restriction of

substrates have a better catalytic performandeeitransesterification reaction.
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1. INTRODUCAO

Atualmente, devido a elevacdo do preco do petr@moinuicdo das reservas,
aumento da demanda por combustiveis e questOe®raaibj fontes alternativas de
energia tém sido estudadas e desenvolvidas conaladide de diminuir a dependéncia
em relacdo aos combustiveis fosseis. Neste contkeditaca-se o biodiesel, que pode
substituir parcialmente ou totalmente o dieselvdelo de petréleo (MA e HANNA,
1999).

O biodiesel € uma mistura de ésteres alquilicolcaos graxos e € obtido por
meio da esterificagdo destes acidos ou transésagdb de triacilglicerois. E um
biocombustivel que pode ser produzido a partir ldesdovegetais, gorduras animais,
residuos da industria oleoquimica, 0leo de micemlgleo residual de fritura, entre
outros. Em relacéo ao petrodiesel as vantagensapeglas pelo biodiesel estdo no fato
deste ser biodegradavel, sua queima gerar menas@side diéxido e mondxido de
carbono, menor quantidade de enxofre em sua cogdmygpossuir maior eficiéncia de
combustdo, e ainda matérias-primas renovaveis ienag podem ser utilizadas para
sua producdo (RAMOS etal., 2011; BANKOVIC-ILIC; STAMENKOVIC;
VELJKOVIC, 2012).

A alcoolise com a utilizacdo de catalisadores hamegs acidos ou basicos é a
rota reacional comumente usada na industria pgr@ducao de biodiesel. A catalise
homogénea apresenta altos rendimentos em éstemadni{gnte mais de 96%), baixo
custo dos catalisadores e alta produtividade, coadpaaos demais tipos de catalise,
mas existe a dificuldade de recuperacdo do cafalisado glicerol produzido e
dificuldade de purificacdo dos produtos. No caseatalise homogénea alcalina existe
o problema da saponificacdo quando se utiliza magt@rimas sem tratamento prévio,
que apresentem acidez maior que 2 mg KOH/g (STAMENK; VELICKOVIC;
VELJKOVIC, 2011).

Ao contrario da catalise homogénea, quando se g@apreenzimas lipases
como catalisadores nédo existe a necessidade ddiza insumos purificados (ndo ha
restricdo na utilizacdo de insumos com elevadatulaate de acidos graxos livres) e a
recuperacdo do produto e purificagdo sdo maisdaEsitretanto, o uso de enzimas na
reacdo aumenta os custos de producdo de tal mosleegspa pratica € atualmente
inviavel para a producdo de biodiesel em largal@stima maneira de diminuir os

custos relativos as enzimas € sua imobilizacdoremmatriz adequada (inerte ao meio



reacional, térmica e mecanicamente estavel), pedoit assim, sua reutilizacao, além
de melhorar sua estabilidade operacional (ZHAN&.e2012).

A imobilizacdo pode ser dividida em trés métodas)ds estes ligacdo ao
suporte (adsorcéo, ligacdo covalente, interacGesas), inclusdo em matriz polimérica
e ligacdo cruzada (ligacdo entre enzimas sem adessuporte). Além da técnica de
imobilizagdo, o tipo de suporte, organicos, inoigds poroso e nao poroso, tem
grande influéncia na imobilizagdo. As caracteréstidos suportes inorganicos porosos,
tais como tamanho de poros, tamanho de particulasoologia, estabilidade e
natureza da interacdo entre a superficie do supatteenzima influenciam a eficiéncia
catalitica da lipase (HARTMANN e JUNG, 2010; HUDSOBIOONEY; MAGNER,
2008).

A pesquisa teve como objetivo avaliar a influérdaa caracteristicas texturais
de silicas macro e mesoporosas utilizadas comatsupara a imobilizacdo da enzima
lipase deBurkholderia cepacia sua aplicacdo reacdo de transesterificacdoedoda
Nabo Forrageiro.

Os objetivos especificos do trabalho foram:

-Sintetizar e caracterizar as silicas mesopordsamente ordenadas MCM-41
e SBA-15, e também caracterizar a Silica de Paxdsic€Controlada comercial,

-Imobilizar a enzima lipase nas silicas sintetizaglana comercial por meio da
adsorcao;

-Avaliar a massa de proteina retida em cada tipgugerte;

-Avaliar os biocatalisadores na reacdo de hidrotise azeite de oliva e
esterificacdo do acido oléico, utilizadas como deagadréo;

-Avaliar o comportamento dos biocatalisadores etacé#® a variacdo de
temperatura do meio e de pH;

-Avaliar da estabilidade operacional das enzimasbilzadas/biocatalisadores
em teste de lixiviacdo de proteinas e reuso n&oede hidrolise do azeite de oliva.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Nabo Forrageiro (Raphanus sativus L.)

A oleaginosa Raphanus sativus L., conhecida popularmente por Nabo
Forrageiro, é uma planta crucifera, albgama, peetee a familidBrassicaceage tem
sua aplicacdo como cultura para adubacgédo de invemajue ha pouca utilizacdo de
terras agriculturaveis, principalmente, nas reggigs centro-oeste do Brasil incluindo
o Estado de S&o Paulo (CREMONEZal., 2013; LIMA etal., 2007).

Quanto ao seu cultivo, o Nabo Forrageiro tem calaal com florescimento
em torno de 80 dias, alcan¢gando a maturacdo erdia20e o periodo de producao € de
3 meses. A produtividade em gréos esta entretigsat/l,5 t/ha e a sua semente possui
em meédia um teor de 6leo de 35%, com rendimentd5fekg/ha a 550 kg/ha de
material graxo (EMBRAPA, 2014).

De acordo com Sha e colaboradores (2013), o tedlatedas sementes do
Nabo Forrageiro € maior que o relatado para a e@iyodao e outras fontes de matéria
lipidica, apresentando vantagens em relacdo acdmél® extracdo, que pode ser feito
por meio de prensagem mecanica.

O O6leo de Nabo Forrageiro tem como principal comnept® em sua
composicdo o acido oléico (C18:1), que possui unmical insaturacdo. Esta
caracteristica € de grande importancia do ponteisdda da estabilidade, pois os 6leos
compostos com maiores quantidades de acidos meatiiados sdo mais estaveis ao
processo de oxidacgdo, degradacgdo e polimerizac@uel@s constituidos com por¢cdes
maiores de &cidos poli-insaturados (AVILA e SODRB12; CORSINI e JORGE,
2006). Outro acido graxo encontrado no 6leo de Natroageiro € o erucico (C22:1),
que possui caracteristicas antinutricionais, impddando sua utilizacdo como fonte
de nutricdo humana ou animal (CHAMMOUN; GELLER; DA®13).

Por possuir melhor estabilidade oxidativa em relag@oleo de soja, dispor de
caracteristicas fisico-quimicas adequadas para@du@iio, ndo ser um competidor do
ponto de vista de matérias-primas ediveis, o 6kedNdbo Forrageiro possui grande

potencial como insumo para a producgao de biod{E2MINGOS etal., 2008).



2.2 Biodiesel

O biodiesel pode ser definido como uma mistura deerés alquilicos,
geralmente ésteres metilicos e etilicos, e é atibizcomo substituto total ou parcial do
diesel de petrdleo se estiver de acordo com nomeasjualidade, tais como, por
exemplo, a americana ASTM D6751 e a europeia EN1442ue sao as mais
conhecidas e adotadas como referéncia e base ytaoa padrdes (BANKOMI-ILIC;
STAMENKOVIC; VELIKOVIC, 2012; LOBO; FERREIRA; CRUZ, 2009).

Muitas caracteristicas apresentadas pelo biods@seVantajosas em relacdo as
demonstradas pelo diesel de petréleo. Assim, el axraior lubricidade que o diesel
S15 (<15 ppm de enxofre), possui ponto de autadgnigaior, tornando-o mais seguro
ao manuseio e estocagem, é um combustivel biodagriaghode ser obtido a partir de
insumos regionais e renovaveis e as emissfes peoves da sua combustdo sdo menos
toxicas. O biodiesel também apresenta desvantaganelacdo ao petrodiesel, assim
como menor estabilidade oxidativa e de estocagesgppnais elevado dependendo do
tipo de matéria-prima utilizada, menor conteudour@dtrico de energia e maior
emissdo de o6xidos de nitrogénio. Porém, algumasadedesvantagens podem ser
eliminadas com o uso de antioxidantes, reducad@mpd de estocagem e utilizagdo de
matérias-primas com custos menores (MOSER, 2009).

Diversas fontes de lipideos tém sido utilizadas @womatéria-prima para a
producdo de biodiesel. Oleos vegetais, gordura alnantambém outras fontes de
material graxo como Oleo de microalgas, residuodritlera e sobras da industria
oleoquimica sdo alguns exemplos (ADEYEMI; MOHIUDDIMMEEL, 2011).

No Brasil, de acordo com boletim mensal da ANP @i Nacional do
Petréleo, Gas Natural e Biocombustiveis), duranteés de abril de 2014, a matéria-
prima com maior participacdo na producdo nacioaddiddiesel foi o 6leo de soja com
75,98% (ANP, 2014). A distribuicdo percentual dosumos utilizados se encontra na
Figura 2.1.



Abril / 2014

Oleo de Algodio
1,06%

Outros Materiais Graxos
1,75%
Oleo de Fritura 0,54%

Gordura de Porco 0,75%
Gordura de Frango
0,22%

Oleo de Palma / Dendé
0,01%

Figura 2.1- Distribuicdo das Matérias-Primas Utilizadas paPa@lucao Nacional de
Biodiesel.

FONTE: ANP (2014).

Como pode ser observado na Figura 2.1, a gordwimadocupa o segundo
lugar como matéria-prima utilizada, com 19,68% deigipacdo. O 6leo de soja e a
gordura bovina possuem caracteristicas fisico-gaisnidistintas, surgindo assim a

necessidade de diferentes tipos de processos parducao do biodiesel.

2.2.1 Processos de producao

Os processos de producao para o biodiesel sdawayipodendo ser utilizadas
técnicas como a reacao de pirdlise, esterificacfraresesterificacdo (RAMOS el.,
2011).

A pirGlise consiste na quebra das ligacOes eéstdigacdes das cadeias
carbbnicas dos triésteres por meio do uso de terysas acima de 356C, em
condicOes restritas de oxigénio e na presenca sénaia de catalisador (SUAREZ et
al., 2009).

O método da esterificacdo pode ser utilizado eneriag com quantidades de
acidos graxos livres tal que seja inviavel o precede transesterificacdo mediante
catélise alcalina. Os acidos graxos livres presente material sdo, primeiramente

transformados em ésteres com o uso de um catalidadio, para entdo passar para um
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segundo estagio, que é a transesterificacdo comilizagdo de catalisador alcalino.
Outra alternativa é a hidrélise dos triacilglicergpara posterior esterificacdo com a
formacéao de ésteres alquilicos (CHONGKHONGIgt2007).

De acordo com Krishnakumar; Vekatachalapathy; Haligan (2008), a
transesterificacdo € classificada como transestgdo supercritica, transesterificacao
supercritica ndo catalitica e transesterificacdalitaa, que é a mais utilizada para a
producao de biodiesel.

A Figura 2.2lustra a reacao de transesterificacdo catalitica.

O 0

CH>-0-C-R; Ri-0-C-R,

0 0 CH> - OH
CH-0-C-R, + 3R, OH Ri-O-C-Ry, + CH - OH
‘ Catalisador L

0 0 CH, - OH
CH,-0-C-R;s Ry-O - C - Ry

Figura 22 - Reacado de Transesterificacdo CatalitigaRRRs; e R;sdo as cadeias
carbonicas.

FONTE: Adaptado de Atadashiat(2013).

A transesterificagdo catalitica consiste em transéo o triacilglicerideo e o
alcool em monoésteres alquilicos e glicerol comtidizacdo de um catalisador
homogéneo, heterogéneo ou enzimatico. Geralmesteatalisadores utilizados para a
producédo de biodiesel sdo os homogéneos alcatieogjo ao seu preco relativamente
mais baixo e melhor desempenho catalitico que wsidecatalisadores (ATADASHI et
al., 2013).

Apesar das vantagens dos catalisadores homogélmatianas, quando estes
sdo utilizados, existe a necessidade de estagiltplogl para a purificacdo do produto
final, pois hd a possibilidade de formacdo de sgi¥la presenca de acidos graxos
livres, o que torna dificil a separacdo do prodwgacional, com maior geracdo de

residuos.



A transesterificagdo com a utilizacdo de enzimpasks € uma opc¢do para
contornar esses tipos de problemas, pois as ens@tasapazes de converter os acidos
graxos livres em ésteres, ndo ha formacéo de sabdemperatura de reacao € menor
gue a usada na catélise homogénea gerando menoregasgético (SHIMADA edl.,
2002).

2.3Lipases

As lipases (tiracilglicerol acilhidrolases) pertent a classe das hidrolases e
tem como funcédo natural catalisar a reacdo de ligdrde triacilglicerdis de cadeia
longa, ou seja, mais de 10 atomos de carbono. Patleanem meio aquoso e organico
e exibem propriedades enantiosseletivas, o queraanm um biocatalisador de grande
interesse por parte das industrias alimenticiandaéutica, de cosméticos, de sintese
organica entre outras. (CARVALHO a&it, 2005; THAKUR, 2012).

As fontes de obtencédo das lipases sdo variadagngodser extraidas de
plantas, animais, bactérias, leveduras e fungam &alicacdes industriais as lipases
mais utilizadas sé@o as derivadas de microrganigM&SSIAS etal., 2011). A Figura
2.3ilustra uma representacao tridimensional de unasépmicrobiana dBurkholderia

cepacia

Figura 23 - Representacéo tridimensional da lipas®deholderia cepaciaA tampa
“lid” que recobre o sitiativo na forma fechada esta em verde e na forma
aberta em azul. O ion de calcio esta destacadorareb.

Fonte: Adaptado de Trodler; Schidt; Pl€&309).



As diferentes lipases possuem formas estruturaigases, sendo compostas
por um enovelamento das— hélices, arranjo helicoidal que uma cadeia poliglica
assume com suas ligacbes peptidicas rigidas, dobhes B, estrutura em forma de
ziguezague em que as ligacoes de hidrogénio sdoaflas entre os segmentos
adjacentes da cadeia de polipeptideos. Os siiassadambém sdo os mesmos para a
maioria das lipases, sendo formados pela triadaitoted serina, histidina e &cido
glutdmico (NELSON e COX, 2002; TRODLER; SCIDT; PSS, 2009).

2.3.1Mecanismo de acédo das lipases

Em contraste com outros tipos de enzimas, as Bpgsedem atuar
especificamente em diferentes substratos e ndoaspem seu substrato natural. As
reacdes de hidrolise, esterificacdo, transestacdio, alcodlise, acidolise e amindlise
podem ser catalisadas eficientemente por lipadgi(ket al., 2008.; TOMI e KOJLC-
PRODLC, 2002).

O mecanismo de acédo das lipases consiste no feoddaeativacédo interfacial
em que a tampa “lid”, peptideo anfifilico que reob sitio ativo da lipase, em contato
com a interface aguallipideo, se movimenta expoadsitio ativo ao substrato
ocorrendo assim a agdo catalitica da lipase. Entieetalgumas lipases ndo apresentam
o fendbmeno da ativacao interfacial, como, por exenljpase dePseudomonas glumae
e Candida Antarcticdtipo B.) (SCHMID e VERGER, 1998)

Parametros como pH do meio reacional, temperaupgesenca de solventes
organicos podem afetar a estrutura conformacioaal lghases, modificando-a de tal
modo que o sitio ativo se torne inacessivel aostsibs e, também, podem provocar a
decomposicdo quimica da enzima, coagulacdo e afegdodos esses fatores
contribuem para a diminuicdo e até a perda dadatid catalitica (IYER e
ANANTHANARAYAN, 2008; ZOU etal., 2010)

Para contornar esses problemas técnicos a imajéibzem sido utilizada, pois
tal processo aumenta a estabilidade em diferemtedigbes operacionais, tais como
temperatura e pH do meio, além de proporcionar @peracdo e reuso dos
biocatalisadores e aumentar a estabilidade ao amaamnto (relativa a autdlise das
enzimas) (MITCHELL e PEREZ-RAMIREZ, 2011).



2.3.2Imobilizac&o

A imobilizacdo é uma técnica que consiste em angoeszima em um suporte
restringindo parcialmente ou totalmente seu movimeo meio reacional (TAHER et
al.,, 2011). Alguns exemplos de técnicas de imobiliaaglizadas sdo a adsor¢éo, a

ligacdo covalente e a inclusdo em matriz porosgu(gi2.4).
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2

¥

e

A o T T S

Figura 2.4 - Técnicas de Imobilizagdo A) adsorgganclusdo em matriz porosa; C)
ligacdo covalente.

Fonte: Adaptado de Spahn e Minteer (2008).

A adsorcédo é baseada na interacdo da superfidapmte com a enzima por
meio de ligacBes ndo idnicas, como forcas de vaidds, interacdes hidrofébicas ou
forcas de disperséo. Este método é relativameailediexecutar, ndo ha a necessidade
de aditivos quimicos e as enzimas imobilizadassaptam maior natividade catalitica
guando comparada as demais técnicas. Assim o pmadesadsorcdo tem sido mais
utilizado na imobilizacdo de enzimas. A maior dessgem esta no fato de ocorrer a
lixiviagdo das enzimas para o meio reacional, coimando o produto final e, também,
h& a perda da eficiéncia catalitica na reutilizag@obiocatalisador (ZHANG edl.,
2012).
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O processo de imobilizacdo por ligacdo covalentensiste no
compartilhamento de elétrons entre o suporte e zman proporcionando maior
estabilidade e evitando a perda para o meio realcidpesar de ser uma técnica que
gera um biocatalisador mais estavel, em comparaggwocesso de adsorcao, seu custo
€ mais elevado, as condi¢cbes de preparo sdo ngiglgiais e a enzima pode perder
sua atividade durante o curso da imobilizacéo (S&X MINTEER, 2008; ZHANG
etal., 2012).

A inclusdo em matriz porosa tem como fundamentonditamento da enzima
em uma base polimérica permeavel. Esse processwotidizacdo é mais estavel que o
de adsorcédo e, ao contrario da ligacdo covalestenaimas mantém a estabilidade e
atividade. LimitacOes de transferéncia de massasgooblemas apresentados por essa
técnica e somente substratos com baixa massa mpoldem ser efetivamente
catalisados pelas enzimas (DATTA; CHRISTENA; RAJARA2013).

Diversos elementos influenciam o desempenho dassdg imobilizadas,
incluindo os métodos de imobilizacdo anteriormecitados, o pré-tratamento das
enzimas antes da imobilizacdo e o tipo de supditieaglo (ZHANG etal., 2012).

O suporte deve ser insolavel ao substrato e térmidanica e mecanicamente
estavel ao meio reacional. Outras caracteristic@sogsuporte deve apresentar sao a
afinidade pela ligacdo com a enzima e nao proveaar desnaturacado e inativacao
(HARTMANN e KOSTROV, 2013). Materiais organicos comalginato, quitosana,
colageno, celulose e polimeros sintéticos tém sghwlos no ancoramento de enzimas,
assim como materiais inorganicos, tais como asitasplceramicas, celite e silicas
(DATTA etal., 2013).

As silicas mesoporosas, com poros que variam dat&,30 nm, dependendo
do surfatante utilizado ou condicdes de sintesepiEm que proteinas com diametros
maiores que o tamanho de poros das zedlitas teabesso a sua superficie interna que
possui area especifica relativamente alta. Alénsodigs silicas mesoporosas sao
insoliveis em &agua, térmica e quimicamente estaweisistentes a ataques de
microrganismos e possuem grupos funcionais em guerficie capazes de se ligarem
as enzimas e, também, sofrerem modificacOes. Teskes caracteristicas tornam esse
material um suporte com propriedades adequadassearatilizado na imobilizacdo
enzimatica (ZHOU e HARTMANN, 2013).
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2.3 Silicas porosas

As silicas porosas sdo materiais inorganicos eesel$ da policondensacéo de
diferentes fontes de silica (silicato de sédiacasl fundidas ou tetraetilortossilicato), na
presenca ou auséncia de surfatantes e as querdpresiametro médio de poros que
variam entre 2 e 50 nm e mais de 50 nm podemlassificadas como silicas meso e
macroporosas, respectivamente. Os parametros qeemieam as caracteristicas
estruturais, como diametro, volume e geometriactegpe area especifica, sdo: fonte de
silica, o tipo de surfatante, temperatura, pH e pmsitdo da mistura reacional
(GIRALDO etal., 2007).

Dentre as silicas porosas existem as que possuea gllamente ordenados,
uniformes e que se encontram dentro da faixa dapoessidade como € o caso da
MCM-41 e SBA-15 (CORMA, 1997; WAN e ZHAO, 2006).

2.3.1MCM-41

A MCM-41 é a silica mesoporosa mais estudada e pedesintetizada em
diversas condi¢bes, mais comumente em meio alcalicom o uso de Brometo de
Cetiltrimetilamodnio como surfatante. E uma penealecular com arranjo hexagonal
de poros, que podem variar entre 1,5 e 10 nm éaroatro de poros pode ser controlado
com a escolha do surfatante, adicdo de substamgasicas, que atuam como agentes
expansores, e mudangas nas condi¢des reacionaisl @\VAIAO, 2006; ZHAO; ;LU;
MILLAR, 1996).

Os mecanismos de formacao propostos para a MCMglbsseguintes:

1) Mecanismo de Molde por Cristal Liquido, em que raoléculas do
surfatante se organizam formando micelas que ageno enolde para a formagéo de
um esqueleto de silicato, possuindo as mesmastedsticas do molde formado pelas
micelas apds a sua remocao. Dois possiveis campdrasesse mecanismo sao: (i) as
moléculas do surfatante se organizam em forma dsalcrliquido hexagonal e
posteriormente as espécies inorganicas se poliameriga superficie hidrofilica do
cristal liquido; e (ii) existe a autocooperacdorerds espécies do surfatante e do
material inorganico na formacéo da estrutura hexalg@HAO; LU; MILLAR, 1996);

2) Mecanismo de Transformacao da fase Lamelargbi@xagonal, o qual tem

como principio a formacdo de oligdbmeros de siliaee cptuam como ligantes
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multidentados. Os oligbmeros permitem a configudaénelar do surfatante devido a
sua elevada densidade de carga e, quando ocoméngeizacdo da silica, existe a
diminuicdo dessa densidade de carga e, entdo, hauomento da area da “cabeca”
hidrofilica do surfatante. Isso leva a uma ondwad#@s camadas de silicato, resultando
na precipitacdo da mesofase hexagonal (SCWANKERGMER, 2012).

3) Mecanismos de Organizacdo Cooperativa entrertat8note e a Espécie
Inorganica ou entre o Surfactante, Espécie Indcgae um Contra-ion. As rotas
propostas sdo: (i) surfatantes cationicos) (§80 direcionadores de estrutura das
espécies inorganicas)(le (i) contra ions negativos (Xauxiliam as interacdes entre
espécie inorganica catiénica’)(le o surfatante catidonico (S(HUO et al., 1994;
SCWANKE e PERGHER, 2012).

2.3.2SBA-15

A SBA-15 é uma silica mesoporosa, com poros ordenabstrutura hexagonal
e que apresentam diametro de poros na faixa de 306nm. Na sua sintese podem ser
utilizados diversos copolimeros anfifilicos comorfatantes acompanhados de
moléculas de cossolventes organicos (ZHA@ .etl998a; WAN e ZHAO, 2006).

O mecanismo de sintese proposto por Zhao e colidires (1998b) baseia-se
na interacdo da interface organico-inorganico daeaes abaixo do ponto isoelétrico
da silica (pH 2-6). Com a utilizacdo de um surfegaationico e a sintese ocorrendo em
meio &cido, ajustado com o uso de HCI, as intemagi®ntecem entre o surfatante
catiénico (S), o anion cloreto (Cl e as espécies de silica catidnicas, ou sejapg8p
OH protonados {). A partir desse mecanismo de sintese é posditel diversos tipos
de estruturas, como estruturas cubicas, tridimaeakiliexagonal e bidimensional
hexagonal.

Ainda, segundo Zhao e colaboradores (1998b), fatante é a espécie que
possui maior influéncia na formacao das mesoesaisitordenadas e para obtencédo da
estrutura caracteristica da SBA-15 (estrutura hexalgbidimensional) é necessaria a
utilizacdo de copolimeros triblocos como surfatsinte

Diversas técnicas tém sido empregadas para idemtifh composicdo, a
estrutura e as caracteristicas morfolégicas dasasiimesoporosas, tais como, por
exemplo, a espectroscopia no infravermelho constoamada de Fourier, analises por

difracdo de Raios X e isotermas de adsorcéo/dessdeg nitrogénio.
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2.3.3Caracterizacao das silicas mesoporosas MCM-41 eISBA

2.3.3.1 Espectroscopia no infravermelho com transiida de Fourier (IVTF)

A espectroscopia na regidao do infravermelho comstmamada de Fourier

baseia-se na interacdo da radiacdo eletromagm&icagiao do infravermelho com as

ligacBes covalentes dos diversos grupos e molépuésentes no material (SCHMAL,
2011).

Os espectros no infravermelho para as amostrasGi-KML e SBA-15, apods a

remocao do surfatante, estéo representados naaFdur
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Figura 2.5 - Espectros no IVTF: a) MCM-41 ; e b)SB&
Fonte: Adaptado de Ergunadt (2013) e Azimov eal. (2012).

Pode ser observado na Figura .5a que as bandagecisticas apresentadas
nos comprimentos de onda de 3407 e 3450 coorrespondem as ligacdes entre
hidrogénio da 4gua e os grupos Si-OH, em 1631 6 &62 as vibracdes das ligacdes
de hidrogénio nos grupos OH e em 1064,37 e 1088 &nextensdo das vibracdes
assimétricas das ligacbes Si-O-Si.. Na Figura 2ablbanda correspondente ao
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comprimento de onda de 480 Ctnpertence as vibracdes das ligagbes Si-O-Si. As
bandas nos comprimentos de onda de 790 e 799 representam o estiramento
assimétrico das ligacdes Si-O-Si e as bandas ere 980 crit podem ser associadas as
vibragbes dos grupos Si-OH presentes na supe(BZBMOV et al., 2012; ERGUN et
al., 2013).

2.3.3.2 Difracao de raios X

Esta técnica tem como fundamento a interacdo deriabanalisado com uma
onda eletromagnética da ordem de grandeza da$digantre os atomos e serve para
analisar as caracteristicas estruturais dos migtei@amanho de cristalitos, medir
microdeformacao e tensdo em amostras de diferer@g=siais entre outras. (SCHMAL,
2011).

Para as silicas MCM-41 e SBA-15 a difracdo de r&ios baixo angulo, serve
para determinar o grau de organizacdo do arranjago@al dos mesoporos (MARLER
etal., 1996). A Figura 2.8epresenta um difratograma de raios X tipico da MVl
juntamente com a distancia interplanagode 0 parametro de cela unitarig &ste
padrdo de difracdo também € encontrado para a SBAdrém, para angulos ainda
menores (ZHAO eal., 1998b), devido a maior distancia interplanarrespondente ao

maior diametro de poros desta estrutura.
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Figura 2.6 -Difratograma de raios X da amostra de MCM-41.
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Fonte: Adaptada de Schwankeakt(2013) e Marler eal. (1996).

O pico mais intenso representa o0 angulo de Bradgxado ao indice de Miller
(100) e por meio desse angulo é possivel determainlistancia interplanar {s) entre
0s poros tanto da MCM-41 como da SBA-15. A inteadeal desse pico depende do
“contraste de espalhamento” entre as paredes d@siarme a espécie que preenche os

seus poros (HAMMOND il., 1999).
2.3.3.2 Adsorcéo/dessorcao de nitrogénio

A fisissorcdo de nitrogénio € uma analise caragdde por interacdes fracas
(forcas de van der Waals) entre o adsorbato nd@sgfasoso e um adsorvente sélido e
serve para determinar as caracteristicas textemiso porosidade, area especifica,
diametro médio de poros entre outros. (SCHMAL, 2011

A Figura 2.7 ilustra as isotermas de adsorcao/dg@sode nitrogénio para

amostras de MCM-41 e SBA-15.

~ly—--B- Adsorgio =-9-=--¢-: Dessorgio
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100 -===--SBA-15
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Pressdo Relativa (P/Py)

Volume adsorvido [em? (STP)/g|

Figura 2.7- Isotermas de adsorcéo/dessorcao de nitrogénicapaoatras de MCM-41 e
SBA-15.

Fonte: Figura modificada de Hukkamékia&t(2004).
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Como pode ser observado na Figura 2.7 as isotesa@agdo tipo IV, com
histerese indicando materiais mesoporosos e faixaita de distribuicdo de tamanho de
poros. As histereses sao do tipo H1 para MCM-4lqaais representam poros
cilindricos com extremidades abertas (HUKKAMAKagt 2004).

2.4 Enzimas imobilizadas em silicas porosas

No processo de imobilizacdo os suportes afetammética, as propriedades
seletivas bioquimicas e mecéanicas da enzima e alhasde um material que
proporcione menor restricdo espacial e resistéaciensferéncia de massa é muito
importante na imobilizacdo. Um suporte apropriadee qgere um biocatalisador
eficiente pode ser obtido por meio do aumento éa &uperficial, a possibilidade de
ajuste da estrutura e tamanho dos poros e tambénodalogia do cristal. As silicas
macro e mesoporosas oferecem essas qualidades garnanobilizacdo de
macromoléculas, como é o caso das enzimas, e aw@daristicas devem ser avaliadas
para escolha dos parametros que melhor se adamtgmmoeesso de ancoragem de
proteinas (ZHOU e HARTMAN, 2013).

Serra e colaboradores (2008) avaliaram o efeito pdwametros texturais e
estruturais de materiais mesoporosos ordenadosatalizacéo por adsorcao de lipase.
A partir dos resultados obtidos concluiram que tapatro que mais influencia a
imobilizacéo é o diametro de poros e que outragrgdades texturais, como volume de
poros e area especifica, ndo séo fatores limitaQiggnto ao tipo de poro, 0 que menos
oferece restricdo difusional para a imobilizagdoedaima possui maior eficiéncia na
imobilizacédo, porém, a lixiviagdo também é maior.

O diametro de poros da SBA-15 foi o parametro gaésrteve influéncia na
imobilizacdo e na atividade catalitica, conformiateslo por Kang e colaboradores
(2007). As lipases de pancreas suino (globulares didmetro esférico de 4,6 nm)
puderam se acomodar melhor nos poros da SBA(8),&om de diametro enquanto
para a SBA(6) que apresentou didametro de poros7ar, estas tiveram dificuldade
em entrar nos canais mesoporosos. Para o mateeapyesentou diametro de poros de
13 nm, os autores afirmaram que ndo hé dificulgedia as enzimas entrarem em seus
canais, porém, as enzimas também podem ser miisdate difundidas para o exterior

dos mesmos.
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Gao e colaboradore@010) imobilizaram lipase d€andida rugosapelo
método da adsorcdo, utilizando como suporte a SBAdn diferentes tamanhos de
poros (6,8 nm; 9,1 nm; 13,2 nm; 15,6 nm e 22,4 engvaliaram a influéncia dos
mesmos na capacidade de retencdo das enzimas dicremca catalitica do
biocatalisador. Os resultados demonstraram que estmateriais SBA-15 analisados,
0S que apresentaram diametro de poros de 9,1 n&,nbh3 e 15,6 nm foram os que
retiveram maior quantidade de lipase. Em relacatividade catalitica, o suporte com
poros de 15,6 nm foi o que demonstrou maior efa&émevido a menor restricdo
difusional do substrato na reacéo.

Outra caracteristica que afeta a eficiéncia dabilizacdo e da atividade
catalitica dos biocatalisadores é o tamanho ddcpk$ apresentado pelo suporte.
Gustafsson e colaboradorg®012) testaram as caracteristicas de trés silicas
mesoporosas com tamanho de particula de 1000 rdmi0e 40 nm e com diametro
médio de poros de 9 nm, considerado o diametroaguesentou melhores condi¢cdes
para imobilizacdo e maior atividade catalitica eabalho anterior. As lipases que
foram imobilizadas na silica que apresentou didmddr particula de 300 nm foram as
que demonstraram maior atividade catalitica. Aag@d do tamanho de particulas
provocou a mudanca na morfologia dos poros dasasile, segundo os autores, 0s
materiais com tamanho de particulas de 30 nm ddnaoss maiores fracdes de poros
menores na distribuicdo de poros que as silicas H0®® nm, fazendo com que a
enzima se ancorasse na entrada dos poros, torasnueis acessiveis ao substrato, ao
contrario das lipases que foram adsorvidas no iomtetos poros do material que
apresentou diametro de particula de 1000 nm. Quasiliica com tamanho de particula
de 40 nm, esta apresentou menor eficiéncia catalibmparada aos demais materiais
devido a formacéao de poros tipo fenda e menor drdegporos com diametro de 9 nm.

Lei e colaboradore$2004) imobilizaram lisozima em silicas mesoporasan
diferentes morfologias e constataram que a SBA-d® @articulas de 1 a 2 um
adsorveu maior quantidade de proteina (533 mg/gdersguporte contra 70 mg/grama
de suporte) e em menor tempo (menos de 10 minotdsacmais de 13 horas), quando
comparada a outro tipo de SBA-15 com tamanho mddigarticula de 20 um. De
acordo com os autores, a quantidade de enzimaliramla aumenta com a diminuigéo
do tamanho da particula, levando a uma melhorzapacidade de imobilizac&o.

As propriedades superficiais das silicas mesopsrdéambém apresentam

influéncia na imobilizacdo e atividade do biocatdior e suas caracteristicas dependem
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do tipo de surfatante utilizado na sintese, da c@igao quimica e da modificagdo com
materiais organicos (ZHOU e HARTMANN, 2013).

Murai e colaboradores (2012) avaliaram a imobiBzada enzima dBacillus
licheniformisem silicas mesoporosas e silicas mesoporosas oaatdifi com grupos
organicos. A atividade hidrolitica das silicasdionalizadas com grupos etila foi maior
gue a atividade apresentada pela enzima livreddeao maior contato do substrato e da
enzima com o aumento da hidrofobicidade na presgmgaporte.

Hu e colaboradores (2012) modificaram amostras eaeipp molecular
SBA-15 por meio de liquidos ibnicos baseados entdazol com grupos funcionais
alquila, amino e carboxila, e avaliaram a influéndos suportes modificados e a SBA-
15 sem modificacdo na imobilizagdo de lipase Blarkholderia cepacia Os
biocatalisadores preparados com liquidos i6Gnicomodstraram maior atividade
especifica, maior estabilidade térmica, ao reusa estocagem. Tais fatos estdo
associados com a mudancga na estrutura dos por@soe interagdo entre a lipase e o
suporte.

2.4.1 Producéo de ésteres por lipases imobilizadas

O grande problema na utilizacdo das lipases par@aucao de biodiesel € o
seu elevado custo, na casa de 100 dolares pordygpthme 435), quando comparado
aos catalisadores homogéneos quimicos. A imobz@anzimatica permite que a sua
atividade catalitica seja recuperada e esta sejiizada no processo minimizando
assim os custos operacionais (STOYTCHEVAIle2011).

Da ROs e colaboradores (2010) imobilizaram, porordei ligacdo covalente, a
enzima deBurkholderia cepaciaem matriz inorganica de oxido de niébio e matriz
hibrida de polisiloxano-alcool polivinilico, a finde comparar a eficiéncia dos
biocatalisadores imobilizados em relagdo a utiimada enzima livre na reagdo de
transesterificacdo do Oleo de babacu e sebo bo@aaesultados obtidos foram mais
favoraveis para o sistema imobilizado em polisitm<alcool polivinilico, que
apresentou maior rendimento em ésteres (89%).

Talamampudi e colaboradoré2008) realizaram um estudo comparativo entre
uma lipase comercial imobilizada em resina acritic@croporosa (Novozyme 435) e
enzima intracelular imobilizada em biomassa (RO&)transesterificacdo do 6leo de

Pinh&o-Manso. O primeiro biocatalisador apresergadimento em éster de 76%, apos
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90 horas de reacao, enquanto o segundo foi maisr@k com rendimento de 80%, em
60 horas de reacgdo. Testes de reuso foram condurdos dois biocatalisadores
imobilizados apresentaram retencdo de 90% da atieidnicial apds cinco ciclos. A
adicdo de agua no meio reacional foi analisadeb®aatalisador ROL, exibiu maior
atividade, com a adicédo de 5% (v/v), enquanto edadde agua foi prejudicial para a
eficiéncia catalitica da enzima comercial Novozyd®5 (TAMALANPUDI et al,
2008).

A aplicacédo de catalisadores enzimaticos suportadosilicas mesoporosas
para a producdo de biodiesel foi primeiramente ipattb em 2009. Neste trabalho
estudaram a imobilizagédo de lipase Rieomucor mieheem MCM-41 por meio de
método sol-gel, para a transesterificacdo de trialee metanol. O biocatalisador
imobilizado apresentou rendimento em trioleato agilenseis vezes maior do que 0s
apresentados pela enzima livre (ZHOU e HARTMAN, 201

Katiar e Ali (2012) imobilizaram lipase deandida rugoseem MCM-41 por
adsorcao fisica e verificaram que em pH 6,0 maiantidade de proteina foi adsorvida.
Este biocatalisador foi utilizado na reacdo deseaterificacdo do 6leo de algodéo e
metanol. Nas melhores condi¢cdes de pH do meidgomalc da temperatura e da relacao
molar 6leo:élcool, obtiveram rendimento em éste?&i8%.

Thorn etal. (2011) estudaram a reagao de transesterificagaferdlato de
metila em 1-butanol utilizando SBA-15 com porosdiiametros de 5,01 e 9,32 nm. A
enzima imobilizada na SBA-15 com 9,32 nm de diametédio de poros apresentou
maior atividade na reacao do que o biocatalisatepgsado com a SBA-15 com poros
de 5,01 nm. A partir dos resultados foi possiveictair também, que as enzimas
imobilizadas eram mais especificas para a reacdocadsesterificacdo do que para a
reacdo de hidrdlise, comportamento contrario aesgmtado pela enzima livre. A
mudanca da especificidade pode ser devido a idterdg enzima com a superficie da
silica.

Canilho e colaboradores (2013) avaliaram o compwtdo da SBA-15 e
SBA-15 funcionalizada com isocianato para a impagao de lipase dducor mieie
por adsorcéo e ligacao covalente, na reacédo deestanificacdo de Oleo de canola com
metanol. A silica hidrofilica SBA-15 ndo modificadpresentou menor estabilidade de
reuso, sendo eficiente por apenas dois ciclos op@as. Por outro lado, a enzima
imobilizada em SBA-15 funcionalizada manteve suai@fcia durante seis reusos

consecutivos.
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De acordo com o que foi descrito pela literaturs, lipases apresentam
potencial para atuarem como biocatalisadores ndupém de ésteres alquilicos tendo
como matéria-prima materiais graxos.

A grande vantagem apresentada pelas lipases eg@oekos catalisadores
convencionais alcalinos atualmente utilizados é qgée existe a necessidade de
purificacdo para retirada de acidos graxos liviesgntes nos insumos por ndo ocorrer
o0 risco do processo de saponificacdo, ja que amawem a capacidade de atuarem
tanto na reacao de transesterificacdo como nafestgsio.

Sendo assim, 6leos brutos, como é o caso do 6lé@ae Forrageiro utilizado
na pesquisa, podem ser utilizados para a produedéstéres diminuindo os custos
relacionados a matéria-prima.

Por outro lado, as enzimas apresentam valor elesaim utilizacdo na forma
livre torna o produto final demasiadamente carpogtanto, inviavel de ser produzido
para uso como biocombustivel. Além dos custos,zarenlivre apresenta problemas
técnicos quando utilizada em meio organico e naemga de alcodis de cadeia curta
como a desnaturacao e perda de atividade catalitica

Com o objetivo de diminuir os problemas anteriorteettescritos técnicas de
imobilizagdo tém sido adotadas e diversos supoéétassido utilizados com destaque
para as silicas porosas devido as suas carac@side elevada area superficial interna e
possibilidade no controle do tamanho dos porosnpi@do o acesso das enzimas ao
seu interior e melhorando as condicfes para ad@iu#gssas enzimas na biocatalise em
meio organico.

Logo, a presente dissertacdo avalia o comportamdaso biocatalisadores
imobilizados em silicas porosas com diferentesctarigticas texturais e também da
enzima na sua forma livre na reacéo de transestgido do 6leo de Nabo Forrageiro
(Raphanus sativut.), sendo este pouco estudado em relacdo a bliseat@ara a
producédo de ésteres alquilicos.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Caracterizacdo do 6leo de Nabo Forrageiro

O oleo de Nabo Forrageiro foi caracterizado pelardenacdo do indice de

acidez, umidade e composi¢cao em 4cidos graxos.
3.1.1 indice de acidez e umidade

O indice de acidez foi determinado por meio do aw@tdescrito em Adolf
Lutz (1998).

Deste modo, foram pesadas em um Erlenmeyer de 12%enca de 2 g de
amostra de 6leo. Em seguida, foram adicionadosl28arsolucao éter:etanol (2:1 v/v),
mais duas gotas do indicador Fenolftaleina. Eststunai foi titulada com solucéo
Hidroxido de Sodio 0,1 mol/L padronizada até a nmgdgpara coloragéo rosea.

O indice de acidez foi calculado de acordo comwaE#p (1):

I’ndicedeAcidez:\%S’61 (1)

Sendo que v é o volume (mL) da solugcédo de hidréoxielsodio gasto, f é o
fator de correcdo da solucdo de hidroxido de spdironizada e P é a massa (g) da
amostra.

A analise foi realizada em triplicata.

O teste de umidade do 6leo de Nabo Forrageiro étérchinado mediante
andalise em um titulador automatico Karl Fischeriaa@rion, modelo AF8.

3.1.2 Composicao em acidos graxos e determinacéwmdsa molar do 6leo

Para a determinacdo da composicdo em acidos gi@xo8leo de Nabo
Forrageiro foi adotado o método de derivatizacéblaiman e Lago (1973).
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Inicialmente, pesaram-se 100 mg da amostra deedfetubo de ensaio e, em
seguida foram acionados 4 mL de solu¢éo de hidooté&dsddio em metanol 0,5 mol/L.
O tubo foi levado a um banho com temperatura dexapadamente 86C, em que
permaneceu até a dissolucao dos globulos de dleasedguida, o tubo foi resfriado em
agua corrente e 5 mL de metanol foram adiciona@ogibo foi novamente aquecido
por 2 minutos, seguido de resfriamento em aguatay e posterior adicdo de 5 mL de
solucéo saturada de cloreto de sodio. O sistemagitado e, entdo, adicionaram-se 5
mL de hexano. O tubo foi levado para um refrigeramlude permaneceu em repouso
por mais de duas horas.

O sobrenadante foi utilizado para a analise, em @sieamostras foram
preparadas com pesagem de aproximadamente 0,62lggl@o volumétrico de 10 mL,
seguido de diluicdo com hexano até completar omeluAssim, aliquotas de 1 pL
foram empregadas na analise cromatografica.

As amostras preparadas para a determinacdo da sp@p@m acidos graxos
foram analisadas mediante cromatografia gasod&antlo-se Cromatégrafo Varian,
modelo CP — 380, equipado com ionizador de chamiC)(Dcoluna Agilent
Technologies, modelo DB-23 com dimensdes de 30 emgcimento) x 0,25mm
(diametro) x 0,25 um (filme). A programacéo da temapura da coluna iniciou-se em
140 °C, com aquecimento até 250 °C, a uma taxa ®e/rbin. A temperatura do
detector foi de 220 °C e do injetor de 260 °C.

Os cromatogramas obtidos foram comparados com uwirdpade Esteres
Metilicos de Acidos Graxos$étty Acid Methyl EstefsSUPELCO), para identificacéo e
quantificacdo dos acidos graxos presentes.

A composicao em acidos graxos foi determinada dedaccom a Equacéao (2):

PorcentagadoacidagraxoX (%) :% (2)

T
Sendo que QAé a area do pico que representa determinado gcto X e A

€ a soma de todas as areas obtidas no cromatograma.
A determinacdo da massa molar média dos acidosgesentes no 6leo de

Nabo Forrageiro foi determinada pela Equacéao (3):

MM g =D MM .. * (%)Y, ©)
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Sendo que Mg representa a massa molar do acido graxo X (pangboe
massa molar do acido oleico) presente no 6leo BY{y® a sua porcentagem
determinada a partir do perfil de acidos graxos.

A massa molar do 6leo de Nabo Forrageiro foi datexda por meio do perfil
de &cidos graxos, de acordo com a metodologiailiérds; Benjelloun-Mlayah;
Delmas, (1995) empregando-se a Equacgéo (4).

6leo

MM .- 3-[Zi (MMag i)'Yagi] + IV”\/Iglicerol' 3-MMH20 (4)

Sendo que MMe,€ a massa molar do 6leo, M}y)é a massa molar média do
acido graxo i presentes no 0Oleo,gYe a porcentagem de acido graxo i presente na
amostra, MMicerol€ @ massa molar do glicerol (87 g/mol) e MM é a massa molar da

agua (18 g/mol).
3.2 Sintese da MCM-41

Para a sintese da silica mesoporosa do tipo MCMe#dm utilizados
Tetraetilortossilicato (TEOS, SIGMA 98%), como fente silicio, Brometo de
Cetiltrimetilamdnio (CTABr, 99% VETEC) como surfata, solugdo de Hidroxido de
Amonio (NHOH, 27% Synth) e agua deionizada.

O método adotado foi 0 descrito por Griin e colatmnes (1999), com gel de
sintese de composicdo molar: 1,0 TEOS: 0,152 CTRHE:NHOH: 141,2 HO. No
procedimento de sintese, primeiro o surfatantaligsolvido em agua deionizada, com
agitacdo magnética durante 5 minutos. Em seguid&ioaou-se a solucdo de
Hidréxido de Amoénio e o sistema permaneceu cormag@d por mais 10 minutos. O
TEOS foi inserido posteriormente na solucdo restdtagota a gota, durante um
periodo de 15 minutos, e entdo a mistura foi agitaor mais 1 hora. O precipitado
resultante foi recuperado por meio de filtracd@euo e lavagens sucessivas com agua
deionizada foram realizadas até que o pH do filtraiihgisse o valor de 7,0. O sélido

foi levado para secagem, em estufa a®@%lurante 12 horas.
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As amostras foram calcinadas em forno tubular carde de nitrogénio,
rampa de aquecimento dé&/min, até temperatura de 5%8D, na qual permaneceu por
2 horas seguido de mudanca para ar sintético pesaado a 556C, por mais 2 horas.

A MCM-41 foi classificada como MCM/CF e a amostreca e calcinado

apresentou caracteristica de po branco.

3.3Sintese da SBA-15

Os reagentes utilizados na sintese da silica messapalo tipo SBA-15 foram o
Copolimero Pluronic P123 (P123, SIGMA), como agelitecionador de estrutura, solucao
de HCI (2 mol/L), Tetraetilortossilicato (TEOS, 3@ 98%) como fonte de silicio e agua
deionizada.

O método utilizado para a sintese da SBA-15 foedds no trabalho desenvolvido
por Zhaoe colaboradores (2000) com gel de sintese de cagdpasiolar: 1,0 TEOS: 0,016
P123: 5,65 HCI: 185,1 #. Assim, misturou-se o Pluronic P123 (SIGMA), &séo de
HCI (2 mol/L) e a agua deionizada até a dissolugdocopolimero. Em seguida, foi
adicionado o Tetraetilortossilicato (TEOS, 98% SIKMO sistema foi mantido sob
agitacdo a 40C, durante 24 horas. Posteriormente, a misturadioicada em autoclave de
aco inox revestida de Teflon e levada para umafastnde passou por tratamento
hidrotérmico a 100C, por 24 horas. ApoOs este periodo, o materiafitfoado a vacuo e
lavado com agua deionizada até que o pH da solaipagisse o valor de 7,0. O solido
obtido foi seco em estufa a 100, por 15 horas, e calcinado em forno mufla soluigdes
estaticas a 55 com rampa de aquecimento d¥CImin.

A SBA-15 calcinada foi classificada como SBA-15/€B amostra seca e calcinada

apresentou caracteristica de po branco.

3.4 Silica de porosidade controlada

A silica de porosidade controlada é uma silica commeproduzida pela Corning
Glass Works, Corning NY. Trata-se de um materialvddo dos diferentes métodos de
sintese de silicas porosas com baixa condutivitirdi@ica, controle no tamanho de poros
(10 a 100 nm) e elevada estabilidade térmica, mhmear utilizado por longos periodos em
temperaturas em torno de 1. Tais métodos foram patenteados por essa empoesao
de 1980.
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Essa silica consiste em microesferas com volumeodes de 0,64 cifg, area
especifica de 56,49 %y e diametro médio de poros de 50,2 nm (TREVISANEI;
ZANIN, 2000).

3.5Imobilizacao da lipase

A enzima utilizada foi a Lipase dgurkholderiacepacia(Amano Lipase PS,
>30.000 U/g). Uma solucéo tampéo fosfato pH 7,Qugasida como meio de disperséo e
0S suportes para imobilizacdo foram a MCM/CF, SHBA/€ Silica de Porosidade
Controlada (SPC, CORNYNG, NY).

A imobilizacdo seguiu o método adotado por Soaresla&oradores (1999),
com algumas modificacfes. Assim, foi preparada salacdo enzimatica em tampéao
fosfato pH 7,0, com concentracdo 0,03 g de lipmddidzada por mL de solugdo. Em
um Erlemmeyer de 125 mL foram adicionados a soleg@iméatica e o suporte (1 g de
suporte para 10 mL de solugcdo enzimética). O s#téon levado a um banho
termostatizado, mantido com agitacdo, durante Zashoa 25°C e, em seguida
permaneceu por 24 horas &@. Por fim, o suporte com a enzima ja adsorvida foi
lavado com 60 mL de solucéo tampéo fosfato pHfilt@&do e seco em um dessecador,
por 30 horas.

Os biocatalisadores imobilizados foram identificedcomo MCM/Imob.,
SBA/Imob. e SPC/Imob., dependendo do suporte atibz

3.6 Caracterizacéo das silicas e biocatalisadores imitibados

As silicas e os biocatalisadores imobilizados foi@mliados em relacdo a
composicdo, analises de infravermelho com Transfdande Fourier, caracteristicas
estruturais, analise por Difracdo de Raios X, epgedades texturais por meio da
Adsorcéo/Dessorcao de nitrogénio.

3.6.1 Espectroscopia no infravermelho por transémiande Fourier (IVTF)

As andlises foram realizadas no Laboratorio de @&spsropia localizado no

Bloco H-57 da Universidade Estadual de Maringa.
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As silicas MCM-41, SBA-15, antes e ap0s a calcioagdSPC, bem como 0s
biocatalisadores imobilizados MCM/Imo, SBA/Imo, SP. e a enzima liofilizada
foram analisados em Espectrofotdmetro da marcadBrul/ertex 70 com resolucéo de
4 cm®, sendo os espectros obtidos na faixa de comprimdet onda de 400 a
4000 cn, para 100 varreduras por anélise. O KBr foi wifia como referéncia, 100%
de transmitancia, e para as analises 0,002 g dstarforam pesadas e dissolvidas em
0,198 g de KBr. O KBr utilizado como referénciaseaanostras foram pastilhadas para

leitura no Espectrofotdmetro.

3.6.2 Difragéo de raios X

As amostras foram analisadas no Complexo de ApoioPasquisa
(COMCAP/UEM) utilizando um difratdmetro Bruker DAIvanced , com radiacdo Cu-
Ko e varredura de 0,5 a°20 , para as amostras SBA-15 e SBA/Imob. e varredera
a 10°20 para MCM-41, MCM-41/Imob. e SPC.

A distancia interplanar foi calculada baseando@éd @i de Bragg, de acordo

com a Equacéo (5).

NA=2.0g0.5en(0) )

Em queA é o comprimento de onda da radiacdo GuEK54 A), n é o indice
de refracdo do ar considerado 1,6 @ a distancia interplanar para os indices de Mille
h=1, k = 1=0 €0 o0 angulo de Bragg.

A partir da distancia interplanar, identificada ddratograma da amostra
analisada para o pico mais elevado com maior itads em X260 para MCM/CF e y
°20 para SBA/CE, calculou-se o parametro de cela nimités), segundo relacdo
mostrada na Equacéo (6) (CULLITY e STOCK, 2001):

0= 2.0hoo/ V3 (6)

Sendo que @ € a distancia interplanar (nm) para o plano dagtafico (100)

e @ € 0 parametro de cela unitaria (nm).
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3.6.3 Adsorcao/dessorcéo de nitrogénio

As andlises de fisissorcdo de nitrogénio foram ueihs no LATI
(Laboratorio de Troca I6nica e Adsorcéo) localizaoDepartamento de Engenharia
Quimica, na Universidade Estadual de Maringa. Opequento utilizado foi da marca
Micrometrics, modelo ASAP 202. Os parametros teMsuforam determinados por
meio das isotermas de adsorcao/dessorcédo de miwmog&s amostras SBA/CE e
MCM/CF passaram por um pré-tratamento a 3D0sob vacuo, durante 3 horas, e as
amostras SBA/Imob. e MCM/Imob. foram pré-tratada804C, durante 6 horas, sob
vacuo. A éarea especifica foi determinada pelo ntetBET e o volume de poros
juntamente com a distribuicdo de tamanho de pan@sf obtidos por meio do método

BJH. Utilizou-se o método t-plot para a determimaga area externa da MCM/CF.

3.7Umidade

Os biocatalisadores imobilizados foram submetidesdlise de umidade em

um titulador automatico Karl Fischer, marca Oriommdelo AF8.

3.8 Andlise de proteina

O método adotado para determinar a quantidade @eg)roteina adsorvida
nos suportes, na solugcdo enzimatica, nos filtracemiltantes da lavagem dos
biocatalisadores imobilizados e nos testes devidigio foi o desenvolvido por
Bradford (1976).

Neste método, o reagente de Bradford foi prepatadoa dissolucdo de 0,1 g
de Coomassie Brilliant Blue em 50 mL de etanol 9&%h. seguida, foram adicionados
100 mL de acido fosforico 85% e a mistura foi tfarida para um baldo volumétrico de
1000 mL. Entédo, agua deionizada foi usada para ledan volume. Posteriormente o
reagente foi filtrado com vacuo.

Uma curva de calibracdo foi preparada com AlbunBoaina (SIGMA A-
2153, 1,6% de Agua), como padrdo de proteina. Assaas foram lidas em um
espectrofotémetro SHIMADZU, modelo UV MINI-1240,macomprimento de onda de
595 nm, e a concentracdo de proteina foi medidangio dos valores de absorvancia

obtidos. A partir desta curva de calibracdo osreslale concentracdo de proteina da
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solucdo enzimatica, dos filtrados resultantes deaagem dos biocatalisadores
imobilizados e das solugdes obtidas no teste dedpao foram medidos.
Os valores de proteina adsorvida nos suportes fosdgulados de acordo com

a Equacao (7).

, : C.*V,-C,*V
Proteinanosuporte(mg prot/gbio.seco)= ——=——t

(7)

m,

Sendo que £é a concentracdo (mg/mL) de proteina na soluc@onética
fornecida para a imobilizacdo,V¥mL) é o volume de solucdo enzimatica fornecido, C
€ a concentracdo de proteina (mg/mL), do filtragsultante da lavagem do
biocatalisador, Vé o volume total de solucéo de lavagemyeéna massa seca (g) do
biocatalisador medida ap6s a imobilizac&o.

A quantidade de proteina presente na enzima #fafik foi calculada conforme

a Equacao (8).

] T C..* V.,
Proteinaenzimaliiofiliza da=—"—"" (8)
m

e

Sendo G, a concentragdo (mg/mL) de proteina na solucdo étima) \in
volume da solucdo enzimatica éva massa de enzima liofilizada usada para o mrepar

da solucéo.
3.9 Atividade de hidrdlise

A determinacdo da atividade especifica da enzimhiddlise do Azeite de
Oliva baseado no trabalho desenvolvido por Scaredaboradores (1999) foi escolhida
para determinar a atividade especifica conformeriles seguir.

Uma emulsdo contendo 50 mL de solucdo 7 % (m/\(pdma Arabica e 50
mL de Azeite de Oliva foi preparada. Em um erlenenaele 125 mL foram adicionados
5 mL da emulsdo com 2 mL de Tampao Fosfato pH Ad.erlenmeyer foram
adicionados, apés 15 minutos de incubacdo 5,1 g de biocatalisador imobilizado
ou 1 mL da solugdo enzimética (0,03 g/mL). A reapé&msseguiu por 10 minutos a

50 °C e, apos esse periodo foram adicionados 2 mL kg3 acetona:agua:etanol
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(2:1:1, v:viv). Os éacidos graxos formados foram liaados por titulagdo com
KOH 0,02 N (0,02 mol/L) com indicador fenolftalein@reparou-se um controle nas
mesmas condi¢cbes da reacdo para o biocatalisadbilimado e enzima livre, porém, 1
mL de agua foi adicionado ao meio reacional. Cabsaltar que todas as reacdes foram
feitas em triplicata.

A Equacdo (9) foi empregada para o calculo dadstde especifica.

(V, — V) *10°%* N
t*m

(9)

U (mmolmin™)/mg=

Sendo que U (atividade) € a quantidade de mmolcdi graxo formado por
minuto, Va € volume de KOH gasto na titulacdo da reacdo chinaatalisador imobilizado
ou enzima livre, ¥ é o volume de KOH gasto na titulagcdo do contrblerepresenta a
normalidade da solucdo de KOH, t o tempo da reagdioa massa de proteina presente no

biocatalisador imobilizado ou enzima livre.

3.10Atividade de esterificacédo

A atividade de esterificacdo foi determinada poromda reacdo do acido
oléico com etanol em tubos de ensaio, conforme aoé&igia proposta por Macedo e
Pastore (1997), com algumas modificagbes. Parapestedimento, foram colocados
em tubos de ensaio 3,4 g de &cido oléico, juntaeneorh 2,7 g de etanol (0,02 mol de
acido para 0,04 mol de alcool). Os tubos de erfsasm incubados a 5%C, durante
quinze minutos, e, entdo 0,061 g de biocatalisadobilizado ou enzima liofilizada
(1% em relacdo a massa total de reagentes) foremorsatios. A reacdo prosseguiu por
quatro horas. Apés esse periodo, os tubos fordrades, resfriados em banho de gelo
e aliguotas de 0,05 mL foram retiradas e pesadasaliguotas foram dissolvidas em
5 mL de etanol e tituladas com 3 gotas de fenelftal 1% e solucdo 0,5 mol/L de
hidréxido de potéassio. Uma reagdo sem adicao dmftailisador foi realizada servindo
como controle. O volume gasto na titulacdo de aétpuota foi convertido para o
volume que seria gasto na massa reacional totédrroe descrito pela Equacao (10).

Val * m total (10)

al

Volumegastonamassaotal(mL) =
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Sendo que Y € o volume da solugdo de hidroxido de potassidogaa
titulacdo da aliquota, g € a massa dos reagentes utilizados na reacag)(é,iy € a
massa pesada da aliquota (g).

A atividade foi calculada a partir da quantidadeadiglo graxo consumido na

reacao conforme a Equacéao (11).

(Vyrv = Vire) *10°* N

U (mmolmin™)/mg= :
*m

(11)

Sendo que U (atividade) representa a quantidadécd graxo (mmol)
consumido por minuto, Yy € o0 volume da solucdo (mL) de hidréxido de potassi
0,5 mol/L gasto na titulacdo com a massa totalrdagentes na reacdo sem adicéo de
biocatalisador, Vrg € 0 volume (mL) de solucdo de hidroxido de potaggisto na
titulacdo da massa reacional total com o uso dusatalisadores imobilizados e enzima
livre, t representa o tempo de reacdo, m a masgadenproteina presente no suporte ou

na enzima livre e N a normalidade da solucao @3)idroxido de potéssio.

3.11Influéncia da temperatura e do pH do meio reacionana atividade enzimatica

A hidrélise do azeite de oliva foi a reagéo utifiagpara avaliar a influéncia da
temperatura e do pH do meio reacional conforme 8¢n

Para avaliar a influéncia da temperatura, 5 mL rdalgo juntamente com a
solucdo tampéo foram incubados por 15 minutos &ogems biocatalisadores foram
adicionados. Os experimentos foram realizadosemapératuras de 30, 37, 50 e°GD

Os ensaios para avaliagdo da influéncia do pH dm meacional foram
conduzidos com a incubacéo dos biocatalisadoresalagdes tampé&o por 15 minutos
e, entdo, a emulsio pré incubada &’60foi adicionada, com a reagdo prosseguindo de
acordo com o procedimento descrito no item 3.9tadgdes utilizados foram pH 3,0,
6,0, 7,0 e 9,0 na temperatura de %D pois, nesta temperatura os biocatalisadores
apresentaram melhor desempenho catalitico.

A maior atividade hidrolitica foi considerada comeberéncia para o céalculo

das demais atividades relativas conforme a Equdggo
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At|V|dad§amq|f§renteaamperatas* 100 (12)
Maioratividadecalculad;

AtividadeRelativg%)=

3.12Estabilidade operacional dos biocatalisadores
3.12.1 Teste de dessorcao de proteina

Para analisar a quantidade de proteina dessom®ijdag de biocatalisador
foram colocados em erlenmeyer de 50 mL e, entdanf@adicionados 8 mL de tampéao
fosfato pH 7,0 (diluicdo de 1 mL de tampdo par®2®,g de sdlido), a 50C. Os
erlenmeyers foram levados para um banho com agitagéital e, em intervalos de
tempo pré-determinados, aliquotas de 1 mL forairadats, resfriadas, centrifugadas a
3000 rpm, durante 10 minutos e, entdo, o sobremadainanalisado conforme método
de Bradford (1976). As aliquotas foram retiradas tempos de 10, 50, 90 e 120
minutos (SERRA edal., 2008).

A porcentagem de proteina dessorvida foi calcutetia Equacao (13).

i i —Cai * Vsol
Proteinadessorvidg%) = —+———=>

bio

(13)

Sendo que gy € a massa de proteina (mg) presente no biocalaligsserida
no ensaio, £ € a concentracdo (mg/mL) de proteina da aliquetieada e Y, € 0

volume (mL) de solug&o tampéao contida no erlenmeyer

3.12.2 — Teste de reuso do biocatalisador na reseaarélise do azeite de oliva

Os biocatalisadores imobilizados SBA/Imob. e MCMibmforam peletizados,
por estarem na forma de po, e sua granulometriadi@cionada com a utilizacdo de
peneiras com abertura de 0,42 mm (Mesh 40) de raocslerem utilizados na reacéo
dentro de uma cesta com tela de aco inoxidavelajmentura de 0,149 mm (Mesh 100)
sendo isolados do meio reacional ao final da reggdi@ que a titulagéo e a adicdo da
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solucdo acetona:agua:etanol (1:1:1, v:viv) naossigeinfluéncia no desempenho
catalitico. O biocatalisador SPC/Imob. ndo sofrenhuma modificagcdo por ser
formado de particulas esféricas que ficaram retidasterior das cestas.

A reacao de hidrélise do azeite de oliva foi condazomo enill.9 e, ao final
da reacdo, as cestas foram retiradas, os produtaksalos por titulacdo e os
biocatalisadores, no interior das cestas, foranadas com solu¢cdo tampéo fosfato
pH 7,0 seguida de lavagem com hexano. Em seguidzsias foram colocadas em
dessecador, onde permaneceram por 30 horas, pmgese Apos esse periodo, 0s
biocatalisadores no interior das cestas eram ohs®rem um novo meio reacional.
Foram realizados quatro ciclos operacionais paaficavo comportamento em relagédo a
atividade hidrolitica.

A atividade do ciclo de operacao inicial foi tomactamo referéncia para o
calculo das atividades residuais dos biocataligsdonos ciclos operacionais

subsequentes conforme Equacgéao (14).

AtividadeResiduapoe)=—avidadedociclol ) (14)
Atividadedacicloinicial

Sendoquei=1,2,3e4.

3.13Sintese de ésteres etilicos a partir do 6leo debaforrageiro.

Foram adotados os parametros apresentados nohtvatlakenvolvido por
Tamalampudi e colaboradores (2008), no qual seaiilse 2 g de 6leo, 0,45 mL de
etanol (raz&o molar 6leo:etanol 1:3), e 0,1 dedialisador.

As reacdes foram conduzidas em tubos de ensai@ueno 6leo e o etanol
foram incubados a 56C, por 15 minutos, antes da adicdo dos biocatalisad As
reacOes foram realizadas, entdo £#GG, em intervalos de tempos de 2, 4, 8 12 e 24
horas, os tubos foram retirados, resfriados em daadn gelo. ApOs esta etapa,
adicionaram-se 5 mL de agua a°@e os tubos foram centrifugados para a separacéo
dos biocatalisadores, etanol e glicerol do Oleo sterés formados. Assim, 0
sobrenadante foi utilizado para andlise dos pradugacionais. Um controle foi

preparado nas mesmas condi¢des, porém, sem adi¢hocdtalisador.
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3.13.1 Anélise dos produtos reacionais

Para analisar e quantificar os ésteres etilicovepientes da reacdo de
transesterificacdo do 6leo de Nabo Forrageiro fartlimados os métodos descritos por
Visentainer e Franco (2006) e Visentainer (2012)padrao interno (PI) usado foi o
éster metilico tricosanoico (99%, SIGMA).

As massas de ésteres contidas nas amostras forarmibadas de acordo com
a Equacao (15).

m,*A

*
p éster I:CT

m éster = A (15)

p

Sendo que @3- € a massa do éster identificado no cromatogramgae
massa do padraosfer€ a area do pico correspondente a este ésgtere B fator de
correcdo tedrico e Aé a area do pico do padrdo interno (Pl) identificano
cromatograma.

Os fatores de correcdo tedrico dos diferentes esstéaram retirados do
trabalho de Visentainer (2012).

Os valores das massas de ésteres obtidos nas seegtaiticas foram
subtraidos dos valores determinados na reacacotmntie modo a se obter a massa de
éster formada somente pela a¢do da enzima.

De posse das massas dos ésteres formados pelaeazifidtica, com a
finalidade de uma comparacao igualitaria entre exehpenhos dos biocatalisadores,
foi calculada a eficiéncia catalitica dos mesmosrelacdo aos ésteres formados (g
éster/mg prot.) conforme a Equagéo (16).

. " . m ’
EficiénciaCatalitica(g éster/mgprot.) = —2agester (16)

prot.

Sendo quewl de sstef€Presenta a soma de todas as massas (g) des éstere
formados na reacao e,s € a quantidade de proteina oferecida para a repgéocada

tipo de biocatalisador
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacao do 6leo de Nabo Forrageiro

Os resultados para o indice de acidez e umidadaeséeentados a seguir.

4.1.1 indice de acidez e umidade

O valor obtido para o indice de acidez do 6leo @bdd\Forrageiro foi de
4,25 + 0,08 mg KOH/g. Este valor é maior do quevabres relatados por Sha e
colaboradoreq2013) com 2,56 + 0,03 mg KOH/g, Domingos at (2008), com
0,12 mg KOH/g, e Avila e Sodré (2012), com 3,84K@H/g, indicando que o 6leo de
Nabo Forrageiro utilizado possui maior quantidadeadidos graxos livres. A maior
degradacgdo apresentada pelo éleo pode ser devadmdigsdes de armazenamento, tais
como exposicao a luz, ao ar atmosférico, ao cabum maior periodo de estocagem
(AVILA e SODRE, 2012).

Cabe ressaltar que indices de acidez maiores qug ROH/g podem gerar
problemas para a producao de biodiesel por memati#ise alcalina, como a formacao
de sabdo e outros produtos secundarios, aumentassilm a viscosidade ou
dificultando a separacdo do glicerol do produtocimal (CANAKCI e VAN
GERPEN, 2001; FREEDMAN; PRYDE; MOUNTS, 1984).

O teor de umidade do foi de 0,228% (m/m). Valorestebr de umidade
maiores que 0,06% podem influenciar negativamenteagdo de transesterificacao
alcalina, porém, ndo tem influéncia na transestagfio acida em valores < 2%. Quanto
ao desempenho com o0 uso da transesterificacdo &@izama quantidade de agua
presente no 6leo pode ou néo ter influéncia, peifeibo que a umidade exerce depende
do tipo de lipase, do suporte utilizado e do meiacional (presenca ou auséncia de
solvente) (ATADASHI etl., 2012).

4.1.2 Composicdo em acidos graxos e massa molar
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A composicdo em acidos graxos obtida por analismatografica, conforme
descrito na secéo 3.1.2, € apresentada na Talielaefn como os valores na literatura

para efeito de comparacéo.

Tabela 4.1 - Composicdo em Acidos Graxos do Olddate Forrageiro.

Composicao (%)
Acido Graxo Nomenclatura Domingos | Valle et| Soares Dambski Presente
etal. al. etal. (2007) Trabalho
(2008) (2010) | (2010)
Miristico C14.0 - - 6,0 - -
Palmitico C16:0 5,67 7,0 7,9-10,0 8,1 5,53 £ 0,106
Estearico C18:0 2,23 3,6 2,2-3,1 3,0 2,09 + 0,041
Vacénico C18:1 (cis9) - - 1,4 - -

Oleico C18:1 34,53 27,9 4,5-29,1 34,5 22,6 + 0,63]
Linoleico C18:2 17,78 7,6 4,5-16,3 22,4 14,9 + 0,534
Linolénico C18:3 12,46 4,6 12,7 15,5 8,97 = 0,250

Araquidbnico C20:0 0,97 2,2 0,97-8,2 1,0 1,32 + 0,024
Gadoleico C20:1 9,99 11,2 - - 10,9 £ 0,429
Beénico C22:.0 - - 14,1 - -
Erdcico C22:1 16,37 33,3 1,2-16,3 15,4 31,4+1,82
Lignocérico C24:0 - 0,6 - - 0,734 + 0,0040
Nervonico C24:1 - 2,0 - - 1,63 +0,188

FONTE: Adaptada de Avila e Sodré (2012).

De acordo com os resultados obtidos, o 6leo de Naoageiro utilizado
possui maior porcentagem de acido erucico com 81,82%, seguido do acido oleico
com 22,6 + 0,631%. Além disso, a massa molar cadeuh partir da composicdo em
acidos graxos foi de 863,7 £ 2,758 g/mol. A compéciem acido graxo determinada é
mais proxima a descrita por Valle e colaborado€d (@), embora haja discrepancia
entre os valores apresentados na literatura. Aamastar determinada por estes autores
foi de 900,3 g/mol, superior ao valor determinad@resente trabalho e, isso pode estar
associado as maiores quantidades de acido grarosnadores massas molares (acido
erucico, araquidbnico, gadoleico e nervonico), dagti no trabalho de Valle e
colaboradores (2010).

As diferencas da composi¢cdo em acidos graxos, lmno @as semelhancas,
podem ser justificadas devido as formas de culfievglanta, o clima, o tipo de solo e,
também, a variedade das sementes (SHA,2013).

A presencga de grande porcentagem de &cido ertmina o 6leo de Nabo

Forrageiro um material impréprio para o consumagseeeste, entdo, potencial fonte de
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matéria-prima para produtos ndo alimentares, taiso¢ por exemplo, biocombustiveis
(CHAMMOUN; GELLER; DAS, 2013).

A composicdo em acido graxo encontrada para o iadioa que ele é mais
estavel ao processo de oxidacdo comparado ao élsoja, pois possui menos acidos
graxos poli-insaturados em sua composi¢do (CREMOB&IBE, 2013).

4.2 Caracterizacao das silicas e dos biocatalisadonesobilizados
4.2.1 Espectroscopia no infravermelho por transéalande Fourier (IVTF)

4.2.1.1 Silicas utilizadas como suporte

Os espectros no infravermelho obtidos para a MQMa#tes da calcinacéo, e

para a amostra calcinada MCM/CF s&o mostradosguaie4.1.

MCM-41
MCM/CF

Transmitancia (u. a.)

1085
462

T T T T T T T T T T T T T

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm™)
Figura 4.1 - Espectros no IVTF obtidos para MCMales da calcinagao e MCM/CF.

Na Figura 4.1para a MCM-41, as bandas obtidas nos comprimergasda
de 3417 e 1654 cihrepresentam as vibracées das ligacbes de Si-Oldlécutas de
agua ligadas ao grupo hidroxila pertencentes aggogrsilandis. As bandas presentes
em 2923, 2852 e 1492 chpertencem ao estiramento simétrico das ligacdes CH

estiramento assimétrico das ligacdes,@Hdeformacdo da vibracdo assimétrica dos
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grupos CH-(N"), respectivamente. Esses grupos sdo derivadosirtiatasmite CTABr
(Brometo de Cetiltrimeilaménio) utilizado na sirdeda MCM-41 (HOLMES etl.,
1998; ERGUN etl., 2013).

A extens@o assimétrica das vibracdes dos grup@ Sipode ser identificada
em 1085 crit e a banda presente em 798 crepresenta o estiramento simétrico das
ligacbes Si-O-Si. Para a banda observada em 4682acabsorcéo corresponde a flex&o
das ligacdes Si-O-Si (YU e ZHAI, 2008).

Apoés a calcinacdo (MCM/CF) todas as bandas que&septavam a presenca
dos grupos pertencentes ao surfatante desaparecAsalvandas remanescentes nos
comprimentos de onda de 3475 e 1639' aeferem-se as vibracdes das ligacdes de
Si-OH e agua adsorvida, respectivamente, em 1085&sibracdes assimétricas das
ligacbes Si-O-Si, em 798 ¢hmo estiramento simétrico das ligaces Si-O-Si e em
462 cm® & vibracdo de flexdo das ligagbes Si-O-Si. Issoficna a remocdo do
surfatante e a eficiéncia do método de calcinatifipado.

Os espectros no infravermelho obtidos para a amakdr SBA-15 e para a

amostra calcinada SBA/CE estéo representados neaHg.

SBA-15
— SBA/CE
)
a
3
-
g
f‘_ [\
. N
&
el (=
g 0 2
a <
¥ T T T T T T T ¥ T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm™)
Figura 4.2 - Espectros no IVTF obtidos para SBAeXara amostra calcinada
SBA/CE.
Para as duas amostras analisadas, as regides gdamentos de onda em 3498
e 3261 cnl representam a absorcdo para ligacdes Si-OH e agisarvida,

respectivamente. A banda em 1095’cpode ser atribuida ao estiramento assimétrico
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das ligagdes Si-O-Si, a banda em 808'@nvibracdo simétrica Si-O-Si e em 459tm
ao estiramento das ligacdes Si-O (SCALERAIgt2012).

Além disso, a SBA-15 apresentou bandas nas regiites 2968 e 2977 ¢
em 1647 e 1460 cnit. Tais bandas sdo atribuidas ao estiramento, dadion e
dobramento angular das ligacbes CHespectivamente. Essas bandas n&o foram
detectadas no material apds a calcinacdo (SBA/@HEando que o direcionador de
estrutura foi removido durante o processo de cadéia realizado (LI eal., 2013;
KRIMM; LIANG; SUTHERLAND, 1956).

A silica de Porosidade Controlada também foi sulolmet analise por
espectroscopia no infravermelho, para avaliarsaceunposicao superficial, sendo que
esta nao sofreu nenhum tipo de pré-tratamentop€ctr® no infravermelho obtido esta

ilustrado na Figura 4.3.

—SPC

Transmitancia (u. a.)

1116

: I ' I : I : I y I T I : I
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Nimero de onda (cm™)

Figura 4.3 - Espectro no IVTF da Silica de Porasgd@ontrolada (SPC).

A Silica de Porosidade Controlada exibe bandaslkantes as da MCM/CE e
SBA/CF em relacao aos tipos de grupos presentes) og grupos Si-OH e ligacbes de
hidrogénio em 3456 ci vibragbes assimétricas das ligacdes Si-O-Si et Lthi*
vibragéo simétrica das ligacdes Si-O-Si em 808 emflexdo das ligacdes Si-O-Si em
473 cmi* (CHARAN e RAO, 2013).
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4.2.1.2 Biocatalisadores imobilizados

A Figura 4.4apresenta os espectros obtidos para a enzimalosaiferentes

biocatalisadores imobilizados.

Enzima SBA/Imob.
SPC/Imob. MCM/Imob.

<

=

s

<§

: »

=

T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm™)

Figura 4.4- Espectros IVTF obtidos para enzima livre e biogsadires imobilizados.

Como descrito na literatura as lipases possuem loaradas caracteristicas em
1650 cn (aminas primarias) e 3380 enlaminas secundarias) (SOARESakf 2004).

Essas bandas nao puderam ser identificadas nestespdos biocatalisadores
imobilizados. Os comprimentos de onda em torno&#® tm' para os biocatalisadores
representam as moléculas de agua adsorvida noges)SBA/CE, MCM/CF e SPC,
conforme descrito anteriormente, e tal banda peidset sobreposto aquela caracteristica
da amina primaria dificultando sua identificacd@a@to a amina secundaria, a banda
que se forma em 3380 €mtambém pode ter sido sobreposta pela ampla bardday
devido a presenca dos grupos superficiais Si-Okatdados dos suportes (SCALERA et
al., 2012). Além disso, a quantidade de enzima inzdiia € pequena em relacdo a
massa do suporte fazendo com que a intensidadeedpsctros e as bandas
caracteristicas também sejam muito pequenas emacela intensidade das bandas

caracteristicas do suporte.



40

4 .2.2 Difratometria de raios X

4.2.2.1 Silicas utilizadas como suporte

De acordo com os difratogramas as estruturas heasgdo arranjo de poros
tanto da MCM-41 como da SBA-15 podem ser confirnsapgor meio dos trés picos
identificados, Figura 4.5, e que sao indexadogows (100), (110) e (200) (GRUN et
al., 1999; ZHAO; SUN; STUCKY, 2000). Mesmo apos a cacéo (MCM/CF e
SBA/CE) as silicas mantiveram tais picos, indicagde o processo de calcinagdo nao
afeta de forma significativa suas intensidades, ehd® apenas um pequeno
deslocamento nos picos para angulos levemente @saiorque indica uma pequena

contracdo na abertura dos poros da amostra.

) —— MCM-41 b) 100 ——SBA-15
100 —— MCM/CF —— SBA/CE
100
3 3
2 100 =
2 7L
5 5
E b= 110
— — 200
110 200
110 /7200,
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
2 4 6 8 10 0 1 2 3 4 5
Graus (26) Graus (20)
c) ——SPC

3

=

5

1 1 1 1 1
0 2 4 6 8 10
Graus (26)

Figura 4.5 Difratogramas das silicas utilizadas como supprtdCM-41 e MCM/CF,;
b) SBA-15 e SBA/CE e c) SPC.

Cabe ressaltar que a amostra SPC ndo apresentmidacdifragdo na faixa
analisada, indicando que esta silica ndo apresmg@nizacdo estrutural como as

demais amostras.
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De posse dos difratogramas, foram determinadasstééndias interplanares
(diog) € 0s parametros de cela unitarig jpara as amostras sintetizadas de partida e apés
a calcinacdo. Os valores obtidos para os paramestosturais sdo mostrados Tabela
4.2.

Tabela 4.2 Distancias interplanares e parametros de celarinias amostras de
partida e calcinada.

Amostra d100 (NM) 3 (nm)
MCM-41 3,7 4,40
MCM/CF 3,5 4,00
SBA-15 9,8 11,3
SBA/CE 9,7 11,2

A diminuicdo do valor de cela unitaria para a MCM-d4ntes e apés a
calcinacdo foi de aproximadamente 9,1%, enquanta paSBA-15 foi de 0,09%
indicando uma maior contragao de poros para a aaeEM/CF.

De acordo com Huo e coloboradores (1994) a sirdas®ICM-41 em meio
alcalino ocorre devido a cooperacao entre a solag&mica do silicato e o surfatante
cationico (SI). As interacdes entre essas espécies, interagbess, sdo mais fortes
que as que ocorrem na sintese da SBA-15 em cosdigigas, em que o polimero é
protonado, levando a interacfes eletrostaticas cligagdes de hidrogénio entre o
surfatante (P123) e o precursor inorganico. Estaa pode explicar o fato da SBA-15
ser mais estavel mesmo com o uso de um métoddaeagzio sem fluxo de nitrogénio
e ar sintético. Além disso, deve-se considerar apigaredes da SBA-15 sdo mais
espessas (5,08 nm) do que as da MCM-41 (1,5 nne),pgde ter como resultado a
maior estabilidade térmica durante o processo deinegdo para eliminagcdo do

direcionador de estrutura.

4.2.1.1 Biocatalisadores imobilizados
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Os difratogramas obtidos para as silicas calcinadtes e apos a imobilizacdo

da enzima estao ilustrados na Figura 4.6.

a) —— MCM/CF b) 100 ——SBA/CE
100 —MCM/Imob. —— SBA/Imob.
3
Z
3 100
100 - 110,49
JL 110 500
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
2 4 6 8 10 0 1 2 3 4 5 6

Graus (20)

Graus (26)

Figura 4.6: Difratogramas de raios X das silicdzatlas como suporte antes e apos a
imobilizagao da enzima: a) MCM/CF e MCM/Imob. eSBA/CE e

SBA/Imob..

De acordo com os difratogramas obtidos apenasam®glindexados ao indice

de Miller (100) estéo presentes apds o procesgoalglizacdo das lipases.

A formacdo dos picos nas andlises por difratometgaraios X resulta na

diferenca entre o “contraste de espalhamento” exstngaredes de silicato e do material

gue compde os poros e a diminuicdo dos picos nalicelnecessariamente na perda da
estrutura hexagonal tanto da MCM-41 quanto da SBAMARLER etal., 1996). Tal
comportamento foi relatado no trabalho desenvolpoloVinu e colaboradores (2004),

em que o citocromo c foi imobilizada em MCM-41 eASB5. Segundo os autores, a

diminuicdo da intensidade dos picos esta assoeiadaaior contraste entre a densidade

eletrbnica das paredes de silicio e os poros vanoeelacdo a densidade eletronica das

paredes de silicio e dos poros preenchidos coraiman

A fim de investigar se a enzima utilizada no presérabalho seria capaz de ser

adsorvida no interior dos poros dos suportes, formtizadas analises de fisissorcao de

nitrogénio para determinacdo das propriedadesrigtdas silicas calcinadas e apos a

imobilizagao da enzima.




43

4.2.3 Adsorcéo/dessorcao de nitrogénio

4.2.3.1 Silicas utilizadas como suporte

A Figura 4.7apresenta as isotermas de adsorcéo e dessorcémdémo para a
amostra MCM/CF.

- —a— MCM/CF Adsor¢io
| —e— MCM/CF Dessor¢io
350 -
A ]
7z
oy 300 -
§/ -
o~ 250 4
2 250
2 ]
Q
£ 2004
= 1/
>
/
150 1
100 T I T [ T I T | T
0.0 0.2 0,4 0.6 0.8 1,0

Pressdo Relativa (P/P))

Figura 4.7 - Isotermas de Adsorcéo/Dessorcao degémio para MCM/CF.

A isoterma mostrada na Figura 4.7, de acordo cawellyn e colaboradores
(1994), seria um tipo de isoterma de transicaceemtipo | para materiais microporosos
e tipo IV para materiais mesoporosos e ocorrem [d&®-41 com poros de didametro
inferior a 2,5 nm. N&o existe a condensacao capdar histerese, o que pode indicar a
formacdo de monocamada em baixas pressbes reldtVBs = 0,1), seguida de
preenchimento de poros como se fossem microporos.
Thommes; Khon; Froba, (2002) n&o encontraram adoém de histerese para

MCM-41 com poros inferiores a 4 nm e com a utilézade nitrogénio como adsorbato.
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Segundo os autores, a formacdo de histerese deplndamanho dos poros, dos

materiais adsorventes, do adsorvato utilizado tem@eratura de analise.
Comportamento diferente das isotermas encontradgasa p MCM/CF foi

demonstrado pelas isotermas da SBA/CE, que esistoaitlas na Figura 4.8.

—&— SBA/CE Adsor¢3o
—®— SBA/CE Dessor¢ao

Volme de N, (cm'alg STP)
S
o
|

O T I T I T I T I T
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1,0

Pressdo Relativa (P/PO)

Figura 4.8 - Isotermas de adsorcao/dessorcao mg@mio SBA/CE.

A isoterma mostrada na Figura 4.8 é do tipo IV, doisterese associada a
condensacao capilar nos mesoporos, representansiopanesidade com poros com
faixa estreita de distribuicdo de tamanho. A adswoigicial ocorre com a formacéo de
monocamada de adsorbato seguido do preenchimestpaos em multicamadas.
Apds o preenchimento existe a condensacdo capiler @ aumento repentino do
volume de nitrogénio adsorvido seguido da saturagaporo e, entdo, o nitrogénio é
adsorvido nas paredes externas. A histerese épdoHil caracteristica de poros
cilindricos (SING eatl., 1985; SCHWANKE e PERGHER, 2012).

A Silica de Porosidade Controlada também foi caraeda por meio da
fisissorcdo de nitrogénio, porém, nado foi possigleterminar suas caracteristicas

texturais, ja que o equipamento se limita a amatisaeriais com poros de até 30 nm.
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As caracteristicas texturais foram entdo tomadasat@lho de Trevisan; Mei; Zanin,
(2000) que utilizaram esta mesma silica comercadroporosa.

4.2.3.2 Biocatalisadores imobilizados

As isotermas de fisissorcdo de nitrogénio paranagsias imobilizadas s&o
mostradas na Figura 4.9. Pode-se verificar ques apomobilizacdo, a MCM/Imob.
apresentou caracteristica de material microporogm isoterma do tipo I. Por outro
lado, a isoterma da SBA/Imob. manteve o mesmo cdiapento anterior, porém, com
menor quantidade de nitrogénio adsorvido/dessoy@aimo pode ser observado a partir
da Figura 4.%.

—&— MCM/CF Ads. ——MCM/CF Dess. a)
—A— MCM/Imob. Ads.—¥— MCM/Imob. Dess.

—&— SBA/CE Ads.—#— SBA/CE Dess.
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400

200

Volme de N (cm}/g STP)
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o
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. r : : :
0.2 0.4 0.6 0.8 1,0 0,0 0.2 0.4 0.6 0.8
Pressdo Relativa (P/P)) Pressdo Relativa (P/P)

Figura 4.9 - Isotermas de adsorcao/dessorcao mg@itio para: a) MCM/CF e
MCM/imob. e b) SBA/CE e SBA/Imob.

Por meio dos dados obtidos na andlise adsorcdorfgéesde nitrogénio foi
possivel determinar os parametros texturais dessi¢ biocatalisadores imobilizados,

gue estdo apresentados na Tabela 4.3.
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Tabela 4.3 - Caracteristicas texturais das siédaiscatalisadores imobilizados.

Volume de Area Diametro médio | Espessura de
Tipo de Material poros especificd de poros parede

(cm’lg) (m*g) (nm) (nm)

MCM/CF 0,36 1059 2,25° 1,50
MCM/Imob. 0,14° 605 2,58° Nd

SBAJ/CE 0,82° 540,4 6,12° 5,08
SBA/Imob. 0,7° 388,77 5,96° Nd
*SPC 0,64 56,49 50,2 -

a: BJH; b: BET; Nd: ndo determinado.

*Parametros retirados de Trevisan; Mei; Zar2000).

Nota-se pelos valores apresentados na Tabela é.8ymesoporos sdo muito

pequenos, proximos ao limite superior da clasgifioa de microporos, para a

MCM/Imob., o que esta de acordo com as curvas dergélo/dessorcao de nitrogénio.

Também é possivel notar que sua area especifiea gatbume de poros diminuiram

mas o didmetro médio de poros aumentou. Deve-ssdsoar que o didmetro médio

das lipases d8urkholderia cepaciaesta entre 4 e 5 nm e por isso, ndo podem ser

adsorvidas no interior dos mesoporos da MCM/CFdseantdo fisissorvidas na
superficie externa deste material (HUMPPHREY e WHRIGG2005; LI etal., 2010).

Assim, o bloqueio parcial dos mesoporos pequends per levado a diminuicdo do

volume de poros e da area especifica.

A SBA/CE apresentou diametro meédio de poros de @&af tamanho

suficiente para que as lipases utilizadas no ptestabalho fossem adsorvidas no

interior de seus poros. A fisissor¢do no interiarSBA/CE p0Ode ser confirmada por

meio das analises de adsorcdo de nitrogénio obtidaamostra SBA/Imob., em que

houve diminuicdo nao tdo pronunciada do volume atese, também, diminuicdo da

area especifica e diametro médio de poros, senda pge sua caracteristica de material

mesoporoso, com estreita faixa de distribuicdoategy conforme indicam as isotermas

mostradas na Figura 49(HARTMANN, 2005).

A &rea externa especifica da MCM/CF foi de 37gndeterminada pelo método

t-plot a partir dos dados de adsorcao/dessorcanitc@énio e considerou-se como

sendo a disponivel para a ligagdo das lipases.
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4.3Umidade e quantidade de proteina nos biocatalisadss imobilizados

Os resultados obtidos para analise de proteinanadaoe para o teor de
umidade presente nos biocatalisadores sao aprdesmtal abela 4.4.

Tabela 4.4 - Umidade presente nos biocatalisadogesmntidade de proteina adsorvida.

Tipo de Biocatalisador Umidade (%) (mg prot./g bioseco)
SBA/Imob. 26,11 £ 5,76 2,09 + 0,0699
MCM/Imob. 38,88 + 3,53 1,76 + 0,0707
SPC/Imob. 8,38 + 2,96 1,31+ 0,0307

Os resultados apresentados na Tabelandgtram que o teor de umidade das
amostras aumenta com a diminuicdo do diametro oesgoaumento da area especifica
(Tabela 4.3). A SBA/Imob. apresentou a maior quiack: de proteina adsorvida por
grama de biocatalisador seco, seguida da MCM/Imgpor fim a SPC/Imob.

De acordo com Serra e colaboradof@908), o diametro de poros € o
parametro que mais tem influéncia na eficiéncia adsorcdo de enzimas,
principalmente, a relagéo entre diametro de posaenanho das moléculas da enzima.
Outras caracteristicas como volume total de podore& especifica ndo possuem efeitos
significativos na imobilizacdo de enzimas. Destedmcé possivel justificar a maior
quantidade de enzima adsorvida sobre o suporte GBAIm relacdo ao suporte
MCM/CF. Porém os resultados obtidos ndo estdontetate de acordo com estes
autores, pois a SPC que possui 0 maior diametpodes foi a amostra que adsorveu
menor quantidade de proteina.

No trabalho publicado por Trevisan; Mei; Zanin,@@pfoi verificado que com
0 aumento no diametro de poros, existe maior U@ de enzima imobilizada. No
entanto, quando o diametro de poro é tal que egistede reducdo da area especifica
ocorre diminuicdo na quantidade de enzima imolihzdlang e colaboradores (2007)
verificaram que poros maiores que duas vezes ontamnda lipase tém influéncia
negativa na eficiéncia de imobilizacdo, pois, asme tempo que permitem o livre
acesso da enzima ao interior do suporte, tambésteernaior difusividade para o

exterior do suporte.
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Mesmo com menor area disponivel para a imobilizagh@uantidade de
proteina adsorvida na MCM/CF foi maior do que a SRE€ste caso, 0 que pode ter
influenciado a adsorcéo da lipase ndo foi a arspodivel para imobilizacdo, mas as
caracteristicas superficiais dos suportes. A lipgs8urkholderia cepaciaapresenta
ponto isoelétrico (pl) de 5,2 e a imobilizacdo ¢onduzida em pH 7,0, tornando a
superficie dessa enzima carregada negativamentelCM-41 apresenta pl de 3,6 e a
SPC de 2,0 e ambas também tiveram a sua superitaeigegada negativamente durante
a imobilizacdo (DEERE etl., 2003; REBELO edl., 2010; SZCZYPA; KAJDEWICZ;
KOSMULSKI, 1989). De acordo com Gustafsson e calatbores(2012), as enzimas
podem ser adsorvidas em superficies carregadastivaegente por adotar uma
conformacdo em que 0S seus grupos carregadosvposite figuem expostos aos
grupos com cargas negativas da superficie da .sficgue pode ter favorecido a
imobilizacdo na MCM/CF seria o fato de as repulsélegrostaticas entre a enzima e
esse suporte serem menores que a repulsdo en®€ & 8s lipases, devido ao menor

ponto isoelétrico da SPC.

4 .4 Atividade hidrolitica

A Figura 4.10apresenta os valores de atividade hidrolitica éBp&cem

funcéo do tipo de biocatalisador estudado, paeagéio de hidrolise do 6leo de oliva.

Atividade (U/mg prot.)

L
/ /‘ 60.90.£.2.600

Enzima Livre MCM/Imob. SPC/Imob. SBA/Imob.
Tipo de Biocatalisador

Figura 4.10 - Atividade Hidrolitica Especifica eam§do do biocatalisador, para a
temperatura de 5(C.
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Mesmo com a maior quantidade de proteina adsorvidasuporte e
teoricamente disponivel para catalisar a reacadhidelise do 6leo de oliva, a
SBA/Imob. apresentou a menor atividade hidrolitidantre as amostras estudadas.
Também pode ser observado que a atividade hidelitara a amostra SPC/Imob. foi
ligeiramente inferior aquela observada para a M@MH. quando ndo considerados
erros associados aos valores obtidos. Assim, cemasido-se que a molécula do 6leo é
volumosa, os poros do suporte SBA/CE podem tertdohoi a livre difusdo das
moléculas reagentes para o interior do cristalaatéenzimas adsorvidas (limitagdes
estéricas), disponiveis para promover a reacaoidiélise. Por outro lado, como as
enzimas estéo adsorvidas, preferencialmente nafsipexterna do suporte MCM/CF,
este sistema nao apresentaria limitacfes estéscamléculas reagentes do 6leo, assim
como também nao ocorreria com o suporte macrop@&€d. Deste modo, a pequena
diferenca na atividade seria devida apenas a diarale quantidade de proteina
adsorvida nestes suportes. Aparentemente o teamdakade do suporte ndo apresentou
influéncia sobre a atividade de hidrolise das araeststudadas.

Segundo Gao e colaboradorgX00), também € possivel presumir que a
guantidade de proteina no interior do suporte SEA#Erou agregados enzimaticos e
ndo a distribuicdo uniforme das enzimas ao longsugeerficie interna dificultando o
acesso do substrato ao sitio ativo.

O que também pode ter ocorrido € a maior lixiviags enzimas dos
biocatalisadores MCM/Imob. e SPC/Imob.. As enzimessorvidas na forma livre s&o

mais ativas em relagéo as lipases imobilizadas.

4.5 Atividade de esterificacao

A atividade de esterificacdo do acido oléico emcémn do tipo de
biocatalisador € apresentada na Figura 4.11.

Conforme pode ser verificado por meio da Figural 40l biocatalisador
SPC/Imob. apresentou maior atividade, na reacaestkrificacdo do &cido oleico,
seguido da SBA/Imob. MCM/Imaob. e da enzima livre.
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Figura 4.11 - Atividade de Esterificagdo do acitkiam em funcao do tipo de
biocatalisador, para a temperatura déG0

A guantidade de umidade da SPC/Imob. foi a menoirel@s biocatalisadores
imobilizados. De acordo com Foresti e Ferreira {320@& quantidade de agua tem
grande influéncia na catalise enzimatica em me@artico, pois 0 excesso de agua
(mais que 3% m/m) pode favorecer a reacdo de I8sdr@o invés da reagdo de
esterificacdo. Por outro lado, existe a necessidadema quantidade de agua minima
para que a enzima mantenha sua conformacéao tridiore e, assim, sua atividade
catalitica. A quantidade de agua que possui efgitsitivos na eficiéncia reacional,
para a maioria das lipases, esta entre 0,5 e 1 BNEUVE, 2007). Tais fatos podem
explicar o melhor desempenho catalitico da SPC/lmamb relacdo aos demais
biocatalisadores imobilizados.

A enzima livre na presenca do etanol pode sofmefgpga capacidade catalitica
e a imobilizacdo aumenta a estabilidade em solgentganicos. Isso pode estar
associado a maior atividade apresentada pelos taiisealores imobilizados. Outra
caracteristica apresentada pelas enzimas livrésrema de p60 em meio ndo aquoso é a
formacédo de agregados que pode ser prejudiciabaalesempenho na reagao (LEE;
LIN; MOU, 2009; LI etal., 2013b; SALIS eal., 2009).

E interessante notar que a dimensdo dos poros portsuSBA/CE néo

apresenta restricdbes a difusdo das moléculas remsgdr acido oléico, que é muito
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menor em relagdo a molécula do 6leo. Assim, todessistemas reacionais nao
apresentaram restricbes a difusdo da molécula neageé os sitios cataliticos das

enzimas adsorvidas sobre o suporte.
4.6 Influéncia da temperatura e do pH na atividade déidrélise
O comportamento dos catalisadores enzimaticos éamgéke a variagcdo da

temperatura na reacao de hidrélise do azeite da eltambém os dados obtidos para os

ensaios encontram-se na Figura 4.12 e Tabeledpectivamente.
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Figura 4.12 - Atividade Relativa dos biocatalis&soem funcéo da variacdo da
temperatura na reacao de hidrolise do azeite da.oli



52

Tabela 4.5Atividade especifica e atividade relativa dos hialtsadores em funcéo da
variacdo da temperatura na reacao de hidréliseeiteade oliva.

. ) Temperatura (°C) Atividade Especifica o )
Biocatalisador Atividade Relativa (%)
(U/mg)
30 61,25 + 5,906 26,19 £ 2,526
. . 37 144,8 £ 5,535 61,91 £ 3,516
Enzima Livre
50 233,9+£7,243 100 £ 5,940
60 228,002 + 2,002 97,47 £ 4,183
30 30,45 + 4,368 50,00 £ 7,475
37 40,55 + 1,273 66,60 + 3,493
SBA/Imob.
50 60,89 + 2,558 100 £ 4,201
60 55,59 + 4,899 91,30 £ 8,913
30 61,35 + 6,253 72,93 + 8,637
37 40,55 + 4,368 86,30 £ 9,471
SPC/Imob.
50 84,12 + 5,072 100 + 8,528
60 81,21 + 3,643 96,53 + 7,255
30 33,88 + 0,3556 37,89 + 1,641
37 60,16 + 5,512 67,69 + 7,081
MCM/Imob.
50 88,88 + 4,487 100 £ 7,140
60 87,58 + 3,3402 98,53 £ 6,235

Conforme pode ser verificado a partir das curvassgmtadas na Figura 4.42
dos dados da Tabela 4.5, os biocatalisadores immatdls mostraram atividade relativa
mais alta para temperaturas inferiores 8°G0em relacdo a enzima livre e todos os
catalisadores enzimaticos apresentaram melhor ¢esdm catalitico na temperatura de
50°C (100% da atividade relativa). Porém, a atividadativa diminuiu levemente para
os biocatalisadores na temperatura dé®B(07,47% enzima livre; 91,30% SBA/Imob.;
96,53% SPC/Imob.; 98,53% MCM/Imob.).

Segundo Hu e colaboradores (2012), as ligacOelsidtegénio dos grupos
silandis presentes nos suportes entre as aminagsidsios de aminoacidos da enzima
faz com que a lipase mantenha sua estrutura rigidevenindo mudancas
conformacionais da estrutura ativa da enzima caariacdo de temperatura e a maior
estabilidade dos biocatalisadores estudados podelaeionada com este fato.

A Figura 4.13e a Tabela 4.8epresentam a variagcdo da atividade relativa,
especifica e relativa, funcdo do pH do meio readjopreparado com diferentes

solucbes tampéo, na hidrolise do azeite de oliva.
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Figura 4.13 - Efeito da variacdo do pH do meioied para a reacdo de hidrélise do

azeite de oliva a 5{C.

Tabela 4-6 Efeito da variacdo do pH do meio reacional na ddige especifica e
relativa para a reacéo de hidrdlise do azeiteiga al50°C.

) _ pH Atividade Especifica o )
Biocatalisador Atividade Relativa (%)
(U/mg)
3 102,3+19,14 43,71 £ 8,182
6 195,7 + 3,833 83,68 + 3,878
Enzima Livre
7 233,9 £ 7,243 100 £ 5,940
9 158,2 + 5,392 67,64 + 3,659
3 30,09 £ 4,476 49,41 + 7,639
6 47,57 £ 0,951 78,13 £ 3,634
SBA/Imob.
7 60,89 + 2,558 100 £ 4,201
9 40,64 + 2,441 67,64 + 4,891
3 43,18 + 2,869 48,91 + 4,509
6 78,81 £ 2,542 93,68 + 6,407
SPC/Imob.
7 84,12 £ 5,072 100 £ 8,528
9 66,73 £ 2,648 79,33 +5,726
3 33,88 £ 0,3786 23,12 £ 1,060
6 55,08 + 8,346 61,97 £ 9,897
MCM/Imob.
7 88,87 + 4,487 100 £+ 7,140
9 18,79 £ 2,649 21,15+ 3,167
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As curvas apresentadas na Figura 4el@s dados da Tabela 4o®stram que a
SPC/Imob. apresentou maior estabilidade enquantd@MW/Imob. demonstrou
estabilidade inferior ao da enzima livre. Tambépossivel mostrar que a solu¢cdo com
pH 7,0 foi a que proporcionou maior atividade dtital para todos os catalisadores. De
fato, Jegannathan; Chan; Ravindra, (2009) utilmatlipase deBurkholderia cepacia
livre e imobilizada e avaliaram sua estabilidadanjo & variagdo do pH do meio
reacional. A maior atividade alcancada por ambasrfosolugdo com pH 7,0 conforme
0 observado no presente trabalho.

Jacoby e colaboradores (2013) estudaram as mudadogagrupos silanois
presentes nas superficies da SBA-15 e MMF (siliesoporosa) em relacao a diferentes
valores de pH. A partir dos resultados obtidos kdram que houve um colapso na
estrutura da MMF devido a dissolucao e reprecigaagesses grupos em solugcdes com
pH 3,0 e 10,0. Tal comportamento nao foi obsernyata a SBA-15 devido a espessura
de suas paredes internas, que eram 3 vezes majoeesas da MMF. A SBA/CE
apresentou espessura de parede de 5,08 nm e a NFCNEC1,5 nm conforme
apresentado na Tabela 4.3.

Cabe ressaltar que esse tipo de estudo nao fouzmwdneste trabalho, porém,
€ possivel que a baixa estabilidade encontradaghiacatalisador MCM/Imob. possa
ser explicada pela mudanca da superficie do mefsemte as variacées do pH do meio
reacional, influenciando assim a atividade enzoaat

Em relacdo a SPC, Weetall (1969) afirma que epsede& material ndo sofre

modificacao significativa na sua estrutura para amala faixa de variacdo de pH.

4.7 Estabilidade operacional

A quantidade relativa de proteina dessorvida emdorda variagdo do tempo
de permanéncia dos biocatalisadores em uma sotaggsiio fosfato pH 7,0, a 5@,
estdo representadas na Figura 4elda Tabela 4.7.

As curvas apresentadas na Figura 4rigstram que a SBA/Imob. tem uma
perda gradual de proteina ao longo do tempo des&gmwno meio, estabilizando em
valores de aproximadamente 35 % apds 90 minutos.
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Figura 4.14 - Porcentagem de proteina dessorviddidoatalisadores dessorvidas em
funcdo do tempo de permanéncia em uma solucao taempdH 7,0, a 50

°C.

Tabela 4.7 - Porcentagem de proteina dessorvidhidoatalisadores em funcéo do
tempo de permanéncia em uma solugdo tampao enOpH 30°C.

_ _ Tempo (mim) Proteina dessorvida
Biocatalisador
(%)
10 8,562 + 1,730
50 24,77 +10,81
SBA/Imob.
90 35,61 +4,915
120 35,47 + 2,883
10 32,83 + 3,283
50 45,00 + 5,600
SPC/Imob.
90 40,42 + 00,8704
120 39,72 + 00,4643
10 24,59 + 3,161
50 42,92 + 9,483
MCM/Imob.
90 50,07 + 16,44
120 54,99 + 6,955
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Verifica-se que para o biocatalisador SPC/Imob.uim@é dessorcao rapida de
proteina até os primeiros 10 minutos (32,83 + 3%33sendo que apds 50 minutos essa
taxa de dessorcdo permanece estavel, alcancammes/pléximos a 40%.

Para o biocatalisador MCM/Imob., nos primeiros ldwutos ha uma maior
velocidade de perda de proteina. Apos este tempdoaidade de dessorcdo diminui,
mas segue crescendo até atingir valores de aprdamente 55% em 120 minutos de
exposicao ao meio.

Conforme o comportamento apresentado pelos bitgzdales em relacdo a
lixiviacdo das lipases. ndo se pode descartar @dsp de que as atividades mais altas
apresentadas por MCM/Imob. e SPC/Imob. na reacdoidiélise do azeite de oliva
tenham sido influenciadas pela maior quantidade pdEeina dessorvida desses
catalisadores enzimaticos para o meio reacional.

A Figura 4.15 apresenta os valores de atividadeluals para o reuso dos

biocatalisadores imobilizados na reacéo de hidr@isazeite de oliva, a 5G.
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Figura 4.15 - Atividade residual dos biocatalis@adamobilizados em relag&o aos ciclos
operacionais, para a reacao de hidrélise do adeitdiva a 50C e em pH
7,0.

A SBA/Imob. apresentou maior estabilidade operadioem relacdo aos

demais biocatalisadores imobilizados, apresentatidgmlade menor que 50% da sua
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atividade inicial no quarto reuso, enquanto a SRalll e a MCM/Imob. perderam 50%
do valor da sua atividade inicial ja no terceirdaioperacional. A perda de atividade
mais acentuada do ciclo inicial para o ciclo 1 el@so pode ser explicada pela maior

dessorcao de proteinas, conforme verificado ne thstixiviacao.

4.8 Sintese de ésteres etilicos a partir do 6leo deldaForrageiro

Os ésteres etilicos produzidos (g) em relacao atgiaale de proteina presente
nos biocatalisadores (mg) ( eficiéncia catalitiea)) funcdo do tempo de reacgéo, a
temperatura de 56C, com razdo molar alcool dleo de 1:3 e 0,2 g dalisador

enzimatico, esta ilustrada na Figura 4.16.
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Figura 4.16 - Eficiéncia catalitica dos biocatalma@s na producéo de ésteres etilicos,
para a reacao de transesterificacdo do éleo de Natbageiro, razdo
molar alcool:6leo 3:1, utilizando 0,2 g de biocsdor, para temperatura
de 50°C.

As curvas apresentadas na Figura 4.16 mostramogos bs biocatalisadores
imobilizados apresentaram eficiéncia catalitic&t@y/mg prot.) mais elevada do que a

enzima livre.
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De acordo com Penccreac’h e Baratti (1999) exisaernento na atividade da
enzima imobilizada em relacédo a enzima livre nagmea de solventes organicos. Uma
possivel explicagdo para este fato é que a enzimohilizada tem sua forma “aberta”,
ou seja, a tampa “lid” ndo cobre o seu sitio atlgeo pode ter ocorrido na reacéo de
transesterificacdo do 0leo de Nabo Forrageiro. Bniguas enzimas livres estavam, em
sua maioria, na forma “fechada”, a maioria das reagi imobilizadas estava na sua
conformacéao “aberta”, favorecendo assim a agaditieaadas mesmas.

Shimada e colaboradores (2002) em revisao sodpmadliae enzimatica para a
producao de biodiesel constataram que as enzimas Indo sdo estaveis na presenca
de alcoois de cadeia curta como o metanol e etrisso prejudica o desempenho
catalitico na producao de ésteres. O fato dos talisadores imobilizados MCM/Imob.,
SBA/Imob. e SPC/Imob. terem apresentado maiorésfiia catalitica, pode indicar que
a imobilizacdo tornou os biocatalisadores menosesiveis aos alcodis de cadeia curta.
Ainda segundo Shimada e colaboradores (2002), laagfio de Oleo de soja néo
degomado na reacdo prejudica o desempenho dasasnzimobilizadas (Novozyme
435) devido a presenca de fosfolipidios no dleoigiggagem com o suporte.

Segundo Cremonez e colaborades (2013) o Oleo d® [Rabrageiro nao
apresenta lecitina na sua composicao e, os bimztates imobilizados utilizados no
presente trabalho ndo podem ter sidos prejudicpets presenca dos fosfolipidios,
pois, estes ndo estdo presentes no meio reacional.

A Tabela 4.8 representa os rendimentos em éstatosbapds 24 horas de

reacao e a eficiéncia catalitica dos biocataliszsior

Tabela 4.8 -Rendimento em éster % e eficiéncia catalitica erstgr/mg de proteina
apos 24 horas de reagdo 460

_ _ Rendimento Eficiéncia Catalitica
Biocatalisador ) ) ) )
% ester (g éster/g 6leo)*10C (g éster/mg prot.)

SPC/Imob. 21,27 £0,7 355+1,01
MCM/Imob. 14,19 + 0,64 26,37 £1,18
SBA/Imob. 1197 +1,5 16,14 + 1,96
Enzima Livre 8,95+1,34 2,92 +£0,44

Os valores apresentados na TabelantiBam que o biocatalisador SPC/Imob.
apresentou melhor desempenho na reagdo em relachmaatalisador MCM/Imob.
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Possivelmente o que pode ter proporcionado essaedfa seria o fato de que as
proteinas se mantiveram na superficie externa gor MCM/CF, que apresentou
menor area disponivel para a imobilizacdo que orseSPC, porém adsorveu maior
guantidade de proteina. Isso pode ter gerado agpegde enzimas € um menor
espacamento entre as lipases. Por outro lado, methid de poros do suporte SPC
permite que as proteinas tenham acesso ao seiwrnnt&arm maior area especifica, e
isso pode ter contribuido para que elas tenhammsalbores distribuidas e mais espago
entre as enzimas pode favorecer a atividade dedalittm de favorecer a difusdo do
substrato (THORN; GUSTAFSSON; OLSSON, 2011).

O catalisador enzimatico SBA/Imob. demonstrou desgrho inferior aos
demais biocatalisadores imobilizados na sintegstiges etilicos.

De acordo com Hudson; Cooney; Magner, (2008), aohhbicidade do
substrato tem grande influéncia na atividade deialide enzimas imobilizadas em
silicas hidrofilicas, como as utilizadas no presdrabalho. Segundo os autores, se o
substrato é hidrofébico, sua difusado interna asalas canais do suporte é lenta e isso
prejudica o desempenho da enzima imobilizada emirdetior. Suportes com poros
maiores podem compensar esta restricdo favorecartdga de difusdo interna. Esta
explicacdo pode ser aplicada ao fato do biocatlisamobilizado SBA/Imob. ter
apresentado desempenho inferior a SPC/Imob., déviifusédo do substrato no interior
dos seus poros ser mais restrita quando compardiflesdo nos canais da SPC/Imob..

Lee e colaboradore$2005) estudaram quatro tipos de suporte para a
imobilizacéo de citocromo ¢ em MAS-9 (9nm), MCM-882,7 nm) e MCM-41-S (2,5
nm) e zedlita Y (0,74 nm). A enzima imobilizadaMAS-9 apresentou maior atividade
catalitica na reacéo de oxidagéo com pireno ecertca dois substratos hidrofébicos. O
pireno e o antraceno, segundo os autores, puderaliundir rapidamente na MAS-9
devido ao seu diametro de poros superior. A cofolwos autores reforca o fato da
difusdo do substrato ser o fator que gerou menaimento da SBA/Imob. na reagao
de transesterificagéo.

Tripisina foi imobilizada em MCM-41, MCM-48, SBA-15ilica gel por Yiu;
Wright; Botting, (2001) e os biocatalisadores foram aplicados ngioede hidrolise. A
conclusao do estudo realizado foi que o aumentdi@metro de poros dos materiais
pode resolver o problema da difuséo interna e, éamlolo bloqueio dos poros por meio
do substrato e tal fato pode explicar a diferemgeeeo desempenho da SPC/Imob. e a
SBA/Imob..
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A MCM/Imob. também foi mais ativa na reacdo queB&AMmob.. Como as
enzimas foram imobilizadas na superficie exterreselesuporte, a restricdo difusional
do substrato, mesmo com a possivel agregacaopmmed, pode ter sido menor que a
restricdo imposta pelos poros da SBA/Imob.. Estssltados ndo estdo de acordo com
o0 que foi observado por Zheng e colaboradd2¥)6), que testaram a eficiéncia
catalitica das enzimas imobilizadas em MCM-41, M@8/1e SBA-15 na hidrolise da
tributirina (MM 302,36 g/mol). A SBA-15 apresentsa-como suporte com melhor
eficiéncia e, segundo os autores, isso foi devameeu diametro médio de poros (6,1
nm) ser superior ao da MCM-41 (1,6 nm), permitiodacesso da enzima e do substrato
ao interior do biocatalisador. No presente trabathsubstrato utilizado foi o 6leo de
Nabo Forrageiro, o qual possui massa molar sup&&8 g/mol) ao da tributirina e o
tamanho das moléculas dos triacilglicerdis presemedem levar a uma maior
dificuldade de difusdo no interior da SBA/Imob.tafelo a acdo catalitica das lipases,
conforme discutido anteriormente.

A dessorcao das lipases néo foi capaz de influenctesempenho reacional
dos diferentes biocatalisadores, pois conforme\asteriormente, no caso da reacao de

transesterificacdo a enzima livre € menos ativaagerezima imobilizada.
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5. CONCLUSOES

O ¢6leo de Nabo Forrageiro utilizado apresentowende acidez e umidade que
o0 torna inadequado para a reacéo de transestefificaa catalise alcalina homogénea.

O processo de calcinagédo adotado para a MCM-41/Ae1SBdemonstrou-se
eficiente, pois todos os residuos organicos forimreados restando apenas 0s grupos
inorganicos na composicdo desses materiais de @aceomin as analises no
Infravermelho com Transformada de Fourier.

As andlises de Difracdo de Raios X detectaram &@epga do arranjo
hexagonal de poros tanto para a MCM-41 e SBA-Tuyeoindica que a estrutura desses
materiais foi alcancada.

A MCM-41 é uma peneira molecular que possui poors diametros menores,
porém, maior area especifica quando comparadieca siesoporosa SBA-15.

As analises de Difracdo de Raios X para os bidsatidres imobilizados em
MCM-41 e SBA-15 ndo podem confirmar a difusdo dastginas no interior dos
mesoporos dos suportes, pois mesmo as enzimasi@stdsorvidas em sua superficie
hé& alteracdo nos picos caracteristicos do arraagonal de poros.

A técnica de adsorcao/dessorcdo de nitrogénio rooofi a entrada das
proteinas no interior da SBA-15 e, também, quenasras ficaram adsorvidas apenas
na superficie da MCM-41.

O material que mais reteve proteina foi a SBA-1¥idie ao acesso das
enzimas ao interior dos poros e, também, a suairdtezaa muito superior aos demais
suportes.

O biocatalisador SBA-15 apresentou menor atividedesacdo de hidrélise do
azeite de oliva devido, provavelmente, a dificullatt acesso do substrato ao sitio
ativo da enzima.

Os biocatalisadores imobilizados apresentaram melesempenho na reacao
de esterificacdo do &cido oléico em relagcdo a emzinre, demonstrando que a
imobilizacéo previne a perda de atividade cataligim solventes organicos.

Os biocatalisadores imobilizados foram mais essavai variacdo da
temperatura na reacdo de hidrélise do azeite da gluando comparados a enzima

livre. A estabilidade dos biocatalisadores imohilias também foi maior na reagcdo com
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variacdo do pH do meio, exceto para a enzima inzelih em MCM-41, que pode ter
sofrido mudancas na sua estrutura afetando a adieidnzimatica.

O biocatalisador obtido por meio de imobilizagdo ®BA-15 foi mais estavel
no teste de lixiviagdo e de reuso reacional, prevaente, devido ao seu diametro de
poro (6,1 nm) ter dimensdes proximas ao tamantendiena deBurkholria cepacia(4-

5 nm), dificultando, assim, a difusdo externa gade, diferentemente da SPC que
possui poros muito superiores (50 nm) ao tamanhendana.

A enzima livre levou a uma menor quantidade der ¢steluzido na reacdo de
transesterificacdo, e as enzimas imobilizadas &wva uma maior quantidade de éster
na reacgao.

Por fim, o biocatalisador (SPC/Imob.), que apresemaracteriticas texturais
tais que permitissem menor restricdo a difusdcsdbstratos ao seu interior, se mostrou

mais ativo na reacgéo de transesterificagio com ddddabo Forrageiro e etanol.

Sugestdes para trabalhos futuros:

- Avaliar o comportamento estrutural e morfolégams suportes de silica na
imobilizacdo e nos testes de atividade hidrolitida, esterificacdo e na reacdo de
transesterificagao.

- Sintetizar a peneira molecular SBA/15 com difegsrtamanhos de poros e
utilizad-las como suporte para as lipases e anadisafluéncia dos mesmos conforme
descrito no paragrafo acima.

- Efetuar um planejamento fatorial® Zom variacdo da quantidade de
biocatalisador, relacdo molar éleo/alcool e tempesana reacdo de transesterificacéo e
determinar quais sdo as variaveis que mais téméiméia e quais os valores das
mesmas para se obter um rendimento maximo na reagao

- Analisar a influéncia da adicdo de 4gua e sobseprganicos na reacdo de
transesterificagao.
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