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RESUMO

Nesse trabalho foram produzidas lipases da levedura Pseudozyma
hubeiensis (HB85A) em reator de 14 L. Apds produgédo da enzima, a lipase foi
imobilizada por adsor¢cdo em suporte hidrofébico por processo continuo em reator
de leito fixo. As melhores condi¢cdes de imobilizagcdo foram: tempo de imobilizacao
de 2 h e 29 min., pH de 4,76 e quantidade de enzima livre adicionada por grama
de suporte de 1282 U/ g de suporte, sendo que, a maxima atividade da lipase
imobilizada obtida foi de 143 U/g de suporte. O sobrenadante contendo lipase e o
biocatalisador heterogénio foram caracterizados por planejamento fatorial. A
maxima atividade da enzima imobilizada (71 U/g de suporte) foi obtida em pH 6,0
a temperatura de 52 °C. A imobilizagdo da lipase resultou em um aumento na
estabilidade dessa enzima em temperaturas altas, pH acidos e neutros, presenca
de detergentes n&o-idnicos e altas concentragbes de solventes organicos como
iso-propanol, metanol e acetona. Foi possivel a reutilizagdo da lipase imobilizada
por apenas uma vez na reagao de hidrélise, havendo uma perda de 72 % da
atividade apos o primeiro reuso. Analisou-se ainda a estabilidade da lipase livre e
imobilizada durante 40 dias de armazenamento a 4 °C. Durante o periodo de
armazenamento, a lipase imobilizada manteve 50 % de sua atividade original e a
lipase livre apresentou 80 %. O catalisador heterogéneo foi testado quanto a sua
eficacia na producao de biodiesel. A reacdo de transesterificacédo foi realizada na
auséncia de co-solvente utilizando-se como matérias-primas metanol, etanol e
iso-propanol e quatro fontes diferentes de triglicerideo (6leo de soja, 6leo de
mamona, Oleo residual de restaurante e a gordura bovina). A partir dos testes
realizados, obteve-se um rendimento maximo quanto a produg¢ao de biodiesel de

3,15 % utilizando-se 6leo de mamona e iso-propanol como matéria-prima pelo
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periodo de 24 h. A producédo de biodiesel utilizando diferentes quantidades de
lipase imobilizada e também a lipase livre como catalisador foi testada na
presenca de hexano, iso-propanol e 6leo de mamona pelo periodo de 24 h nas
temperaturas de 40, 50 e 60 °C. No entanto, ndao houve producao de biodiesel

nas condi¢des analisadas.

Palavras-chave: Pseudozyma hubeiensis, imobilizacdo de lipases, lipases,
producdao de biodiesel, producdo de lipases, transesterificagcdo, catalisador

heterogénio, catalise enzimatica
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ABSTRACT

In this work, lipases from yeast Pseudozyma hubeiensis (strain HB85A)
were produced in a 14 L reactor. After lipase from yeast P. hubeiensis (strain
HB85A) production, the enzyme was immobilized by adsorption in polyestyrene
divinylbenzene hydrophobic support in a packet bed column. The best conditions
for lipase immobilization were: 2 h and 29 min. immobilizing time, pH 4.76 and rate
of free enzyme added per gram of support equal to 1282 U/g. The maximum
activity of immobilized lipase was reached of 143 U/g. The lipases of P. hubeiensis
(HB85A) supernatant culture and the heterogeneous catalyst were characterized
through response surface methodology by factorial design. The maximum activity
of immobilized lipase was reached for a support rate of 71 U/g, with pH 6.0 and
temperature of 52 °C. It was detected that lipase immobilization increased enzyme
stability under high temperatures, neutral and acid pH levels, non-ionic detergent
and high concentration of organic solvent like iso-propanol, methanol and
acetone. The reuse of immobilized lipase was possible only once for hydrolysis
reaction, with activity losses of 72 % after first re-use. Also, it was tested lipase
stability in a period of 40 days, under 4 °C storage conditions. During storage
period, immobilized lipase kept 50 % of its original activity. Free lipase kept 80 %.
After the development of heterogeneous catalyst, its efficiency as catalyst for
biodiesel production was analyzed in this study. The transesterification reaction
was tested in co-solvent absence using as raw material three differents sources of
alcohols (methanol, ethanol and iso-propanol) and four differents triglicerides
source (soybean oil, castor oil, waste cooking oil and bovine fat) and as catalystis
the immobilized lipase. Based in test results, the maximum biodiesel production

yield was 3.15 % using castor oil and methanol as raw material for 24 h. The
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biodiesel production was also tested with different amount of immobilized lipase
and with free lipase as catalystis at the presence of methanol, castor oil and the
co-solvent hexane for 24 h at 40, 50 e 60 °C. However there was no biodiesel

production at the tested conditions.

Keywords: Pseudozyma hubeiensis, lipase immobilization, lipases, biodiesel
production, lipases production, transesterification, heterogeneous catalyst,

enzymatic reactions
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1. INTRODUGAO

1.1. Enzimas como catalisadores em processos industriais

Enzimas sao catalisadores protéicos que possuem uma série de
caracteristicas que as tornam mais vantajosas em um processo industrial quando
comparadas a catalise quimica convencional (Ye et al.,, 2007; Macario et al.,
2009; Miletic et al., 2009). Entre essas vantagens, cabe salientar o alto grau de
eficiéncia catalitica de uma enzima, muito superior a catalise quimica. Ressalta-se
ainda, a alta especificidade de uma enzima na reagdao, o que permite nao
somente discriminagcdo entre reagbes como também entre substratos
(especificidade pelo substrato), entre partes similares de uma molécula (régio-
especificidade) e entre isdbmeros Opticos (estéreo-especificidade) (Ye et al., 2007;
Macario et al.,, 2009; Miletic et al., 2009). Essas caracteristicas das enzimas
evitam a formacao de subprodutos através de reagdes inespecificas, aumentando
o grau de pureza do produto final. Além disso, as enzimas operam em condi¢des
amenas de temperatura, pressdo e pH enquanto os catalisadores quimicos
requerem condic¢des criticas de operacédo. Isto proporciona substancial economia
de energia em processos industriais e consequentemente redugdo no custo de
producao (Hasan et al., 2005; Macario et al., 2009; Miletic et al., 2009).

As enzimas podem ser obtidas a partir de animais, plantas e
microrganismos. Entretanto, enzimas de microrganismos sao melhores de serem
utilizadas pela grande disponibilidade de uma variedade de atividades cataliticas,
altos rendimentos, facilidade de manipulacdo genética, fornecimento regular de

enzimas, pois nao dependem de flutuacbes sazonais, sendo que os
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microrganismos podem apresentar um rapido crescimento em meios de baixo
custo (Hasan et al., 2005).

Até 1960, o mercado mundial de enzimas era estimado em poucos milhdes
de dodlares anuais, poréem, desde entdo o mercado tem crescido sensivelmente,
atingindo o patamar de US$ 2,3 bilhdes, em 2007. Estima-se ainda que a
demanda mundial por enzimas alcance a taxa de crescimento de 4 % ao ano,
projetando um mercado de aproximadamente US$ 2,7 bilhdes em 2012
(Solazyme & Chevron, 2008).

As amilases lideram sendo responsaveis por 20 % do mercado de enzimas
(Sharma et al., 2001; Hasan et al., 2005). As carbohidrases e proteases séo as
principais enzimas utilizadas na industria alimenticia e de racdo animal.
Proteases, amilases, lipases e celulases sdo amplamente utilizadas em sab&o em
po, detergentes hospitalares, lavadores de louga e outros. As enzimas vém sendo
também bastantes utilizadas na fermentacao de alcool, industria téxtil e de couro.
Os tipos de enzimas mais utilizadas neste segmento sdo a celulase e amilase
(Hasan et al., 2005). Geograficamente, os Estados Unidos ainda lideram o
fornecimento mundial de enzimas industriais tendo sido responsaveis por 36 %

deste mercado, em 2005 (Hasan et al., 2005).

1.2. Enzimas imobilizadas como alternativa aos catalisadores quimicos
convencionais

Comparado aos catalisadores quimicos convencionais, as enzimas possuem
muitas vantagens que tornam seu uso em aplicagdes industriais uma alternativa
viavel (Tumturk et al., 2007; Ye et al., 2007; Lei et al., 2009; Miletic et al., 2009).

Entretanto, as enzimas ndo sao plenamente utilizadas na escala industrial devido
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ao seu alto custo, dificuldade de separacdo do meio reacional e instabilidade de
suas estruturas ocasionada principalmente, pela crescente utilizacdo desses
biocatalisadores em aplicagcbes que atuam em condi¢des desnaturantes (pH e
temperaturas extremas, forte agitacdo e presenca de solventes orgéanicos)
(Tumturk et al., 2007; Lei et al., 2009; Miletic et al., 2009; Zhou et al., 2009).

O desenvolvimento de métodos eficientes de fixacdo da enzima em matrizes
soélidas que proporcionem maior estabilidade, melhor atividade catalitica, protecéo
em ambientes desnaturantes, diminuicdo da contaminagdo do produto, facil
separacao e reutilizacdo em aplicagdes industriais, podera tornar possivel o uso
do biocatalisador em aplicagdes industriais (Laszlo & Evans, 2007; Mateo et al.,
2007; Ozturk et al., 2007; Tumturk et al., 2007; Secundo et al., 2008; Miletic et al.,

2009; Zhou et al., 2009).

1.3. Métodos de imobilizagao de enzimas

A imobilizagdo de uma enzima consiste na transformagdo de um
biocatalisador homogéneo em um catalisador heterogéneo através da ligagcado da
enzima em um suporte solido ou por oclusdo em vesiculas ou confinamento em
membranas (Secundo et al., 2008; Vaidya et al., 2008; Dizge et al., 2009; Macario
et al., 2009; Miletic et al., 2009). Como métodos de imobilizagdo de enzimas
podem ser citados a adsor¢ao hidrofobica; fixacdo da enzima por ligagado
covalente em superficie sélida ou por "cross linking”; oclusdo em vesiculas ou
miscelas invertidas; ligac&o ibnica e confinamento em poros de membranas e géis
poliméricos (Figura 1) (Secundo et al., 2008; Dizge et al., 2009; Lei et al., 2009;
Macario et al., 2009; Miletic et al., 2009). Esta heterogeneidade pode ser

estabelecida a partir da ligacdo entre duas moléculas ativas (“cross-linking”,
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pontes de hidrogénios intermoleculares), entre uma molécula de enzima e outra
molécula cataliticamente inerte proveniente do suporte (ligagdo covalente, troca
ibnica, adsorcao hidrofébica) ou apenas por confinamento ou oclusdo mecanica

da enzima em um suporte) (Figura 1) (Dizge et al., 2009; Miletic et al., 2009).

Métodos para Imobilizagado de Enzimas

Ligagdo em Suportes Confinamento
Sélidos
6
} \ ‘@t’?;} (‘g“ifj}
L

Matriz  Capsula Microcapsula
- Adsorgao (carvao ativo)

- Ligagao Covalente (celulose, silica)

- Ligagao lénica (celulose)

Figura 1: Métodos para imobilizacao de enzimas (www.enq.ufsc.br). A
imobilizacdo da enzima pode ser realizada por ligagdo quimica da mesma com o
suporte (adsorcao, ligacdo covalente e ligacado ibnica) ou por confinamento ou

oclusao em matrizes, membranas e capsulas.

1.3.1. Imobilizacdo de enzimas por captura da biomolécula

Na imobilizacdo de enzimas por captura ndo é estabelecida ligagdo quimica
da enzima ao suporte. As biomoléculas sdo ocluidas no interior de vesiculas ou
micelas delimitadas por uma membrana semipermeavel ou retidas em uma rede
tridimensional de uma membrana ou polimero insoluvel na agua onde substratos

e produtos difundem-se através desses materiais (Dizge et al., 2009).
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Este método tem como vantagens ser uma simples ligacdo fisica entre
enzima e suporte conservando, com isso, a integridade molecular; ndo se
observam alteracbes estruturais ou interagdes com o sitio ativo (Dizge et al.,
2009). Tem-se como desvantagem a propria oclusdo em membranas, vesiculas
ou géis poliméricos que pode na maioria das vezes, proporcionar problemas
difusionais intensos tanto do substrato como do produto e ainda impedimentos
estéricos dificultando o acesso do substrato ao sitio ativo da enzima (Chaubey et

al., 2009).

1.3.1.1. Imobilizacdo por confinamento em matrizes poliméricas geliformes

ou membranas porosas

Este tipo de fixagdo da enzima consiste no confinamento das moléculas das
enzimas entre as malhas de um polimero geliforme (técnica sol-gel) ou de uma
membrana porosa. No caso da técnica sol-gel, a rede polimérica geliforme é
formada na ocasido da imobilizagdo da enzima (Figura 2) (Hara et al., 2007; Cao

et al., 2009; Macario et al., 2009).
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Figura 2: Confinamento das enzimas em uma matriz polimérica
geliforme. Formacédo de uma rede polimérica a partir de precursores ( ™~
contidos no meio reacional. Na ocasi&o da reticulagio as biomoléculas ( &= ) s&o

confinadas separando-as do meio.

Os tipos de suportes que podem ser utilizados nessa técnica sao polimeros
sintéticos como silanos, poliuretano; polissacarideos como alginato, quitosana,

pectina e proteinas como colageno, albumina e outros (Cao et al., 2009).

1.3.2. Imobilizac&o por oclusdo em vesiculas ou micelas

Este método consiste no encapsulamento da enzima no interior de vesiculas

ou micelas, cujo envoltério é semipermeavel (Figura 3).
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Micela

Micela Reversa

Figura 3: Imobilizacao de enzimas por oclusao em micelas reversas
(www.guon.com.br). (A) micelas em meio polar, essas consistem em agregados
quase esféricos constituidas por uma cauda hidrofébica e uma cabecga hidrofilica;
(B) micelas reversas, em meio apolar, circundando a enzima através de sua

extremidade hidrofilica.

1.3.3. Imobilizacdo da enzima em suporte solido

1.3.3.1. Imobilizacdo por ligacdo covalente

Este método consiste na fixagdo da enzima ao suporte através de ligagdes
covalentes. Grupos quimicos presentes na enzima interagem com grupos
quimicos do suporte insoluvel ou do brago espagador ligados ao suporte (Figura
4) (Vaidya et al., 2008; Ozyilmaz, 2009). Os grupos quimicos da enzima que mais
comumente se ligam ao suporte sdao —SH, -OH, -NH,, sendo que a interagao
destes grupos com o suporte depende da reatividade e estado de protonagao dos
mesmos, bem como, da natureza dos grupos ativos do suporte (Vaidya et al.,

2008).
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Legenda: @C-enzima na sua forma ativada; @:enzima na sua forma n3o ativada;

——SUPOItEe s6lido

Figura 4: Fixacao da enzima ao suporte por ligagao covalente.

A forca desta ligagao € elevada e normalmente envolve varios residuos da
enzima proporcionando uma grande rigidez a estrutura da mesma. Esta rigidez
pode manter inalterada a estrutura da enzima perante qualquer agente
desnaturante como calor, solventes orgéanicos, pH extremos e outros, fazendo
com que o biocatalisador imobilizado seja mais eficiente, em processos
industriais, que o biocatalisador livre (Mateo et al., 2007; Macario et al., 2009;
Miletic et al., 2009). Porém, ao se fixar uma enzima a um material inerte é
razoavel esperar algum tipo de efeito sobre sua estrutura e consequentemente
sobre sua atividade catalitica (Macario et al., 2009). Portanto, a forte fixagcdo da
biomolécula ao suporte pode dificultar a ativacdo da enzima caso a mesma
possua conformacgdes distintas quando ativada e n&o ativada (Mateo et al., 2007).
Ha o fato, ainda, de que na imobilizagdo da enzima por ligagédo covalente, o
processo de interacdo da biomolécula com o suporte € quase sempre aleatorio,
podendo suceder que a regido do sitio ativo se torne menos acessivel ao
substrato ocasionando um impedimento estérico, conforme ilustrado na Figura 5

(Mateo et al., 2007).
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(S)

Figura 5: Imobilizagcao da enzima por ligagdo covalente em suporte sélido
(www.enq.ufsc.br). (a) e (b) Enzima imobilizada (E) com o sitio ativo inalterado e
disponivel para aceitar a molécula de substrato (S); (c) Enzima (E) ligada de
modo nao produtivo devido a inacessibilidade do substrato ao sitio ativo; (d)

Distorgédo da conformagao da enzima (E) impedindo a entrada do substrato.

Suportes que podem ser utilizados neste tipo de imobilizagédo sao agarose,
esferas de vidro, silicas, celulose, resinas epoxi e outros (Mateo et al., 2007;
(Chaubey et al., 2009). Glutaraldeido € uma das moléculas que pode ser utilizada
como brago espagador em imobilizagdes por ligagdo covalente (Chaubey et al.,
2009). O glutaraldeido possui grupos funcionais em uma ponta de sua molécula
que se ligam ao suporte e na outra ponta grupos que se ligam a enzima (Mateo et

al., 2007).
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1.3.3.1.1. Imobilizagao por “cross-linking”

E um método particular de fixacdo de enzimas por ligacdo covalente, visto
que, por este método nao se fixa a enzima em um suporte, e sim se cria uma rede
através da ligacao covalente da enzima com uma molécula ligante (Figura 6). A

molécula ligante utilizada normalmente € o glutaraldeido.

glutaraldeido oligoglutaraldeido
HC——n HC —— HC — HC—0
- H Hy Hz H Hz  Hz: H Ha
CHy == (—C—C—C—C—=(—C—C—C—C—C
CH, Hah — enzima
enzima
CH. e
HC—=n HC——MH HC—
HC=—0 H | H  H: H | Hz Hx o Ha
—(|3—CH i C L= » C=—cC
HM—— enzima

Figura 6: Imobilizagao de uma enzima por “cross-linking” (Mateo et al.,
2007). A partir de uma molécula de glutaraldeido, forma-se um oligoglutaraldeido
que se liga por ligagao covalente a extremidade amino da enzima, formando uma

rede.

1.3.3.1.2. Imobilizagao por ligagao covalente em suporte magnético

Suportes epoxi ativados contém grupos quimicos que sao capazes de se
ligarem por ligagdo covalente com diferentes grupos da proteina. Estes suportes
epoxi contem micro ou nano esferas magnéticas que permitem a facil separacao
da enzima do sistema reacional apenas aplicando-se um campo magnético

externo (Chaubey et al., 2009; Lei et al., 2009).
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1.3.3.2. Imobilizacdo de enzima por ligacido idnica

Consiste na fixagcdo da enzima ao suporte por interagdes idnicas (Figura 7).
Trata-se de ligagbes relativamente fortes, portanto, proporcionam alta estabilidade
em ambiente desnaturante, porém, este tipo de imobilizagcdo € muito suscetivel a
carga do meio (protonagao) (Macario et al., 2009). Ainda por se tratar de um
processo de fixagdo aleatdria da enzima, pode-se ocorrer perda de atividade
devido a um impedimento estérico ou difusional do substrato a enzima. Os

suportes mais utilizados sao SP, CM, Q e DEAE sepharose.

D D A

Figura 7: Fixagao da enzima no suporte por ligagao iénica. Neste caso, o

suporte solido ( ) possui grupos funcionais com cargas negativas fazendo
com que grupos quimicos da enzima (€ ) que estejam positivamente carregados
se liguem ao suporte por ligagéo idbnica. Como ndo ha uma regiao especifica da

enzima com carga residual positiva, as biomoléculas podem se ligar de forma

aleatoria ao suporte.

1.3.3.3. Imobilizacdo de enzima por adsorcdo em suporte hidrofébico

A imobilizagdo por adsor¢ao consiste na unido entre a enzima e um suporte
sélido através de adsorcéo fisica, ligagdes hidrofébicas e forgas atrativas de Van
der Waals (Secundo et al., 2007; Zhou et al., 2009). A fixacdo da enzima ao

suporte efetua-se por simples mistura da biomolécula com o suporte, em
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condicbes de pH e forgca ibnica adequadas e em seguida lavam-se as
biomoléculas que nao ficaram ligadas (Secundo et al., 2008; Zhou et al., 2009).
Trata-se de um processo simples, de baixo custo e aplicabilidade
generalizada (Zhou et al., 2009; Kovalenko et al., 2009). Sua utilizagcao é
recomendada quando o biocatalisador possui duas formas distintas de
conformagao quando ativado e nao ativado, pois a ligagao entre a enzima e o
suporte nao é rigida, portanto nao prejudica a ativagdo da mesma (Secundo et al.,
2008). O emprego de enzimas imobilizadas em suportes hidrofobicos faz-se
indicada para atuagdo em meios contendo solventes organicos, por propiciar uma
melhor difusdo do substrato ao sitio ativo da biomolécula (Mateo et al., 2007).
Todavia, neste método de imobilizacdo as enzimas sdo altamente
dependentes de pH, solventes, substrato e temperatura podendo ser facilmente
desadsorvidas do suporte com a alteragdo destes parametros (Secundo et al.,
2008; Zhou et al., 2009). Contudo, esse principio de reversibilidade na adsorgéo
da lipase pode ser controlado desde que haja um planejamento quimico da forga
das interacdes envolvidas na imobilizacdo e do meio onde a enzima imobilizada
ira atuar. Ademais, a desadsorcéo constitui grande vantagem quando se tem por
objetivo aplicagdes industriais em larga escala, pois permite a renovagao do
biocatalisador no reator somente com a remogao da enzima que perdeu sua
atividade ao longo do uso repetido e recarga de um novo lote de enzimas
(Secundo et al., 2008). Esta operagao em sistemas contendo enzimas
imobilizadas covalentemente envolve, na maioria das vezes, o descarte do

suporte juntamente com a enzima inativa.
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Os suportes que podem ser utilizados sao octil-agarose, vidro, silica,
alumina, poliestireno e divinilbenzeno (Zhou et al., 2009; Abramian & El-Rassy,

2009).

1.4. Comparagao entre as metodologias de imobilizagao de enzimas

Visto que as enzimas s&o um grupo com caracteristicas bioldégicas muito
diversas, ndo ha um método universal de imobilizacdo (Secundo et al., 2008;
Dizge et al., 2009; Lei et al., 2009; Macario et al., 2009; Miletic et al., 2009). A
metodologia para a imobilizacdo de uma biomolécula deve considerar
cuidadosamente a caracteristica biolégica da mesma para que, depois de
imobilizada, ela mantenha ou melhore sua atividade e estabilidade,
acrescentando melhores caracteristicas fisicas como resisténcia mecanica
viabilizando, com isso, sua utilizagdo em larga escala (Mateo et al., 2007; Dizge et

al., 2009; Lei et al., 2009; Macario et al., 2009; Miletic et al., 2009).
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Tabela 1: Comparacao das vantagens e desvantagens proporcionadas pelos
processos de imobilizacao por adsorgdo, ligagdo covalente, oclusdao e

confinamento frente a algumas caracteristicas de processo.

Caracteristicas Adsorcgao Ligacao Oclusaoem Confinamento

Covalente vesiculas ou em membrana

micelas ou polimero
gelificado
Preparacao Simples Dificil Dificil Moderado
Custo Baixo Elevado Moderado Elevado
Forca da Variavel Forte Fraca Fraca
ligacao
Perda da Sim Nao Nao Nao
enzima
Aplicabilidade Vasta Seletiva Vasta Vasta
Barreira Baixa Baixa Elevada Elevada
difusional

1.5. Selegdo de suporte apropriado para imobilizacao de enzimas

Existem inumeros materiais inertes que podem ser utilizados. A natureza
fisica desses suportes pode variar desde materiais geliformes até superficies
solidas recobertas com substancias capazes de interagir com a enzima (Miletic et

al., 2009). A escolha do método de imobilizagao e do tipo de suporte dependera,
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essencialmente, das caracteristicas peculiares da enzima e das condi¢gdes de uso
da biomolécula imobilizada (Miletic et al., 2009).

De modo geral, o suporte deve apresentar grande superficie interna a fim de
se obter uma boa interagdo da enzima na superficie. Se o suporte tiver superficie
menor que a enzima, dificiimente se conseguira uma intensa interacdo entre o
suporte e a biomolécula (Mateo et al., 2007).

O suporte deve ter uma alta densidade de grupos ativos presentes na
superficie do mesmo, sendo que esses grupos devem ser capazes de interagir
com grupos freqlientemente encontrados em proteinas. Os grupos quimicos
envolvidos na imobilizacdo devem ser estaveis o suficiente para permitir que a
enzima permanecga imobilizada no suporte mesmo em longos periodos de reagao

(Mateo et al., 2007).

1.5.1. Ligacdo em suportes macroporosos

A imobilizacdo de enzimas em estruturas sélidas macroporosas permite que
as moléculas de enzima interajam e se fixem no interior destes poros. A fixagéo
de enzimas no interior de poros de suportes solidos proporciona uma maior
protecdo da molécula a interagdo com alguma substancia do extrato aquoso, bem
como, a desnaturacdo pelo contato com solventes organicos, previne sua
agregacéo, autolise, protedlise por proteases e torna-as mais resistentes a agéo
de bolhas de gases e forte agitagcao (Mateo et al., 2007; Yu et al., 2007; Miletic et
al., 2009). Bolhas de gases podem provocar a desnaturagdo da enzima soluvel no
meio, porém ndo na imobilizada em sdlidos porosos (Figura 8) (Mateo et al.,

2007).
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Portanto, qualquer método de imobilizacdo de enzimas que se baseie na
fixacdo dessas biomoléculas em suportes solidos porosos ira proporcionar a
estabilizagdo operacional deste biocatalisador sem realmente ter atuado e
afetado a estabilidade estrutural da enzima, simplesmente esta estabilidade é

alterada pelo mecanismo usado (Mateo et al., 2007).

Suporte poroso \

Suporte n&do poroso

Figura 8. Efeito do tipo de suporte (poroso ou ndo poroso) na
estabilidade da enzima imobilizada frente a uma bolha de gas (Mateo et al.,
2007). Os pontos vermelhos representam as biomoléculas fixadas no interior dos
poros de um suporte solido. Essas por encontrarem-se protegidas dentro do poro,
nao sofrem a acado desnaturante da bolha de gas. Os pontos verdes representam
as biomoléculas fixadas na superficie externa de um suporte sélido ndo poroso

que, por se encontrarem expostas ao meio, sofrem a agao desnaturante da bolha.

1.6. Vantagens e desvantagens da imobilizagao de enzimas

A imobilizagdo de enzimas tem como desvantagens a possibilidade de que
efeitos nocivos causados pelo microambiente gerado neste processo afetem os

valores dos parametros cinéticos da enzima, pois a biomolécula fica sujeita a uma
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circunvizinhanca diferente da que se encontrava quando livre (Ozyilmaz, 2009).
Esta desvantagem se bem administrada pode se tornar uma vantagem, pois no
processo de imobilizacdo, podemos criar um microambiente que favoreca a
atuacao da enzima na aplicagao industrial almejada.

Outra desvantagem consiste na possibilidade da ocorréncia de problemas
difusionais tanto do substrato para dentro do sitio ativo da enzima como do
produto para fora do mesmo (Kovalenko et al., 2009). Quando a enzima encontra-
se fixada em um suporte, ocluida em uma vesicula ou micela ou confinada em
matrizes ou membranas, o substrato deve se difundir do meio reacional até o sitio
ativo da molécula para que a formagao do produto ocorra. Se a velocidade de
difusdo do substrato € menor que a velocidade de transformacdo deste em
produto, a velocidade observada é mais baixa do que a esperada, sendo que
provavelmente nem todas as moléculas de substrato conseguirdo entrar em
contato com a enzima.

Por outro lado, a imobilizagdo de enzima propicia uma série de vantagens.
Este processo aumenta a estabilidade da enzima, principalmente em condi¢des
consideradas desnaturantes; proporciona o desenvolvimento de processos
quimicos continuos; propicia a facil separacdo do biocatalisador do meio
reacional por filtragdo ou centrifugagcdo proporcionando uma maior pureza ao
produto final reduzindo, com isso, a carga de efluentes gerada pelas lavagens do
produto para sua purificagao (Laszlo & Evans, 2007; Mateo et al., 2007; Ozturk et
al., 2007; Tumturk et al., 2007; Secundo et al., 2008; Miletic et al., 2009). A
separacao do catalisador do meio reacional permite ainda, a possibilidade da sua
reutilizagdo em uma nova reacgao. Estas vantagens fornecem uma relagéo 6tima

de custo/beneficio fazendo com que a utilizagdo de biocatalisadores se torne
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viavel economicamente em aplicagdes industriais (Laszlo & Evans, 2007; Mateo
et al., 2007; Ozturk et al., 2007; Tumturk et al., 2007; Secundo et al., 2008; Miletic

et al., 2009).

1.7. Modo de producao de enzimas imobilizadas em suportes sélidos

O procedimento para imobilizacdo de uma determinada enzima pode ser

realizado por batelada ou processo continuo (Ciftci et al., 2009).

1.7.1. Processo por batelada

O processo de imobilizagdo da enzima mais empregado € o por batelada.
Trata-se, normalmente, de um processo com varias etapas de manipulacdo do
suporte contendo a enzima, envolvendo a utilizagdo de mais de um equipamento.
Cada processo de imobilizacdo possui caracteristicas e condi¢cdes proprias para
ser desenvolvido, mas basicamente a imobilizagdo da enzima por batelada
consiste na alimentagdo do reator com as matérias-primas (suporte pré-tratado,
enzima e tampao) mantendo as matérias-primas sob condi¢cdes especificas de
tempo, temperatura e agitagdo mecanica. Posteriormente, retira-se a mistura do
reator, transportando-a a um filtro para separagao do suporte imobilizado do meio
reacional (Dizge et al., 2009; Zhou et al., 2009). Apds a separagao, transporta-se
o suporte imobilizado ao reator onde sao realizadas lavagens para retirada de
proteinas nao fixadas no suporte, finalizando o processo com a filtracdo do
suporte imobilizado para retirada da solugéao de lavagem (Dizge et al., 2009; Zhou
et al., 2009). Contudo, com o passar dos anos, verificou-se que este tipo de

processo podia gerar gasto de mao de obra, perdas de material durante o
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transporte e dificuldade na imobilizagdo de enzimas dentro dos poros do suporte
(Ciftci et al., 2009). Portanto, comegou-se a desenvolver processos que

permitissem demover essas dificuldades.

1.7.2. Processo continuo utilizando reator de leito fixo

O emprego de reatores de leito fixo tem sido o melhor processo e o mais
frequentemente utilizado quando se deseja trabalhar com processos continuos
que visem diminuir as desvantagens detectadas no processo por batelada (Chang
et al., 2007; Halim et al., 2009). A imobilizagdo de enzimas por processo continuo
trata-se de um processo com varias etapas envolvendo, porém, a utilizacdo de
apenas um equipamento. O processo consiste no confinamento do suporte sélido
em um reator formando um leito fixo. O confinamento consiste no empacotamento
das particulas sélidas a fim de formar uma coluna homogénia contendo o suporte.
Posteriormente, na maioria das vezes, através de uma bomba peristaltica,
adiciona-se a amostra contendo a enzima a uma determinada vazao na parte
superior do reator. Essa amostra é entdo “forcada” atravessar o suporte, por
diferenca de pressao exercida através da bomba peristaltica, e sair na parte
inferior do reator. Normalmente, mantém-se recirculando esta amostra dentro do
reator a uma determinada temperatura, vazdo e tempo, a fim de, permitir
suficiente contato da enzima com o suporte. Apos o tempo de recirculagdo, drena-
se 0 meio liquido mantendo o suporte imobilizado confinado dentro do reator.
Para finalizar o processo, realiza-se a lavagem do suporte imobilizado
adicionando a solugdo de lavagem, de maneira similar a adigdo da enzima,

drenando-se esta solucio na parte inferior do reator.
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Este tipo de processo tem demonstrado maiores vantagens para utilizagao
em escala industrial, visto que permite sua reutilizacdo sem necessidade de
prévia separacdo. Trata-se de um processo facil de operar, permite um maior
contato entre a enzima e o suporte, reduzindo o tempo necessario para a
imobilizacdo da enzima e evita possiveis cisalhamentos da enzima causados pela
agitacdo magnética no processo de batelada (Chang et al., 2007; Ciftci et al.,
2009; Halim et al., 2009).

Trata-se, portanto, de um processo rapido, pois além de reduzir o tempo de
reagao, nao necessita de parada para transporte de material entre as etapas do
processo, diminuindo, com isso, a perda de material, gasto com mao-de-obra e
equipamentos sendo, um processo mais econdmico que o de batelada (Chang et

al., 2007; Ciftci et al., 2009; Halim et al., 2009).

1.8. Lipases

Lipases (triacilglicerol acilhidrolase, EC 3.1.1.3) sdo enzimas que podem
tanto catalisar reagbes de hidrélise de ésteres de acidos graxos em mono,
diglicerois e acidos graxos livres em meios contendo agua, como realizar reagdes
de sintese como esterificacdo, transesterificacdo, interesterificagao e aciddlise em
meio com solventes organicos apolares (Figura 9) (Ghamgui et al., 2007; Hara et
al., 2007; Laszlo & Evans, 2007; Ozturk et al., 2007; Reis et al., 2009; Secundo et

al., 2008; Vaidya et al., 2008; Lu et al., 2009; Ozyilmaz, 2009).
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1) Hidrdlise RCOOR'+ HOH = RCOOH +R'OH

2) Sintese

a) Esterificagao RCOOH +R'OH 22 RCOOR' + HOH

b) Interesterificacéo RCOOR' + R"COOR* &= RCOOR* + R"COOR
c) Alcoolise (transesterificacdo) RCOOR™ + R™"OH <= RCOOR™+ R'OH

d) Aciddlise RCOOR' +R"COOH &= RCOOH + R"COOR

Figura 9. Reagoes catalisadas por lipases (Reis et al., 2009).

Desde muitos anos, foi reconhecido que as lipases apresentam infima
atividade quando em solugdes aquosas contendo o substrato (triglicerideos)
dissolvido nesta mistura homogénea (Reis et al., 2009). Porém, esta atividade
adquire grandes proporgdes quando o substrato encontra-se em grande
quantidade no meio aquoso formando agregados micelares ou emulsdes
(interfaces) (Reis et al., 2009).

As lipases exibem um fendbmeno denominado ativagao interfacial, no qual a
ativacdo da enzima ocorre durante o contato com a interface agua-6leo de uma
mistura (Fernandez-Lorente et al., 2007; Mateo et al., 2007; Reis et al., 2009). A
teoria sobre a ativagao interfacial da lipase pode ser suportada pela resolugao da
estrutura cristalina da lipase de fungos e humanos que revelaram que o sitio ativo
é coberto por um loop formado por uma estrutura a-hélice (Figura 10), isto é, o
sitio ativo € coberto por uma “tampa” que o isola do substrato (Reis et al., 2009).

Essa enzima é classificada como serina hidrolases e grande parte das
lipases com sequéncia de aminoacidos conhecida apresenta sua triade catalitica

composta pela serina; histidina; glutamina ou acido aspartico (Figura 10) (Reis et
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al., 2009). Esta serina catalitica € ocluida pela "tampa" oligopeptidica na estrutura
nativa da enzima que impede o0 acesso do substrato ao sitio ativo, em meio
aquoso. A abertura desta “tampa” induz uma reestruturagcdo conformacional da
lipase criando uma regiao eletrofilica (cavidade oxianiénica) em volta do residuo
de serina (Reis et al., 2009). O lado hidrofilico da “tampa” helicoidal, exposto a
mistura em sua estrutura nativa, torna-se parcialmente preso a cavidade polar das
moléculas de agua e, simultaneamente, o lado hidrofébico da “tampa” fica
completamente exposto, aumentando imensamente a superficie ndo polar em
volta do sitio ativo. O mecanismo da catélise da lipase esta ilustrado na Figura 11.
Primeiramente, a serina é ativada por deprotonacdo sendo que para tal a histidina
e 0 acido aspartico sao necessarios (Figura 11a). Consequentemente, a
nucleofilicidade do residuo hidroxil da serina aumenta interagindo com o grupo
carbonil do substrato. Um tetraedro intermediario acil-enzima é formado durante o
estado de transicdo do substrato, sendo o mesmo estabilizado na cavidade
oxianibnica (Figura 11b). Posteriormente, a desacilagdo €& controlada pela
eletronegatividade das moléculas da interface. Neste processo um nucledfilo
interage com composto intermediario proporcionando o desligamento da enzima e

liberacao do produto, regenerando-se o sitio ativo (Figura 11c) (Reis et al., 2009).
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C terminus M tarminus

Figura 10. Estrutura de lipase de Pseudomonas aeruginosa (Jaeger &
Reetz, 1998). A estrutura do tipo B-folha encontra-se representada em vermelho e
a do tipo a-hélice encontra-se representada em azul ou amarelo, a estrutura
representada em amarelo pode formar uma tampa sobre o sitio ativo. Os residuos
do sitio catalitico, S82 (serina), D229 (acido aspartico) e H251 (histidina)

encontram-se indicados.
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Figura 11. Mecanismo de catalise da lipase (Reis et al., 2009).

Lipases podem ser encontradas em animais, vegetais e microrganismos
onde desempenham um papel importante no metabolismo de lipideos (Reis et al.,
2009; Vaidya et al., 2008). Como outras enzimas, as lipases possuem alta
seletividade e especificidade ao substrato, que permite a fabricagdo de produtos
de alto valor agregado. Além disso, as lipases ndo requerem cofatores e
apresentam eficiéncia catalitica, necessitando pouca energia de ativagdo e
condigbes brandas de operacéo (pH e temperatura), o que reduz o consumo de
energia e problemas termoquimicos nos produtos da reagao (Mateo et al., 2007;
Ye et al., 2007; Secundo et al., 2008; Vaidya et al., 2008; Macario et al., 2009;
Miletic et al., 2009). Ademais, a utilizacao das lipases em aplicagdes industriais se
tornou atrativa devido a sua atuagcdo em reagdes de sintese em meio organicos e

na catalise quiral através de reagdes de acil transferéncia a fim de se produzir
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compostos enanteopuros dificeis de serem preparados através de métodos
quimicos convencionais (Hara et al., 2007; Othman et al., 2008; Liu et al., 2009;

Zhou et al., 2009).

1.9. Imobilizacao de lipases

1.9.1. Imobilizacao de lipase por adsorcédo em suporte hidrofébico

A imobilizagcédo da lipase por adsorgéo refere-se a ligar a enzima, via forgas
de ligacao fracas, a um suporte inerte que nao é, preliminarmente, objeto de
derivagbes quimicas (Fernandez-Lorente et al., 2007; Mateo et al., 2007; Ye, et
al., 2007; Dizge et al., 2008; Secundo et al., 2008; Macario et al., 2009).
Utilizando-se um suporte hidrofébico com grande superficie especifica e,
considerando-se a hipotese de que a lipase reconhece a superficie hidrofébica de
forma similar a superficie das particulas do substrato natural, espera-se que a
lipase comece seletivamente a se imobilizar no suporte por ligagdes fracas de
Van der Waals (Fernandez-Lorente et al., 2007; Mateo et al., 2007; Ye, et al.,
2007; Dizge et al., 2008; Secundo et al., 2008). Espera-se que grande parte da
adsorgao seja feita por interagdes hidrofébicas, ndo somente devido ao fato da
enzima ser ativada quando em contato com uma interface hidrofébica, mas
também pela lipase apresentar alto grau de hidrofobicidade em comparagédo com
outras enzimas, quando em contatos com tais interfaces (Fernandez-Lorente et
al., 2007; Mateo et al., 2007; Ye, et al., 2007; Dizge et al., 2008; Secundo et al.,

2008).
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A adsorcao envolve apenas a area hidrofébica em volta do sitio ativo e a
parte interna da "tampa" do mesmo. Com isso, ocorre a exposigao do sitio ativo,
sem seu envolvimento no processo de adsorgdo. A lipase adsorvida se
encontrara na forma ativa, permitindo o acesso do substrato ao seu sitio ativo
(Fernandez-Lorente et al., 2007; Mateo et al., 2007; Ye, et al., 2007; Cabrera et
al., 2009).

Acredita-se que se considerando a hipotese do mecanismo de ativacio
interfacial (mencionada acima), todas as lipases imobilizadas provavelmente se
apresentardao em sua forma ativa, proporcionando um significativo aumento de
atividade em comparagao as mesmas lipases quando em solucdo aquosa, pois
nessa ultima poderdo ser encontradas tanto enzimas em sua forma ativa, como
na forma inativa (Fernandez-Lorente et al., 2007; Mateo et al., 2007). Ademais,
alguns estudos demonstram que a lipase € capaz de se fixar por adsor¢do em
suportes hidrofobicos em condicbes que outras enzimas nao conseguiriam
permitindo um significante aumento na pureza do catalisador diminuindo, com
isso, custos adicionais com a purificagdo da enzima (Fernandez-Lorente et al.,

2007; Mateo et al., 2007; Macario et al., 2009).
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Devido ao exposto acima, para as lipases, dentre os varios tipos de
imobilizacdo que podem ser realizados, a por adsor¢ao tem sido a estratégia mais
popular em aplicagdes de larga escala principalmente para utilizagcdo em meios
contendo solventes orgéanicos (Al-Zuhair et al., 2009). Dentre todos os tipos de
imobilizagdo, a por adsor¢cao é simples, de baixo custo e efetiva, mantendo
inalteradas a especificidade e seletividade da enzima na reagao (Ghamgui et al.,
2007; Ozturk et al., 2007; Ye, et al., 2007; Cabrera et al., 2009). A imobilizagcao
por adsorcao permite ainda que o suporte possa ser reutilizado no processo. A
menor forca de interagcao entre a enzima e o suporte possibilita que, com a perda
de atividade do biocatalisador, seja possivel desadsorver a enzima inativa e
utilizar o suporte para uma nova imobilizagdo, reduzindo, com isso, o preco final
do biocatalisador, bem como, a geragao de residuos (Ozturk et al., 2007).

Porém, este tipo de imobilizagcdo funciona melhor em meio apolar. A
imobilizacdo da lipase por adsorgcédo cria um ambiente altamente hidrofébico em
volta do sitio ativo da enzima, impedindo a proximidade do substrato hidrofilico a
esse sitio ativo, impedindo sua atuagao (Fernandez-Lorente et al., 2007; Mateo et

al., 2007).

1.10. Aplicacao de lipases livres e imobilizadas na industria

O interesse na producdo de lipases microbianas tem crescido nas ultimas
décadas devido ao seu largo potencial em aplicagdes industriais (Hasan et al.,
2005; Mateo et al., 2007; Ye et al.,, 2007; Secundo et al., 2008; Vaidya et al.,
2008; Macario et al., 2009; Ozyilmaz, 2009). Como cada aplicagdo requer uma
propriedade uUnica da enzima com respeito a especificidade, estabilidade,

dependéncia de temperatura e pH, a selecdo de microrganismos com atividade
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lipolitica pode facilitar a descoberta de novas lipases aumentando, com isso, o
numero de aplicagdes.

Seguida pelas proteases e carbohidrases, as lipases sao consideradas o
terceiro maior grupo baseado no total de volume de vendas. O uso comercial de
lipase totaliza um valor de US$ 1 bilhdo e engloba uma variedade de aplicagdes
(Hasan et al., 2005). A maioria destas enzimas comercializadas € de origem
microbiana e produzidas por fermentagao aerdbica submersa o que permite um
fino controle das condicbes de crescimento quando comparada com o estado
sélido (Hasan et al., 2005). As lipases vém recebendo maior atengdo nestes
ultimos anos por atuar em condigdes amenas de reacao, ser altamente estaveis
na presengca de solventes organicos, e comumente demonstra alta régio- e
esteroespecificidade (Hasan et al., 2005; Mateo et al.,, 2007; Ye et al., 2007;
Secundo et al., 2008; Vaidya et al., 2008; Macario et al., 2009; Miletic et al.,
2009).

Além disso, muitos processos industriais baseados na utilizagao de lipases
como catalisadores vém sendo estabelecidos (Tabela 2) (Ozyilmaz, 2009). A
exploracéo das lipases na modificagdo de gorduras e 6leos em meios organicos
permitiu que matérias-primas de baixo custo fossem transformadas em valiosos

produtos (Hasan et al., 2005; Ozyilmaz, 2009).
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Tabela 2. Principais aplicagoes das lipases na industria.

Segmento Industrial

Aplicacdo das Lipases

Detergentes

Combustiveis

Laticinios

Padarias

Bebidas

Molhos para alimentos

Alimentos saudaveis

Carne e peixes

Industrias de gorduras e
Oleos

Quimicos e farmacéutico

Cosméticos
Couro

Papel

Limpeza

Utilizada na hidrdlise de gorduras para remogao de
manchas de 6leos em tecidos

Producdo de biocombustiveis biodegradaveis, nao
toxicos e nao poluentes (exemplo — biodiesel)
através da transesterificacdo de matérias-primas
renovaveis como 6leo vegetal e gordura animal

Atua na hidrdlise da gordura do leite, maturagao do
queijo e modificacdo da gordura da manteiga para o
desenvolvimento de agentes aromatizantes

Promove a melhora do sabor e da qualidade e
prolongagao do tempo de prateleira

Atua na melhora do aroma em bebidas

Proporciona um aumento da qualidade de
maioneses, molhos e cremes

Modificam o tipo de ésteres presentes nos
alimentos através de transesterificacédo, tornando-os
mais saudaveis

Atuam no desenvolvimento de aroma e remoc¢ao de
gorduras

Promovem a hidrdlise ou transesterificacdo de
ésteres na producédo de manteiga de cacau,
margarina, acidos graxos, glicerol, monoglicerideos
e diglicerideos

Atua enantioseletivamente promovendo a sintese
de compostos quirais puros

Sintese de emulsificantes e hidratantes
Desengordurante da pele dos animais

Sua atuacgao proporciona a fabricagdo de um papel
de melhor qualidade

Remocgao de gorduras
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1.11. Aplicacao de lipases imobilizadas na producao de biodiesel

A American Society for Testing and Materials (ASTM) define o biodiesel
como um monoalquil éster de acidos graxos de cadeias longas derivados de uma
fonte lipidica renovavel como oOleo vegetal e gordura animal
(www.biodiesel.gov.br; Arzamendi et al., 2007; Yagiz et al., 2007; Yang et al.,
2007; Hernandez-Martin & Otero, 2008; Ranganathan et al., 2008).

Este monoalquil éster pode ser obtido de dleos vegetais como soja, palma,
canola, dendé, amendoim, milho, girassol, algod&o, pinhdo manso, mamona, ou
outras fontes de triglicerideos, tais como, gordura animal, O6leo residual
proveniente de restaurantes e ambientes domésticos e de 6leos produzidos por
microrganismos como algas e fungos (Parente, 2003; Chisti, 2008; Ranganathan
et al., 2008; Zhu et al., 2008). Estas fontes de triglicerideo juntamente com alcoois
de cadeia curta e catalisadores, formam como produto o glicerol e uma mistura de
ésteres (biodiesel) que apresenta as mesmas caracteristicas fisico-quimicas que
o diesel mineral com a vantagem de ser ecologicamente correto (Figura 12)

(Bouaid et al., 2009).
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Cadeia Negocios Agricolas

Figura 12: Esquema de uma cadeia de producdo de biodiesel
(www.biodiesel.gov.br). Oleo bruto obtido através do plantio de oleaginosas é
adquirido pela planta de biodiesel que juntamente com alcool (metanol ou etanol)
e catalisadores formam, através da reacao de transesterificacdo, uma mistura de
ésteres (biodiesel) que pura (B100) ou misturada ao diesel de petroleo (Bn) pode

ser utilizado em motores a ciclo diesel.

Porém, antes da utilizagdo do biodiesel obtido pelo processo mencionado
acima, tentou-se a utilizacao direta de 6leos vegetais como combustivel (Parente,
2003; Ranganathan et al., 2008). Estes eram misturados no diesel de petréleo em
uma determinada propor¢ao. No entanto, quando testados em motores a diesel
se mostraram estaveis apenas por um curto intervalo de tempo. Isto se deve ao
fato de que as altas viscosidades dos triglicerideos, juntamente com seu alto teor

acido e liberacado de acidos graxos propiciavam, em longo prazo, a formacéao de
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gomas, desgaste do motor e entupimento dos bicos injetores tornando seu uso
insatisfatorio e impraticavel (Parente, 2003; Ranganathan et al., 2008).

A partir do momento em que os triglicerideos comegaram a ser
processados a fim de diminuir a viscosidade e melhorar outras propriedades
necessarias, se tornaram similar ao diesel, podendo ser utilizado diretamente em
motores a ciclo diesel disponiveis no mercado (Parente, 2003; Ranganathan et
al., 2008; Liang et al., 2009).

Atualmente, este biocombustivel pode ser adicionado como aditivo ou
substituir completamente o diesel em motores do ciclo diesel, além de apresentar
uma série de vantagens sécio-econdmicas e ambientais em relagdo ao diesel de
petréleo, que justificam a sua produgao e comercializagdo (www.biodiesel.gov.br,
Arzamendi et al., 2007; Yagiz et al., 2007; Yang et al., 2007; Hernandez-Martin &
Otero, 2008; Ranganathan et al., 2008).

As vantagens do biodiesel consistem em: a) ser uma energia limpa e
renovavel sendo que, no Brasil, ha muitas terras cultivaveis que podem produzir
uma enorme variedade de oleaginosas, principalmente nos solos menos
produtivos, com um baixo custo de producdo; b) ser constituido de carbono
neutro, pois as plantas capturam todo o CO, emitido pela queima do biodiesel e
separam-no em carbono e oxigénio, neutralizando suas emissdes; c) contribuir
para a geragdao de empregos no setor primario, que no Brasil é de suma
importancia para o desenvolvimento social. Fixando o trabalhador no campo,
reduz-se o inchago das grandes cidades favorecendo o ciclo da economia auto-
sustentavel essencial para a autonomia do pais; d) a maior parte dos veiculos da
industria de transporte e da agricultura usa atualmente o diesel; e) proporcionar

ganho ambiental para todo o planeta, pois colabora para diminuir a poluigdo e o
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efeito estufa, devido a menor ou ausente emissdo de sulfurosos, hidrocarbonetos
e monoxido de carbono em comparagado aos combustiveis derivados do petrdleo;
f) reduzir a exportacao de divisas e permitir a redugao de custo desse insumo; g)
viabilizar a sua utilizacdo direta nos motores a ciclo diesel, ndo necessitando
adaptagcao em caminhdes, tratores ou maquinas (Bouaid et al., 2007; Yagiz et al.,
2007; Yang et al., 2007; Ranganathan et al., 2008; Bouaid et al., 2009; Smith et
al., 2009).

No Brasil, foi criado o Programa Nacional de Producéo e Uso do Biodiesel
(PNPB) e cujo principal objetivo é garantir a viabilidade econémica da produg¢ao
de biodiesel, realizar inclusdo social e desenvolvimento regional. Em 13 de
janeiro de 2005 foi publicada a Lei 11.097, que dispde sobre a introdugdo do
biodiesel na matriz energética brasileira, altera Leis afins e da outras providéncias
(www.biodiesel.gov.br).

Nesta lei fica introduzido o biodiesel na matriz energética brasileira, sendo
fixado em 5 % (cinco por cento), em volume, o percentual minimo obrigatorio de
adicdo de biodiesel ao o6leo diesel comercializado ao consumidor final, em
qualquer parte do territério nacional. O prazo para aplicagao do disposto no caput
deste artigo € de oito anos ap6s a publicagdo desta Lei, sendo de trés anos o
periodo, apds essa publicagdo, para se utilizar um percentual minimo obrigatério
intermediario de 2 %, em volume (www.biodiesel.gov.br). Fica instituida a Agéncia
Nacional de Petréleo (ANP), entidade integrante da Administracdo Federal
Indireta, como 6rgao regulador da industria do petrdleo, gas natural, seus
derivados e biocombustiveis, vinculada ao Ministério de Minas e Energia

(www.biodiesel.gov.br).
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Devido a grande biodiversidade, diversidade climatica e condi¢gdes do solo,
o Brasil possui grandes fontes de 6leo vegetal como 6leo de soja, de algodao, de
palma, coco, canola, dendé, mamona, pinhdo manso e outros. Indubitavelmente,
pelo fato do Brasil ser, atualmente, o segundo maior produtor mundial de soja e
ter uma industria de processamento dessa oleaginosa muito bem desenvolvida,
esta fonte de 6leo ocupou uma posicdo proeminente no desenvolvimento do

Biodiesel (Parente, 2003; Pousa et al., 2007).

1.12. Mercado de biodiesel no Brasil

O atual consumo de diesel no Brasil € de aproximadamente 43 bilhdes de
litros por ano (ANP, 2008), com isso, o mercado de biodiesel considerando a
mistura de 3 % de biodiesel ao diesel obrigatério a partir de Julho de 2008,
segundo resolu¢do ANP n°® 7 de Margo de 2008 é de 1,3 bilhdes de litros tendo
um mercado estimado até 2013 de 2,5 bilhdes de litros ano (www.anp.gov.br).

Quanto a producgédo de biodiesel (B100), em 2006 foram produzidos 69
milhdées de litros do biocombustivel, aumentando para 402 milhdes de litros em
2007 e 920 milhdes de litros em 2008 (www.anp.gov.br).

Os custos da producao de biodiesel dependem da matéria-prima utilizada
(6leo de soja, dendé, mamona, algodao, girasol) e da regidao do pais onde ocorre
a producao do biocombustivel (Figura 13). O pre¢co negociado no ultimo leildo de

biodiesel, em 2009, foi de R$ 2,40 (www.biodieselbr.com).
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C;usto do Biodiesel
Oleo de soja: US$ 0,575/L
Oleo de dendé&: US$ 0,607/L

Custo do Biodiesel

Oleo de soja: US$ 0,824/L
Oleo de mamona: US$ 0,782/L
Oleo de algod&o: US$ 0,351/L

Custo do Biodiesel
Oleo de soja: US$ 0,435/L
Oleo de girasol: US$
0,510/L

Oleo de algodso: US$
0,481/L

Custo do Biodiesel

Oleo de soja: US$ 0,615/L
Oleo de mamona: US$ 0,794/L
Oleo de girasol: US$ 0,757/L

Custo do Biodiesel
Oleo de soja: US$ 0,881/L
Oleo de girasol: US$ 0,813/L

Figura 13: Estimativa de custo de produgdo do biodiesel por regiao

em US$/ L (Pousa et al., 2007).

1.13. Produgéo do biodiesel por transesterificagao.

A transesterificagao requer 3 mol de alcool para cada mol de triglicerideo,
produzindo 1 mol de glicerol e 3 mol de ésteres de acidos graxos, sendo que, por
se tratar de um equilibrio quimico, industrialmente o alcool é utilizado em
excesso, na quantidade de 6 mol para 1 mol de triglicerideo. O catalisador mais
utilizado industrialmente trata-se de uma base (hidroxido de potassio ou de
sodio), usado na concentracado de 1 % por peso de d6leo (Yazdani & Gonzalez,
2007; Easterling et al., 2008, Han et al., 2009). O processo de transesterificagdo

pode ainda ser realizado sem catalisadores onde o alcool encontra-se em estado
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supercritico (Wen et al., 2009). O glicerol resultante do processo € denominado
glicerol bruto e contém uma mistura de alcool, agua, sais inorganicos e ésteres,
entre outros (Yazdani & Gonzalez, 2007; Easterling et al., 2008).

Apos o término da reacédo o produto de alta viscosidade que € o glicerol &
entao retirado. A maior parte do catalisador se mistura ao glicerol, sendo retirado
com o mesmo. Parte do glicerol, catalisador, 4&lcool, sabdo e outros
contaminantes permanecem na mistura de alcool-ésteres sendo necessaria a
realizagdo de lavagens desta mistura para purificagdo do biocombustivel (Briggs

& Pearson, 2005, Ranganathan et al., 2008; Wen et al., 2009).

PROCESSO EM ESCALA INDUSTRIAL

De todos os processos mencionados neste trabalho, o unico utilizado para a
producao do biodiesel em escala industrial € o que se utiliza da catalise alcalina
(Soriano et al., 2009; Vyas et al.,, 2009). Até o momento, foi 0 método que se
mostrou com menor custo e mais eficiente. No entanto, os problemas gerados
pela catalise alcalina tais como: (i) elevado consumo energético; (ii) necessidade
de remogao de sais inorganicos provenientes da neutralizagdo desses
catalisadores; (iii) dificuldade na remocgéao do glicerol, pois 0 sabao diminui a
tensdo superficial na interface biodiesel e glicerol; (iv) formacdo de sabdo na
catélise basica devido a quebra inespecifica do triglicerideo resultando na
liberagdo de acidos graxos livres, 0s quais em conjunto com a agua e catalisados
pelas bases KOH ou NaOH reagem formando sab&o, bem como a (v) reagao
incompleta do triglicerideo deixando diglicerideos e monoglicerideos sem reagir
permitindo a formacado de sdlidos brancos quando o combustivel encontra-se a

temperatura ambiente; (vi) os catalisadores alcalinos utilizados sdo extremamente
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agressivos ao meio ambiente, bem como, aos seres humanos devendo-se tomar
uma seérie de precaucdes na sua utilizagdo, assim como realizar o tratamento
deste efluente para descarte, vém preocupando (Arzamendi et al., 2007; Yagiz et
al., 2007; Ranganathan et al., 2008; Liang et al., 2009, Soriano et al., 2009; Vyas
et al., 2009).

A fim de demover as desvantagens ocasionadas pelo uso de catalisadores
quimicos na produgao de biodiesel, catalisadores bioldgicos vem sendo testados
(Ranganathan et al., 2008). Mais recentemente foram analisadas lipases como
catalisadores na transesterificacdo. A utilizacdo da enzima lipase como
catalisador, proporcionou altos rendimentos em baixas temperaturas de reacgao,
alta especificidade na reagdo, aumentando o grau de pureza do produto final;
economia no custo com tratamento de efluentes e reducdo no consumo de
energia (Yagiz et al., 2007; Hernandez-Martin & Otero, 2008; Secundo et al.,
2008). Porém, o alto preco desses catalisadores dificulta a sua utilizagdo na
industria.

Na Figura 14 segue um esquema de uma operagao de produgdo de
biodiesel por transesterificacdo a partir da catalise alcalina e enzimatica

heterogénea.
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A > TRANSESTERIFICACAO [——»

CATALISADOR ALCALINO
+ ALCOOL
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FASE SUPERIOR
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BIODIESEL < -
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BIODIESEL GLICEROL
Figura 14: Etapas do processo de produgao de biodiesel por

transesterificagao (Ranganathan et al., 2008). (A) producédo de biodiesel por

catdlise alcalina; (B) producao de biodiesel por catalise enzimatica heterogénea.
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Pode-se observar na Figura 14 a diminuicdo de etapas do processo de
producao do biodiesel quando se utiliza da catédlise enzimatica heterogénea. Com
isso a solugao pode consistir na utilizacdo de lipase imobilizada como catalisador
heterogéneo eliminando a desvantagem do processo alcalino, proporcionando
alta especificidade na reagao, aumentando o grau de pureza do produto final com
menos ou nenhuma etapa de purificagdo do biocombustivel; economia no custo
com tratamento de efluentes; redugcao no consumo de energia; facil recuperagao
do catalisador enzimatico; e possibilidade de sua reutilizagdo no processo (Yagiz
et al., 2007; Hernandez-Martin & Otero, 2008; Secundo et al., 2008; Lu et al.,
2009). No entanto, o processo ainda nao foi implementado industrialmente devido
a alguns problemas, tais como inibicdo da enzima na presenca de metanol e
etanol, redug¢do na atividade enzimatica com o tempo e alto custo (Ranganathan
et al., 2008; Guan et al., 2009). Para tanto, a sele¢cdo de novos microrganismos
produtores de lipase e enzimas mais resistentes a acao de alcodis se tornam
eminentes a fim de conseguir contribuir ao esforgco geral da implementacéo da

catalise enzimatica em escala industrial.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Imobilizar a lipase da levedura Pseudozyma hubeiensis (HB85A) em suporte

so6lido por processo continuo e caracterizar a lipase imobilizada comparando com

a lipase livre.

2.2. Objetivos especificos

Produzir lipase em reator de 14 L;

Caracterizar a lipase produzida (pH e temperatura 6timos, estabilidade a
temperatura, pH e solventes organicos, efeito de compostos quimicos,
detergentes);

Otimizar o processo de imobilizacdo da lipase da levedura selecionada
(tempo e pH de imobilizagdo e quantidade de enzima livre por g de
suporte);

Caracterizar a lipase imobilizada (pH e temperatura 6timos, estabilidade a
temperatura, pH e solventes organicos, efeito de compostos quimicos,
detergentes);

Verificagdo do tempo maximo de reutilizacdo da enzima imobilizada em
reacdes de hidrdlise;

Determinar tempo de estocagem da lipase livre e imobilizada a 4 C;
Produzir biodiesel em escala de laboratério utilizando-se como fontes de
triglicerideo o 6leo de soja, 6leo de mamona, gordura bovina e dleo
residual de restaurante e como fontes de alcool o metanol, iso-propanol e

etanol;



-54 -

e Verificar a producéo de biodiesel em escala de laborat6rio utilizando-se a

lipase imobilizada e livre como catalisador em diferentes temperaturas.
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Abstract

The production of lipase by twenty-nine yeasts isolated from the phylloplane
of Hibiscus rosa-sinensis was evaluated. The highest lipase producers were
Pseudozyma hubeiensis HB85A, Debaryomyces occidentalis-like HB83 and
Cryptococcus sp. HB80. P. hubeiensis HB85A batch fermentations were carried
out in a bioreactor and lipase production improved 3.2-fold as compared to flask
submerged cultures. The production process was significantly reduced from 48 h
(in flasks) to 18 h (in the bioreactor). The better hydrolytic activity was achieved
with C16 p-nitrophenyl ester. Maximal activity was observed at pH 7.0, the
optimum temperature was 50 °C at pH 7.0 and the enzyme was stable at 30 °C
and 40 °C. The lipolytic activity was stimulated by Mg®*, K" and Ba*" salts and
EDTA and slightly inhibited by Ca®* salts. Non-ionic detergents such 