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RESUMO

A producdo enzimatica de biodiesel € uma alternativa promissora a produ¢do convencional pela
rota alcalina em meio homogéneo. O processo enzimdtico permite a utilizacao de matéria-prima
com qualquer concentracdo de 4cidos graxos livres devido a especificidade das lipases e ao
menor consumo de energia, pelo fato das enzimas atuarem em condi¢des suaves de temperatura.
As formulagdes liquidas de lipase de Thermomyces lanuginosus, Eversa® Transform e Eversa®
Transform 2.0 foram lancadas pela Novozymes A/S para serem usadas produgdo de biodiesel
na sua forma livre. Apds a caraterizacdo das duas formulagdes, foi identificado que ambas sdo
muito semelhantes, diferindo-se na maior estabilidade térmica da segunda formulagdo, sendo
esta utilizada para dar segmento a este trabalho. A imobiliza¢do de enzimas pode melhorar seu
desempenho na producdo do biodiesel, além de viabilizar a recuperacdo e reuso do
biocatalisador. Neste trabalho, a lipase presente na formulacdo de Eversa foi imobilizada pela
técnica de agregados enzimaticos reticulados (CLEAs), uma técnica simples, econdmica e sem
suporte, capaz de gerar biocatalisadores insoliveis com alta atividade volumétrica e
estabilidade aprimorada. As condicdes de preparo foram aprimoradas a fim de melhorar as
propriedades do biocatalisador. Foram avaliados a natureza do precipitante e concentracao do
agente reticulante. Para melhorar a etapa de reticulacdo, albumina de soro bovino (BSA),
proteina de soja (PS) ou polietilenoimina (PEI) foram coprecipitados e avaliados como aditivos.
O amido (posteriormente degradado enzimaticamente) foi utilizado como um agente
porogénico para diminuir as limita¢des de difusdo do substrato. Nanoparticulas magnéticas de
silica funcionalizadas com grupos aminos e octilas (NPMSs) também foram utilizadas para
simplificar o manuseio dos CLEAs, as quais sdo incorporadas aos CLEAs por ligacdes inter e
intra particula-enzima com glutaraldeido com reagente bifuncional, mas também, uma
porcentagem da enzima € adsorvida as nanoparticulas antes da agregacdo. O melhor CLEA foi
preparado com PEI, amido e NPMSs (Eversa m-CLEA). Nestas condi¢des, obteve-se um
biocatalisador com rendimento de imobilizacdo de 98,9%, atividade recuperada de 30,1%,
estrutura porosa € com uma estabilidade térmica a 70 °C 40 vezes superior a da enzima livre.
Na reacdo de transesterificacdo de 6leo de soja refinado com etanol anidro (razdo molar
6leo/etanol 1:6), o melhor desempenho obtido foi empregando 12 Ues/gsico de Eversa m-CLEA
a 40°C. Um rendimento mdssico de 89,8% de ésteres etilicos de 4cidos graxos (EEAGs) foi
encontrado apos 12 h de reacdo, enquanto a enzima soltvel necessitou de 48 h de reacdo para
dar o mesmo rendimento. Uma etapa de polimento cdustico do produto rendeu um biodiesel
contendo 98,9% (m/m) de EEAGs e um teor de dcidos graxos livres (AGLs) inferior a 0,25%
(m/m), atendendo aos padrdes internacionais para que o biodiesel possa ser comercializado
como biocombustivel. O biocatalisador imobilizado pode ser reutilizado por pelo menos cinco
ciclos de 12 h, mantendo 89,6% do rendimento do primeiro ciclo, mostrando a recuperacao
eficiente do catalisador pela aplicacio de um campo magnético externo. A partir de um

delineamento experimental (DCCR)ZB, foi-se capaz de definir uma faixa de valores otimizados
para a producdo do biodiesel enzimdtico usando também o Eversa m-CLEA, porém na
transesterificacdo de matérias-primas ndo refinadas, o 6leo de soja degomado e etanol
hidratado. A uma razdo molar 6leo/etanol 1:6, 4 Uest/gs1c0, @ 40°C, foi obtido um rendimento
madssico de 81,45% de EEAGs, com um teor de AGLs de 3,9% ap6s 24 h de reacdo. Apds o
polimento cdustico obteve-se um rendimento massico de 89,88% de EEAGs, e um teor de AGLs
de 0,17% (m/m). A utilizacdo do Eversa m-CLEA, um biocatalisador de fécil recuperagdo e
reuso, juntamente com matérias-primas nao refinadas, de menor valor agregado, ¢ uma
combinacdo promissora que visa contribuir com a viabilidade econdmica da rota enzimética na
busca de tornd-la competitiva em relac@o a rota alcalina tradicionalmente usada.

Palavras-chave: lipases; Eversa; CLEAs magnéticos; imobilizacdo; etandlise; biodiesel



ABSTRACT

The enzymatic production of biodiesel is a promising alternative to the conventional production
by the alkaline route in a homogeneous medium. The enzymatic process allows using raw
material with any concentration of free fatty acids due to the specificity of the lipases and lower
energy consumption, because the enzymes act at mild temperature conditions. The liquid
formulations of lipase from Thermomyces lanuginosus, Eversa® Transform and Eversa®
Transform 2.0, were launched by Novozymes A/S to be used in the biodiesel production in their
free forms. After characterizing the two formulations, it was identified that both are very
similar, differing in the greater thermal stability of the second formulation, which is used to
give segment to this work. The immobilization of enzymes can improve theior performance in
the production of biodiesel, in addition to enabling the recovery and reuse of the biocatalyst. In
this work, Eversa lipase was immobilized by the technique of cross-linked enzyme aggregates
(CLEAs), a simple, economical and unsupported technique, capable of generating insoluble
biocatalysts with high volumetric activity and improved stability. The preparation conditions
were optimized in order to improve the properties of the biocatalyst. The nature of the
precipitant and concentration of the crosslinking agent were evaluated. To improve the
crosslinking step, bovine serum albumin (BSA), soy protein (SP) or polyethyleneimine (PEI)
were co-precipitated and evaluated as co-feeders and additives. Starch (later enzymatically
degraded) was used as a porogenic agent to reduce the diffusion limitations of the substrate.
Magnetic silica nanoparticles functionalized with amino-octyl groups (MNPS) were also used
to simplify the handling of CLEA, which are incorporated into the CLEAs by inter and/or intra
crosslinks particle-enzyme with glutaraldehyde as bifunctional agent, but a great percentage of
enzyme could also to be adsorbed on the nanoparticle surface before the aggregation step. The
best CLEA was prepared using PEI, starch and MNPS (Eversa m-CLEA). Under these
conditions, the biocatalyst showed an immobilization yield of 98.9%, recovered activity of
30.1%, a porous structure, and a thermal stability at 70°C around 40-fold higher than that of the
free enzyme. In the transesterification reaction of refined soybean oil with anhydrous ethanol
(molar ratio oil/ethanol 1:6), the best performance obtained was using 12 Uest/oil of Eversa m-
CLEA at 40°C. A mass yield of 89.8% of fatty acid ethyl esters (FAEE) was found after 12 h
of reaction, while the soluble enzyme required 48 h of reaction to give the same yield. A caustic
polishing step of the product yielded a biodiesel containing 98.9 wt.% of FAEEs and a content
of free fatty acids (FFAs) below 0.25 wt.%, meeting the international standards of a biodiesel
to be commercialized as biofuel. The immobilized biocatalyst could be reused for at least five
cycles of 12 h, maintaining 89.6% of the first-cycle mass yield, showing the efficient recovery

of the catalyst by applying an external magnetic field. From an experimental design (DCCR)ZS,
it was possible to define a range of optimized values to produce enzymatic biodiesel using also
Eversa m-CLEA, however in the transesterification of raw materials oil, degummed soy oil,
and hydrated ethanol. At a molar ratio oil/ethanol of 1:6, 4 Uest/oil at 40 °C, a mass yield of
81.45 wt.% of FAEEs, with a FFAs content of 3.9 wt.% was obtained after 24h of reaction.
After a caustic polishing, a yield of 89.88 wt.% of FAEEs with a FFAs content of 0.17 wt.%
was obtained. The use of Eversa m-CLEA, a biocatalyst that is easy to recover and reuse,
together with unrefined raw materials with lower added value, is a promising combination to
contribute to the economic viability of the enzymatic route, aiming to make it competitive to
the traditional alkaline route.

Keywords: lipases; Eversa; magnetic CLEAs; immobilization; ethanolysis; biodiesel
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1. INTRODUCAO

Nos dltimos anos, o interesse na producdo de combustiveis alternativos, como o
biodiesel, tem aumentado principalmente pelos problemas ambientais associados ao uso de
combustiveis fosseis: polui¢do e aquecimento global (ERDIWANSYAH et al., 2019; SINGH
et al., 2019; ZHANG et al., 2019).

No Brasil, o biodiesel foi introduzido na matriz energética pela obrigatoriedade de
misturd-lo ao 6leo diesel, sendo que atualmente a sua adi¢do estd em 12% em volume (ANP,
2020a; BIODIESELBR, 2014).

O biodiesel € obtido pela transesterificacdo de 6leos vegetais e gorduras animais ou
esterificacdo de acidos graxos com dlcoois de cadeia curta, empregando um catalisador que
pode ser acido, alcalino ou enzimético (ARANSIOLA et al., 2014; ERDIWANSYAH et al.,
2019). Apesar dos catalisadores alcalinos apresentarem custo inferior e resultarem em elevadas
conversoes, a presenca de dcidos graxos livres e/ou dgua levam a formagdo de sabdes que
reduzem o rendimento da reacdo e dificultam a purificacdo do biodiesel. Catalisadores dcidos
convertem matérias-primas com teores mais elevados de acidos graxos livres em ésteres
alquilicos (biodiesel) de maneira eficiente. Contudo, exigem um maior tempo de reacao e razoes
molares 6leo:dlcool mais elevadas. Ambos catalisadores apresentam um elevado consumo de
energia e 4gua nas etapas de tratamento pés-reacdo (ERDIWANSYAH et al., 2019; MOAZENI,
CHEN; ZHANG, 2019; NORJANNAH et al., 2016).

Em contraste, a catdlise enzimdtica permite contornar alguns problemas associados a
rota quimica de produc¢do do biodiesel, pois devido a especificidade e seletividade das enzimas
(neste caso as lipases), ndo ha geracdo de subprodutos, facilitando assim a recuperacdo do
produto.  Além  disso, as lipases catalisam  eficientemente  reacdes  de
transesterificagao/esterificacdo em condi¢des brandas de temperatura, contribuindo assim para
a reducdo de custos com energia no processo. Outra vantagem associada ao uso das lipases € a
possibilidade de utilizar 6leos com alto indice de acidez (ARANSIOLA et al., 2014; BISEN et
al., 2010; CORTEZ et al., 2018; TAN et al., 2010; VARGAS et al., 2018). Essas vantagens
tornam a producao de biodiesel catalisada por lipases uma alternativa promissora comparada
ao processo quimico. No entanto, a rota enzimética ainda apresenta vérias restri¢des, como alto
custo da enzima, taxa de reacdo lenta e desativagdo enzimatica (NORJANNAH et al., 2016;
THANGARAI et al., 2019).

A fim de contornar alguns problemas associados a rota enzimética, a imobilizacdo de

enzimas tem sido geralmente utilizada para obter derivados enzimdticos insoliiveis no meio
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reacional, que além de serem facilmente recuperados e reutilizados, podem apresentar maior
estabilidade em relagc@o a temperatura, a desnaturacao quimica, bem como a desnaturacido por
cisalhamento (BAJAJ et al., 2010; RODRIGUES et al., 2019; SHELDON, 2007; URRUTIA et
al., 2018).

A técnica de imobiliza¢do por formagao de agregados reticulados (CLEAs, do inglés
cross-linked enzyme aggregates) consiste na agregacao/precipitacdo das proteinas presentes na
solucdo enzimdtica induzida por sais, solventes organicos, polimeros, etc., seguida pela
reticulagdo com um reagente bifuncional ou multifuncional, usualmente glutaraldeido (CAO;
VAN RANTWIJK; SHELDON, 2000; SCHOEVAART et al., 2004; TALEKAR et al., 2013).
O uso de CLEAs apresenta vantagens para aplicagdes industriais como atividade enzimética
altamente concentrada, simplicidade de preparacdo, e baixos custos de obtencdo devido a
auséncia de um suporte sélido (CAO; VAN RANTWIIK; SHELDON, 2000). Alguns
problemas encontrados no preparo de CLEAs como baixa disponibilidade de grupos aminos na
superficie da enzima para um entrecruzamento eficiente e problemas de limitacdes difusionais
(GARCIA-GALAN et al., 2011; SHELDON, 2011a, 2011b) podem ser contornados com
emprego de co-feeders, tais como, proteina de soro bovino (BSA) (AMARAL-FONSECA et
al.,2018; ARAUJO-SILVA et al., 2018; GUAUQUE TORRES; FORESTI; FERREIRA, 2014;
SHAH; SHARMA; GUPTA, 2006), proteinas de soja (PS) (ARAUJO-SILVA et al., 2018;
GUIMARAES et al., 2018; MAFRA et al., 2018; RAMOS et al., 2018), polimeros aminados
como o polietilenoimina (PEI) (AMARAL-FONSECA et al., 2018; GUIMARAES et al., 2018;
VIRGEN-ORTIZ et al., 2017), e ainda nanoparticulas magnéticas funcionalizadas com grupos
aminos, que além de contribuirem para um entrecruzamento mais eficiente, podem facilitar a
recuperacdo do catalisador pela aplicagdo de uma campo magnético externo, minimizando a
compactagdo dos agregados supramoleculares e, portanto, evitando que os poros dos CLEAs
fiquem obstruidos e ocorra problemas de transferéncia de massa (formagdo de clusters)
(AMARAL-FONSECA et al., 2018; CRUZ-IZQUIERDO et al., 2014; GUIMARAES et al.,
2018; KOPP et al., 2015). O uso de amido também tem sido avaliado como agente porogénico
visando a reducdo de problemas difusionais intraparticula (AMARAL-FONSECA et al., 2018;
GUIMARAES et al., 2018; WANG et al., 2011).

Devido ao interesse industrial por lipases de menor custo e que possam ser aplicadas
na producdo do biodiesel, a Novozymes A/S anunciou em 2014 a Eversa® Transform como
uma formulacdo enzimadtica liquida disponivel comercialmente para producdo de biodiesel,
sendo em 2016 uma nova versao langada no mercado, Eversa® Transform 2.0 NOVOZYMES,

2016). Essas formulagdes foram avaliadas principalmente em sua forma liquida na produgado de
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biodiesel com bons rendimentos (75%-97%) (ANDRADE; ERRICO; CHRISTENSEN, 2017a,
2019, 2017b; CESARINI; DIAZ; NIELSEN, 2013; FIRDAUS et al., 2016; MIBIELLI et al.,
2019; NGUYEN et al., 2018; NIELSEN et al., 2016; REMONATTO et al., 2016; WANCURA
et al., 2019a). No entanto, seu uso na forma imobilizada ainda é pouco explorado (ARANA-
PENA; LOKHA; FERNANDEZ-LAFUENTE, 2018; BRESOLIN et al., 2020; LEE et al.,
2019; MARTINEZ-SANCHEZ et al., 2020; REMONATTO et al., 201 8), ndo sendo encontrado
relatos na literatura cientifica sobre a imobilizacdo da Eversa® Transform como CLEAs.

Ao utilizar derivados enziméticos produzidos na auséncia de um suporte, como no caso
dos CLEAs, deve-se observar as configuracdes do reator, uma vez que as particulas do
biocatalisador sdo sensiveis ao cisalhamento. Os reatores de fluxo em vortice (RFVs) sao
especialmente tteis quando se trata de biocatalisadores frageis, j4 que esse tipo de reator
promove uma agitacdo eficiente, menos agressiva a obtida com agitadores convencionais,
reduzindo danos ao biocatalisador (GIORDANO, ROBERTO CAMPOS GIORDANO, 2006;
RESENDE et al., 2001).

Neste contexto este trabalho teve como objetivo a coimobilizagdo da lipase de Eversa®
Transform e nanoparticulas magnéticas de silica funcionalizadas com grupos aminos e octilas
pela técnica CLEA e a aplicacdo do biocatalisador imobilizado na produc¢do de biodiesel em
RFV, usando 6leo de soja (refinado e degomado) e etanol (anidro e hidratado) como matérias-
primas.

Para atender aos objetivos deste trabalho, as seguintes etapas foram realizadas:

a) Caracterizacdo das lipases das duas formula¢des liquidas de Eversa Transform e
Eversa Transform 2.0 quanto a atividade de hidrdlise, teor de proteina, massa
molecular, efeitos do pH e temperatura na atividade enzimética e estabilidade
térmica;

b) Imobilizacio da lipase de Eversa Transform pela técnica CLEA, avaliando a
concentracdo e o agente precipitante, a concentragdo de glutaraldeido como agente
de reticulacdo, a adi¢do de BSA, PS, PEI e amido para melhorar a etapa de reticulagao
e evitar ou reduzir os problemas de transferéncia de massa, € o uso de NPMS
funcionalizadas com grupos aminos e octilas visando facilitar a separacdo e reuso do
biocatalisador;

c) Caracterizacdo do biocatalisador imobilizado quanto aos efeitos do pH e da

temperatura na atividade enzimdtica e estabilidade térmica e desempenho na reagcao
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de transesterificacdo de 6leo de soja refinado e etanol, e estabilidade operacional
(reuso);

d) Producdo de biodiesel etilico em reator de fluxo em vortice catalisada por
biocatalisador magnético: otimizacdo dos parametros de reac¢do (razdo 6leo/etanol,
teor de dgua, temperatura e concentrac¢do de catalisador) visando a producdo de um
biodiesel que atenda as normas internacionais de qualidade;

e) Avaliacdo do uso de 6leo ndo refinados (6leo de soja degomado) e etanol hidratado
nas condi¢des otimizadas de processo, visando contribuir para a viabilidade

econOmica da rota enzimatica de produgdo de biodiesel

Um panorama geral da Tese com os principais temas envolvidos e as principais etapas

realizadas € mostrado na Figura 1.1.



Producéo de
Biodiesel

Catalisador:
Lipases

\

Rota Quimica
—

Rota
enzimatica

Figura 1.1 - Panorama geral da tese
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Vantagens: Reacdo rapida, baixo custo do catalisador
Desvantagens: Alta demanda energética, dificuldades de recuperacdo do catalisador, reacdo indesejada

—

Vantagens: Condicoes brandas de reacdo, recuperacdo do catalisador, produtos mais puros
Desvantagens: instabilidade do catalisador, dificuldade de reuso para enzima solavel e custo do

Atuam na hidrolise de
triglicerideos na
interface dgua-oleo
liberando acidos graxos
livres, diglicerideos,
monoglicerideos e
glicerol, catalisam
reacdes de esterificacio
e transesterificacdo

4

A interacdo com

> » Centrifugacio
Recuperacdao do | = Aplicacdo de campo magnético
catalisador *

Aplicacdo do catalisador em
reacdo de transesterificacdo

Parametros
importantes

catalisador
Melhoria na estabilidade ‘ Adsorgao
e atividade; fa(iilidade <« | Técnicas de - Ligacdo covalente
de recuperacdo do Imobilizacio Encapsulamento
catalisador e reuso Entrecuzamento
CLEA
1* Etapa: 2 Etapa:
Precipitacdo Entrecruzamento
Selecdo do agente o
precipitante Glutaraldeido
Co-agregagao Concentracao

Baixa: Interacdo fraca, leva
ao lixiviamento da enzima
Alta: Interacdo muito forte,
inativacdo da enzima,
obstrucdo dos poros

superficies |
hidrofobicas ) 2 v
favorn?cem 0 Co-feeders (BSA, NP'
.mecuam.smofde. | PS) ou polimeros N Z Amido
ativacao interfacia aminados (PEI) aminadas
/ I l l 1
Recuperacdo do CLEA por campo
Aumentar a concentracdo de P e a1 P ~ P
. magnético: ndo ha formacdo de Agente
grupos aminos para melhorar ) ] e
clusters (que podem ser formados porogénico
a etapa de entrecruzamento . . -
no processo de centrifugacéo)

Diminuir problemas de transferéncia de massa, facilitando o acesso
do substrato no sitio ativo da enzima

Encontrar a
concentracdo
ideal para que

Temperatura da reacdo: Um aumento desta favorece a
diminuicdo da viscosidade, aumenta a velocidade de reacdo que
consequentemente reduz o tempo. Atuar na temperatura 6tima
da enzima.

Tempo: Maxima producdo no menor tempo
Matéria Prima: custo e concentracdo de AGL
Teor de agua: importante para ativacdo interfacial, porém pode
favorecer a reacdo de hidrolise, ndo desejada
Agitacao: Garantir meio homogéneo sem cisalhar o catalisador.
Uso do reator de fluxo em vortice.

Tipo e quantidade de alcool: Metanol (menor custo, pode
inativar a enzima) ou etanol (Menos agressivo, renovavel).
Elevadas concentracdes: favorece a formacao de produtos na
reacdo reversivel mas pode inativar o catalisador.

1 Biodiesel

haja um elevado
rendimento de
imobilizacdo e
alta atividade
recuperada

Segundo as normas ASTM D6751 e EN 14214 para ser considerado

biodiesel o produto dever ter:

Rendimento massico de ésteres etilicos/metilicos: 96,5%
Tri, di e monoglicerideos (respectivamente: 0,8; 0,2: 0.2 %

além de outros parametros.
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Na sequéncia serdo apresentados uma revisao da literatura cientifica, as metodologias
utilizadas e os resultados obtidos ao longo do desenvolvimento da Tese de Doutorado, a qual

foi estruturada em capitulos, como segue:

Capitulo 2: “Revisdo da Literatura” abordando os principais topicos envolvidos neste
trabalho.

Capitulo 3: “Caracterizacio das formulacdes liquidas de Eversa® Transform e
Eversa® transform 2.0”. Neste capitulo sdo apresentadas as principais caracteristicas das duas
formulacdes de lipase disponiveis para o trabalho e a escolha da segunda versdo para dar
segmento aos experimentos.

Capitulo 4: “Compésitos de agregados reticulados de Eversa® Transform e
nanoparticulas magnéticas. Desempenho na etandlise do 6leo de soja”. Este capitulo, em forma
de artigo cientifico, foi publicado na revista Catalysts (MIRANDA et al., 2020),
do1:10.3390/catal10080817. Disponivel em: https://www.mdpi.com/2073-4344/10/8/817

7z

Neste capitulo € apresentado os resultados das estratégias de imobilizacdo da lipase, a
caracterizacdo do derivado e sua aplicac¢do na otimizac¢ao e obten¢do do biodiesel, além do reuso
do biocatalisador.

Capitulo 5: “Etandlise do 6leo de soja degomado utilizando CLEA magnético de
Eversa® Transform”. Neste capitulo é abordado a utiliza¢o de substratos nio refinados para a
producdo do biodiesel utilizando o biocatalisador Eversa-mCLEA apresentado no capitulo 4.
As condic¢des do processo foram otimizadas a partir de um planejamento experimental usando
Oleo de soja refinado e etanol anidro, posteriormente aplicadas a producdo de biodiesel a partir
de 6leo de soja degomado e etanol hidratado em um reator de fluxo em vértice operado no
modo batelada.

Capitulo 6: “Conclusdes Gerais” a partir dos principais resultados obtidos neste

trabalho.


https://www.mdpi.com/2073-4344/10/8/817
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Biodiesel

Devido as crescentes preocupacdes com o aquecimento global e ao continuo
esgotamento dos combustiveis fosseis a atengdo mundial estd se voltando para processos que
usam matéria-prima sustentdvel e ambientalmente correta para produzir energia renovéavel,
como os biocombustiveis, dentre eles, o biodiesel. (JAMIL et al., 2018). Uma alternativa
promissora, o biodiesel é feito de fontes renovdveis ndo toxicas, biodegradaveis, sendo um
biocombustivel substituto do 6leo diesel de petréleo, contribuindo com menores emissdes de
diéxido e monéxido de carbono, podendo ser utilizado diretamente em motores de combustdao
interna sem modifica¢des adicionais (CHUAH et al., 2017; SINGH et al., 2019; ZHANG et al.,
2019).

No Brasil, o governo federal langou em 2004 o “Programa Nacional de Produgao e
Uso do Biodiesel (PNPB)”, que teve como objetivo introduzir o biodiesel na matriz energética
brasileira. O primeiro percentual de mistura do biodiesel ao diesel foi de 2%, em caréter
facultativo, mas a partir de 2008 passou a ser obrigatéria. Com a evolucdo do mercado brasileiro
esse percentual ja foi ampliado ao longo dos anos, sendo em margo de 2020 estabelecido 12%.
Consequentemente, a producdo do biocombustivel vem aumentando ano a ano (Figura 2.1)

(ANP, 2016).

Figura 2.1- Evolug¢do da produgdo de biodiesel (B100) —2010-2019
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O Brasil esté entre os maiores produtores de biodiesel no mundo, ocupando o terceiro
lugar com uma produgdo de 5,9 bilhdes de litros em 2019, ficando atrds da Indonésia e dos
Estados Unidos com produgdes de 7,9 e 6,5 bilhdes de litros, respectivamente (TISEO, 2020).

De acordo com a ASTM (American Society for Testing and Materials) o biodiesel é
definido como um éster monoalquilico de 4cidos graxos de cadeia longa derivados de dleos
vegetais ou gorduras animais. E produzido principalmente a partir da reagio de
transesterificacio de um triglicerideo com um dalcool, geralmente metanol ou etanol, na
presenca de um catalisador (alcalino, dcido ou enzimatico) (CESARINI et al., 2015; ZHANG
et al., 2019). Apds passar por processos de purificacdo para adequacdo a especificacido da
qualidade o biodiesel pode ser comercializado (ANP, 2016).

Para que o biodiesel seja usado como combustivel para motor ou misturado ao diesel
de petrdleo, ele deve estar em conformidade com as especificagdes do padrao de qualidade
americano elaborado pela ASTM, através da norma D6751 e/ou o estabelecido pelo Comité
Europeu de Padronizacdo através da norma EN-14214 (DUVEKOT, 2011; LOBO;
FERREIRA; CRUZ, 2009; MCCURRY; WANG, 2007; SINGH et al., 2019). A Tabela 2.1
mostra alguns paradmetros que devem ser atendidos.

No Brasil as especificagdes do biodiesel B100 (100% éster monoalquilico de 4cido
graxo), a ser misturado com o diesel mineral, sdo estabelecidas pela Agéncia Nacional do
Petrdleo, Gas Natural e Biocombustiveis (ANP), através da Resolu¢do n° 45 de 2014 (RANP
45-2014). Os padrdes de qualidades presentes nesta resolucao foram constituidos com base nas

normas ASTM D6751 e EN 14214 (LOBO; FERREIRA; CRUZ, 2009).

Tabela 2.1 — Algumas especificagdes do Biodiesel, segundo resolu¢do EN 14214 (Unido Europeia).

Propriedades Unidade EN 14214
Teor de éster J%massa, min 96,5
Triglicerideos J%massa, max. 0,2
Diglicerideos Jomassa, max. 0,2
Monoglicerideos J%massa, max. 0,8
Glicerol total Jomassa, max. 0,25
Indice de Acidez J%massa, max. 0,25
Agua ppm, max 500

Fonte: (MCCURRY; WANG, 2007; SINGH et al., 2019; WANCURA et al., 2019¢c)
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Apesar dos vdrios beneficios em relacdo ao diesel convencional, alguns desafios na
producdo do biodiesel precisam ser resolvidos. Entre eles estdo o custo do 6leo, a selecdo de
catalisadores e o desenvolvimento de uma técnica adequada para a sintese econdmica e eficiente
de biodiesel a partir da vasta gama de matérias-primas disponiveis (ATHAR; ZAIDI, 2020).

A transesterificacdo quimica usando um processo de catdlise alcalina € a rota mais
tradicional para a produgdo do biodiesel (JAMIL et al., 2018). Ela apresenta altos niveis de
conversdo de triglicerideos em ésteres em tempos curtos de reacdo e um catalisador de baixo
custo, entretanto tem uma alta demanda energética, dificil recuperacao do glicerol, o catalisador
precisa ser removido do produto, apresenta geracdo de efluente durante a lavagem e ocorréncia
de reacdes indesejadas devido a presenca de dcidos graxos livres (AGLs) e d4gua provenientes
das matérias-primas (ATHAR; ZAIDI, 2020; LOBO; FERREIRA; CRUZ, 2009;: MEHER;
VIDYASAGAR; NAIK, 2006; ZHANG et al., 2019). Um alto teor de AGLs, acima de 3%, e a
presenca de dgua favorecem a reacdo de saponificacdo durante o processo, 0 que causa
dificuldades na separa¢do do produtos e queda no rendimento da producdo do biodiesel (SINGH
et al., 2019).

A qualidade da matéria prima € entdo um parametro muito importante para a rota
alcalina, sendo preterida o uso de 6leos refinados devido aos baixos teores de AGLs. Entretanto
o custo da matéria-prima chega a representar entre 60-80% do custo final da producdo do
biodiesel (ATHAR; ZAIDI, 2020; HAAS et al., 2006; MENG et al., 2009; NGUYEN et al.,
2018).

O uso de catalisadores enzimaticos € uma alternativa que viabiliza o utilizagdo de dleos
ou gorduras ndo refinadas ou residuais com diferentes teores de AGLs, devido a elevada
seletividade das enzimas, dispensando etapas de pré-tratamento, lavagem e purificacdo para
obtencdo do biodiesel, assim como ndo promovendo a geracdo de reacdes indesejiveis

(ATHAR; ZAIDI, 2020; CESARINI et al., 2015).

2.1.1 Biodiesel enzimatico

A producdo de biodiesel a partir da rota enzimdtica permite contornar os problemas
enfrentados quando catalisadores convencionais sdo empregados. As reacdes sdo catalisadas
pelas lipases (Figura 2.2) e ocorrem em condicdes brandas de reagcdo, permitem a utilizacdo de
insumos de baixo custo que contém dgua e AGLs, por exemplo, 6leos ndo comestiveis e 6leos
usados, evitando reacdes indesejadas e apresenta um elevado grau de pureza dos produtos

(ARANSIOLA et al., 2014; LOTTI et al., 2018).
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Figura 2.2 — Reag¢des para a sintese de éster alquilico de 4cido graxo (biodiesel) catalisada por lipases.
A) Esterificacdo dos dcidos graxos e dlcool. B) Transesterificacdo de triglicerideos e dlcool. Ri, Ry, Rs,
R’ representam as cadeias carbonicas dos acidos graxos e alcool.
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Na sintese do biodiesel enzimdtico um excesso de dlcool € empregado nas reacdes
devido a reversibilidade das mesmas, deslocando assim o equilibro em dire¢do a formagao do
biodiesel, para a maximizacdo do rendimento. Entretanto, uma concentrag@o de dlcool no meio
muito acima da que € necessdria ocasiona custos adicionais ao processo, além de levar a uma
inativacao do catalisador (TOFTGAARD PEDERSEN et al., 2014).

O biodiesel pode ser sintetizado a partir de diferentes tipos de dlcoois, como etanol e
butanol, além de metanol, que € o dlcool convencionalmente adotado devido a facil separacdo
do produto, maior taxa de reagdo e maior rendimento de biodiesel (JAMIL et al., 2018).
Entretanto, as lipases sofrem inativagdo quando o metanol € adicionado integralmente ao
processo, sendo a adi¢do gradual do dlcool durante a reacdo uma maneira de contornar esta
limitacdo (LOTTI et al., 2018). Em substitui¢do, o etanol, apesar de ter um custo maior e ser
menos reativo, € sugerido devido ser um recurso renovavel, melhorando o “perfil de
sustentabilidade” do biodiesel, além de ser menos agressivo as enzimas (JAMIL et al., 2018;
TOFTGAARD PEDERSEN et al., 2014).

Um outro parametro importante nas reagdes de producao do biodiesel enzimatico é o
teor de dgua (FJERBAEK; CHRISTENSEN; NORDDAHL, 2009; NGUYEN et al., 2018). A
agua € essencial para manter a estrutura tridimensional da enzima, principalmente quando na
forma soluvel, além de ser responsdvel pela drea interfacial de atuacdo das enzimas

(CESARINI; DIAZ; NIELSEN, 2013; POPPE et al., 2015). Com um baixo teor de dgua é
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necessario aumentar a agitacdo da mistura para atingir uma determinada 4rea interfacial. Além
disso, favorece ao aumento da concentracdo do dlcool na fase aquosa devido a sua polaridade,
o que pode levar a inativacdo do catalisador. No entanto, o alto teor de d4gua (da matéria-prima
e produzida a partir da esterificacdo de 4cido graxo e dlcool) favorece a reacdo reversa
(hidrdlise), diminuindo a taxa de reacdo e o rendimento de producdo (NORJANNAH et al.,
2016; TOFTGAARD PEDERSEN et al., 2014). Portanto a quantidade de dgua precisa ser
controlada de maneira que ndo haja falta nem excessos.

Uma vantagem da rota enzimdtica esté relacionada a ampla gama de possibilidades de
matérias-primas adequadas para ser empregadas na reacdo devido a capacidade das lipases em
converter triglicerideos e 4dcidos graxos livres presentes no substrato em biodiesel (WANCURA
et al., 2019¢).

Cesarini; Diaz; Nielsen, (2013) avaliaram o uso do 6leo de soja bruto, com 7,8% de
acido graxo livre na reagdo com metanol, catalisada pela formulacdo liquida de lipase Callera
Trans L a 35 °C. Apos 24 horas, 96% de rendimento em éster metilico de acido graxo foi
alcancado quando baixas concentracdes de dgua foram usadas (3-5%).

Watanabe et al., (2002) relataram que, usando a lipase B imobilizada de Candida
antarctica (Novozym 435), metanol adicionado em trés etapas e o 6leo de soja degomado
(1,1%, m/m de AGLs) a reacdo permitiu um rendimento de 93,8% em ésteres metilicos. Além
disso, a lipase foi reutilizada por 25 ciclos sem qualquer perda de atividade.

Remonatto et al., (2016) avaliaram a formulacdo liquida de lipase Eversa Transform
(1%, m/m) na reacdo com 600 g de dleo de fritura, metanol (1,5 eqv), dgua (2,5%, m/m),
encubados em Shaker a 250 rpm e 35 °C por 16 horas. Foi obtido um rendimento de 97,29 %
(m/m) em biodiesel.

Mesmo sendo uma rota bastante atrativa, a catalise enzimética ainda enfrenta algumas
desvantagens como alto custo do catalisador e tempos de rea¢do mais elevados em comparacao
com os sistemas de reacdo catalisados por base. Por isso, a recuperacdo e reuso do
biocatalisador € importante para viabilidade comercial do biodiesel enzimatico.
(NORJANNAH et al., 2016; POPPE et al., 2015; POURZOLFAGHAR et al., 2016;
THANGARAIJ et al., 2019)

2.2 Lipases

As enzimas s@o macromoléculas bioldgicas com aplicacdes em diversos produtos e

processos biotecnoldgicos, como producdo de alimentos, bebidas, materiais de limpeza,
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farmacos e também na producdo do biodiesel, usando as lipases como catalisador da reagcao. As
lipases sdo comumente encontradas na natureza, podendo ser obtidas a partir de fontes animais,
vegetais e microbianas (NELSON; COX, 2014; PRASAD; ROY, 2017; STERGIOU et al.,
2013).

As lipases sdo enzimas classificadas como hidrolases (glicerol éster hidrolases, EC
3.1.1.3) (NELSON; COX, 2014). A funcdo natural dessas enzimas € a hidrdlise de triglicerideos
na interface 4gua-6leo, liberando AGLs, diacilglicerideos (DAGs), monoacilglicerideos
(MAGsS) e glicerol. Em meios organicos sdo capazes de catalisar reacdes de esterificagdo,
transesterificacdo (alcodlise ou glicerdlise) e interesterificagdo ou aciddlise (FERNANDEZ-
LAFUENTE, 2010; KAPOOR; GUPTA, 2012; MOAZENI; CHEN; ZHANG, 2019).

Em aplicagdes industriais, a especificidade das lipases € determinante, podendo ser em
relacdo a molécula 4dcida ou alcodlica do substrato. A seletividade produz um produto que é
isento de impurezas, pois a formacdo de coprodutos é minimizada. E também reduz o custo do
produto, reduzindo o niimero de etapas envolvidas na purificacdo do produto final. (PRASAD;
ROY, 2017). As lipases podem ser classificadas com base na sua capacidade de hidrolisar
triacilglicerideos (TAGs). As lipases ndo-especificas liberam os dcidos graxos de qualquer
posicdo no TAG, produzindo AGLs, glicerol, MAGs e DAGs como intermedidrios (por
exemplo, produzidas por Pseudomonas fluorescens e Candida rugosa). As lipases 1,3-
especificas liberam dcidos graxos das posicdes sn-1 e sn-3 para formar AGLs e DAGs e/ou
MAGs (por exemplo, lipases produzidas por Aspergillus niger, Bacillus thermocatenulatus,
Candida antarctica (lipase B), Rhizomucor miehei, Thermomyces lanuginosa e pancreas de
porco) (CASTRO et al., 2004; KAPOOR; GUPTA, 2012; STERGIOU et al., 2013).

Reagdes com lipases 1,3-especificas apresentam rendimentos tedricos em torno de
66,66%, porém devido ao mecanismo de migracdo acila o rendimento pode aumentar. A
migragdo acila € um processo ndo enzimdtico que envolve o movimento espontaneo do grupo
acila da posicdo sn-2 do glicerol para outra posi¢ao adjacente (sn-1 ou sn-3). Tempos
prolongados podem eventualmente resultar na hidrélise completa de TAGs em AGL e glicerol
(KAPOOR; GUPTA, 2012; WANCURA et al., 2019c).

As lipases tém duas conformacdes diferentes devido a presenca de uma cadeia
polipeptidica, uma “tampa”. Na sua forma fechada, o sitio ativo da enzima encontra-se isolado,
desta maneira a lipase apresenta-se inativa. Entretanto, ao interagir com uma interface
hidrofébica (por exemplo, gotas de 6leos, bolhas de ar, proteinas, suportes hidrofébicos) ocorre
a mudanga da sua conformacgdo para a forma ativa (tampa aberta) expondo seu sitio ativo

(BRZOZOWSKI et al., 1991; SCHRAG et al., 1997).
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Este mecanismo, conhecido como ativagdo interfacial, tem sido usado para
desenvolver protocolos que permitem a imobilizacdo, purificacdo, estabilizac@o e hiperativacao
de lipases por meio da imobiliza¢do na sua forma aberta em suportes hidrofébicos (MANOEL

et al., 2015; RODRIGUES et al., 2019).
2.3 Imobilizacio de enzimas

O uso da enzima livre em processos industriais apresenta desvantagens, tais como,
custos elevados de isolamentos e purificagdo do produto, instabilidade em solugdo, e
dificuldade de recuperacdo da enzima ativa ap6és o término do processo catalitico (GARCIA-
GALAN et al., 2011; ISMAIL; BAEK, 2020). A fim de contornar esses problemas, a
imobilizacdo de enzimas tem sido geralmente utilizada para obter derivados enziméticos
reutilizdveis, além de apresentar maior estabilidade em relacdo a temperatura, a desnaturacdo
quimica, bem como a desnaturacao por cisalhamento (GARCIA-GALAN et al., 2011; MATEO
et al., 2007). O desempenho aprimorado da enzima imobilizada se reflete em uma maior
produtividade do catalisador (kg de produto/kg de enzima) e em uma menor contribui¢do no
custo da enzima (SHELDON, 2019).

Dentre os métodos de imobilizagcdo, estes podem ser divididos em trés principais
categorias: ligacdo ou adsor¢do da enzima em um suporte sélido, entrecruzamento das
moléculas de enzima na auséncia de suportes sélidos por meio do uso de um reagente
bifuncional ou multifuncional e confinamento em matrizes formadas por géis poliméricos ou
encapsulacido através de uma membrana polimérica, como mostra Figura 2.3 (DALLA-

VECCHIA; NASCIMENTO; SOLDI, 2004; FRANSSEN et al., 2013; SHELDON, 2007).

Figura 2.3 — Métodos de imobilizag¢do de enzimas

Ligacdo Adsor¢do  Entrecruzamento Aprisionamento Encapsulamento
covalente Fisica

Fonte: Adaptado de Osbon; Kumar, (2020)
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A selecdo do método de imobilizacdo mais adequado depende de alguns fatores, entre
eles: resisténcia microbioldgica, estabilidade térmica e operacional, disponibilidade de grupos
funcionais reativos para ligacdes com a enzima e/ou modificacOes quimicas, cardter hidrofébico
e hidrofilico, facilidade de recuperacdo, capacidade de carga e custo (MATEO et al., 2007;
OSBON; KUMAR, 2020).

Para as lipases, devido ao fendmeno de adsor¢do interfacial, um dos métodos mais
vantajoso para sua imobilizacdo € a adsor¢do em suportes hidrofébicos. Neste processo a
atividade das lipases aumenta, uma vez que a enzima € imobilizada com a tampa aberta,
facilitando o acesso do substrato ao sitio ativo da enzima, independentemente do meio onde a
enzima se encontra (FERNANDEZ-LAFUENTE et al., 1998; FERNANDEZ-LORENTE et al.,
2008). No entanto, as interagdes com o suporte sdo relativamente fracas e a enzima pode lixiviar
devido a mudancas no pH, forca i0nica, temperatura ou polaridade do solvente, portanto, o
catalisador deve ser usado em condi¢des muito especificas (OSBON; KUMAR, 2020).

Imobilizagdes por ligacdes covalentes promovem uma ligacao estdvel entre a enzima
e o suporte, evitando a lixiviacdo das enzimas para o meio reacional (SHELDON; VAN PELT,
2013). A ligacdao covalente enzima-suporte pode ser uni ou multipontual por meio de
aminoacidos de cadeias laterais, como um grupo €-amino (lisina), tiol (cisteina) e carboxilico
(4cidos aspartico e glutimico) (BRENA; GONZALEZ-POMBO; BATISTA-VIERA, 2013)
promovendo a estabilizag¢do da estrutura tercidria da enzima imobilizada e consequentemente,
aumentando a estabilidade da atividade catalitica frente a altas temperaturas, pH extremos e na
presenca de solventes (GUISAN, 2006). No entanto, uma desvantagem esta relacionada ao forte
enrijecimento da estrutura da enzima, que pode levar a perda de atividade e inativacao
(SHELDON, 2007). Além disso, a imobilizagdo covalente ndo permite a regeneracao e
recarregamento do suporte e deve ser descartada com a enzima apds a inativacdo, o que pode
tornar o processo caro (SHELDON; VAN PELT, 2013).

O custo da imobiliza¢do em suportes pode aumentar o preco do biocatalisador final e
uma alternativa € a aplicacdo da técnica de imobilizacdo desenvolvida pelo Prof. Sheldon, onde
agregados enzimaticos sio reticulados de maneira simples sem a necessidade de um suporte
(CAO; VAN RANTWIIK; SHELDON, 2000; SCHOEVAART et al., 2004; SHELDON, 2007,
2011a,2011b; SHELDON; SCHOEVAART; VAN LANGEN, 2005; SHELDON; VAN PELT,
2013).
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2.3.1 Agregados enziméticos reticulados (CLEAs)

A técnica de imobilizag¢do por formacgdo de agregados reticulados (CLEAs, do inglés
cross-linked enzyme aggregates) consiste na agregacao/precipitagdo das proteinas presentes na
solugdo enzimadtica pela acdo de um agente precipitante (por exemplo, sais, solventes organicos,
polimeros, etc.), seguida pela reticulagdo da estrutura supramolecular com um agente
bifuncional, usualmente glutaraldeido, ou multifuncional (por exemplo, polialdeido dextrana)
que reagem principalmente com grupos aminos das cadeias laterais dos residuos de lisinas na
superficie da enzima, Figura 2.4 (SHELDON; SCHOEVAART; VAN LANGEN, 2005;
TACIAS-PASCACIO et al., 2019; TALEKAR et al., 2013).

Figura 2.4 — Preparacdo dos agregados enzimaticos reticulados (CLEAs)

Precipitagao _ ‘ ‘ Entrecruzamento
‘ ‘ * sais ‘ ‘ * Glutaraldeido

* solventes ‘ ‘ * Polialdeido
| ‘ organicos dextrana

Enzima dissolvida Enzima agregada CLEA

Fonte: Adaptado de Talekar et al., (2013).

Na preparacdo dos CLEAs € importante avaliar o melhor agente precipitante e
reticulante para o processo. Na etapa de precipitacdo, altos rendimentos de precipitacio e altas
atividades medidas no agregado redissolvido em tampao ndo significam que o CLEA reterd
toda a sua atividade precipitada. Uma vez que os agregados formados podem estar em
conformagdo desfavordvel que € mantida na etapa de reticulacdo exibindo uma atividade
inferior (TALEKAR et al., 2013). Amaral-Fonseca et al., (2018) avaliaram cinco agentes
precipitantes no preparo de CLEA da AMG 300L (formulagdo de amiloglicosidase da
Novozymes A/S). Acetona, etanol e isopropanol foram capazes de precipitar em torno de 80%
de proteinas, retendo alta atividade dos precipitados redissolvidos (em torno de 90%), enquanto
o sulfato de amonio precipitou apenas cerca de 50% das proteinas e o polietilenoglicol (PEG)
ndo teve acdo de precipitacdo sobre a amiloglicosidase. Foi selecionado o etanol pelo bom
desempenho, baixo custo e renovabilidade.

Na etapa de reticulagdo, a razdo molar do reticulador influencia na atividade e

estabilidade do CLEA resultante. Concentracdes muito baixas do agente reticulante podem ser
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insuficientes para estabilizar as ligacdes podendo ocorrer a lixiviacdo das enzimas, enquanto
que concentra¢des muito altas podem levar a uma reticulacio excessiva, enrijecendo a estrutura
da enzima e inativando-a (TALEKAR et al., 2013). Ramos et al., (2018) avaliaram a
concentracdo do glutaraldeido no preparo de CLEA da lipase de pancreas de porco (PPL).
Foram avaliadas concentracdes de 5, 10, 20, 30 e 40 umol de grupos aldeidos/mg de proteina
total. Com o aumento da concentracdo de glutaraldeido houve o aumento do rendimento de
imobilizacdo, entretanto, a atividade expressa teve um efeito ao contrdrio, indicando um
excesso de reticulagdo.

A lixiviacao da enzima ao preparar CLEAs também pode ocorrer quando a quantidade
de grupos aminos disponiveis na superficie da enzima € pequena, tornando a reticulagdo fraca
(SHELDON, 2019, 2011a). Este problema pode ser solucionado usando proteinas ricas em
lisinas, tais como, albumina de soro bovino (BSA) (AMARAL-FONSECA et al., 2018;
ARAUJO-SILVA et al., 2018; GUAUQUE TORRES; FORESTI; FERREIRA, 2014; MAFRA
et al., 2016, 2019; ROJAS et al., 2019; SHAH; SHARMA; GUPTA, 2006), proteinas de soja
(ARAUJO-SILVA et al., 2018; GUIMARAES et al., 2018; MAFRA et al., 2018; RAMOS et
al.,, 2018), ou mesmo polimeros ricos em grupos aminos, como a polietilenoimina (PEI)
(AMARAL-FONSECA et al., 2018; GUIMARAES et al., 2018; LOPEZ-GALLEGO et al.,
2005; ROJAS et al., 2019; VIRGEN-ORTIZ et al., 2017; WILSON et al., 2006).

O uso de CLEAs apresenta vantagens para aplicacdes industriais, tais como,
simplicidade de preparacdo, co-imobilizacdo de diferentes enzimas, aumento da estabilidade
(térmica e/ou operacional), baixos custos de obten¢do devido a auséncia de um suporte solido
adicional, atividade enzimatica altamente concentrada uma vez que a massa do catalisador é
principalmente formada por enzimas, ao contrario dos métodos que utilizam suporte, em que
90 a 99% da massa do catalisador final € atribuido ao suporte, além de ndo requer solucdes de
enzimas altamente puras (CAO; VAN RANTWIIK; SHELDON, 2000; SCHOEVAART et al.,
2004).

Entretanto, os CLEAs tém alguns problemas relacionados a sua baixa estabilidade
mecanica que pode dificultar sua recuperacdo do meio e também problemas de difusdo, devido
ao tamanho dos seus poros que podem ser pequenos (GARCIA-GALAN et al., 2011). Porém,
a coagregacgao das enzimas com nanoparticulas magnéticas, por exemplo, resulta em um CLEA
magnético que minimiza os problemas relacionados a recuperagdo e estabilidade mecanica. O
CLEA magnético € facilmente separado do meio pela aplicacdo de uma campo magnético
externo eliminando a necessidade de centrifugacao e filtracdo e, assim, contornando o problema

de compressdao dos CLEAs e conferindo robustez ao catalisador (AMARAL-FONSECA et al.,
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2018, 2020; CRUZ-IZQUIERDO et al., 2014; GUIMARAES et al., 2018; KOPP et al., 2015;
TALEKAR et al., 2012b, 2013).

Por outro lado, as limitacdes de transferéncia de massa podem ser minimizadas com o
aumento do tamanho dos poros das particulas de CLEAs. O uso de polimeros como amido
durante as etapas de agregacdo e reticulacio pode facilitar a formacdo de poros grandes durante
a produgdo de CLEA. Como ao final da preparacdo do CLEA, o amido ¢ degradado pela a-
amilase e removido, esta estratégia reduz as limitacdes de transferéncia de massa interna e
aumenta a eficiéncia catalitica (GUIMARAES et al., 2018; WANG et al., 2011). A formacao
de poros maiores auxiliada por um agente porogénico foi inicialmente estudada por Wang et
al., (2011), que coprecipitou a enzima Papaina com amido (0,3%, m/v), e apds a reticulagdo
seguiu-se pela degradacdo do amido por uma a-amilase e lavagem para obteng¢do dos CLEAs.
Essa estratégia permitiu produzir CLEAs da papaina com poros maiores em comparacao aos
CLEAs tradicionais, reduzindo as limitagdes internas de transferéncia de massa e aumentando
a eficiéncia catalitica. Talekar et al., (2012a) prepararam CLEAs de invertase de
Saccharomyces cerevisiae variando a concentracdo do amido como agente porogénico. A maior
eficiéncia catalitica foi obtida com 0,4% (m/v) de amido. A andlise de microscopia eletronica
de varredura mostrou uma estrutura porosa que resultou em uma melhor transferéncia de massa
interna de sacarose para os p-CLEAs (“porous-CLEAs”). Guimaraes et al., (2018) também
avaliaram o amido como agente porogénico na preparacdo de CLEAs da lipase de pancreas
suina. Eles relataram um aumento na atividade expressa do biocatalisador apds a hidrélise do
amido com uma o -amilase. Ao usar uma concentracio de 0,8% (m/v) de amido obteve-se um
biocatalisador com 100% de rendimento de imobilizagdo e retencdo catalitica méxima de 67%
(mais que o dobro da atividade recuperada sem amido).

CLEAs de vdrias lipases foram relatados na literatura (GUAUQUE TORRES;
FORESTI; FERREIRA, 2013; SCHOEVAART et al., 2004; SHAH; SHARMA; GUPTA,
2006), incluindo trabalhos do grupo de pesquisa do LabEnz/DEQ-UFSCar com lipases de
pancreas de porco e Thermomyces lanuginosus (GUIMARAES et al., 2018; RAMOS et al.,
2018, 2019), Tabela 2.2. Entretanto, CLEAs da Eversa Transform foi primeiramente reportado
a partir dos resultados obtidos nessa Tese de Doutorado (MIRANDA et al., 2020).



Tabela 2.2 — Diferentes condi¢des no preparo de CLEAs de lipases
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. Co-feeder/ Agente N
Lipase Aditivos precipitante Entrecruzante AR (%)  Referéncia
(GUAUQUE
Sulfato de TORRES;
CALB BSA AmoNio Glutaraldeido 188 FORESTI,
FERREIRA,
2014)
Pseudomonas (SHAH,
cepacia BSA Acetona Glutaraldeido 100 SHARMA;
P GUPTA, 2006)
Pancreas de , (RAMOS et
Porco PS Etanol Glutaraldeido 40 al., 2018)
Pancreas de PS, Amido, ) (GUIMARAES
Porco NPMS, PEI Etanol Glutaraldeido 80 etal., 2018)
Candida
antarctica : sulfato de ) taraldeido 98
. amoOnio
lipase A
CALB ] S;ﬁg%ge Glutaraldeido 93 (LOPEZ-
SERRANO et
Thermqmyces i Sulfeltol de Glutaraldeido 17 al., 2002)
lanuginosus amonio
Rhizomucor i sulfatode ) raldeido 152
miehei amoOnio
funcioiapl-izadas Sulfato de (CRUZ-
CALB com grupos Amdnio Glutaraldeido 99 IZQUIERDO
AMinoS etal., 2014)
Thermgmyces SDS Sulfzito' de Glutaraldefdo 137 (GUPTA et al.,
lanuginosus amonio 2009)
Thermomyces SDS  Etanol hidratado Glutaraldeido 119 (RAMOS et
lanuginosus al., 2019)
Lipase PS from Aldeido (VALDES;
Burkholderia BSA Acetona dextrana 46,8 SOTO;
cepacia ARCAYA,

2011)
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2.4 Lipase Eversa® Transform

Como ja mencionado a producdo enzimatica do biodiesel € catalisada por lipases,
sendo as mais comumente usadas as lipases de: Rhizomucor miehei, Rhizopus oryzae, Candida
antarctica (lipase B), Candida rugosa, Pseudomonas cepacia e Thermomyces lanuginosus,
(ATHAR; ZAIDI, 2020; BISEN et al., 2010; RIBEIRO et al., 2011).

Com a crescente demanda do biodiesel, a busca por lipases mais baratas e que possam
ser utilizadas na sua produgdo tem sido alvo de interesse das empresas. Diante disso, a
Novozymes langou uma formulagao liquida de lipase de Thermomyces lanuginosus sob o nome
comercial Callera™ Trans, mais tarde chamada de Eversa® Transform, que foi projetada
especificamente para ser aplicada na producdo de biodiesel (MONTEIRO; et al., 2020). Em
2014, foi anunciada a primeira formulagio da Eversa® Transform (NOVOZYMES, 2014) e em
2016 langada a segunda versao Eversa® Transform 2.0 (RANCKE-MADSEN, 2016). Elas sdo
comercializadas em fase aquosa e apresentam elevada atividade na transesterificacdo de
glicerideos e na esterificacao de 4cidos graxos livres (NOVOZYMES, 2016).

Ambas sdo formulagdes geneticamente modificadas da lipase de Thermomyces
lanuginosus com uma estabilidade térmica melhorada na segunda formulagdo (GUTIERREZ-
LAZAROetal., 2018; RANCKE-MADSEN, 2016). Por ser uma enzima em continua evolugao,
a literatura também reporta essa formulacdo liquida com o nome de NS-40116 (MONTEIRO;
et al., 2020).

A lipase de Thermomyces lanuginosus produzida por uma cepa geneticamente
modificada de Aspergillus oryzae (PINHOLT et al., 2010) € uma enzima monomérica com 269
residuos de aminodcidos, dos quais quatro sao residuos Trp (89, 117, 221 e 260). A massa molar
desta lipase € de aproximadamente 30 kDa, mas uma pds-glicosilacdo tradicional em Asn33
aumenta sua massa molar para cerca de 32 kDa (PINHOLT et al., 2010). Remonatto, (2017)
encontrou uma massa molecular de 30 KDa para ambas formulacdes de Eversa. Fraga et al.,
(2019) determinou a massa molar da NS-40116 correspondendo a 31,578 kDa.

Segundo o fabricante a lipase € estabilizada por dgua, e sua formulacdo garante alta
estabilidade e longa vida util (pelo menos dois meses de vida util a <25 °C). Além disso, a
enzima tem produtividade maxima a 40 °C, mas torna-se instdvel em temperaturas acima de 45
°C (NOVOZYMES, 2016).

Visando a produgdo de biodiesel, a Eversa Transform e suas variagdes foram avaliadas
na sua forma liquida em diferentes condicdes reacionais. A Tabela 2.3 mostra a versatilidade

dessas enzimas, capazes de atuar frente a diferentes substratos em condi¢des brandas de reagao,
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utilizando diferentes cargas do catalisador e na presenca de dgua. Os rendimentos das reagdes
variam conforme as estratégias usadas, mas como ja mencionado, para ser classificado como
biodiesel o produto final precisa atender as especificacdes internacionais com um rendimento
em éster acima de 96,5% (m/m).

Com relacdo a Eversa imobilizada, hd na literatura o relato de alguns trabalhos que
abordam diferentes estratégias de imobilizacao (ARANA-PENA; LOKHA; FERNANDEZ-
LAFUENTE, 2018; HONAISER et al., 2019; LEE et al., 2019). Como biocatalisador para a
producdo de biodiesel, Remonatto et al., (2018) imobilizaram a Eversa em um suporte
hidrofébico, Sepabeads C-18. O biocatalisador foi usado na reagao de transesterificacdo usando
6leo de girassol, razao molar etanol:6leo 4:1, hexano como solvente, 10 % (m/m) de catalisador
a 40 °C, numa reagdo de 3 horas. Foi obtido 99% de conversao e o biocatalisador imobilizado
manteve 75% da atividade apds quatro ciclos de transesterificacao.

Dantas et al., (2019), imobilizaram a NS-40116 em particulas de poliestireno ndo
porosas. A lipase imobilizada apresentou melhor estabilidade térmica e de pH quando
comparada a lipase NS-40116 livre, com aumento de 84% na atividade hidrolitica em pH 12.
O uso de gordura abdominal de frango como fonte de dcidos graxos e metanol 1,5 eqv permitiu
conversdo de 54% em 16 h usando o biocatalisador imobilizado, enquanto para enzima solivel
foi obtida uma conversado de 49%.

Martinez-Sanchez et al., (2020) imobilizaram a Eversa Transform em matrizes de
octadecil metacrilato. Esse biocatalisador foi usado para produzir biodiesel a partir de 6leo de
girassol e metanol na razdo molar metanol:6leo de 3:1 em meio com terc-butanol como
cosolvente. Apds 25 horas de reag@o foi obtido um rendimento de 60% em ésteres metilicos de
acidos graxos.

Bresolin et al., (2019) imobilizaram a lipase NS-40116 em espuma de poliuretano. O
biocatalisador imobilizado foi mais estdvel do que a enzima livre, principalmente em valores
de pH 4cidos. O derivado enzimdtico também foi utilizado para reacdes de esterificagcdo e
conversdes em torno de 66% em ésteres metilicos de dcidos graxos foram obtidas utilizando
gordura abdominal de frango, metanol 3 eqv, 5% (m/m) do biotalisador, 2% (m/m) de dgua, a
30 °C, durante 24 horas. Sob essas condi¢des, a conversdao foi mantida até o quarto reuso do
derivado enzimético.

Como reportado anteriormente, hd poucos trabalhos de imobilizacdo de Eversa
disponiveis na literatura cientifica. Particularmente, a técnica de imobilizacio por CLEA

usando a lipase de Eversa ou suas variantes ainda ndo havia sido relatada na literatura.



37

O capitulo 4 deste trabalho explora o potencial dessa técnica que permitiu melhorar as caracteristicas da enzima e obter um biocatalisador com

aplicag@o na producdo do biodiesel.

Tabela 2.3 — Producido de biodiesel usando lipases liquidas a partir de diferentes matérias-primas e condi¢des reacionais.

Rendimento em

% % . i
Lipase Oleo/gordura T (°C) Alcool (m/m)  (m/m) Ter~np0 este/rgs alquilicos Referéncia
lipase 4gua reacdo (h) de dcidos graxos
(%, m/m)
p . (CESARINI; DIAZ;
Oleo de soja bruto 35 16 %9m/m MeOH 1 3 24 96,3 NIELSEN, 2013)
£ Razao molar (TOFTGAARD
S EDEEE E . 2y s ke PEDERSEN et al., 2014)
Oleo de canola Razao molar (NORDBLAD et al.,
Callera™ oM 5% AGLs 35 MeOH:6leo 4,5:1 0.5 > 24 95,4 2014)
Oleo de soja bruto
Trans L Razao molar
10 ppm NaOH, 35 MeOH:6leo 4.5:1 1 3,5 24 >95 (CESARINI et al., 2014)
24 h
Oleo de soja Razao molar (WANCURA et al.,
degomado 35 MeOH:6leo 4,5:1 145 6 24 26,9 2018b)
Razdo molar (WANCURA et al.,
S 3 MeOH:bleo4,5:1 P g 8 A 2018a)
Gordura Razao molar
abd;)rl:;nil de 30 MeOH:6leo 4.5:1 0,3 2 24 77 (DA SILVA et al., 2018)
NS40116 Oleo det:g soja Razao molar
,degomado 35 MeOH:6leo 4.5:1 0,5 15 12 94,3 (ROSSET et al., 2019)
Oleo de soja Razao molar (WANCURA et al.,
degomado 35 MeOH:6leo 6,3:1 0.7 8 8 7.1 2019b)
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Continuagdo...Tabela 2.1—- Producdo de biodiesel usando lipases liquidas a partir de diferentes matérias-primas e condicdes reacionais

Rendimento em

% % . -
Lipase Oleo/ gordura T (°C) Alcool (m/m)  (m/m) reje:zg:)p(oh) Zi?;;glsq;:gg: Referéncia
lipase agua (%, m/m)
Oleo de soja refinado
Oleo de soja com 25, 50 ~
’ Razao molar (REMONATTO et al.,
e 75% de AGLs 35 MeOH:6leo 4.5:1 1 2,5 16 75,30-97,3 2016)

Oleo residual de cozinha
Oleo de macaiba

p . . Razao molar

Oleo de soja refinado 35 MeOH:6leo 4.5:1 0,2 3 24 95 (NIELSEN et al., 2016)

Reuso total
94,21% 1° ciclo
Eversa - 68,39% 2° ciclo
Razao molar

Transform Oleo de mamona 35 MeOH:6leo 6:1 5 3 8 33,35% 3° ciclo

(ANDRADE; ERRICO;
CHRISTENSEN, 2017b)

Reuso parcial

88,36 apos 3 ciclos
Razao molar (WANCURA et al.,
~ Sebo P MeOHgleo4,5:1 ! 6 8 85’1 2019a)
Oleo de soja refinado
com 91,4 % (m/m)
acido oleico 45 MeOH 2 eqv 0,2 2 24 97 (MIBIELLI et al., 2019)

100 ppm de NaOH
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2.5 Reator de fluxo em vortice

Os reatores de fluxo em vortices (RFV) sdo especialmente adequados para trabalhar
com particulas sensiveis ao cisalhamento, devido as caracteristicas de agitacdo suaves e
eficientes dos vortices de Taylor, sendo vantajoso quando empregado para cultivos de células
frageis ou com particulas sensiveis, como matrizes gelatinosas de enzimas imobilizadas, em
reacOes ou separacdes bioquimicas (GIORDANO, ROBERTO CAMPOS GIORDANO, 2006;
GIORDANO; GIORDANO; COONEY, 2000; RESENDE et al., 2001).

O RFV € constituido por dois cilindros concéntricos, onde o cilindro externo € fixo e
o interno gira induzindo pela sua rotagdo um fluxo em vértice. H4 uma distdncia minima entre
o fundo dos dois cilindros para evitar o atrito entre as parte € a maceracdo das particulas que

ficam dispersas no meio (Figura 2.5) (RAMOS, 2017; SILVA, 2015b).

Figura 2.5- Reator de Fluxo em Vértice

—

Fonte: Adaptada Ramos et al., (2018).

Os regimes de operagdo do reator podem variar de acordo com a alteracdo da
velocidade de rotacdo do cilindro interno, indo do laminar ao turbulento (GIORDANO;
GIORDANO; COONEY, 2000). Uma vantagem do reator Taylor-Couette € que a intensidade
da mistura, ao contrdrio de um reator de tanque agitado, é constante ao longo da altura do reator
(KIT, [s.d.]).

O fluxo de Taylor € um padrao de fluxo secundario que ocorre na lacuna entre os dois
cilindros concéntricos. Com baixas velocidades de rotacao do cilindro interno apresenta-se o

denominado fluxo laminar-Couette (Figura 2.6a). Esse padrio de fluxo ndo apresenta
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velocidade axial, portanto o transporte de massa que ocorre na dire¢do axial é dado somente
por mecanismos de difusdo, assemelhando-se com um reator de fluxo em pistdo. Acima de uma
taxa de rotacdo critica o fluxo circular de Couette torna-se instdvel e uma série de vortices
toroidais alternados em contra-rotagdo aparecem (Figura 2.6b). Estas condi¢cdes permitem um
acréscimo de transferéncia de massa, sendo semelhante a um sistema de CSTRs conectados em
série, com uma adequada transferéncia de massa entre os vortices (RAMOS, 2017; RESENDE
et al., 2001).

Um novo aumento na velocidade de rota¢do gera um terceiro padrdo de fluxo oscilante,
gerando ondas que viajam em torno do cilindro interno, conhecido como fluxo de vértices
“wavy” (Figura 2.6c). E mais um incremento na rota¢do do cilindro interno torna o sistema
turbulento (Figura 2.6d). Nestes casos, a transferéncia de massa entre vortices torna-se
dominante e todo o reator com fluxo de voértice se comporta como um CSTR (CURRAN;

BLACK, 2004; RAMOS, 2017; RESENDE et al., 2001).

Figura 2.6 — Regime de fluxos no Reator de Fluxo em Vértice: (a) Regime de Couette laminar, (b)
regime de Taylor laminar, (c) regime de vértices “wavy”, (d) e turbulento.

7
\. i

G | o6 |

a) b} c) d)

Fonte: KIT, ([s.d.])

Ramos et al., (2018) compararam a configuracdo do RFV e de um reator tipo cesto sob
agitacdo magnética usando enzima imobilizada pela técnica de CLEA. Os rendimentos de
transesterificagdo nesses reatores foram comparados aos realizados em frascos fechados
agitados em um agitador orbital, uma configuracdo tipica usada em laboratério. Ambos os
frascos fechados e o reator de fluxo de vortice mostraram comportamento semelhante, rendendo
concentracdo de ésteres etilicos de dcidos graxos (EEAGs em % madssica) de 57 e 57,9,

respectivamente. No entanto, a concentracdo de EEAGs alcangada no reator do tipo cesto foi
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de apenas 31 % (m/m), apds tempos de reacao semelhantes. Embora tenha sido relatado que os
reatores de cesta podem ser considerados como uma ferramenta promissora para o uso de
CLEAs em aplicagdes de biotecnologia, nesta aplicacdo particular, a natureza viscosa dos
substratos provavelmente impediu a transferéncia de massa para a camada externa do

biocatalisador que conduziu a uma taxa de reagao muito menor (RAMOS et al., 2018).
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3. CARACTERIZACAO DAS FOMULACOES LIiQUIDAS DE EVERSA®
TRANSFORM E EVERSA® TRANSFORM 2.0

3.1 Introducao

Enzimas sdo macromoléculas de alta massa molecular formada por unidades
monoméricas conhecidas por aminodcidos, unidos por ligacdes peptidicas e sua funcdo é de
catalisar as reagoes (NELSON; COX, 2014). Por serem altamente especificas quanto aos
substratos e aos produtos de suas reagdes, as enzimas apresentam baixo impacto ambiental e
toxicoldgico nos processos € também atuam em condicdes brandas de reacdo, fatores
importantes considerando aspectos de eficiéncia do processo, sustentabilidade e questdes
ambientais. (KAPOOR; GUPTA, 2012; MONTEIRO; et al., 2020).

As lipases, pertencem a classe das hidrolases, uma das seis classes em que as enzimas
sdo classificadas (NELSON; COX, 2014). Sua funcdo natural € a hidrélise de ésteres de
triacilglicer6is, mas em meios microaquosos sdo capazes de catalisar reacdes de esterificacdo,
transesterificacao (alcodlise ou glicerdlise), aciddlise, ou interesterificacdo (BAJAJ et al., 2010;
FERNANDEZ-LAFUENTE, 2010; KAPOOR; GUPTA, 2012; MONTEIRO; et al., 2020;
RIBEIRO et al., 2011; STERGIOU et al., 2013).

As lipases apresentam um mecanismo denominado ‘“‘ativacdo interfacial”, que
favorece o aumento da atividade catalitica na presenca de substancias hidrofébicas dispersas
em fase aquosa. Na auséncia de uma interface hidrofébica, a enzima apresenta-se na sua
“conformagdo fechada”, enquanto que na presenca desta interface a “tampa” (cadeia
oligopeptidica que cobre o sitio ativo da enzima) altera-se para a “conformacgdo aberta”,
possibilitando o acesso do substrato ao sitio ativo. (FERNANDEZ-LORENTE et al., 2008;
URRUTIA et al., 2018).

Lipases sdo biocatalisadores que podem ser utilizados em diversas aplicacdes
industriais como produtos farmacéuticos, detergentes, cosméticos, biocombustiveis, alimentos
e bebidas. (ADLERCREUTZ, 2013; ANDUALEMA; GESSESSE, 2012; ANGAJALA;
PAVAN; SUBASHINI, 2016; CASTRO et al.,, 2004; FERNANDEZ-LAFUENTE, 2010;
GUERRAND, 2017; HASAN et al., 2010; MENDES; OLIVEIRA; DE CASTRO, 2012;
PANDEY et al., 1999; RIBEIRO et al., 2011; RODRIGUES; FERNANDEZ-LAFUENTE,
2010). As lipases sao as enzimas mais populares para a produ¢do do biodiesel, que € uma
mistura de ésteres de acidos graxos obtidos a partir dos triglicerideos. O uso dessas enzimas

permite o uso de matérias primas ndo refinadas, de baixo custo, uma alternativa a rota quimica.
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(ARANSIOLA et al., 2014; BAJAJ et al., 2010; CHRISTOPHER; HEMANATHAN KUMAR;
ZAMBARE, 2014; RANGANATHAN; NARASIMHAN; MUTHUKUMAR, 2008; TAN et
al., 2010; WANCURA et al., 2019c¢).

Em 2014 a Novozymes A/S anunciou o lancamento de uma formulacdo liquida de
lipase (Eversa® Transform ) para produzir biodiesel a partir de 6leos residuais, reduzindo assim
custos com a matéria-prima dos produtores (NOVOZYMES, 2014). Alguns anos depois, em
2016, a empresa langou a segunda versdao mais termoestavel, disponivel comercialmente, a
Eversa® Transform 2.0. Uma enzima proveniente de Thermomyces lanuginosus, produzida por
fermentagdo submersa de uma cepa de Aspergillus oryzae geneticamente modificada
(MONTEIRO; et al., 2020; NOVOZYMES, 2016; RANCKE-MADSEN, 2016). Ambas sio
comercializadas em fase aquosa e apresentam elevada atividade na transesterificacdo de
glicerideos e na esterificacdo de 4cidos graxos livres (NOVOZYMES, 2016). Segundo o
fabricante a lipase € estabilizada por dgua, e sua formulacdo garante alta estabilidade e longa
vida util (pelo menos dois meses de vida util a <25 °C). Além disso, a enzima tem produtividade
maxima a 40 °C, mas torna-se instadvel em temperaturas acima de 45 °C (NOVOZYMES, 2016).

Devido a continua evolucdo dessa lipase, ela também aparece com os nomes de
CalleraTM Trans e NS-40116 (MONTEIRO; et al., 2020). Todas as formulacdes ja foram
avaliadas para producdo de biodiesel, onde foram encontrados diferentes rendimentos
dependendo das condi¢des avaliadas (CESARINI; DIAZ; NIELSEN, 2013; NIELSEN et al.,
2016; REMONATTO et al., 2016; ROSSET et al., 2019; WANCURA et al., 2018a, 2018Db,
2019a, 2019b).

Inicialmente para o desenvolvimento deste trabalho seria utilizado a primeira versao
da formulac¢do de Eversa, doada gentilmente pelo seu fabricante. Porém, com a disponibilidade
comercial da segunda versdo estd foi adquirida para também ser avaliada no trabalho. Neste
capitulo ser4 apresentado o estudo de caracterizacdo das duas formulagdes Eversa® Transform
(ET) e Eversa® Transform 2.0 (ET 2.0), quanto as suas massas moleculares, efeito do pH e da
temperatura em suas atividades hidroliticas e estabilidade térmica. Também avaliou-se o uso
de surfactantes no meio reacional afim de estabilizar a lipase em sua conformacio ativa e,

assim, favorecer o aumento de sua atividade.
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3.2 Materiais e métodos

3.2.1 Materiais

Formulacdo liquida de lipase de T. lanuginosus (Eversa® Transform (ET) foi
gentilmente fornecida pela Novozymes Latin America Ltda (Araucdria, PR, Brasil). Eversa®
Transform 2.0 (ET 2.0, formulacdo liquida produzida pela Novozymes A/S), albumina de soro
bovino (BSA), tributirina 97% (m/m), e reagente de Bradford foram adquiridos da Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Todos os outros produtos quimicos e solventes foram de

qualidade analitica e usados conforme recebidos.

3.2.2 Atividade Enzimatica

A atividade hidrolitica foi medida de acordo com Beisson et al., (2000) com pequenas
modificagdes. Um volume de 50 pL da solu¢@o enzimética foi adicionado a um meio reacional
contendo 6,0 mL de tampao fosfato de sodio 0,1 M, pH 7,5, 1,5 mL de tributirina e 16,5 mL de
agua destilada. A reacdo foi realizada a 37 °C e a mistura reacional foi agitada a 500 rpm durante
5 min. A hidrdlise da tributirina foi monitorada por titulometria em um titulador Titrino 907
(Metrohm, Herisau, Suica) usando uma solucdo de KOH 20 mM como agente de titulacdo. A
atividade hidrolitica foi calculada a partir do consumo de KOH necessario para neutralizar o
acido butirico liberado na reacdo. Uma unidade de tributirina (TBU) foi definida como a

quantidade de enzima que libera 1 pmol de 4cido butirico por minuto nas condi¢des descritas.

3.2.3 Ensaio de proteina

A concentragdo de proteina foi determinada pelo método de Bradford (BRADFORD,
1976). Albumina de soro bovino (BSA) (0,2 a 1 mg/mL) foi usada como proteina padriao para
construir uma curva de calibracio (concentra¢do “mg/mL” versus absorbancia). Em 25uL da
solucdo enzimética foi adicionado 1 mL do reagente de Bradford, o branco continha apenas 1
mL do reagente de Bradford. Apds agitar a mistura, foi deixada em repouso por 7 min. A leitura

foi realizada em espectrofotdmetro, no comprimento de onda de 595 nm.
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3.2.4 Eletroforese SDS-PAGE

As lipases ET e ET 2.0 foram avaliadas por eletroforese SDS-PAGE (gel de
poliacrilamida 12%) seguindo as condicdes desnaturantes descritas por Laemmli, (1970) e
Silva, (2015) em sistema MiniProtean (Bio-Rad).

O gel de poliacrilamida 12% (m/v) (gel de separacdo) foi preparado utilizando 3,3 mL
de solucao de acrilamida-bisacrilamida 10% (m/v), 2,5 mL de tampao de separagdo (1,5 M Tris-
HCL, pH 8,8), 50 uL de solucao SDS 10% (m/v), 4,1 mL de dgua Milli-Q, 10 uL de TEMED
(tetrametiletilenodiamina) e 100 pL de PSA (persulfato de amdmia) 10% (m/v). A solucdo foi
entdo cuidadosamente inserida entre as placas de eletroforese, deixando-se 1 cm livre na
extremidade superior, onde foi adicionado isopropanol para nivelar o gel. Enquanto ocorria a
polimerizacdo do gel, preparou-se o gel de poliacrilamida 4% (m/v) (gel de empilhamento)
contendo 0,65 mL de solu¢do de acrilamida-bisacrilamida 10%, 1,25 mL de tampao de
empilhamento (0,5 M Tris-HCI, pH 6,8), 50 pL de solugdo SDS 10% (m/v), 3,05 mL de dgua
ultrapura, 10 pL de TEMED (tetrametiletilenodiamina) e 50 uLL de PSA (persulfato de amonio)
10% (m/v). Apés a remocao do isopropanol do gel de separa¢do, completou-se o espago entre
as placas de eletroforese com a solu¢io de empilhamento, deixando o sistema em repouso para
a polimerizacdo do gel de empilhamento. 15 pL. das amostras das solu¢des enzimadticas (1
mg/mL) foram aquecidas (98 °C) por 5 min em tampao de ruptura (Tris-HCl 75 mM, B-
mercaptoetanol 5% (v/v), glicerol 10% (v/v), azul de bromofenol 0,01% (v/v), pH 6.,8) e
aplicadas em canaletas pré-formadas no gel de empilhamento.

A corrida do gel foi realizada por 90 minutos a uma tensdo de 160 V em cuba de
eletroforese vertical, conectada a uma fonte de alimentacdo (Power PAC 1.000, BIORAD-
USA) contendo tampao de corrida (Tris base 25 mM, glicina 190 mM, SDS 0,1% m/v, pH 8,3).
ApOs as corridas das amostras, o gel foi corado com uma solucdo de 0,25% (m/m) de Coomassie
Brilliant Blue, 5% (v/v) de etanol e 1% (v/v) de acido acético. Depois o gel foi descorado com
uma solu¢do de 30% (v/v) de etanol e 10% (v/v) de dcido acético por 1 hora. A distribuicdo da
massa molecular das amostras foi determinada usando um marcador molecular Amersham Low
Molecular Weight Calibration Kit (Mw de 14,4-97 kDa, GE Healthcare Brasil, Barueri, SP,
Brasil).
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3.2.5 Efeito do pH e temperatura na atividade hidrolitica e estabilidade térmica das lipases

soluveis

A atividade hidrolitica foi determinada em diferentes valores de pH a 37 °C, usando
diferentes tampdes a 100 mM: acetato de sédio em pH 5,0, fosfato de s6dio em valores de pH
de 6,0 a 8,0 e carbonato de sédio em pH 9,0 e 10,0.

Para determinar o efeito da temperatura na atividade enzimatica das duas formulacdes
de Eversa, a atividade hidrolitica foi medida usando tampao fosfato de s6dio 100 mM a pH 7,5
em uma faixa de temperatura de 10 a 60 °C paraa ET e 10 a 70 °C para a ET 2.0.

Para os ensaios de estabilidade térmica, a ET foi incubada a 50 e 60°C e a ET 2.0 a 60
e 70 °C em tampao fosfato de s6dio 100 mM, pH 7,0. Em intervalos regulares de tempo, as

amostras foram retiradas para medir sua atividade hidrolitica, conforme descrito na secdo 3.2.2

3.2.6 Efeito dos surfactantes na atividade da enzimatica

Um mililitro de uma solucao enzimatica de Eversa Transform (1,5 mg de proteina/mL
em tampao fosfato de s6dio 5 mM, pH 7,0), contendo Tween 80 ou Triton X-100 (0,1 ou 1%,
v/v) foi incubado em um Shaker orbital a 150 rpm, 4 °C por 24 h. Foram medidas as atividades
hidroliticas em 0, 12 e 24 h. As atividades relativas foram calculadas como a razdo entre a
atividade total medida em cada momento e a atividade da solu¢do enzimética inicial sem adi¢cao
de surfactante nas mesmas condigdes de reacdo, ambas em TBU (atividade de tributirina, se¢ao

3.2.2).

3.3 Resultados e discussao

3.3.1 Determinacao das massas moleculares

A eletroforese SDS-PAGE da ET e ET 2.0 (Figura 3.1) mostra que as preparacoes de
lipases apresentam uma pureza elevada, ndo sendo compostas por uma mistura de proteinas
visto que apenas uma banda foi detectada para cada uma das formulacdes. Ambas t€m massas
moleculares em torno de 33 kDa, valor bem préximo ao encontrado por Remonatto, (2017) para

as duas lipases e por Martinez-Sanchez et al., (2020) para a ETL 2.0
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Figura 3.1 - Gel de eletroforese (SDS-PAGE 12%) de Eversa Transform e Eversa Transform 2.0.
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3.3.2 Atividades especificas das formulacdes

As atividades hidroliticas e as concentracdes de proteinas dessas formulacdes sdo
mostradas na Tabela 3.1. Ambas formulacdes tém atividades especificas semelhantes, embora

a formulacdo de ET 2.0 seja mais concentrada.

Tabela 3.1 - Concentracdo de proteinas e atividade hidrolitica das formulacdes de Eversa Transform.
Os valores sdo expressos como média de duplicatas + desvio padrdo.

Concentragdo . o Atividade
Lipase de proteina At1v1?;g%l;;§£3lltlca especifica
(mg/mL) (TBU/mg)
Eversa Transform 19,89+0,69 49258,37+1074,13 2477.42
Eversa Transform 2.0  32,75+1,49 96616,60+6556,47 2949,76

3.3.3 Efeito da temperatura e do pH na atividade enzimatica

O efeito do pH nas atividades hidroliticas das duas formulacdes de lipase (Figura 3.2)
mostrou que ambas tinham perfis muito semelhantes, com as maiores atividades em valores de
pH alcalinos. Resultados semelhantes foram relatados por Bresolin et al., (2019) para a lipase
NS-40116 (uma formulacdo da lipase de Thermomyces lanuginosus) e por Arana-pefia; Lokha;

Fernandez-Lafuente, (2018) para a Eversa Transform 2.0.



48

Figura 3.2 - Efeito do pH nas atividades da Eversa Transform (e) e Eversa Transform 2.0 (m) livres.
Atividade determinada pela hidrélise de tributirina (concentracdo enzimdtica de 5 mg/mL, 37°C,
tampao fosfato de sédio, 100 mM).
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A Figura 3.3 mostra que a ET possui atividade médxima na faixa de 35 a 40°C, enquanto
a ET 2.0 na faixa de 35°C a 50°C, confirmando que a ultima foi formulada para ser mais estavel
em altas temperaturas (RANCKE-MADSEN, 2016). A 60 °C, enquanto ET tem menos de 30%

da atividade maxima, a ET 2.0 tem mais de 80%.

Figura 3.3 - Efeito da temperatura nas atividades da Eversa Transform (e) e Eversa Transform 2.0 (m)
livres. Atividade determinada pela hidrélise de tributirina (concentracdo enzimdtica de 5 mg/mL, pH
7,5, tampao fosfato de sédio 100 mM).
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3.3.4 Estabilidade térmica

A Figura 3.4 mostra os perfis de inativacao térmica para ET a 50 e 60 °C (pH 7,0). A

enzima apresentou alta estabilidade a 50 °C, retendo cerca de 75% de sua atividade inicial ap6s
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360 h de incubacgdo. Porém, a 60°C a enzima reteve apenas 25% de sua atividade inicial apds

48 h de incubagdo. Nessa temperatura, a enzima teve uma meia-vida em torno de 16 h.

Figura 3.4 - Perfil de inativacdo térmica da Eversa Transform a 50 °C (m) e 60 °C (®). Condicdes de
ensaio: concentracdo enzimdtica de 5 mg/mL, pH 7,0, tampao fosfato de s6dio 100 mM. A atividade
da solugdo inicial da enzima (Oh) foi considerada como 100%. Atividades hidroliticas foram medidas
com a tributirina como substrato.
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A formulacido liquida ET 2.0 foi mais estdvel em temperaturas mais altas (Figura 3.5).

A 60 °C, a enzima exibia meia-vida em torno de 250 h, retendo cerca de 80% e 37% de sua

atividade inicial ap6s 96 e 315 h de incubagdo, respectivamente. Além disso, a 70 °C também

foi possivel detectar cerca de 27% de sua atividade inicial apds 5 h de incubacao.

Figura 3.5 - Perfil de inativacao térmica da Eversa Transform 2.0 a 60 °C (m) e 70 °C (e®). Condicdes

de ensaio: concentracdo enzimatica de 5 mg/mL, pH 7,0, tampao fosfato de s6dio 100 mM. A

atividade da soluc@o inicial da enzima (Oh) foi considerada como 100%. Atividades hidroliticas foram
medidas com a tributirina como substrato.
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O uso de surfactantes no meio reacional pode ter o efeito de estabilizar as lipases em
sua conformagdo aberta, ativa e, assim, favorecer o aumento de sua atividade. Dependendo da
concentracdo utilizada os detergentes também podem se comportar como inibidores de lipase
ou agentes inativadores. Dessa forma, o efeito final das adi¢des de detergente nem sempre é
positivo (CRUZ-IZQUIERDO et al., 2014; FERNANDEZ-LORENTE et al., 2007; MATEO et
al., 2007).

A adic¢do de Triton X-100 ou Tween 80 a solugdo de ET ndo teve efeito significativo
na atividade enzimdtica em concentragdes de 0,1 ou 1% (v/v), como mostrado na Figura 3.6.
Com a similaridade das duas formula¢des e devido ao resultado com a ET, nao foi realizado o
ensaio com a ET 2.0 e os estudos adicionais para a imobiliza¢do pela técnica de CLEA (capitulo

4) foram realizados sem surfactantes.

Figura 3.6 - Efeito de surfactantes na atividade hidrolitica da lipase Eversa Transform. Condicdes de
ensaio: concentracdo de enzima de 1,5 mg/mL em tampao de fosfato de s6dio 5 mM, pH 7, 4 °C, 150
rpm. A atividade da solugdo inicial da enzima (sem surfactante) foi considerada como 100%.
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3.4 Conclusao

A partir dos ensaios de caracterizacdo conclui-se que as formulagdes apresentam
caracteristicas semelhantes, derivando da mesma lipase de Thermomyces lanuginosus, porém
com a ET 2.0 apresentando uma maior termoestabilidade.

Para dar continuidade ao trabalho e estudar a imobiliza¢do da enzima e aplicagcdo na
produgio de biodiesel a segunda versio da formulacio, Eversa® Transform 2.0, foi selecionada,

Além de ser mais resistente a temperatura, ela é disponibilizada comercialmente.
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4. COMPOSITOS DE AGREGADOS RETICULADOS DE EVERSA® TRANSFORM
E NANOPARTICULAS MAGNETICAS. DESEMPENHO NA ETANOLISE DO
OLEO DE SOJA

Neste capitulo serd apresentado e reproduzido na sua versdo em portugués o estudo
publicado como artigo cientifico na revista Catalysts (MIRANDA et al., 2020),
doi:10.3390/catal10080817. Disponivel em: https://www.mdpi.com/2073-4344/10/8/817

Resumo: A lipase de Eversa® Transform 2.0 foi langada para ser usada na forma livre, mas a
sua imobilizacdo pode melhorar seu desempenho. Este trabalho teve como objetivo otimizar a
imobilizacdo da Eversa® Transform 2.0 pela técnica de agregados enzimdticos reticulados
(CLEAs), utilizando quase todas as ferramentas disponiveis para melhorar seu desempenho.
Diversas varidveis na preparacdo dos CLEAs foram otimizadas para melhorar a atividade
recuperada, como natureza do precipitante e concentragdo do agente reticulante. Além disso,
alguns co-feeders e aditivos foram coprecipitados para melhorar a etapa de reticulagdo, como
albumina de soro bovino, proteina de soja ou polietilenoimina. O amido (posteriormente
degradado enzimaticamente) foi utilizado como um agente porogénico para diminuir as
limitacdes de difusdo do substrato. Nanoparticulas magnéticas de silica também foram
utilizadas para simplificar o manuseio do CLEA, mas foi descoberto que uma grande
porcentagem da Eversa poderia ser imobilizada nessas nanoparticulas antes da agregacao. O
melhor protocolo na produ¢do do CLEA obteve um rendimento de imobilizacdo de 98,9% e
30,1% de atividade recuperada, exibiu uma estrutura porosa e um excelente desempenho na
transesterificacdo do 6leo de soja com etanol: um rendimento massico de 89,8% de ésteres
etilicos de 4cidos graxos (EEAGs) apds 12 h de reacdo, enquanto a enzima solivel necessitou
de 48 h de reacdo para dar o mesmo rendimento. Uma etapa de polimento caustico do produto
rendeu um biodiesel contendo 98,9% (m/m) de EEAGs e um teor de 4cidos graxos livres
inferior a 0,25%, portanto, o produto final atendeu aos padrdes internacionais para biodiesel. O
biocatalisador imobilizado pode ser reutilizado por pelo menos cinco ciclos de 12 h, mantendo
89,6% do rendimento do primeiro ciclo, mostrando a recuperacao eficiente do catalisador pela
aplicagdo de um campo magnético externo.

4.1 Introducao

A atual preocupacdo com o aquecimento global e a reducio das fontes de combustivel
fossil tem impulsionado a busca por combustiveis menos poluentes e renovdveis
(ERDIWANSYAH et al., 2019; JAMIL et al., 2018; MEHER; VIDYASAGAR; NAIK, 2006;
SINGH et al., 2019; VARGAS et al., 2018; ZHANG et al., 2019). O biodiesel, obtido por
esterificacdo de 4cidos graxos ou transesterificacdo de 6leos vegetais e gorduras animais com
dlcoois de cadeia curta, tornou-se um combustivel alternativo atraente (ERDIWANSYAH et
al., 2019; JAMIL et al., 2018; SINGH et al., 2019; TAN et al., 2010; VARGAS et al., 2018;
ZHANG et al., 2019).
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Atualmente, a producdo de biodiesel em larga escala utiliza 4cidos ou 4lcalis como
catalisadores (MOAZENI; CHEN; ZHANG, 2019; ZHANG et al., 2019), mas a substitui¢do de
catalisadores quimicos por enzimaticos tem sido amplamente estudada (ARANSIOLA et al.,
2014; CORTEZ et al., 2018; LOTTI et al., 2018; TAN et al., 2010; VARGAS et al., 2018). A
producdo enzimdtica de biodiesel pode superar algumas desvantagens da rota quimica, como a
alta demanda energética, o uso de matéria-prima com alta pureza (por exemplo, dlcoois anidros
e Oleos de baixa acidez), a complexidade da recuperacdo e purificacdo do produto, e a
necessidade de tratamento dos efluentes (ARANSIOLA et al., 2014; BISEN et al., 2010; LOTTI
et al., 2018; MOAZENI; CHEN; ZHANG, 2019; TAN et al., 2010). No entanto, as principais
desvantagens do uso de lipases sdo o custo mais elevado do biocatalisador e o tempo de reacgao,
mais longo em comparacdo com a rota quimica (NORJANNAH et al., 2016; POPPE et al.,
2015; POURZOLFAGHAR et al., 2016; THANGARAI et al., 2019). Outro problema das
lipases € que elas t€m especificidade de substrato, portanto, uma lipase especifica pode nao
reconhecer o alto nimero de substratos provdveis contidos em um 6leo, que € um substrato
heterogéneo (ARANA-PENA et al., 2020; RAMOS et al., 2019).

As enzimas utilizadas na produgcdo de biodiesel sdo as lipases (triacilglicerol
hidrolases, EC 3.1.1.3) (GUMBA et al.,, 2016; MOAZENI; CHEN; ZHANG, 2019;
THANGARAJ et al., 2019). A fun¢do natural dessas enzimas € a hidrdlise de triglicerideos na
interface dgua-6leo, liberando 4cidos graxos livres, diglicerideos, monoglicerideos e glicerol.
No entanto, elas também sdo capazes de catalisar reacdes de esterificacdo e transesterificacao
em meios organicos (com conteudo de dgua restrito) (CORTEZ et al., 2018; KAPOOR;
GUPTA, 2012; NORJANNAH et al., 2016). As lipases t€ém duas conformagdes diferentes
devido a presenca de uma cadeia polipeptidica (“tampa’). Sua interagdo com uma superficie
hidrofébica faz com que a enzima se mova de sua conformacao inativa (tampa fechada) para
ativa (tampa aberta), expondo seu sitio ativo, conferindo atividade catalitica e livre acesso ao
substrato. Este mecanismo catalitico da lipase é conhecido como ativacdo interfacial
(BRZOZOWSKI et al., 1991; SCHRAG et al., 1997). Este mecanismo tem sido usado para
desenvolver protocolos que permitem a imobilizacdo, purificacdo, estabilizacao e hiperativacao
de lipases por meio da imobilizac¢do de sua forma aberta em suportes hidrofébicos (MANOEL
et al., 2015; RODRIGUES et al., 2019).

A Eversa® Transform foi anunciada em 2014 como a primeira formulagio enzimética
liquida disponivel comercialmente para producao de biodiesel, e em 2016 uma nova versao foi
lancada no mercado, Eversa® Transform 2.0 (NOVOZYMES, 2016). Ambas sdo variantes

geneticamente modificadas da lipase de Thermomyces lanuginosus com uma estabilidade
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térmica melhorada (GUTIERREZ-LAZARO et al., 2018; RANCKE-MADSEN, 2016). Essas
formulacdes foram avaliadas principalmente em sua forma liquida na produgdo de biodiesel
com bons rendimentos (83%—97%) (ANDRADE; ERRICO; CHRISTENSEN, 2017a, 2019,
2017b; FIRDAUS et al., 2016; NGUYEN et al., 2018; NIELSEN et al., 2016; REMONATTO
etal.,2016; WANCURA et al., 2019a). No entanto, seu uso na forma imobilizada ainda € pouco
explorado (ARANA-PENA; LOKHA; FERNANDEZ-LAFUENTE, 2018; BRESOLIN et al.,
2020; LEE et al.,, 2019; REMONATTO et al., 2018). Recentemente, a comparagdo entre
Eversa® Transform 2.0 e lipase de Thermomyces lanuginosus mostrou que, embora ambas as
enzimas sejam semelhantes em sua sequéncia, suas propriedades funcionais podem ser bastante
diferentes, e isso justifica o fato de que o mesmo tratamento para ambas as enzimas pode
oferecer resultados bastante diferentes (MARTINEZ-SANCHEZ et al., 2020).

A imobiliza¢do enzimadtica, se adequadamente projetada, pode aumentar a estabilidade
operacional do biocatalisador, facilitando sua recuperagdo e permitindo sua reutilizagdo
(BRESOLIN et al., 2019; FERNANDEZ-LAFUENTE et al., 1998; GARCIA-GALAN et al.,
2011; LIMA et al., 2015; MANOEL et al., 2015; MATEO et al., 2007; RODRIGUES et al.,
2019; URRUTIA et al., 2018). No entanto, o custo desses suportes pode aumentar o preco do
biocatalisador final. Como alternativa ao uso de suportes sdlidos, o professor Sheldon
desenvolveu uma técnica de imobilizacdo sem suportes muito simples, os agregados
enzimaticos reticulados (CAO; VAN RANTWIIK; SHELDON, 2000; SCHOEVAART et al.,
2004; SHELDON, 2007, 2011a, 2011b; SHELDON; SCHOEVAART; VAN LANGEN, 2005;
SHELDON; VAN PELT, 2013).

A técnica de imobilizacdo enzimdtica de agregados enzimaticos reticulados (CLEAS)
permite a produgdo de um biocatalisador com alta atividade volumétrica, ndo requer solugdes
de enzimas altamente puras e permite a co-imobilizacao de diferentes enzimas (CAO; VAN
RANTWIIK; SHELDON, 2000). No entanto, apresenta alguns problemas, como baixa
resisténcia mecanica e limitaces difusionais (GARCIA-GALAN et al., 2011). Para preparar
um CLEA, a proteina € precipitada pela acdo de um agente precipitante (por exemplo, sais,
solventes organicos, polimeros, etc.), seguido por uma reticulagdo quimica com agentes
bifuncionais (geralmente glutaraldeido) ou polifuncionais (por exemplo, polialdeido dextrana)
(TACIAS-PASCACIO et al., 2019), que reagem principalmente com grupos amino da cadeia
lateral dos residuos de lisina na superficie da enzima (CAO; VAN RANTWIJK; SHELDON,
2000; MATEO et al., 2004; TALEKAR et al., 2013). CLEAs de vérias lipases foram relatados
na literatura (GUAUQUE TORRES; FORESTI; FERREIRA, 2013; SCHOEVAART et al.,
2004; SHAH; SHARMA; GUPTA, 2006), incluindo relatos de nosso grupo (GUIMARAES et
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al., 2018; RAMOS et al., 2018, 2019). No entanto, até onde sabemos, ndo ha relatos na literatura
cientifica sobre a imobiliza¢iio da Eversa® Transform como CLEAs.

Um dos problemas na preparacdo de CLEAs estd relacionado a quantidade de grupos
amino disponiveis na superficie da enzima para uma reticulagdo eficiente. Uma pequena
quantidade desses residuos torna a reticulagdo fraca, levando a lixiviacdo da enzima
(SHELDON, 2011a). Para superar este problema, a enzima pode ser coagregada com proteinas
ricas em lisina, como albumina de soro bovino (BSA) (AMARAL-FONSECA et al., 2018;
ARAUJO-SILVA et al.,, 2018; GUAUQUE TORRES; FORESTI; FERREIRA, 2014; MAFRA
et al., 2016, 2019; ROJAS et al., 2019; SHAH; SHARMA; GUPTA, 2006), proteina de soja
(ARAUJO-SILVA et al., 2018; GUIMARAES et al., 2018; MAFRA et al., 2018; RAMOS et
al.,, 2018), ou mesmo polimeros ricos em grupos aminos, como a polietilenoimina (PEI)
(AMARAL-FONSECA et al., 2018; GUIMARAES et al., 2018; LOPEZ-GALLEGO et al.,
2005; ROJAS et al., 2019; VIRGEN-ORTIZ et al., 2017; WILSON et al., 2006).

As limitacOes de transferéncia de massa sdo uma das principais desvantagens dos
CLEAs devido a baixa porosidade de suas estruturas supramoleculares altamente compactas
(CUL JIA, 2015; GARCIA-GALAN et al., 2011; MONTORO-GARCIA et al., 2010). Algumas
estratégias tém sido relatadas para aumentar o tamanho dos poros das particulas de CLEAs com
o objetivo de reduzir ou prevenir problemas de difusdo. A formacao de poros maiores auxiliada
por um agente porogénico foi inicialmente estudada por Wang et al., (2011), que co-precipitou
a enzima com amido, e apds a reticulacdo seguiu-se pela degradacdo do amido por uma -
amilase e lavagem para obtengdo dos CLEAs. Essa estratégia permitiu produzir CLEAs com
poros maiores em comparacdo aos CLEAs tradicionais, reduzindo as limitagdes internas de
transferéncia de massa e aumentando a eficiéncia catalitica. Recentemente, Guimaraes et al.,
(2018) também avaliaram o amido como agente porogénico na preparacdo de CLEAs da lipase
de pancreas suina. Eles relataram um aumento na atividade expressa do biocatalisador apds a
hidrélise do amido com uma a -amilase.

Outro problema do uso de CLEAs € sua recuperacao do meio de reacdo devido ao seu
pequeno tamanho e baixa resisténcia mecanica (GARCIA-GALAN et al.,, 2011). Uma
recuperagao mais facil de CLEAs do meio de reacdo pode ser alcancada pela coagregacdo das
enzimas com nanoparticulas magnéticas, resultando em um CLEA magnético que pode ser
facilmente separado do meio pela aplicacio de um campo magnético externo (AMARAL-
FONSECA et al., 2018, 2020; CRUZ-IZQUIERDO et al., 2014; GUIMARAES et al., 2018).
Além disso, o tamanho e a funcionaliza¢do das particulas magnéticas podem determinar as

propriedades finais dos CLEAs magnéticos (KOPP et al., 2015). Nesse sentido, suportes
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contendo grupos acilas e aminos tém sido propostos como mais adequados para imobiliza¢ao
de lipase (RUEDA et al., 2016). Os grupos acilas podem permitir a adsor¢do interfacial da
enzima ou promover um ambiente favoravel a lipase (MANOEL et al., 2015; RODRIGUES et
al., 2019), e os grupos aminos, além de permitir a ligacdo da enzima por troca idnica, podem
permitir a inclusdao da nanoparticula na estrutura covalente do CLEA.

Nesse contexto, este trabalho teve como objetivo preparar CLEAs de Eversa com
propriedades magnéticas para serem utilizados na sintese de biodiesel pela transesterificacdo
de 6leo de soja com etanol. Dentre o conjunto de parametros avaliados para a preparagcdo de
CLEA, avaliou-se a concentracdo e a natureza do agente precipitante, a concentracdo de
glutaraldeido como agente de reticulacdo e o uso de co-feeders (proteinas ou polimeros
quimicos) ou nanoparticulas magnéticas funcionalizadas com grupos aminos e octilas e amido
para melhorar a etapa de reticulacio e evitar ou reduzir problemas de transferéncia de massa.
As propriedades funcionais do melhor biocatalisador foram posteriormente caracterizadas.

Para atender aos padrdes internacionais, o biodiesel (B100) deve ter (em base massica)
um minimo (min.) de 96,5% de ésteres de dcidos graxos (EEAGs), maximo (méx.) de 0,8% de
monoacilglicerideos (MAGs), 0,2% de diacilglicerideos (DAGs) e triacilglicerideos (TAGs) e
max. 0,25% de acidos graxos livres (AGLs) (LOBO; FERREIRA; CRUZ, 2009; MCCURRY;
WANG, 2007; SINGH et al., 2019). Nielsen et al., (2016) relataram duas estratégias para
aumentar a porcentagem de ésteres no biodiesel, visando a produ¢do de um biodiesel enzimético
dentro dessas especificacdes. A primeira estratégia consistiu na esterificacio dos AGLs
residuais com a enzima Lipozyme CALB-L (formulacdo liquida da lipase B de Candida
antarctica), o que permitiu a redu¢do dos AGLs de 1,2% para <0,25% ap6s 17 h de reacdo, e
ao mesmo tempo, os conteidos de MAGs e TAGs também foram significativamente reduzidos.
A segunda estratégia consistiu em um polimento cdustico direto na mistura reacional (ainda
com excesso de dlcool) para neutralizar os AGLs, que foram separados como sabdo por
centrifugacdo. Os autores chamaram esse processo “one-pot polishing”, porque pode ser
realizado no mesmo reator da transesterificacdo. Neste processo, os AGLs foram reduzidos para
<0,25% ap6s 30 min de incubagdo a 60 °C, a glicerina ligada foi reduzida para <0,22% e, ao
mesmo tempo, o conteudo de MAGs foi reduzido de 0,9% para 0,6%. Apds o polimento, as
fases do produto se separaram facilmente devido a auséncia de uma fase emulsionada entre a
fase de biodiesel e a fase pesada. Usando este processo, eles relataram uma porcentagem
madssica de ésteres de dcidos graxos de 97,5% (NIELSEN et al., 2016). Dessa forma, adotou-se
neste trabalho o polimento céustico do biodiesel produzido para garantir que o produto

atendesse aos requisitos industriais.
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4.2 Materiais e métodos

4.2.1 Materiais

Eversa® Transform 2.0 (uma formulacdo liquida de uma variante da lipase de
Thermomyces lanuginosus expressa em Aspergillus oryzae pela Novozymes A/S), albumina de
soro bovino (BSA), terc-butanol, tributirina 97% (m/m), PEI, peso molecular médio ~ 25000,
acido butirico > 99% (m/m), 1-butanol anidro 99,8% (m/m), heptadecanoato de metila,
polietilenoglicol (PEG) e reagente de Bradford foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO, EUA). A solugio de glutaraldeido (25% v/v em H>0) foi adquirida na Exodo Cientifica
(Sumaré, SP, Brasil). O amido solivel e a acetona P.A foram adquiridos da Qhemis (Jundiat,
SP, Brasil). Etanol anidro (99,8% P.A.) foi adquirido da Neon (Sao Paulo, SP, Brasil). Sulfato
de amo6nio 99% (m/m) foi adquirido de JT Baker (Philadelphia, PA, EUA). Proteina de soja
(PS) 90% (m/m) foi adquirida da Doremus Ingredientes (Guarulhos, SP, Brasil) e o 6leo de soja
(marca Liza) foi adquirido da Cargill do Brasil, PR, Brasil. As nanoparticulas magnéticas de
silica (NPMSs) funcionalizadas com grupos aminos e octilas (NanoMag N (75%) - C8 (25%))
foram adquiridas da Kopp Technologies (Sao Carlos, SP, Brasil). De acordo com o fornecedor,
as nanoparticulas sio ndo porosas e tém tamanho de 30-120 nm e aproximadamente 20 m? de
area superficial/g de suporte. Todos os outros produtos quimicos e solventes foram de qualidade

analitica e usados conforme recebidos.

4.2.2 Atividade Enzimatica

A atividade hidrolitica foi medida de acordo com Beisson et al., (2000) com pequenas
modificagdes. Um volume de 50 pL da solu¢do enzimatica ou suspensdo de CLEA foi
adicionado a um meio reacional contendo 6,0 mL de tampao fosfato de s6édio 0,1 M pH 7,5, 1,5
mL de tributirina e 16,5 mL de dgua destilada. A reacdo foi realizada a 37 °C e a mistura
reacional agitada a 500 rpm durante 5 min. A hidrdlise da tributirina foi monitorada por
titulometria em um titulador Titrino 907 (Metrohm, Herisau, Suica) usando uma solugdo de
KOH 20 mM como agente de titulacdo. A atividade hidrolitica foi calculada a partir do consumo
de KOH necessdrios para neutralizar o dcido butirico liberado na reacdo. Uma unidade de
tributirina (TBU) foi definida como a quantidade de enzima que libera 1 umol de 4cido butirico
por minuto nas condi¢cdes descritas. Nessas condigdes, a solugdo de Eversa® Transform 2.0

(doravante denominada apenas Eversa) tinha 96616,60 + 6556,47 TBU/mL de solugdo
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(2949,76 TBU/mg de proteina). A concentra¢do de proteina da formulacdo de lipase liquida
comercial (32,75 + 1,75 mg/mL) foi determinada pelo método de Bradford, (1976) usando o
BSA como a proteina padrao.

A atividade de esterificacdo foi medida em termos da sintese do butirato de butila
seguindo a metodologia descrita por Paula et al., (2008). Cinquenta microlitros de enzima
solivel ou 50 mg de CLEAs secos foram adicionados ao meio de reagdo contendo 7,5 mL de
heptano contendo 0,1 M de butanol e 0,1 M de 4cido butirico e 0,1 g de peneira molecular de 3
A (bastonete, tamanho 1/16”, Fluka Analytical , Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). A reagao
foi realizada em frascos de vidro fechados de 100 mL a 37 °C sob agitacdo de 250 rpm em
agitador orbital (Modelo MA832, Marconi, Piracicaba, SP, Brasil). Ap6s 60 min de reagdo, 5
mL de etanol foram adicionados para interromper a reacdo, e a concentracdo de dcido foi
medida por titulagdo em um titulador Titrino 907 (Metrohm, Herisau, Suica) usando uma
solucdo de KOH 20 mM. Uma unidade de esterificacdo (Uest) foi definida como a taxa inicial

de producao de butirato de butila (em pmol/min) nas condi¢des experimentais.
4.2.3 Selecdo do agente precipitante

A precipitacdo da Eversa foi realizada pela adicdo do agente precipitante (acetona,
etanol, PEG ou uma solucao saturada de sulfato de amonio) a uma soluc@o enzimética (1,5 mg
de proteina/mL em tampao fosfato de sédio 5 mM, pH 7,0) na razao volumétrica de 1:3 ou 1:9
(solucao enzimatica/precipitante) em banho de gelo. A mistura foi agitada por 30 min, 150 rpm
a4 °C em um agitador orbital (Modelo MA830, Marconi, Piracicaba, SP, Brasil), a solucao foi
centrifugada (10400xg, 4 °C por 10 min), o sobrenadante separado e o precipitado redissolvido
em 1 mL de tampao fosfato de sédio 5 mM, pH 7,0. As atividades hidroliticas (Secdo 4.2.2)
foram medidas na solu¢do inicial (controle), no sobrenadante e na solu¢do dos agregados
redissolvidos. O rendimento de precipitacdo (Rppt) e a atividade recuperada apds a redissolucao

do precipitado (ARp) foram calculados usando as seguintes equagdes:

Ai-As
Rppe (%) = A% 100, (4.1)

A
ARp(%) = — x 100,
p(%) A, 4.2)



58

onde A; € a atividade total inicial oferecida ao ensaio de precipitacdo, As € a atividade total
medida no sobrenadante de precipitacdo e A€ a atividade total medida na solucio de agregados

redissolvidos.

4.2.4 Procedimento de preparacdo dos CLEAs de Eversa

4.2.4.1 Ensaio Padrdo

Uma solugdo inicial de Eversa (5 mg de proteina/mL) foi preparada em tampao fosfato
de s6dio 5 mM a pH 7,0. O etanol foi adicionado a solug¢do inicial na razdo volumétrica de 1:3
(solug¢do enzimatica/etanol) em um banho de gelo. A suspensdo resultante foi agitada a 150
rpm, 4 °C em um agitador orbital (Modelo MA830, Marconi, Piracicaba, SP, Brasil). Apds 30
min, o glutaraldeido foi adicionado a solu¢cdo com a enzima precipitada nas concentragdes finais
de 25, 100, 300 e 500 mM e a solugdo resultante foi mantida a 4 °C, em agitacdo de 150 rpm
durante 2,5 h. Em seguida, a suspensao foi centrifugada (10400 x g por 10 min a 4 °C) e o
CLEA foi lavado duas vezes com tampao fosfato de sédio 100 mM a pH 7,0 (usando o mesmo
volume de etanol adicionado na etapa de precipitacdo) a temperatura ambiente. Os CLEAs
resultantes foram ressuspendidos em tampao fosfato de s6dio S mM a pH 7,0 usando o mesmo

volume da solugdo inicial.

4.2.4.2 Avaliagdo de co-feeders proteicos e nanoparticulas magnéticas

O mesmo procedimento descrito na Secdo 4.2.4.1 foi usado para avaliar a coagregacao
da Eversa com NPMSs como aditivo € PS ou BSA como co-feeders proteicos. Uma solugdo
contendo NPMSs, BSA ou PS foi preparada para uma concentracdo final de 5 ou 15 mg/mL
(em tampao fosfato de s6dio 5 mM, pH 7,0). Esta foi adicionada a solu¢do enzimatica,
mantendo as razdes méssicas de 1:1 ou 1:3 (proteina enzimética/aditivo). Os CLEAs preparados
com co-feeders de proteina foram recuperados por centrifugacdo a 10.400 x g por 10 min a 4
°C. Por outro lado, quando NPMSs foram usadas, os CLEAs foram recuperados aplicando um

campo magnético externo (usando um ima de neodimio, 50 x 20 x 20 mm).
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4.2.4.3 Avaliagdo do PEI como co-feeder na preparacdo dos CLEAs de Eversa

O PEI foi avaliado com o objetivo de facilitar a etapa de reticulacdo com o
glutaraldeido. O tratamento com PEI foi realizado de acordo com Lépez-Gallego et al., (2005),
com modifica¢cdes. Uma solucdo aquosa de 75 mg/mL de PEI foi preparada e o pH ajustado
para 7,0. Um volume desta solugdo foi adicionado a solucdo de enzima (em tampao fosfato
s6dio 5 mM a pH 7,0) para uma razdo méssica de 1:1 (mg de proteina/mg de PEI). A solucao
foi incubada a 25 °C e agitada em agitador 3D (Kasvi, S@o José dos Pinhais, PR, Brasil) a 150
rpm. Apds 60 min, NPMSs ou BSA foram adicionados a solucdo enzimdtica (5 mg
proteina/mL) para uma razdo massica de 1:1 ou 1:3 (enzima/aditivo), e as outras etapas

seguiram a preparacao padrao do CLEA descrita em Secdo 4.2.4.1.

4.2.4.4 Avaliagdo do amido como agente porogénico

O amido foi adicionado nas solucdes de enzima e aditivo (BSA ou NPMSs) preparadas
em tampao fosfato de sédio 5,0 mM, pH 7,0, para uma concentracao final de 3,2% (m/v). Em
seguida, etanol foi adicionado a uma razdo volumétrica de 1:3 (volume de enzima/volume de
etanol). As outras etapas seguiram o protocolo de preparacdo padrio descrito na Secdo 4.2.4.1.
Apo6s a lavagem dos CLEAs (duas vezes, usando o mesmo volume de etanol adicionado na
etapa de precipitacao) e ressuspensdo (usando o mesmo volume da solucdo inicial) em tampao
fosfato de s6dio 5 mM, pH 7,0, 50 uL de a-amilase (BAN 480L) e 50 uL de amiloglicosidase
(AMG 300L), ambos da Novozymes A/S (Bagsvaerd, Dinamarca), foram adicionados, e a
suspensao foi incubada a 25 °C por 4 h para hidrolisar o amido em dextrinas, maltose e glicose,
que podem ser facilmente removidos na lavagem dos CLEAs. Em seguida, os CLEAs foram
recuperados por centrifuga¢do ou por separagao magnética (CLEAs com NPMSs), lavados duas
vezes (usando o mesmo volume da soluc¢do inicial) com tampao fosfato de sédio 5 mM, pH 7 e

secos de acordo com o protocolo descrito na Secao 4.2.4.5

4.2.4.5 Efeito dos pardametros de imobilizacdo sobre a atividade dos CLEAs de Eversa

As medidas de atividade na solugdo inicial, sobrenadante, sobrenadantes de lavagem

e suspensdo de CLEAs foram usadas para calcular os parametros: rendimento de imobiliza¢do
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(RI) e atividade recuperada (também chamada de atividade expressa) (AR) (BOUDRANT;
WOODLEY; FERNANDEZ-LAFUENTE, 2020), usando as seguintes equagdes:

Ai - (As + AL)
RI(%) = . x 100 4.3)
ACLEA
AR(%) = ————— x 100
0) = <RI 4.4)

onde as atividades totais A; (solugdo inicial), Ac ga (suspensdao de CLEAs), A, (sobrenadante)
e A (sobrenadantes de lavagem) foram calculados como o produto da atividade volumétrica
(usando tributirina como substrato, em TBU/mL, Secdo 4.2.2) e do volume da solucdo ou
suspensdo (em mL). Em alguns casos, a AR foi calculada usando as atividades de esterificacao
total da enzima solivel (oferecidas a imobilizacdo) e imobilizadas (medidas nos CLEAs), Secao
4.2.2.

Antes de medir a atividade de esterificacdo e utilizd-los em reacdes de
transesterificagdo, os CLEAs de Eversa foram lavados duas vezes com terc-butanol, vertidos
em placas de petri e mantidos durante a noite em geladeira para desidratacdo. Apds secarem, 0s
CLEAs foram armazenados em tubos Falcon em geladeira para uso posterior. O tertc-butanol
foi escolhido porque nio € toxico e € suficientemente hidrofébico (logP de 0,80) para prevenir

a inativacdo da lipase (KOBAYASHI, 2011; LIMA et al., 2018).

4.2.5 Microscopia Eletronica de Varredura do CLEAs

A morfologia da superficie dos CLEAs preparados com amido e BSA ou NPMSs
(denominados neste trabalho Eversa-BSA-CLEA e Eversa-mCLEA, respectivamente) foram
investigados por microscopia eletronica de varredura com emissdao de campo (MEV-FEG)

usando um microscopio eletronico FEI, Magellan 400 L (Alemanha) operado a 2 kV.

4.2.6 Efeito do pH e temperatura na atividade hidrolitica e estabilidade térmica dos CLEAs de

Eversa

A atividade hidrolitica da formulagdo liquida e do CLEA de Eversa foi determinada

em diferentes valores de pH a 37 °C, usando diferentes tampdes a 100 mM: acetato de s6dio



61

em pH 5,0, fosfato de sédio em valores de pH de 6,0 a 8,0 e carbonato de sédio em pH 9,0 e
10,0.

Para determinar o efeito da temperatura na atividade da enzima solivel e do CLEA de
Eversa, a atividade hidrolitica foi medida usando tampao fosfato de s6dio 100 mM a pH 7,5 em
uma faixa de temperatura de 10 a 70 °C.

Para os ensaios de estabilidade térmica, as enzimas solivel e imobilizada foram
incubadas a 70 °C em tampao fosfato de sédio 100 mM a pH 7,0. Em intervalos regulares de

tempo, as amostras foram retiradas para medir sua atividade hidrolitica (Se¢ao 4.2.2).

4.2.7 Transesterificacdao do 6leo de soja com etanol usando a Eversa solivel e CLEAs

O meio reacional foi composto por 15 g de 6leo de soja refinado Liza e 4,75 g de etanol
anidro (razdo molar 6leo/etanol de 1:6), 1,6-6,6% de dgua (m/mgieo) € 3-12 Uest/gs1co de Eversa
em formulacdes solivel ou imobilizada (Eversa-BSA-CLEA e Eversa-mCLEA). A reacgdo
ocorreu em um reator de fluxo em voértice (RAMOS et al., 2018) e foi operado a 35—40 °C por
12—72 horas, a rotacdo do cilindro interno foi de 1500-2000 rpm. Amostras foram retiradas
para analisar glicerideos (monoacilglicerideos (MAGs), diacilglicerideos (DAGs) e
triacilglicerideos (TAGs)) e ésteres etilicos de acidos graxos (EEAGs) por cromatografia
liquida e gasosa (Se¢des 4.2.9 e 4.2.10, respectivamente). O conteido de d4gua nas formulacdes
de Eversa (soldvel e imobilizada) foi determinado por andlise titulométrica de Karl Fisher
(MARGRETH; SCHLINK; STEINBACH, 2010) em um titulador Titrino 907 (Metrohm,
Herisau, Suiga). Os teores de AGLs nos produtos de biodiesel foram determinados de acordo

com o Método Oficial AOCS Ca 5a-40 (Sec¢ao 4.2.8).

4.2.7.1 Estabilidade operacional do Eversa-mCLEA na reagdo de transesterificagdo

O biocatalisador Eversa-mCLEA foi utilizado em bateladas sucessivas de 12 h na
transesterificacdo do 6leo de soja com etanol a 40 °C em um reator de fluxo em vdrtice e
agitacdo a 1700-2000 rpm. No primeiro ciclo, a mistura reacional continha 6leo de soja refinado
(15 g), etanol anidro para uma razdo molar de 6leo/etanol de 1:6 e 12 Uest/gsleo de Eversa-
mCLEA. Apés cada ciclo de 12 h, o biocatalisador foi recuperado pela aplicagdo de um campo
magnético externo, seguido de duas lavagens com 10 mL de terc-butanol antes de ser usado no

proximo ciclo. No final de cada ciclo, EEAGs, glicerol, TAGs, DAGs e MAGs foram
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analisados por cromatografia gasosa (Secdo 4.2.10) e AGLs de acordo com o Método Oficial

AOCS Ca 5a-40 (Sec¢ao 4.2.8).

4.2.7.2 Polimento cdustico do biodiesel

O polimento céustico do biodiesel foi realizado de acordo com Nielsen et al., (2016),
com modificagdes. Apds a reacdo de transesterificacdo catalisada pelo Eversa-mCLEA e a
recuperacgao do catalisador, o teor de AGLs do meio de reacao foi quantificado (Se¢do 4.2.8) e
um volume de solu¢do de NaOH a 4% (m/v) foi adicionado a mistura de biodiesel na propor¢ao
de 1,15 equivalentes molares por mol de AGLs residuais. A mistura foi mantida a 60 °C em um
agitador orbital (Modelo SL-222, Solab, Piracicaba, SP, Brasil) a 60 rpm por 1 h. Em seguida,
a mistura foi decantada por 10 min a 60 °C, e posteriormente, centrifugada a 10400 x g por 10
min a 25 °C. A fase leve foi recuperada, lavada com dgua destilada quente (utilizando o mesmo
volume de amostra) e centrifugada (este protocolo foi repetido trés vezes). A amostra lavada
foi seca durante a noite em estufa a 60 °C. Apds a secagem, a amostra foi caracterizada em

termos de AGLs (Secdo 4.2.8) e EEAGs, MAGs, DAGs e TAGs (Sec¢ao 4.2.10).

4.2.8 Determinacao dos acidos graxos livres

Os AGLs foram determinados de acordo com o Método Oficial AOCS Ca 5a-40, mas
modificado por Rukunudin et al., (1998). Uma amostra foi misturada com etanol e titulada em
um titulador Titrino 907 (Metrohm, Herisau, Suica) usando uma solu¢do de KOH. A
concentracdo de AGLs foi calculada como porcentagem de dcido oleico, de acordo com a

Equacao 4.5:

volume KOH gasto (mL) X Normalidade da Base X 28,2

AGLs (%acido oleico) = massa da amostra (g) (4.5)

4.2.9 Analise de HPLC das reacOes de produgdo de biodiesel

As amostras das reacdes de transesterificagdo foram centrifugadas a 14.500 x g por 5
min a5 °C para separar as duas fases (fases polar e ndo polar). Em seguida, 50 pL da fase apolar

(fase oleosa) foram pesados e diluidos 1.650 vezes em uma solugdo de 2-propanol-hexano (5:4,
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v/v). Essa solugdo foi filtrada em um filtro microporoso de 0,22 um e 20 puL foram injetados
para andlise. As concentracoes de TAGs, DAGs, MAGs e EEAGs foram analisadas por
cromatografia liquida utilizando a metodologia proposta por Hol¢apek et al., (1999), com
algumas modifica¢des. Foi utilizado um cromatégrafo E-2695 Waters (Waters, Millford, CA,
EUA) equipado com um detector de UV (ajustado para 205 nm) usando uma coluna de fase
reversa Ascentis® Express C18 (10 cm x 46 mm x 2,7 um, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EUA). A fase moével era composta por dgua (Fase A), acetonitrila (Fase B) e
isopropanol:hexano (5:4, v/v) (Fase C) com vazao de 1 mL/min. A quantificagdo das
concentracdes molares de TAGs, DAGs, MAGs e EEAGs foram calculados pela Equacao 4.6
(AGUILAR, 2018):

_ %érea,i X m
Cmolart = "V, x v 46)
1 .

onde i € um componente especifico (acilglicerideos ou EEAGS), %404 € @ porcentagem da
area cromatografica do componente i, MM; é a massa molecular de cada componente i (g/mol),

V € o volume da amostra da fase oleosa (L), e m € a massa da amostra (g).
4.2.10 Andlises de cromatografia gasosa das reacdes de producdo de biodiesel

EEAGs, glicerol, TAGs, DAGs e MAGs foram quantificados por cromatografia
gasosa em um cromatografo Agilent 7890A (Santa Clara, CA, EUA) equipado com detector de
ionizacao de chama.

As andlises de EEAGs foram realizadas de acordo com os métodos ASTM D6751 e
EN14103 (DUVEKOT, 2011), com modifica¢des. O injetor e o detector foram ajustados para
250 °C. A separacdo dos EEAGs foi realizada em coluna capilar Rtx-Wax (30 m x 0,25 mm X
0,25 um, Restek Corporation, Bellefonte, PA, EUA) utilizando uma temperatura de 210 °C e
hélio como gés de arraste. O heptadecanoato de metila foi utilizado como padrao interno. Para
andlise, | mL da amostra da mistura reacional foi centrifugada a 10.000 x g por 10 min a 4 °C.
A fase leve foi recuperada, lavada com dgua destilada quente (utilizando o mesmo volume da
amostra) e centrifugada (a lavagem repetiu-se por 3 vezes), e seca durante a noite em estufa a

60 °C. As amostras de EEAGs secas (50 mg) foram diluidas em 1 mL de solugdo de
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heptadecanoato de metila (10 mg/mL, em heptano) e 1 pL foram injetados no equipamento. O

rendimento de EEAGs (%, m/m) foi calculado de acordo com a Equacao 4.7:

A)—A Cpr X V]
(X A) PI , Pl PIXlOO'

Rendimento EEAGs (%; m/m) = A m “4.7)
PI ’

onde ) A é a soma das areas dos picos de ésteres etilicos de acidos graxos C14:0 a C24:0, Ap; é
a area do pico do padrao interno (C17), Cp; € a concentracao do padrao interno (10 mg/mL),

Vp; € o volume da solucao de padrao interno (1 mL) e m é a massa da amostra (50 mg).

Os contetdos de glicerol livre, TAGs, DAGs ¢ MAGs (em %, m/m) foram
determinados por cromatografia gasosa em um cromatégrafo Agilent 7890A (Santa Clara, CA,
EUA) equipado com um injetor automdtico on-column um detector de ionizacio de chama. Um
volume de amostra de 1 uL foi injetado em uma coluna Select Biodiesel (glicerideos, UM + 2
mRG, 15 m x 0,32 mm x 0,1 um, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA), e a seguinte
rampa de temperatura foi usada: 50 °C por 1 min, aquecimento até 180 °C a 15 °C/min, 230 °C
a7 °C/min e 380 °C a 10 °C/min, mantido por 10 min. A temperatura do detector foi de 380 °C
e 0 gds hélio foi usado como gas de arraste. Para a construcdo das curvas de calibracdo foram
usados os padrdes de dioleina, monooleina e trioleina, padrdes internos (butanotriol e tricaprina)
e derivatizac@o usando N-metil-N- (trimetilsilil) trifluoroacetamida (MSTFA), todos da Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, EUA). A preparacdo, andlise e quantificacdo das amostras foram
realizadas de acordo com os métodos ASTM D6584 e ENI14105 com modificagdes
(MCCURRY; WANG, 2007).

4.3 Resultados e discussao

4.3.1 Preparacdo de CLEAs de Eversa

4.3.1.1 Selecdo do precipitante

Todos os precipitantes avaliados foram capazes de precipitar mais de 95% da enzima

(Figura4.1a). No entanto, o precipitado obtido com acetona, etanol e sulfato de amonio (solucao

saturada) foi capaz de expressar mais de 80% da atividade apds a redissolugdo dos precipitados

(Figura 4.1b), enquanto para o polietilenoglicol (PEG), a maior atividade recuperada apds a
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redissolucao foi de 66,0% e 58,4%, usando uma razdo volumétrica solugdo
enzimatica/precipitante de 1:3 e 1:9 (v/v), respectivamente. Para todos os precipitantes, o
aumento em sua concentragdo (razdo volumétrica de 1:9) ndo mostrou uma melhora
significativa nas atividades recuperadas apds a redissolu¢do. Assim, a razdo de 1:3 foi
selecionada para a preparacio dos CLEAs de Eversa. O etanol foi selecionado como

precipitante por suas vantagens econdmicas € ambientais.

Figura 4.1 - Avaliacdo da natureza e razdo volumétrica solucao enzimatica/precipitante na precipitagdo
da Eversa. (a) Rendimento de precipitacdo da atividade (Rppt, Equacdo (4.1)) e (b) atividade
recuperada apos a redissolugdo dos precipitados (ARp, Equacgdo (4.2)). Condicdes de precipitacio: 4
°C, 150 rpm, solucdo enzimdatica 1,5 mg/mL em tampao fosfato de s6dio 5 mM, pH 7. Nota: As
médias seguidas pela mesma letra ndo sdo estatisticamente diferentes pelo teste de Tukey (p <0,05).
As atividades hidroliticas foram medidas usando a tributirina como substrato (Secao 4.2.2).
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4.3.1.2 Avaliagdo de co-feeders, aditivo e concentragdo de glutaraldeido na preparacdo de

CLEAs de Eversa

Os CLEAs de Eversa foram preparados sem (Controle) e com co-feeders de proteinas,
albumina de soro bovino (BSA) ou proteina de soja (PS), ou com nanoparticulas magnéticas de
silica (NPMSs) funcionalizadas com grupos aminos e octilas, usando diferentes concentragdes
de glutaraldeido (25, 100, 300 e 500 mM) na etapa de reticulagdo. A Figura 4.2 mostra os
resultados dos rendimentos de imobiliza¢do (RIs, Equacdo (4.3), Secdo 4.2.4.5) e atividades

recuperadas (ARs, Equacdo (4.4), Secdo 4.2.4.5), respectivamente.
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Figura 4.2 - (a) Rendimentos de imobilizacdo (RI, Equacdo (4.3)) e (b) atividade recuperada (AR,
Equacio (4.4)) dos agregados enzimaticos reticulados de Eversa (CLEAs) preparados sem e com co-
feeders de proteinas (soro bovino albumina (BSA), proteina de soja (PS)) ou com nanoparticulas
magnéticas de silica (NPMSs). Condi¢gdes experimentais: 5 mg/mL de solugdo enzimatica, razio
massica proteina/co-feeder ou aditivo de 1:1. Precipitacdo com etanol (razido volumétrica 1:3 solugdo
enzimdtica/etanol), 4 °C, 150 rpm, 30 min de precipitacdo, seguida de um tratamento de 2,5 horas com
glutaraldeido. As atividades hidroliticas foram medidas usando a tributirina como substrato (Se¢do
4.2.2).
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Como mostrado na Figura 4.2a, os CLEAs de Eversa sem co-feeders ou aditivo
(CLEAs controle) puderam ser obtidos para todas as concentragdes de glutaraldeido, mas os
RIs mais altos foram alcancados usando concentragdes do reticulador superiores a 300 mM.
Usando 500 mM, um RI de 77,9% foi alcancado. Para as concentracdes mais baixas de
glutaraldeido, a reticulac@o enzima-glutaraldeido ndo foi suficientemente intensa para preparar
CLEAs fisicamente estaveis, permitindo a lixiviagdo da enzima quando os CLEAs foram
lavados e ressuspendidos (LOPEZ-GALLEGO et al.,, 2005; SHELDON; SCHOEVAART;
VAN LANGEN, 2005; WILSON et al., 2006).

O uso de co-feeders ricos em lisinas melhorou o RI mesmo em baixas concentracdes
de glutaraldeido. O uso do BSA como co-feeder permitiu um RI até seis vezes maior que o
obtido para o CLEA controle com glutaraldeido a 25 mM. Além disso, o BSA apresentou
melhores resultados do que a proteina de soja como co-feeder proteico. O rendimento de
imobilizacao de 94,6% pode ser alcangado usando glutaraldeido a 500 mM na presenca de BSA.
Por outro lado, a adicdo de NPMSs (sem nenhuma adi¢do de proteina) permitiu atingir um RI
de 73,6% usando glutaraldeido a 500 mM.

Embora os CLEAs preparados com BSA ou NPMSs usando 300 ou 500 mM de

glutaraldeido produzissem rendimentos de imobilizacdo elevados, as atividades recuperadas
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para todos os CLEAs foram inferiores a 10% (Figura 4.2b). A incubag¢do da enzima solivel (5
mg/mL de solu¢do enzimdtica em tampao fosfato de sédio 5 mM, pH 7,0) na presenca de
glutaraldeido 300 ou 500 mM (4 °C e 150 rpm) teve preservada 64,1+£3,1% e 68,6+£2,1% da
atividade inicial da Eversa, respectivamente, sugerindo que a modifica¢do quimica da enzima
ndo foi o principal fator responsavel pelas quedas de atividade nos CLEAs, mas talvez algumas
limitagdes difusionais (ou seja, a taxa de difusdo do substrato pode ser reduzida devido ao
pequeno didmetro dos poros do CLEA (GARCIA-GALAN etal., 2011)) ou pequenas alteracdes
conformacionais da enzima. Nesse caso, dependendo da natureza do precipitante ou das
condi¢des de precipitacdo, a enzima pode precipitar em uma conformag¢ao inativa, mas sua
atividade € restaurada quando redissolvida. No entanto, quando € reticulado, ele permanecera
na conformacao inativa e exibird uma atividade inferior (TALEKAR et al., 2013). Um fator
adicional a ser considerado € o fato de que enquanto a enzima livre pode ser exposta a gotas de
tributirina, as moléculas da enzima imobilizada no interior das particulas de CLEAs estardao
atuando apenas na fracdo soluvel da tributirina (e a solubilidade deste composto em meio
aquoso € muito baixo (HIRATA et al., 2016)). Devido aos melhores resultados com BSA e
NPMSs, eles foram escolhidos para outros ensaios de preparacao de CLEAs. As NPMSs foram
usadas porque permitem recuperar CLEAs pelo uso de um campo magnético externo
(AMARAL-FONSECA et al., 2018; CRUZ-IZQUIERDO et al., 2014; GUIMARAES et al.,
2018; TALEKAR et al., 2012b). Além disso, o glutaraldeido a 500 mM permitiu a preparacao
de CLEAs com os rendimentos de imobilizacio mais elevados, sendo esta concentracdo

escolhida para ensaios adicionais.

4.3.1.3 Uso de PEI como co-feeder polimérico e amido como agente porogénico

O efeito da incubac@o da enzima com PEI antes da adi¢cdo do agente precipitante foi
avaliado na preparagdo de CLEAs com ou sem BSA ou NPMSs, na presenca ou auséncia de
amido como agente porogénico (WANG et al., 2011). A Tabela 4.1 mostra que altos RI foram
alcancados para todas as condi¢des avaliadas (mais de 97%). Novamente, os CLEAs preparados
sem nenhum aditivo apresentaram uma AR muito baixa (menos de 1%). Porém, quando os
CLEAs foram preparados com PEI, a AR aumentou 16,5 vezes (sem nenhum aditivo adicional).
Além disso, com a adi¢cdo de amido e BSA ou amido e NPMSs, um pequeno aumento foi
observado nas ARs. No entanto, quando amido e NPMSs na razdo madssica de 3:1

nanoparticulas:enzima foram avaliados na preparacdo dos CLEAs, a AR aumentou em um fator

de 2,3.



68

Em relag@o ao uso de amido como agente porogénico (WANG et al., 2011), as imagens
de MEV mostraram uma estrutura mais porosa para o CLEA de Eversa preparado na presenca
de NPMSs (doravante denominado Eversa-mCLEA) (Figura 4.3a) apds a hidrélise do amido,
enquanto o CLEA preparado na presenca de BSA (doravante denominado Eversa-BSA-CLEA)
(Figura 4.3b) tinha uma estrutura mais compacta. As diferencas nas estruturas dos CLEAs
provavelmente podem estar relacionadas ao fato da enzima ser parcialmente adsorvida nas
NPMSs antes da precipitagdo com etanol. Foi verificado que nas condi¢des usadas na
preparacao de CLEAs, cerca de 50% da atividade enzimética foi adsorvida em NPMSs ap6s 30
min de incubacdo (Figura S1, Material Suplementar). Assim, os CLEAs preparados com
NPMSs ¢ uma mistura de agregados de moléculas de enzimas ndo adsorvidas e NPMSs

contendo algumas moléculas imobilizadas de Eversa.

Tabela 4.1 - Efeito do polietilenoimina (PEI), amido e dos aditivos albumina de soro bovino (BSA) ou
nanoparticulas magnéticas de silica (NPMSs) sobre os rendimentos de imobilizacdo (RIs) e atividades
recuperadas (ARs) nos CLEAs de Eversa e atividade de esterificacdo dos biocatalisadores.

Atividade de
] . Esterificacao
Biocatalisador RI (%) AR (%) umol/min/g de
catalisador
1. Eversa soluvel - - 106,4 + 10,2
2. CLEA sem nenhum aditivo 998+0,1 0,8+0,1 179+ 2,1
3. CLEA na presenca de PEI 979+0,1 13,2+0,2 95,0+1,5
4. CLEA na presenca de PEI e amido 98,2+0,4 15,0+1,6 63,4 +6,8

5. CLEA na presenca de BSA®, PEI e amido 98,3+0,3 17,532 47,5+8,8
6. CLEA na presenca de NPMSs®, PEl e amido 98,2+0,4 17,8+0,2 170,9+2272
7. CLEA na presenca de NPMSs¢, PEl e amido 98,9+0,3 30,1 +3,6 106,2+124

2 razdo massica enzima/BSA 1:1; razdo massica enzima/NPMSs 1:1, ¢ razdo massica enzima/NPMSs
1:3. Os RIs foram calculados usando atividades hidroliticas (usando tributirina como substrato, Equagao
(4.3), Secdo 4.2.4.5) e ARs foram calculadas usando atividades de esterificacao (taxa inicial de consumo
de 4cido butirico na sintese de butirato de butila, Equacao (4.4), Secdo 4.2.4.5). Todos os CLEAs foram
preparados usando etanol como precipitante (razdo volumétrica solu¢do enzimatica/etanol 1:3) e
glutaraldeido 500 mM na etapa de reticulag@o. Os valores sdo expressos como a média das duplicatas +
desvio padrio.
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Figura 4.3 - Imagens de MEV dos CLEAs coagregados com polietilenoimina, amido e (a)
nanoparticulas magnéticas de silica (razdo mdassica enzima/nanoparticulas 1:1) ou (b) albumina de soro
bovino (razao méssica enzima/BSA 1:1). Os CLEAs foram preparados nas mesmas condigdes.

HV mag O - . wD mode HV mag O
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Devido a sua estrutura mais porosa, o Eversa-mCLEA apresentou uma maior atividade
madssica (2,2 a 3,6 vezes maior do que o Eversa-BSA-CLEA). Assim, o Eversa-mCLEA (razao
madssica enzima/NPMSs de 1:3, linha 7, Tabela 4.1) foi selecionado para os préximos estudos
devido a sua maior atividade recuperada (30,1%), bem como sua separacao e recuperagao mais

rdpida do meio devido a sua resposta magnética.

4.3.2 Caracterizacao do Eversa-mCLEA

O efeito da temperatura e do pH na atividade do Eversa-mCLEA foi comparado com
os da enzima soluvel (Figuras 4.4 € 4.5).

A enzima livre apresentou um aumento na atividade até 40 °C, e depois manteve um
amplo plat6 na faixa de temperatura de 35-50 °C, ja a 60 °C sua atividade decresce, e a 70 °C
apenas 40% da atividade médxima foi detectada. J4 o Eversa-mCLEA aumentou a temperatura
6tima para 60 °C e a 70 °C a enzima imobilizada ainda reteve cerca de 80% de sua atividade
maxima (Figura 4.4). Esse comportamento pode estar associado a um aumento na rigidez da
enzima (DAL MAGRO et al., 2019, 2020; RODRIGUES et al., 2013), uma vez que o CLEA ¢é
parcialmente formado por moléculas de Eversa imobilizadas via ativacdo interfacial (e isso
produz estabilizagdo da lipase (RODRIGUES et al., 2019)) além disso, a reticulagdo com
glutaraldeido pode melhorar ainda mais a estabilidade da enzima, pois ela pode ocorrer tanto

na enzima imobilizada nas nanoparticulas ou apenas nas moléculas de enzima agregadas.
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Os perfis de atividade vs. pH para lipases solivel e imobilizada foram muito mais
proximos, com as enzimas expressando atividades mdximas em pH 10 (o valor de pH mais
alcalino estudado) (Figura 4.5). Resultados semelhantes foram relatados por Bresolin et al.,
(2019) para a lipase NS-40116 (uma formulagdo de lipase de Thermomyces lanuginosus) e por

Arana-Pefia; Lokha; Fernandez-Lafuente, (2018) para Eversa Transform 2.0.

Figura 4.4 - Efeito da temperatura nas atividades da Eversa soltdvel (W) e Eversa-mCLEA (®). A
atividade foi determinada pela hidrélise da tributirina (concentra¢io da enzima soldivel de 5 mg/mL ou
10 mg de Eversa-mCLEA, em tampao fosfato de sédio, 100 mM pH 7,0).

100 ;% 77777 ? .
S 80 ﬁ kX § e
© 1 : ’
2 60+
i) .
[ 1 &
[ . )
o 40- e .
-
5 B
S 20 %
=
< 4
0_
T T T T T T T T T T T T T
10 20 30 40 50 60 70

Temperatura (2C)

Figura 4.5 - Efeito do pH nas atividades da Eversa soldvel (M) e Eversa-mCLEA ( ®). A atividade foi
determinada pela hidrélise da tributirina (concentracio da enzima soldvel de 5 mg/mL ou 10 mg de
Eversa-mCLEA, em tampao fosfato de sédio, 100 mM, pH 7,0).
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A Eversa soluvel foi muito estdvel a 60 °C (meia-vida em torno de 250 h), na presenca
de tampao fosfato de s6dio 100 mM, pH 7,0. (KORNECKI et al., 2020; ZAAK et al., 2017)
(Figura S2, Material Suplementar). Assim, as estabilidades térmicas da Eversa solivel e

imobilizada foram comparadas a 70 °C e pH 7. A Figura 4.6 mostra que a lipase imobilizada
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foi cerca de 40 vezes mais estdvel do que a enzima solivel (meia-vida em torno de 80 e 2 h,

respectivamente).

Figura 4.6 - Perfil de inativacao térmica a 70 °C da Eversa solivel (B) e Eversa-mCLEA (@®).
Condic¢des de ensaio: concentracdo da enzima solivel de 5 mg/mL ou 10 mg de Eversa-mCLEA,
tampao fosfato de s6dio, 100 mM pH 7,0. A atividade da solug@o inicial da enzima foi considerada
como 100%. As atividades hidroliticas foram medidas usando a tributirina como substrato
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4.3.3 Transesterificagdo do 6leo de soja com etanol usando Eversa soluvel e imobilizada

Inicialmente, avaliou-se a transesterificacdo do 6leo de soja com etanol a 35 °C
utilizando uma razdo molar O6leo/etanol de 1:6 e uma carga enzimdtica de 3 Ues/gsleo
(equivalente a 3% de Eversa solivel, m/mgieo). Essas condi¢des foram selecionadas com base
em estudos anteriores com diferentes lipases, incluindo formulagdes liquidas de variantes de
lipases de Thermomyces lanuginosus (CalleraTM Trans, Eversa® Transform e NS-40116), em
que a temperatura variou de 30 a 45 °C, a razdo molar de 6leo/dlcool variou de 1:4 a 1:6,3, e a
carga de enzima variou de 1,5% a 5% (m/mgieo) (FIERBAEK; CHRISTENSEN; NORDDAHL,
2009; MONROE et al., 2020; WANCURA et al., 2019¢).

Os perfis de concentracdo de ésteres etilicos de dcidos graxos (EEAGs),
monoacilglicerideos (MAGs), diacilglicerideos (DAGs) e triacilglicerideos (TAGs) gerados nas
reacoes de transesterificacdo catalisados pela Eversa solivel (Figura 4.7a) e os biocatalisadores
imobilizados Eversa-mCLEA (Figuras 4.7b) e Eversa-BSA-CLEA (Figura 4.7c) foram
avaliados em uma reacdo de 24 horas. Para a enzima soluvel e Eversa-mCLEA, os perfis de

concentracdo de EEAGs, MAGs, DAGs e TAGs foram muito semelhantes. Apos 24 h de
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reacdo, principalmente EEAGs foram detectados, com desaparecimento total dos TAGs. No
entanto, para Eversa-BSA-CLEA a reacdo foi mais lenta, com TAGs ainda correspondendo a
mais de 70% de sua concentracao inicial e concentracdo de EEAGs menor que 25% de seu valor
maximo.

Os rendimentos de EEAGs (em base madssica) também foram quantificados por
cromatografia gasosa (Figura 4.7d) ao longo do tempo. Apds 24 h de reagdo, a enzima soldvel
e o Eversa-mCLEA exibiram rendimentos madssicos de EEAGs de 76,4 e 67,8%,
respectivamente, enquanto Eversa-BSA-CLEA teve o pior desempenho (rendimento de EEAGs
de 21,4%, m/m). O melhor desempenho do Eversa-mCLEA em relagdo ao Eversa-BSA-CLEA
pode ser devido a estrutura mais porosa do primeiro (Figura 4.3) e a presenca de grupos
hidrofébicos na superficie das NPMSs, facilitando a circulacio dos triglicerideos hidrofébicos
ou ainda devido a presenca de 50% de moléculas de Eversa ativadas interfacialmente
(RODRIGUES et al., 2019) (Figura S1, Material Suplementar).

Com base nesses resultados, o Eversa-mCLEA foi selecionado para proximos estudos
visando aumentar o rendimento de EEAGs, e tornar o biodiesel produzido um combustivel
(B100) que atenda as normas internacionais ASTM D6751 e EN 14214. Assim, foi avaliado a
transesterificacdo do 6leo de soja com etanol a 40 °C (temperatura em que Eversa-mCLEA
exibe cerca de 80% de sua atividade maxima, Figura 4.4), e aumentando a carga enzimatica (4,
7 e 12 Ues/gsieo, €quivalente a 3,8, 6,6, e 11,3% m/mgieo de Eversa soldvel) para atingir o

rendimento maximo de EEAGs em um menor tempo de reacao.
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Figura 4.7 - Perfis de concentracdo molar de ésteres etilicos de acidos graxos (EEAGs), triglicerideos
(TAGs), diglicerideos (DAGs) e monoglicerideos (MAGs) determinados por cromatografia liquida de
alta eficiéncia com detector ultravioleta (HPLC-UV) (Se¢do 4.2.9) na transesterificagcdo do 6leo de
soja com etanol catalisada por (a) Eversa solivel, (Lb) Eversa-mCLEA e (c) Eversa-BSACLEA. (d)
Perfis de rendimento massico de EEAGs (%, m/m) determinados por cromatografia gasosa com
detector de ionizacdo de chama (CG-FID) (Secdo 4.2.10). Condicdes de reacdo: 15 g de 6leo de soja,
razdo molar 6leo/etanol 1:6, 3 Ues/gs1eo, 3% (M/Mgieo) de dgua, 35 °C e 1500 rpm em reator de fluxo em
vortice. Os valores sdo expressos como a média de triplicados + dp.
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A Eversa soluvel apresentou um teor de dgua maior (42,6+0,5%) do que o Eversa-
mCLEA (26,5+£0,4%) devido a lavagem com terc-butanol e desidratacdo em geladeira na etapa
de preparacio do CLEAs (Secdo 4.2.4.5). Assim, em alguns casos, as reacdes de
transesterificacdo foram realizadas diretamente com os biocatalisadores, e em outros foi
realizado um ajuste do teor de 4gua na reagdo catalisada pelos CLEAs de Eversa (Tabela S1,
Material Suplementar).

A Figura 4.8 mostra que, usando Eversa-mCLEA, quanto maior a carga da enzima,
maior a taxa inicial de transesterifica¢do. Usando 12 Ues/gsleo de carga enzimatica foi alcangado

um rendimento massico de EEAGs de 87,8 + 0,7%, ap6s 12 h de reacdo. Apds esse tempo,
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nenhum aumento significativo foi observado no rendimento de EEAGs (%, m/m) (89,4 £0,1 e
88,5 £ 0,3% apds 24 e 72 h de reacdo, respectivamente), mas o conteido de AGLs (%, m/m)
aumentou de 1,19 + 0,06% (12 h de reacdo) a 3,8 + 0,03% (24 h de reagdo) e 4,06 £ 0,31% (72
h de reacao). Como se trata de uma reacdo cineticamente controlada e 0o EEAG € um substrato
da enzima (KASCHE, 1986), alguma hidrélise desses ésteres pode ser esperada se a
termodindmica do processo permitir. Usando Eversa-mCLEA, taxas iniciais semelhantes foram
obtidas usando 1,6% ou 6,9% (m/mgie0) de dgua, também atingindo rendimentos maximos de

EEAGs semelhantes (em torno de 74-78%, m/m) ap6s 72 h de reacdo.

Figura 4.8 - Perfis de rendimento de EEAGs para a transesterificacdo do 6leo de soja (15 g) com
etanol (razdo molar dleo/etanol de 1:6) catalisada por Eversa-mCLEA-CLEA a 40 °C e agitacdo de
1700-2000 rpm em um reator de fluxo em vértice.
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Por outro lado, a reagdo catalisada pela Eversa soluvel (Figura 4.9) foi muito
influenciada pela concentracao de dgua (rendimento de EEAGs em torno de 60 e 80%,m/m para
2,8% e 6,5% de 4gua, respectivamente), embora a taxa de transesterificacdo inicial ndo tenha
sido afetada significativamente. O rendimento maximo de EEAGs foi cerca de 90% (m/m),

alcangado apos 48 h de reacdo na presenga de 6,0% de dgua, com um teor de AGLs de 3,81 +

0,22% (m/m).
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Figura 4.9 - Perfil de rendimento de EEAGs para a transesterificagdo do dleo de soja (15 g) com etanol
(raz@o molar 6leo/etanol de 1:6) catalisada pela Eversa solivel a 40 °C e 1700-2000 rpm em um reator
de fluxo em vértice usando uma carga enzimatica de 7 Ues/gsico-
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Em relacdo ao uso da Eversa solivel, Remonatto et al., (2016) relataram um
rendimento massico de 96,7% apods 16 h de reacdo a 35 °C na producdo de ésteres metilicos
usando 6leo de soja, 2,5% m/mgieo de dgua, 1,5 equivalente de metanol e 1% (m/m) de Eversa
solivel (primeira versdo da formulacdo), enquanto Nielsen et al., (2016) relataram um
rendimento de 85% (m/m) ap6s 22 h de reacdo a 35 °C usando 6leo de soja refinado, 0,2%
(m/m) de Eversa soluvel, 3% (m/mg¢ieo) de dgua e 1,5 metanol equivalente.

Em relacdo ao uso da enzima imobilizada, Bresolin et al., (2019) imobilizaram a NS-
40116 em espuma de poliuretano para ser usada na transesterificacdo da gordura de frango com
metanol (razao molar gordura/metanol de 1:9, 2% (m/m) de 4gua e usando uma carga de enzima
de 5% (m/mgie0)) a 30 °C e por 24 h de reacdo, obtendo um rendimento de EMAG de 66%
(m/m). Remonatto et al., (2018) imobilizaram a Eversa (segunda versao da formulagdo) em
Sepabeads C-18 e aplicou o catalisador na transesterificacdo do 6leo de girassol (razdo molar
Oleo/etanol de 1:4, hexano como solvente e carga enzimédtica de 10%, m/m). Eles relataram um
rendimento de EEAGs de 99% (m/m) ap6s 3 h a 40° C e a reutilizagdo do biocatalisador em
quatro ciclos nessas condicdes, com uma retencdo de 75% da sua atividade inicial.

Neste trabalho, a transesterificacao do 6leo de soja com etanol (razdo molar 6leo/etanol
de 1:6) a 40 °C, 2,8% (m/mgieo) de dgua e 12 Ues/gsleo (equivalente a 11,3% m/mgieo de Eversa
solivel) durante 12 h deu um rendimento de EEAGs de 87,8% (m/m) (Figura 4.8). Apesar de

algumas condi¢Oes diferentes, este valor corrobora com aqueles relatados anteriormente.
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Surpreendentemente, Remonatto et al., (2018) relataram o maior rendimento de EEAGs na
transesterificacio de 6leo de girassol com etanol apds apenas 3 h de reacdo, mas nesse trabalho,
hexano foi adicionado ao meio de reacdo. No entanto, deve-se ressaltar que a produgdo de
biodiesel € realizada preferencialmente em meio sem cossolvente.

O biodiesel obtido neste trabalho, contendo 89,8% (m/m) de EEAGs, 0,27% (m/m) de
MAGsSs, 0,18% (m/m) de DAGs, 0,01% (m/m) de TAGs e 3,8% (m/m) de AGLs, foi submetido
a um polimento cdustico para eliminar o excesso de AGLs (Secdo 4.2.7.2). Como uma
quantidade muito baixa de NaOH foi usada, os efeitos indesejados da adicdo de NaOH a 6leos
dcidos foram significativamente reduzidos. Apds a separacdo de fases e lavagem com dgua
quente, um biodiesel contendo 98,92% (m/m) de EEAGs, 0,17% (m/m) de MAGs, 0,19%
(m/m) de DAGs, 0,01% (m/m) de TAGs e 0,13% (m/m) de AGLs pode ser obtido, o que atende
as caracteristicas requeridas para o biodiesel em termos de padrdes internacionais (secdo

Introducao).

4.3.4 Ensaio de reutilizacdo do Eversa-mCLEA na producido de biodiesel

A Figura 4.10 mostra a reutilizagdo do Eversa-mCLEA na transesterificacdo do dleo
de soja. Os rendimentos de EEAGs alcancados na primeira e segunda batelada foram de 86,4 e
84,9% (m/m), respectivamente, diminuindo para 76,5% (m/m) na terceira batelada, que foi
mantido até a quinta batelada (76,4 e 77,4% (m/m) para a quarta e quinta batelada,
respectivamente). Um comportamento semelhante foi observado para o teor de AGLs, que
diminuiu de 1,2% (m/m) (primeira batelada) para 0,7% (m/m) (quinta batelada). O uso do
CLEA magnético apresentou uma facil recuperagdo, ja que puderam ser recuperados sem
dificuldade com um {ma e apds a lavagem com terc-butanol ficavam bem dispersos, permitindo
sua reutilizacdo. No entanto, parte da perda de atividade pode ser devida a liberacao de alguns
fragmentos ndo magnéticos dos CLEAs ap0s possiveis quebras das particulas de CLEA na

agitacdo ou manipulacdo do mesmo (GARCIA-GALAN et al., 2011).
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Figura 4.10 - Ensaio de reutilizacao (ciclos de 12 h) do Eversa-mCLEA na transesterificacdo do 6leo
de soja (15 g) com etanol (razdo molar 6leo/etanol de 1:6), carga enzimatica 12 Ueq/gsico @ 40 °C €
1700-2000 rpm em um reator de fluxo em vértice. As barras representam os rendimentos de EEAGs e
a curva pontilhada representa o conteddo de AGLs.
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4.4 Conclusao

Os CLEAs de Eversa Transform 2.0 foram relatados pela primeira vez neste trabalho,
sendo que o biocatalisador mais ativo foi preparado por meio da coagregacdo da lipase tratada
com PEI (o tratamento da enzima com PEI foi eficaz em aumentar a atividade expressa dos
CLEAs), com nanoparticulas magnéticas funcionalizadas com grupos aminos e octilas e na
presenca de amido como agente porogénico. Nessas condi¢des, um biocatalisador foi
sintetizado com 98,9% de rendimento de imobilizacdo e 30,1% de atividade recuperada. O
desempenho deste biocatalisador foi muito semelhante ao da enzima solivel na
transesterificagdo do 6leo de soja com etanol, com rendimento méssico de 87,8% de EEAGs
ap6s 12 h de reagdo. A lipase imobilizada pdde ser reutilizada em cinco ciclos de 12 h na
etandlise do 6leo de soja, mantendo 89,6% do rendimento de EEAGs do primeiro ciclo. Um
polimento cdustico do biodiesel produzido permitiu preparar um produto dentro das
especificagdes para um biodiesel B100 quanto aos EEAGs, glicerideos residuais (MAGs, DAGs
e TAGs) e contetido de AGLs exigidos.
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4.5 Material Suplementar

4.5.1 Perfil de adsor¢do da Eversa Transform 2.0 em nanoparticulas magnéticas

funcionalizadas com grupos octilas e aminos (NPMSs)

Foi preparada uma solugdo contendo PEI (secdo 4.2.4.3) e enzima com uma propor¢ao
madssica de proteina/PEI de 1:1 em tampao fosfato de s6dio 5 mM, pH 7,0. Esta mistura foi
incubada a 25 °C e agitada em agitador 3D (Kasvi, S@o José dos Pinhais, PR, Brasil) a 150 rpm.
Ap6s 60 min, para um volume final de 1 mL foi adicionado uma aliquota da mistura e NPMSs
a uma razdo massica de NPMSs/enzima de 3:1 e tampao fosfato de sédio 5 mM pH 7,0 foi
adicionado para completar o volume final. Em seguida, foram adicionados 3 mL de tampao
fosfato de s6dio 5 mM pH 7,0 em vez de etanol (agente de precipitagdo na preparagdo CLEA).
Esta mistura foi incubada a 25 °C e agitada em agitador 3D (Kasvi, Sdo José€ dos Pinhais, PR,
Brasil) a 150 rpm. Uma soluc@o controle foi preparada nas mesmas condi¢des, exceto pela
auséncia de NPMSs. As atividades hidroliticas (usando tributirina como substrato, secdo 4.2.2)
foram medidas no sobrenadante e na solugdo controle ao longo da reagcdo. A atividade residual

no sobrenadante foi calculada de acordo com a Eq. S1:

. . A (S1)
Atividade residual no sobrenadante = — X 100

ci

onde A € a atividade do sobrenadante e A; € a atividade inicial na soluc¢do controle

Para um ensaio de adsor¢do da enzima ndo tratada com PEI, 5 mg de proteina foram
oferecidos a 1 g de NPMSs em 10 mL de tampao fosfato de sédio 5 mM, pH 7,0. Esta mistura
foi incubada a 25 °C e agitada em agitador 3D (Kasvi, Sdo José dos Pinhais, PR, Brasil) a 150
rpm. A solu¢do controle foi preparada nas mesmas condicdes, exceto pela auséncia de NPMSs.
As atividades hidroliticas (utilizando tributirina como substrato, se¢do 4.2.2) foram medidas no
sobrenadante e na solug@o controle ao longo da reacdo. A atividade residual no sobrenadante
foi calculada de acordo com a Eq. S1.

A enzima nao tratada com PEI foi totalmente adsorvida nas NPMSs ap6s 30 min de
reacdo, enquanto a enzima tratada com PEI foi lentamente adsorvida (Figura S1), mas ap6s 30
min de reacdo cerca de 50% da enzima foi adsorvida nas NPMSs, atingindo um plat6 de

adsorcao de cerca de 70%.
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Figura S1 - Perfil de adsorc¢do da Eversa Transform 2.0 tratada com polietilenoimina (se¢do 4.2.4.3)
em nanoparticulas magnéticas de silica (NPMSs) funcionalizadas com grupos octilas e aminos a 25 °C
sob agitacdo de 150 rpm (agitador de rolo 3D). As atividades hidroliticas (usando tributirina como
substrato, se¢do 4.2.2) foram medidas na solucdo controle (M) e no sobrenadante ( ® ).
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4.5.2 Perfil de inativagdo de Eversa Transform 2.0 solavel

Figura S2 - Perfil de inativacdo da Eversa® Transform 2.0 livre a 60 °C e pH 7,0 (tampdo fosfato de

s6dio 100 mM), concentracio enzimatica de 5 mg de proteina/mL. A atividade da solucio inicial da

enzima foi considerada como 100%. As atividades hidroliticas foram medidas com tributirina como
substrato (sec¢do 4.2.2).
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4.5.3 Teor de 4gua nas reagdes de transesterificacdo de 6leo de soja com etanol usando a Eversa

livre e CLEA magnético de Eversa (Eversa-mCLEA)

Tabela S1. Condicdes experimentais (carga enzimatica e teor de 4gua) para reacdes de

transesterificacdo usando Eversa soldvel e imobilizada.

Catalisador

Eversa-mCLEA

Eversa soluvel

Carga enzimatica (Ues/gslco)

Agua (%, m/mgjeo)

4,0
6,1°

7,0 7,0
6,9* 1,6°

12,0
2.8°

7,0 7,0
2,8 6,5

2 Quantidade de dgua presente na reacdo (dgua do biocatalisador mais 4gua adicionada a reacio)

b Reagdes sem adiciio de d4gua. A dgua presente nessas reacdes vem do biocatalisador.

Condic¢des de reagdo: 15 g de 6leo de soja refinado, razdo molar 6leo/etanol de 1:6, 40 °C, 1700-2000
rpm em um reator de fluxo em vortice. Atividade do biocatalisador (atividade de esterificacdo, Ues/g):
Eversa soldvel = 106,36, Eversa-mCLEA = 106,17. Contetido de dgua determinado pelo método Karl
Fischer MARGRETH; SCHLINK; STEINBACH, 2010).
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5. ETANOLISE DO OLEO DE SOJA DEGOMADO UTILIZANDO CLEA
MAGNETICO DE EVERSA® TRANSFORM

5.1 Introducao

O aumento na emissao de diéxido de carbono e a demanda global de energia intensifica
o interesse pelo desenvolvimento de biocombustiveis. Com forte potencial de combustivel
alternativo ao 6leo diesel, o biodiesel ¢ de grande interesse por ser renovdvel, biodegraddvel,
atoxico e reduzir as emissdes de 6xido de enxofre (SOx), contribuindo para a protecao
ambiental (CHUAH et al., 2017; TANG et al., 2018; ZHANG et al., 2019). Geralmente
produzido a partir da reacdo de transesterificacdo, o biodiesel € resultado da reagdo entre 6leos
vegetais e gorduras animais com d&lcoois de cadeia curta, na presenca de um catalisador
(ATHAR; ZAIDI, 2020; LOTTI et al., 2018; MOAZENI; CHEN; ZHANG, 2019).

Na rota alcalina, KOH ou NaOH sao empregados como catalisadores, e a presenca de
agua e 4cidos graxos livres (AGLs) pode levar a formacgdo de sabao por meio da hidrélise dos
triglicerideos, uma reacdo indesejada, que reduz o rendimento do biodiesel e afeta a sua
qualidade. Diante disso, matérias-primas ndo refinadas, com acido graxo livre acima de 3% nao
sdo desejaveis para o processo (JAMIL et al., 2018; MEHER; VIDYASAGAR; NAIK, 2006).
Entretanto, o uso de matérias-primas refinadas favorece ao aumento do custo do processo, uma
vez que o custo com o Oleo pode significar cerca de 60 a 80% do precgo total da producdo do
biodiesel (ATHAR; ZAIDI, 2020; HAAS et al., 2006; MENG et al., 2009; NGUYEN et al.,
2018).

Um dos gargalos da rota enzimética para a producgdo de biodiesel € a possibilidade do
uso de matérias-primas com variados teores de AGLs, visto que as lipases sdo capazes de
esterificar os AGLs contido nos 6leos a éster, assim como transesterificar os acilglicerideos no
6leo, permitindo uma reducio no custo inerente a essa rota (ARANSIOLA et al., 2014; LOTTI
et al., 2018; MOAZENI; CHEN; ZHANG, 2019). Cesarini; Diaz; Nielsen, (2013) avaliaram a
producdo de biodiesel usando a lipase solivel Callera Trans L e 6leo de soja bruto, com
concentracdo inicial de AGLs 7,8% (m/m), obtendo um rendimento de 96% (m/m) de ésteres
metilicos de dcidos graxos (EMAGs). Remonatto et al., (2016) avaliaram a formulacdo liquida
de Eversa Transform na reacdo com 6leo de soja com diversos teores de AGLs (0,3-69%, m/m),

permitindo obter rendimento em EMAG entre 75 € 97,30 % (m/m).
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Na rota enzimatica o catalisador, as lipases, podem ser utilizadas na sua forma livre ou
imobilizada. Na forma livre esta apresenta a vantagem de possuir um menor custo, entretanto o
catalisador imobilizado € recuperado com mais facilidade do meio reacional permitindo seu
reuso, além das técnicas de imobilizag¢ao favorecer ao aumento da estabilidade do biocatalisador
(FERNANDEZ-LAFUENTE et al., 1998; RODRIGUES et al., 2019; URRUTIA et al., 2018).

O desempenho do catalisador enzimatico na producao do biodiesel € determinado pela
interacdo de vdrios parametros do processo, como a drea interfacial, a concentracdo da enzima
e a concentracdo do dlcool (ERDIWANSYAH et al., 2019; JAMIL et al., 2018; TANG et al.,
2018; VARGAS et al., 2018). Estequiometricamente para a reacdo de transesterificacdo uma
razdo molar 6leo/etanol de 1:3 sdo requeridos para a formacdo do biodiesel. Um aumento na
quantidade do etanol desloca o equilibrio para a conversdao maxima do éster, sendo necessario
um excesso de etanol porém, até certo ponto, pois um novo aumento acarretard elevacdo dos
custos operacionais, sem melhoria no rendimento e até a inativacdo do catalisador (MEHER;
VIDYASAGAR; NAIK, 2006; TOFTGAARD PEDERSEN et al., 2014).

O metanol € o dlcool mais utilizado devido a fécil separacdo do produto, € mais reativo
e proporciona elevados rendimentos do biodiesel, entretanto as lipases sofrem inativagao
quando adicionado integralmente ao processo, sendo este muitas vezes adicionados em etapas.
Em substitui¢do, o etanol, apesar de ter um custo maior e ser menos reativo, € sugerido devido
ser um recurso renovavel, melhorando o “perfil de sustentabilidade” do biodiesel, além de ser
menos agressivo as enzimas (JAMIL et al., 2018; TOFTGAARD PEDERSEN et al., 2014).

Uma combinacdo entre lipases com diferentes especificidades permite ganhos no
rendimento de biodiesel, ja que AGLs ndo reagidos na transesterificacao podem ser convertidos
a partir da esterificacdo, permitindo assim um refino do produto (NIELSEN et al., 2016).
Nordblad et al., (2014) combinam o uso das lipases liquida Callera Trans L (CalT), uma
formulacao da Thermomyces lanuginosus com a Candida antarctica A (chamada de NS88004),
na reacdo com Oleo de canola, 5% (Magua/Moleo), 1,5 equivalente molar de metanol, a 35 °C. Ao
final de 24 horas a adi¢do de 0,1% (m/mgieo) da NS88004 com 0,1% (m/mgieo), de CalT ou 0,2%
m/mgleo de CalT permitiu um rendimento 94 € 90% (m/m) de éster metilico, respectivamente.
Quando somente 0,2% (m/mgleo) CalT foi utilizada o rendimento nas mesmas condi¢des foi de
81,1% (m/m). Ramos et al., (2019) utilizaram uma mistura de CLEAs (50% de cada lipase, com
base na atividade) de pancreas suino (PPL) e da lipase Thermomyces lanuginosus (TLL)) na
reacdo com 6leo de soja refinado, razdo molar 6leo/etanol 1:5, a 30°C. Enquanto usando CLEAs
de PPL e TLL separadamente, os rendimentos de EEAG foram de 84,7 e 75,6% (m/m),

respectivamente, sob as mesmas condi¢des de reacio, a mistura de CLEAs obteve 90,4% (m/m)
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de rendimento. Uma outra op¢do que permite ganhos no rendimento do biodiesel é um
polimento cdustico para neutralizagdo do AGLs (MIRANDA et al., 2020; NIELSEN et al.,
2016).

Neste contexto, o trabalho teve como objetivo avaliar a produg¢do de biodiesel
enzimdtico a partir de matéria prima ndo refinada, o 6leo de soja degomado e etanol hidratado
utilizando a lipase de Eversa® Transform imobilizada pela técnica de CLEA, denominado por
Eversa-mCLEA (MIRANDA et al., 2020). As condi¢des 6timas visando o maximo rendimento

em biodiesel foi determinada a partir de um delineamento composto central rotacional

(DCCR)Zs, sendo as melhores condicdes previstas pelo modelo validadas. A partir dos
resultados utilizando o 6leo de soja refinado e etanol anidro, fez-se a substituicdo pelos
substratos de menor custo. Foi avaliado a influéncia da concentracdo do etanol hidratado na
reacdo e afim de aumentar o rendimento da reacdo de biodiesel, utilizou-se a lipase Lipozyme
435 na esterificacdo sequencial e simultanea a transesterificacao e ainda um polimento cdustico

para refino.

5.2 Materiais e Métodos

5.2.1 Materiais

Eversa® Transform 2.0 (uma formulacdo liquida de uma variante da lipase de
Thermomyces lanuginosus expressa em Aspergillus oryzae produzida pela Novozymes A/S),
Lipozyme 435 (lipase imobilizada de Candida antarctica, produzida por fermentacdo submersa
de Aspergillus niger geneticamente modificado e adsorvida em uma resina macroporosa,
Novozymes A/S), terc-butanol, tributirina 97% (m/m), PEI, massa molecular média ~ 25000,
acido butirico > 99% (m/m), 1-butanol anidro 99,8% (m/m), heptadecanoato de metila, foram
adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). A solucdo de glutaraldeido (25%, v/v em
H>0) foi adquirida na Exodo Cientifica (Sumaré, SP, Brasil). O amido soluvel foi adquirido da
Qhemis (Jundiai, SP, Brasil). Etanol anidro (99,8% P.A.) foi adquirido da Neon (Sao Paulo,
SP, Brasil) e etanol hidratado (96 GL) foi adquirido em posto de gasolina local (Sao Carlos, SP,
Brasil). Oleo de soja refinado (marca Liza) foi adquirido no comércio local e Sleo de soja
degomado foi fornecido da Cargill do Brasil (Trés Lagoas, MS). As nanoparticulas magnéticas
de silica (NPMSs) funcionalizadas com grupos aminos e octilas (NanoMag N (75%) - C8
(25%)) foram adquiridas da Kopp Technologies (Sao Carlos, SP, Brasil). De acordo com o
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fornecedor, as nanoparticulas sao ndo porosas e t€ém tamanho de 30-120 nm e aproximadamente
20 m? de 4rea superficial/g de suporte. Todos os outros produtos quimicos e solventes foram de

qualidade analitica e usados conforme recebidos.

5.2.2 Atividade enzimatica

A atividade de esterificacdo foi medida em termos da sintese do butirato de butila
seguindo a metodologia descrita por Paula et al., (2008). Cinquenta miligramas de CLEA seco
foram adicionados ao meio de reacao contendo 7,5 mL de heptano contendo 0,1 M de butanol
e 0,1 M de acido butirico e 0,1 g de peneira molecular de 3 A (bastonete, tamanho 1/16 pol,
Fluka Analytical, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). A reacdo foi realizada em frascos de
vidro fechados de 100 mL a 37 °C sob agitacdo de 250 rpm em agitador orbital (Modelo
MAR832, Marconi, Piracicaba, SP, Brasil). Apés 60 min de reacdo, 5 mL de etanol foram
adicionados para interromper a reacdo, e a concentracio de dcido foi medida por titulacdo em
um titulador Tritrino 907 (Metrohm, Herisau, Suica) usando uma solu¢do de KOH 20 mM.
Uma unidade de esterificagdo (Ues) foi definida como a taxa inicial de produgdo de butirato de

butila (em pmol/min) nas condi¢des experimentais.

5.2.3 Preparo do CLEA magnético de Eversa

Os CLEAs magnéticos, Eversa-mCLEA, foram preparados de acordo com a
metodologia descrita por Miranda et al., (2020). Uma solucio aquosa de 75 mg/mL de PEI foi
preparada e o pH ajustado para 7,0. Um volume desta soluc¢do foi adicionado a solugdo de
enzima (em tampao fosfato s6dio 5 mM a pH 7,0) para uma razdo massica de 1:1 (mg de
proteina/mg de PEI). A solucdo foi incubada a 25 °C e agitada em agitador 3D (Kasvi, Sdo José
dos Pinhais, PR, Brasil) a 150 rpm. Apdés 60 min, NPMSs foram adicionadas a uma razao
madssica de 1:3 (enzima/NPMSs) a uma concentragdo final de 5 mg/mL de enzima. O amido foi
adicionado a solu¢do de enzima e NPMSs preparado em tampao fosfato de sédio 5 mM a pH
7,0, a uma concentracao final de 3,2% (m/v). Em seguida, etanol anidro foi adicionado a uma
razdo volumétrica de 1:3 (solu¢do enzimatica/etanol) em um banho de gelo. A suspensao
resultante foi agitada a 150 rpm, 4 °C em um agitador orbital (Modelo MA830, Marconi,
Piracicaba, SP, Brasil). Apdés 30 min, 500 mM de glutaraldeido foram adicionados a solucdo

com a enzima precipitada e a solugdo resultante foi mantida a 4 °C, em agitacdo de 150 rpm
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durante 2,5h. Em seguida, o CLEA foi recuperado aplicando um campo magnético externo
(usando um ima de neodimio, 50 x 20 x 20 mm) e lavado duas vezes com tampao fosfato de
s6dio 100 mM, pH 7,0 (usando o mesmo volume de etanol adicionado na etapa de precipitacdo)
a temperatura ambiente. Apés as lavagens e ressuspensdo (usando o mesmo volume da solugdo
inicial) em tampao fosfato de s6dio 5 mM, pH 7,0, 50 uL de a-amilase (BAN 480L) e 50 uL
de amiloglicosidase (AMG 300L), ambas da Novozymes A/S (Bagsvaerd, Dinamarca), foram
adicionados, e a suspensdo incubada a 25 °C por 4 h para hidrolisar o amido em dextrinas,
maltose e glicose, que podem ser facilmente removidos na lavagem dos CLEAs. Em seguida,
os CLEAs foram recuperados por separacdo magnética, lavados duas vezes (usando o mesmo
volume da solugdo inicial) com tampao fosfato de s6dio S mM, pH 7,0. Em seguida os CLEAs
de Eversa foram lavados duas vezes com terc-butanol, vertidos em placas de petri e mantidos
durante a noite em geladeira para desidratacdo. Apds secarem, os CLEAs foram armazenados

em tubos Falcon em geladeira para uso posterior.
5.2.4 Planejamento experimental

Os parametros da reacdo de transesterificacio foram otimizados usando um

delineamento composto central rotacional (DCCR)23com trés pontos centrais e seis pontos
axiais para estudar os efeitos da temperatura (31,6-48,4 °C), razdo molar 6leo/etanol anidro
(1:0,96-1:11,04) e carga enzimdtica (1,32-4,68 Uecsi/gsleo) N0 rendimento da reacdo, conforme
mostrado na Tabela 5.1. Para isso, as transesterificacdes foram realizadas utilizando 2g de éleo
de soja refinado e 5% de dgua (m/mgieo) por 12 h em frascos de vidro de 100 mL com tampa de
rosca ¢ submetidos a agitagdo a 250 rpm em shaker orbital. As amostras no final da reacdo
foram retiradas para quantificar o rendimento de EEAGs por cromatografia gasosa (Se¢do

5.2.11).

Tabela 5.1 - Niveis de fatores independentes para projeto composto central

Variaveis -1,68 -1 0 +1 +1,68

Razao molar 6leo/etanol X; 1:0,96 1:3 1:6 1:9 1:11,04
Carga enzimética X 1,32 2 3 4 4,68
Temperatura X3 31,6 35 40 45 48,4
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O delineamento experimental e a andlise dos resultados foram realizados no software
Statistica (StatSoft, versdo 7.0), sendo gerado um modelo matemadtico para predizer o efeito dos

fatores selecionados no rendimento de EEAGs (CALERO et al., 2019), Equacéo 5.1:

y=Byt iﬁixi + iﬁiixiz"‘ z i BijXiX; (5.1)
i=1 i1

i<j=1

onde y é a varidvel de resposta prevista; Bo, Bi, Bii, Bij s30 os coeficientes de intercepto, linear,
quadrético e constante de interagdo do modelo, respectivamente; X;, X; (i=1, 3;j=1, 3; 1 #))

representam as varidveis independentes codificadas (condi¢des de reagdo).

5.2.5 Transesterificacdo do 6leo de soja degomado com etanol hidratado usando Eversa-

mCLEA

O meio reacional foi composto por 6leo de soja degomado, razdo molar 6leo/etanol
hidratado (1:6—1:15), 4 Ues/gsico de Eversa-mCLEA. A reacdo ocorreu em um reator de fluxo
em vortice (RFV) (RAMOS et al., 2018) e foi operado a 40 °C por 24 horas, a rotacdo do
cilindro interno foi de 1700-2000 rpm. Amostras foram retiradas para analisar EEAGs por

cromatografia gasosa (Segao 5.2.11).
5.2.6 Reuso da fase apolar na esterificacdo com a Lipozyme 435

A partir da reagdo de transesterificacdo (Secdo 5.2.5), a fase apolar foi recuperada por
centrifugacdo (10.400 x g por 10 min a 4 °C). Uma aliquota foi retirada para quantificacao de
EEAGs (secdo 5.2.11) e AGLs (secdo (5.2.9), e o restante usado para reacdo de esterificacdo.
Foi empregado 0,5% (m/m) da Lipozyme 435, razdo molar 6leo/etanol hidratado 1:6; a 40°C,
por 24 horas em RFV, 1700-2000 rpm. Ao final da reacdo, o meio foi centrifugado (10400 x g
por 10 min a 4 °C) e preparado para andlise de EEAGs (se¢do 5.2.11) e AGLs (se¢do 5.2.9).

5.2.7 Transesterificagdo e esterificacdo simultaneas usando Eversa m-CLEA e Lipozyme 435

O meio reacional foi composto por de 6leo de soja degomado, razao molar 6leo/etanol

hidratado 1:6, 4 Ues/gs1eo de Eversa-mCLEA e 0,5% (m/mgieo) Lipozyme 435. A reagdo ocorreu
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a 40°C por 24 horas no RFV a 1700-2000 rpm. Ao final da reagdo, o meio foi centrifugado
(10.400 x g por 10 min a 4 °C) e preparado para andlise de EEAGs (se¢do 5.2.11) e AGLs
(secdo 5.2.9).

5.2.8 Polimento caustico do biodiesel

O polimento cdustico do biodiesel foi realizado de acordo com Miranda et al., (2020)
apés a reagdo de transesterificacdo (se¢do 5.2.5) catalisada pelo Eversa-mCLEA, (secao

4.2.7.2).

5.2.9 Determinacdo dos 4cidos graxos livres

Os AGLs foram determinados de acordo com o Método Oficial AOCS Ca 5a-40, mas
modificado por Rukunudin et al., (1998). Uma amostra foi misturada com etanol e titulada em
um titulador Titrino 907 (Metrohm, Herisau, Sui¢a) usando uma solucdo de KOH. A
concentracdo de AGLs foi calculada como porcentagem de acido oleico, de acordo com a

Equagdo 5.2:

AGLs (%acido oleico)

_ volume KOH gasto (mL) X Concentragdo da Base (mol/L) x 28,2 (52)
- massa da amostra (g) )

5.2.10 Indice de saponificacdo

O indice de saponifica¢do foi determinado segundo a norma AOCS Cd 3-25, (1990).
Pesou-se a amostra em um baldao de vidro e anotou-se o peso. Na sequéncia, adicionou-se 25
mL de solugdo alcodlica de KOH 40% (40 g de KOH, 20 mL de dgua e 980 mL de etanol).
Conectou-se o baldo a um condensador e ferveu-se a solugdo por 75 min em uma manta de
aquecimento até que a amostra fosse completamente saponificada. Depois que o frasco esfriou,
desconectou-se o condensador e adicionou-se 1 mL da solu¢do indicadora de fenolftaleina.
Titulou-se o conteido do baldo com a solucdo de 4cido cloridrico (HCl) 0,5 M até que a

coloracdo rosa desaparecesse. Calculou-se o indice de saponificagcdo segundo a Equacdo 5.3:
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(VBranco—VHCl) X MHCL X 56;11

Mamostra (5.3)

Indice de Saponificacio =

onde, V¢ € o volume de solucdo de HCl em mL gasto na titulagdo da amostra; Vgygnco € 0
volume de solu¢do de HCL em mL gasto na titulagdo do branco (composto por todos os
reagentes exceto o 6leo); My, € a molaridade da solucdo de HCI e mgpostrq € @ massa de

amostra em g.

5.2.11 Andlises de cromatografia gasosa das reacdes de produgdo de biodiesel

As andlises de EEAGs foram realizadas em um cromatégrafo Agilent 7890A (Santa
Clara, CA, EUA) equipado com detector de ionizacdo de chama de acordo com os métodos
ASTM D6751 e EN14103 (DUVEKOT, 2011), com modificac¢des. O injetor e o detector foram
ajustados para 250 °C. A separacdo dos EEAGs foi realizada em coluna capilar Rtx-Wax (30
m X 0,25 mm X 0,25 pum, Restek Corporation, Bellefonte, PA, EUA) utilizando uma
temperatura de 210 °C e hélio como gas de arraste. O heptadecanoato de metila foi utilizado
como padrdo interno. Para andlise, 1 mL da amostra da mistura reacional foi centrifugada a
10.000 x g por 10 min a 4 °C. A fase leve foi recuperada, lavada com agua destilada quente
(utilizando o mesmo volume da amostra) e centrifugada (a lavagem repetiu-se por 3 vezes), €
seca durante a noite em estufa a 60 °C. As amostras de EEAGs secas (50 mg) foram diluidas
em | mL de solucdo de heptadecanoato de metila (10 mg/mL, em heptano) e 1 pL foram
injetados no equipamento. O rendimento de EEAGs (%, m/m) foi calculado de acordo com a

Equagao 5.4:

A)—A Cpr X V]
X A) PI , Pl Plxloo,

Rendimento EEAGs (%; m/m) = A m 5.4
PI ’

onde ) A é a soma das areas dos picos de ésteres etilicos de acidos graxos C14:0 a C24:0, Ap; é
a area do pico do padrao interno (C17), Cp; € a concentracao do padrao interno (10 mg/mL),

Vp; € 0 volume da solucao de padrao interno (1 mL) e m é a massa da amostra (50 mg).
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5.3 Resultados e Discussao

5.3.1 Determinagdo das condi¢cdes otimas de producdo de biodiesel por planejamento

experimental usando 6leo de soja refinado e etanol anidro.

No delineamento experimental (DCCR)ZSalgumas das varidveis mais relevantes que
influenciam a reag@o de transesterificagdo do 6leo de soja usando o biocatalisador Eversa-
mCLEA foram analisadas. A faixa de valores para cada varidvel foi definida a partir de
trabalhos da literatura (ANDRADE; ERRICO; CHRISTENSEN, 2017b; MIBIELLI et al.,
2019; NIELSEN et al., 2016; REMONATTO et al., 2016; WANCURA et al., 2019a) usando a
Eversa livre para producdo do biodiesel. Na Tabela 5.2 estdo descritos os niveis codificados e
reais, assim como os resultados experimentais. Os resultados mostraram que o rendimento

maximo de EEAGs foi de cerca de 66% m/m ap6s 12 h de reacdo, ensaio 10.

Tabela 5.2 - Planejamento experimental da reacdo de transesterificacdo usando o biocatalisador.

Fatores (Niveis Codificados e Reais) Variédvel resposta
Ensaios Razdo molar Carga enzimdtica  Temperatura, °C Rendimento de
oleo/etanol (X1) Uest/Zs1e0 (X2) (X3) EEAGSs (%, m/m)
1 -1 (1:3) -1(2) -1 (35) 6,14
2 +1 (1:9) -1(2) -1 (35) 26,19
3 -1 (1:3) +1 (4) -1 (35) 5,40
4 +1 (1:9) +1 (4) -1 (35) 53,32
5 -1 (1:3) -1(2) +1 (45) 2,30
6 +1(1:9) -1(2) +1 (45) 22,75
7 -1 (1:3) +1(4) +1 (45) 1,44
8 +1(1:9) +1(4) +1 (45) 50,49
9 -1,68 (1:0,96) 0@3) 0 (40) 6,59
10 +1,68 (1:11,04) 0@3) 0 (40) 66,47
11 0(1:6) -1,68 (1,32) 0 (40) 8,66
12 0(1:6) +1,68 (4,68) 0 (40) 54,87
13 0(1:6) 0@3) -1,68 (31,6) 42,05
14 0(1:6) 0@3) +1,68 (48,4) 39,81
15 0(1:6) 0@3) 0 (40) 54,27
16 0(1:6) 0@3) 0 (40) 53,30
17 0(1:6) 0@3) 0 (40) 57,87

Os pardmetros de reacdo foram otimizados usando um delineamento composto central rotacional
(DCCR)?’com trés pontos centrais e seis pontos axiais. Condi¢des experimentais: 2g de 6leo de soja
refinado, 5% de agua (m/msleo), reagdo de 12 h agitada a 250 rpm.
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Analisando os resultados da Tabela 5.3, € possivel verificar quais efeitos foram

estatisticamente significativos (p <0,05) e a qualidade do ajuste do modelo aos rendimentos dos

EEAGs ao nivel de confianca de 95%. Percebe-se que a falta de ajuste ndo foi estatisticamente

significativa. O coeficiente de determinacdo (R? = 0,90264) indica que o modelo proposto

consegue explicar cerca de 90% das variabilidades experimentais, uma representa¢ao

satisfatoria do modelo para a etandlise de 6leo de soja.

Como pode ser observado, somente os parametros linear e quadratico das varidveis

razdo molar 6leo/etanol e carga enzimadtica, o parametro quadrético da varidvel temperatura e a

interacdo linear entre razdo molar 6leo/etanol e carga enzimdtica foram significativos (p-

valor<0,05), como confirmado pelo Diagrama de Pareto (Figura 5.1)

Tabela 5.3 - Andlise de variancia (ANOVA) para o DCCR?’ para avaliar o rendimento de ésteres
etilicos de dcidos graxos por transesterificacido de 6leo de soja usando Eversa-mCLEA

Fatores Somade Graude Quadrado . o-valor
quadrados liberdade = médio
Regressao 9111,081 6 1518,513 261,9195
(1) Razao molar dleo/etanol (L)  4153,789 1 4153,789 716,4629 0,001393
Razao molar dleo/etanol (Q) 1071,577 1 1071,577 184,8300 0,005367
(2) Carga enzimatica (L) 1256,310 1 1256,310 216,6936 0,004583
Carga enzimatica (Q) 1473,901 1 1473,901 254,2246 0,003910
Temperatura(Q) 756,897 1 756,897 130,5527 0,007573
1L * 2L 398,608 1 398,608 68,7535 0,014235
Residuo 855,479 10 85,5479  14,75566
Falta de Ajuste 843,884 8 105,485 18,1946 0,053124
Puro Erro 11,595 2 5,798
Total Soma dos Quadrados 9966,559 16
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Figura 5.1 - Diagrama de Pareto para o efeito estimado de cada varidvel do planejamento. Os
resultados foram analisados pelo software Statistic e apresentados em grafico de Pareto (95% de
confianca da andlise de varidncia (ANOVA)).

(1) Razio molar éleofetanal (L) I //// I I I I 26,766

Carga enzimatica (Q) //// 15,9444

(2) Carga enzimética (L) /// 14.72051

Razdo molar dleo/etancl (Q) / /// -13.5952

Temperatura (Q) //// -11,426

(3) Temperatura (L) {00459
1%3 9246576
243 0719492
p=,05

Portanto, o modelo matematico (Equacdo 5.1) com as varidveis significativas
codificadas pode ser usado para representar os rendimentos de EEAGs para as condi¢des

estudadas (Equacdo 5.4):

Rendimento EEAGs (%, m/m)
= 56,0663 + 17,4400X; — 9,7495X2 +9,5912X, — 11,4342x2 (54
—8,1939X2 + 7,0588X,,

A partir do modelo matemaético foi possivel construir as superficies respostas para
todas as varidveis investigadas, como mostra a Figura 5.2.

A Figura 5.2(a) mostra a superficie resposta para as varidveis temperatura e razao
molar 6leo/etanol e a Figura 5.2(b) mostra a superficie resposta para as varidveis temperatura e
carga enzimatica. Em ambas as figuras é possivel confirmar que a temperatura ndo tem uma
influencia significativa no rendimento de EEAGs. A Figura 5.2(c) mostra a superficie resposta
para as varidveis carga enzimadtica e razao molar 6leo/etanol. Para essas varidveis um aumento
nas suas concentragdes favorece ao aumento do rendimento apresentando-se diretamente
proporcionais para o rendimento do produto. Com essa andlise foi possivel identificar uma

regido de 6timo para o rendimento.
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Figura 5.2 — Superficies de resposta para os efeitos das varidveis independentes no rendimento de
EEAG. (A) Temperatura e razdo molar 6leo/etanol, (B) temperatura e carga enzimatica, e (C) carga
enzimatica e razao molar éleo/etanol.
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A partir da Figura 5.3 é possivel selecionar a faixa de valores otimizados dos trés

parametros experimentais para o rendimento maximo em EEAGs dado pelo modelo. As linhas
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verticais em vermelho correspondem aos valores 6timos para cada varidvel: razao molar
Oleo/etanol de 1:11,05, carga enzimatica de 3,84 Ues/gsieo € temperatura de 35,8 °C. Nas
melhores condi¢des previstas pelo modelo, o rendimento méximo de EEAGs foi de 67,27%

(m/m).

Figura 5.3 - Perfil dos valores previstos/otimizados e da fungdo de desejabilidade para o planejamento

Razdo molar oleo/etancl  Carga enzimdtica Temperatura Desejabilidade
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5.3.2 Avaliacdo do 6leo de soja degomado e etanol hidratado na reacdo de transesterificacao

Sendo um dos gargalos na producdo do biodiesel a redu¢cdo do custo das matérias-
primas, avaliou-se neste trabalho a produgdo de biodiesel por rota enzimatica nas condi¢des
proximas as oOtimas previstas pelo modelo (Sec¢do 5.3.1) utilizando etanol hidratado em
substituicdo ao anidro, e 6leo de soja degomado, combinando com etanol anidro ou hidratado.
A Tabela 5.4 mostra o resultado da conversdao em EEAGs a partir da reacao de transesterificacao
usando 2 g de 6leo, 4 Ues/goleo de carga enzimatica empregando o Eversa-mCLEA, a 40 °C,
visto que o catalisador apresenta um 6timo desempenho em termos de atividade e estabilidade

térmica nessa temperatura (MIRANDA et al., 2020). Neste mesmo trabalho, foi observado que
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ndo é necessdrio a adi¢do de dgua para a reagdo com o catalisador imobilizado, Eversa-mCLEA,
por isso o ensaio foi realizado na auséncia de dgua.

O rendimento em EEAGs utilizando o 6leo de soja refinado e etanol anidro foi de
64,37% (m/m), resultado bem préximo ao predito pelo modelo a partir da Equagao 5.4 (67,86
%, m/m), validando assim o modelo. A substitui¢do do etanol anidro pelo hidratado mostrou-
se satisfatoria, visto que o rendimento em EEAG foi muito similar ao usar o mesmo tipo de
6leo. Ao utilizar-se o 6leo degomado hd um aumento de cerca de 13% no rendimento méssico
em EEAGs (~73%), independentemente do dlcool utilizado. Ao fazer um comparativo de custo
no Brasil das matérias-primas, o preco médio dos ultimos 5 anos do etanol anidro foi de R$
1,79/L e do etanol hidratado R$ 1,61/L (valores sem frete, sem ICMS e sem PIS/Cofins)
(CEPEA, 2020). Em relacdo ao 6leo, em agosto de 2019, o 6leo de soja refinado tinha um custo
médio de R$ 3030,00/ton e o degomado $ 2.784,38/ton (IFAG, 2020). Assim, a substituicdo do
Oleo de soja refinado pelo degomado e uso do etanol hidratado € de relevante importancia para
contribuir com a viabilidade econdmica da rota enziméitica de produgdo de biodiesel,

permitindo a reducdo de custos do processo global.

Tabela 5.4 - Ensaio de validagdo do modelo matemadtico usando Eversa-mCLEA na transesterificacio
do 6leo de soja (2 g) com etanol (razdo molar 6leo/etanol de 1:11), carga enzimdtica 4 Uecs/gsico a 40
°C e 250 rpm em um shaker orbital.

Oleo de Soja Rendimento de EEAGs (% m/m)
Etanol Anidro Etanol Hidratado
Refinado 64,37 £0,17 65,54 £ 0,57
Degomado 72,75 + 0,30 73,33 +0,70

O d6leo de soja degomado e etanol hidratado foram avaliados na reacdo de
transesterificacdo em reator de fluxo em vértice, aumentado a quantidade de 6leo para 15g e
mantendo a carga enzimatica em 4 Ues/gsleo € temperatura de reacdo a 40°C. A razdo molar
6leo/etanol foi avaliada em 4 concentracOes diferentes: 1:6; 1:9; 1:11 e 1:15. Essa avaliacdo foi
feita a fim de investigar a influéncia do etanol hidratado. As menores razdes molares
6leo:etanol, além de minimizar o custo, atendem a estequiometria da reacdo em excesso,
normalmente empregadas nas reacdes de transesterificagdo. Entretanto, uma maior quantidade
de etanol pode levar um aumento na conversao do produto, mas também pode ser prejudicial
ao catalisador, levando a perda da sua atividade (ATHAR; ZAIDI, 2020; TOFTGAARD
PEDERSEN et al., 2014).
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Ao analisar a Figura 5.4 pode-se observar que nenhuma diferenca significativa no
rendimento de EEAGs foi obtida para as condi¢des testadas. Nas 12 primeiras horas obteve-se
em torno de 70-75% (m/m) de EEAGs, valor que era esperado ao se usar a razdo molar
6leo/etanol 1:11, e ao final das 24 horas houve um ganho no rendimento, atingindo 80-83%
(m/m), também para todas as condi¢des. A similaridade entre os resultados obtidos pode estar
relacionada ao uso do reator de fluxo em vortice (RFV) em relagdo ao Shaker. Uma maior
velocidade de agitacdo aumenta o rendimento do biodiesel devido a mistura mais uniforme de
6leo e dlcool (PEITER et al., 2020). Nos ensaios do planejamento experimental, realizados em
Shaker, um teor maior de dlcool proporcionava um meio reacional mais homogéneo em relagao
aos meios com menor concentragdo, € com isso melhores resultados em termos de rendimento
foram obtidos (Tabela 5.2). Ja no reator, a diferenca entre as concentracdes de etanol ndo era
perceptivel, visto que a agitacdo do meio € mais alta e mais eficiente, garantindo a
homogeneidade indiferente da concentracdo. A partir desses resultados a razdo molar
Oleo/etanol 1:6 foi definida para utilizar nas reagdes. Propor¢des maiores ndo acarretam ganhos
no rendimento e apenas aumentariam o custo do mesmo. (RANCKE-MADSEN, 2016).
Watanabe et al., (2002) empregaram 4% m/m da lipase imobilizada de Candida antarctica na
metanolise do d6leo de soja degomado, onde o metanol foi adicionado em 3 etapas de 1/3 eq.
molar por vez, a 30 °C em shaker. Apos 48 horas de reacdo foi obtida um rendimento de 93,8%

(m/m) em EMAGs e menos que 0,3% m/m de AGLs.

Figura 5.4 - Avaliacdo da razdo molar 6leo/etanol hidratado no perfil de rendimento de EEAGs para a
transesterificacdo do 6leo de soja degomado (15 g) catalisado por Eversa-mCLEA, 4 Ucs/gs1c0 2 40 °C
e agitacdao de 1700-2000 rpm em um reator de fluxo em vértice.
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5.3.3 Estratégias para polimento das rea¢des de transesterificacdo

O rendimento em EEAGs obtido ao final das 24 horas de reac@o ainda nao atendem os
padrdes internacionais para que este produto possa ser classificado como biodiesel, rendimento
minimo em EEAGs de 96,5% (m/m) e maximo de 0,25% (m/m) de AGLs (MCCURRY;
WANG, 2007). Diante disso, foram adotadas estratégias visando a reducdo da quantidade de
AGLSs e promover um ganho de rendimento em biodiesel.

A primeira estratégia foi uma esterificacdo empregando a Lipozyme 435 apds a
transesterificagdo com Eversa m-CLEA. A fase apolar proveniente da transesterificacao
continha 86,59 + 0,8% (m/m) de EEAGs e 4,0 + 0,01% (m/m) de AGLs e ap6s 24 horas de
reacdo com Lipozyme 435 obteve-se um rendimento em EEAGs de 85,68 + 0,5% (m/m) e 3,6
+0,09% (m/m) de AGLs. A segunda estratégia consistiu no uso simultaneo do Eversa-mCLEA
e da Lipozyme 435 no meio reacional. Ao final das 24 horas de reacdo obteve-se um rendimento
de EEAGs de 85,72 £0,18% (m/m) e 3,50 £ 0,19% (m/m) de AGLs. Com os resultados obtidos
pode-se observar que o emprego da Lipozyme 435 na reacdo ndo promoveu os resultados
esperados. Uma dltima estratégia foi um polimento cdustico apdés uma reacdo de
transesterificacio. Depois de obter uma fase apolar contendo 81,45% (m/m) de EEAGs e 3,9%
(m/m) de AGLs, esta foi submetida ao tratamento com NaOH, conforme Miranda et al., (2020).
Ao final, a amostra lavada e seca continha 89,88% (m/m) de EEAGs e 0,17% (m/m) de AGLs.
Com este tratamento pode-se obter um rendimento mdssico de EEAGs mais préximo ao valor
exigido pelas normas internacionais, ja com um rendimento em AGLs dentro da norma.

Uma andlise do indice de saponificacdo (IS) do dleo de soja degomado foi realizada a fim
de investigar o quanto em rendimento de éster pode ser obtido a partir da matéria-prima
utilizada, visto que as estratégias adotadas ndo conseguiram atingir o rendimento em pelo
menos 96,5% (m/m) de EEAGs. Foi encontrado um IS de 180,20 + 0,07 mgKOH/g que nos
fornece 90,55 + 0,04 % (m/m) em 4cido oleico. De acordo com a literatura, o 6leo de soja bruto
ou o degomado apresentam indice de saponificacdo em torno de 198 mgKOH/g (ABITOGUN
et al., 2009), entretanto o IS do 6leo degomado utilizado neste trabalho apresenta-se abaixo
deste valor. Diante disso, pode-se considerar que houve alguma deteriora¢dao no 6leo durante o
longo tempo de estocagem no laboratério. Assim, pode-se inferir que o rendimento maximo em
EEAGs que se poderia obter com essa matéria-prima seria de cerca de 90% (m/m), resultado
que corrobora ao encontrado apds o polimento alcalino, e também com o uso das duas
estratégias com a Lipozyme 435. Uma vez que foi obtido cerca de 86% (m/m) em EEAGs e
3,5-3,64% (m/m) em AGLs com ac¢do simultanea ou sequencial de Eversa-mCLEA e Lipozyme
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435, a presengca de AGLs além da quantidade permitida pelas normas de biodiesel, deveu-se,
provavelmente, ao acimulo de d4gua no meio reacional e/ou um tempo reacional curto/baixa

concentracdo de Lipozyme 435.

5.4 Conclusao

Diante do que foi exposto neste capitulo, conclui-se que a transesterificagdo do 6leo
de soja degomado e etanol hidratado utilizando Eversa m-CLEA, permitiu obter um bom
rendimento em éster etilico de dcido graxo, e apds o seu polimento cdustico foi alcancado um
rendimento de 89,88% (m/m) de EEAGs e 0,17% (m/m) de AGLs. A possibilidade do uso
desses substratos nao refinados, combinados a um catalisador que pode ser recuperado e
reutilizado, como visto no capitulo anterior, € interessante pois contribuem para a reducio dos
custos de processo, podendo-se assim viabilizar a produgdo do biodiesel pela rota enzimatica.

Uma limitacao encontrada ao utilizar o 6leo degomado € que devido ao longo tempo
de armazenamento, este sofreu alguma deterioracdo que comprometeu o seu potencial na reagdao
visando o rendimento em biodiesel (EEAG > 96,5%, m/m), sendo assim, faz-se necessario uma
nova investigacdo com a matéria-prima dentro do padrdo em relagdo ao indice de saponificagdo,

garantindo a qualidade da mesma.
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6. CONCLUSOES GERAIS

O trabalho desenvolvido caracterizou duas versdes da formulacdo enzimatica liquida
disponivel comercialmente para a produgio de biodiesel, a Eversa® Transform. Ambas sio
muito similares em termos de massa molecular da enzima e atividades especificas,
distinguindo-se principalmente na estabilidade térmica, sendo a segunda versio mais
termotolerante.

Visando a facilidade da recuperacdo e possibilidade do reuso do catalisador na
producio de biodiesel, a Eversa® Transform 2.0 foi imobilizada pela técnica CLEA. O melhor
CLEA obtido, denominado Eversa m-CLEA, foi a partir da lipase tratada com PEI e coagregada
com nanoparticulas magnéticas funcionalizadas com grupos aminos e octilas e na presenca de
amido como agente porogénico. O biocatalisador obtido apresentou 98,9% de rendimento de
imobilizacao, 30,1% de atividade recuperada e apresentou-se cerca de 40 vezes mais estavel
que a enzima soluvel a 70 °C, pH 7,0.

Na reacdo de transesterificacio usando 6leo de soja refinado, razdo molar de
6leo/dlcool anidro 1:6, 12 Ues/gsico do Eversa m-CLEA, & 40°C em um reator de fluxo em
vortice, o rendimento massico foi de 89,8% de EEAGs, 0,27% de MAGs, 0,18% de DAGs,
0,01% de TAGs e 3,8% de AGLs, um tratamento caustico deste produto possibilitou obter um
biodiesel dentro das normas internacionais exigidas. O biodiesel deste trabalho obteve um
rendimento massico de 98,92% em EEAGs, 0,17% em MAGs, 0,19% em DAGs, 0,01% em
TAGs e 0,13% em AGLs. Além disso, o biocatalisador Eversa m-CLEA foi reutilizado em 5
ciclos de 12 h na etandlise do 6leo de soja, mantendo 89,6% do rendimento de EEAGs do
primeiro lote.

A partir da otimizacdo de alguns parametros, foi empregado o 6leo de soja degomado
e etanol hidratado na reacdo de transesterificacdo. O emprego desses dois substratos contribui
com a diminui¢ao do custo do processo, visto que sdo matérias-primas nao refinadas com menor
valor agregado. Numa reacdo empregando o 6leo degomado, razdao molar de 6leo/dlcool
hidratado 1:6, 4 Ues/gsico do Eversa m-CLEA, a 40 °C em um reator de fluxo em vértice, um
rendimento massico de 80-85% de EEAGs foi obtido; entretanto, com uma acidez livre ndo
adequada ao produto final (3,5-4%, m/m de AGLs). Estratégias afim de refinar o produto foram
adotadas, onde a partir do polimento caustico obteve-se um produto final com 89,88% de
EEAGs e 0,17% de AGLs.

Foi identificado que o 6leo degomado, apesar do bom resultado obtido, ndo estava

dentro da especificacdo para o indice de saponificacao, que responde pela qualidade da matéria-
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prima. Devido a isso, um comprometimento do rendimento em biodiesel na reacdo deve ser
levado em consideragdo. Afim de investigar tal fato, sugere-se uma repeticdo do ensaio
empregando um lote mais recente do 6leo de soja degomado. Assim, um novo rendimento em
biodiesel pode ser obtido almejando resultados que o classifique dentro das normas
internacionais.

De maneira geral, os resultados obtidos neste trabalham mostram que a partir da
técnica de CLEA pode-se obter um biocatalisador estavel, com propriedades magnéticas que
permitem sua facil recuperacdo do meio reacional e com boa capacidade de reutilizacdo. O
emprego do Eversa m-CLEA permitiu excelentes resultados em biodiesel, demonstrando o
potencial deste biocatalisador. Além disso a aplicac¢do da lipase imobilizada com o 6leo de soja
degomado e etanol hidratado tornam a produ¢do do biodiesel enzimético ainda mais atrativa

tanto do ponto de vista ambiental quanto econdmico.

Diante dos resultados obtidos, sugere-se para trabalhos futuros:

a) Um ensaio utilizando um novo 6leo de soja degomado, para investigar se a
qualidade da matéria-prima afetou o rendimento da producgdo do biodiesel;

b) Avaliar a concentracdo da Lipozym 435 na reagdo de esterificacdo afim de
promover um ganho no rendimento da reacao;

¢) Realizar outras andlises exigidas pelas normas internacionais para caracterizar o
biodiesel obtido, como viscosidade cinemdtica, ponto de fulgor, teor de fésforo,
enxofre, 4gua, nimero de cetanos, estabilidade a oxidacdo, entre outras.

d) Realizar uma avaliagdo técnico-econdmica do processo nas condicoes
desenvolvidas neste trabalho, usando o biocatalisador obtido e as matérias-primas
testadas com o objetivo de investigar a viabilidade da producdo do biodiesel

enzimatico.
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