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Resumo

Procedeu-se a imobilizacdo da cutinase recombinante de Escherichia coli (provenientes de
diferentes lotes M3, J1 e J2) por adsor¢cdo em suportes hidrofobicos (Amberlite XAD-2, XAD-
4, XAD-7, XAD-1180, Chauny XAD-16 e DIAION HP20), suportes inorganicos (zeodlitos NaA,
NaX, CaA, NaY e alumina), suportes idnicos (Dowex 50W-X8, AG 50W-X8, AG 50W-X2,
Amberlite IRC 50, IRA-400, IRA-458) e por ligagdo covalente (nos suportes comerciais
metacrilato de epodxi butilo, metacrilato de epdxi e metacrilato de amina). O sobrenadante
enzimatico em contato com os suportes foi caraterizado a nivel da atividade estereolitica (p-
NPB) e proteina total (método de bradford). Estudou-se a capacidade de esterificacdo da
cutinase imobilizada nos diferentes suportes na sintese do laureato de propilo e do caproato
de hexilo. Por ultimo, foi estudada a reagéo de transesterificagcdo para a producéo do biodiesel
utilizando suportes selecionados a partir dos estudos anteriores.

Os suportes hidrofobicos (Amberlite XAD-7 e Amberlite XAD-1180), suporte inorganico
(alumina), suportes idnicos com ajuste de pH (Dowex 50W-X8, AG 50W-X8 e AG 50W-X2) e
suportes por ligacdo covalente (metacrilato de epoxi butilo) apresentaram uma diminuicéo
mais acentuada dos valores de atividade no sobrenadante e na proteina presente, o que
representa maior quantidade de enzima imobilizada nos respectivos suportes. A cutinase (M3)
imobilizada no suporte inorgénico alumina apresentou a melhor conversao (63%) na reacao
de sintese de caproato de hexil em comparagcédo com os suportes hidrofobicos e ibnicos, mas
menor do que Cal B (89%). Com os estudos da enzima imobilizada (M3 Concentrada) na
alumina pré-equilibrada com a atividade de agua a 0,97, pode-se concluir que sem a adi¢éo
de agua no inicio da reacgdo de sintese do caproato de hexilo esta apresenta uma conversao
de 83,3%. A cutinase (J2) imobilizada no suporte covalente metacrilato de epdxi butilo
apresentou um grau de conversao (cerca de 90%) constante ao fim de 29 reutilizagbes. Na
sintese do biodiesel, a partir da transesterificacdo do trioleina e metanol, a Cal B apresentou
sintese de alguns ésteres e monoglicerideos com a adi¢éo estereoquimica de metanol por 3
vezes ao longo do tempo da reagdo em relacao a adicdo de metanol todo no inicio da reacao.
No entanto, a CAL B nao realiza transesterificagdo com butanol e etanol adicionados no inicio
da reacdo. Em oposicao, a cutinase do lote J2 imobilizada por ligacdo covalente no suporte
metacrilato de epoxi butilo mostra capacidade de-sintese de alguns ésteres e monoglicerideos
guando a reacdao é feita com a adicao de etanol no inicio da reacdo e sem adi¢cdo de agua no
inicio da reagéo.

PALAVRAS-CHAVE: Cutinase, imobilizacdo de enzimas, transesterificacdo, esterificacdo,
biodiesel
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Abstract

Recombinant cutinase from Escherichia coli (from diferent batches M3, J1 and J2) was
immobilized on hydrophobic supports (Amberlite XAD-2, XAD-4, XAD-7, XAD-1180, Chauny
XAD-16 and DIAION HP20), inorganic supports (zeolites NaA, CaA, NaY, NaX and alumina),
ionic supports (Dowex 50W-X8, AG 50W-X8, AG 50W-X2, Amberlite IRC 50, IRA-400, IRA-
458) and throught covalent binding (on commercial supports epoxy/butyl methacrylate, epoxy
metacrylate and amino methacrylate). The supernatant enzyme in contact with the supports
was characterized by stereolytic activity (p-NPB) and total protein (bradford method). The
esterification ability of immobilized cutinase on the different supports in the synthesis of propyl
laureate and hexyl caproate was studied. At last, the transesterification reaction for biodiesel
production was studied using selected supports from previous studies.

The hydrophobic supports (Amberlite XAD-7 and Amberlite XAD-1180), inorganic support
(alumina), ionic supports with pH adjustment (Dowex 50W-X8, AG 50W-X8 and AG 50W-X2)
and covalent binding supports (epoxy/butyl methacrylate) showed a more visible decrease in
activity and protein values, which represents a greater amount of enzyme immobilized in the
respective supports. Immobilized cutinase (M3) on inorganic support alumina showed the best
conversion (63%) of hexyl caproate in esterification reaction compared to hydrophobic and
ionic supports, but less than Cal B (89%). With the studies of immobilized enzyme (M3
concentrated) in alumina pre equilibrated with water activity at 0.97, it can be concluded that
without the adition of water at the beginning of the synthesis reaction of hexyl caproate has a
conversion of 83.3%. The cutinase (J2) immobilized on the covalent epoxy/butyl methacrylate
support presented a constant degree of conversion (around 90%) at the end of 29 reuses.In
the synthesis of biodiesel from the transterification of triolein and methanol, Cal B synthesized
some esters and monoglycerides with the stereochemical addition of methanol 3 times during
the reaction time in relation to the addition of all the methanol at the beginning of the reaction.
However, CAL B does not transesterify with butanol and ethanol added at the start of the
reaction. In contrast, cutinase from batch J2 immobilized by covalent binding on the
epoxy/butyl methacrylate support shows the ability to synthesize some esters and
monoglycerides when the reaction is carried out with the addition of ethanol at the beginning
of the reaction and without the addition of water at the beginning of the reaction.

KEYWORDS: Cutinase, supports, enzyme immobilization, transesterification, esterification,
biodiesel
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epOxi butilo (1 g), em orbital e & temperatura ambiente. Suporte contata por 3 ou 4 vezes com
respetivos volumes de enzima e tempos de imobilizagédo

Tabela 4.15 - Determinacdo da conversao de acido laurico ndo consumido durante 15
minutos, 1 e 21 horas a 50°C, e 200 rpm nas reacdes catalisadas pela enzima adsorvida nos
suportes hidrofébicos (= 10 mg), Cal B (= 5 mg) e Cutinase wild-type Pura (= 5 mg)

Tabela 4.16 - Determinacédo da conversao de acido laurico durante 15 minutos, 1 e 21 horas
a 50°C, e 200 rpm nas reac¢0fes catalisadas pela enzima adsorvida em suportes inorganicos
(= 10 mg), Cal B (= 5 mg) e Cutinase Pura (= 5 mg)

Tabela 4.17 - Determinagéo da conversao de acido laurico durante 1 hora a 50°C, e 200 rpm
nas reacgOes catalisadas pela enzima (cutinase M3) adsorvida nos suportes idnicos (= 10 mg),
Lipase B (= 5 mg) e Cutinase wild-type pura (= 5 mg)

Tabela 4.18 - Determinagéo da conversao de &cido laurico durante 1 hora a 50°C, e 200 rpm
nas reagdes catalisadas pela Lipase B (= 5 mg) com diferentes teores de agua
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Tabela 4.19 - Determinacdo da conversdo de &cido capréico durante 1 hora, a 30°C e 200
rpm nas reacoes catalisadas pela enzima adsorvida nos suportes iénicos (= 100 mg), com
ajuste de pH

Tabela 4.20 - Determinacdo da conversdo de &cido capréico durante 1 hora, a 30°C e 200
rpm nas reacdes catalisadas pela enzima adsorvida nos suportes hidrofébicos e inorgénicos
(=100 mg)

Tabela 4.21 - Determinacdo da conversédo de acido caproéico ndo consumido durante 1 hora,
a temperatura ambiente (25°C) e 200 rpm nas reacoes catalisadas pela enzima adsorvida nos
suportes hidrofobicos e inorganicos (= 100 mg)

Tabela 4.22 - Determinacao da quantidade de acido capréico ndo consumido 1, 12 e 24 horas,
a 30°C e 200 rpm nas reag0fes catalisadas pela enzima adsorvida na Amberlite XAD-1180 e
Alumina (= 100 mg) e Cal B (= 5 mg)

Tabela 4.23 - Determinacdo da conversao de &cido capréico durante 1 hora, a 30°C e 200
rpm nas reacgdes catalisadas pela enzima adsorvida na Alumina (= 100 mg) com diferentes
volumes de enzima cutinase (M3) adsorvida

Tabela 4.24 - Determinacao da quantidade de &cido caproico ndo consumido durante 21 hora,
a 30°C e 200 rpm nas reacgOes catalisadas pela enzima imobilizada na Alumina (= 100 mg)
com diferentes volumes de enzima cutinase (M3) adsorvida

Tabela 4.25 - Determinacdo da conversao de &cido capréico durante 1 hora, a 30°C e 200
rpm nas reacgdes catalisadas pela enzima adsorvida com atividade de agua (AW) igual a 0,97
na Alumina (= 100 mg)

Tabela 4.26 - Determinacao da conversdo de acido caproéico durante 12 hora, a 30°C e 200
rpm nas reacdes catalisadas pela enzima imobilizada com atividade de agua (AW) igual a
0,97 na Alumina (= 100 mg)

Tabela 4.27 - Determinacdo da converséao de acido capréico ndo consumido durante 3, 5, 24
e 26 horas, a 30°C e 200 rpm nas reag0es catalisadas pela enzima adsorvida com atividade
de agua (AW) igual a 0,97 na Alumina (= 100 mq)

Tabela 4.28 - Determinacgéo da converséo de acido capréico ndo consumido durante 1, 3, 5,
20, 22, 24 e 26 horas, a 30°C e 200 rpm nas reacdes catalisadas pela enzima adsorvida com
atividade de agua (AW) igual a 0,97 na Alumina (= 100 mg)

Tabela 4.29 - Determinacao da quantidade de acido capréico ndo consumido durante 1 hora
a 30°C, e 200 rpm nas reacdes catalisadas pela Cal B (= 5 mg) com diferentes teores de 4gua

Tabela 4.30 — Resultados da sintese de biodiesel com 0,95 g de trioleina, 142,5 pl de metanol
(1/3 adicionado a cada 4 horas) e 42,5 pl de agua. Legenda + : presenca de ésteres, ++ :
presenca de muitos ésteres, +/- : apresenta alguns ésteres e monoglicerideos, - : ndo
apresenta vestigios de monoglicerideos ou ésteres. Cromatogramas em anexo
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Tabela 4.31 - Resultados da sintese de biodiesel com 0,95 g de trioleina, 142,5 pl de metanol
(1/3 adicionado a cada 4 horas) sem agua inicial. Legenda + : presenca de ésteres, ++ :
presenca de muitos ésteres, +/- : apresenta alguns ésteres e monoglicerideos, - : néo
apresenta vestigios de monoglicerideos ou ésteres. Cromatogramas em anexo

Tabela 4.32 - Resultados da sintese de biodiesel com 0,95 g de trioleina, 142,5 ul de metanol
e 42,5 pl de agua. Legenda + : presenca de ésteres, ++ : presenca de muitos ésteres, +/- :
apresenta alguns ésteres e monoglicerideos, - : ndo apresenta vestigios de monoglicerideos
ou ésteres. Cromatogramas em anexo

Tabela 4.33 - Resultados da sintese de biodiesel com 0,95 g de trioleina, 142,5 pl de metanol
e sem 4gua. Legenda + : presenca de ésteres, ++ : presenc¢a de muitos ésteres, +/- : apresenta
alguns ésteres e monoglicerideos, - : ndo apresenta vestigios de monoglicerideos ou ésteres.
Cromatogramas em anexo

Tabela 4.34 - Resultados da sintese de biodiesel com 0,95 g de trioleina, 142,5 pl de butanol
e 42,5 pl de agua. Legenda + : presenca de ésteres, ++ : presenca de muitos ésteres, +/- :
apresenta alguns ésteres e monoglicerideos, - : ndo apresenta vestigios de monoglicerideos
ou ésteres. Cromatogramas em anexo

Tabela 4.35 - Resultados da sintese de biodiesel com 0,95 g de trioleina, 142,5 ul de metanol
e sem agua. Legenda + : presenca de ésteres, ++ : presenca de muitos ésteres, +/- : apresenta
alguns ésteres e monoglicerideos, - : ndo apresenta vestigios de monoglicerideos ou ésteres.
Cromatogramas em anexo

Tabela 4.36 - Resultados da sintese de biodiesel com 0,95 g de trioleina, 142,5 pl de metanol
e 42,5 pl de agua. Legenda + : presenca de ésteres, ++ : presenca de muitos ésteres, +/- :
apresenta alguns ésteres e monoglicerideos, - : ndo apresenta vestigios de monoglicerideos
ou ésteres. Cromatogramas em anexo

Tabela 4.37 - Resultados da sintese de biodiesel com 0,95 g de trioleina, 142,5 pl de metanol
e sem 4gua. Legenda + : presenca de ésteres, ++ : presenc¢a de muitos ésteres, +/- : apresenta
alguns ésteres e monoglicerideos, - : nao apresenta vestigios de monoglicerideos ou ésteres.
Cromatogramas em anexo
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1. Introducéo

A imobilizacdo de enzimas em suportes sélidos possui vantagens em processos cataliticos
em meios convencionais e nao-convencionais, revelando-se mais vantajosa neste ultimo.
Fatores fisicos e quimicos dos suportes e o préprio método de imobilizacao tem sido cada vez
mais objeto de estudo, uma vez que estes influenciam a atividade e a estabilidade da enzima
imobilizada.

Este trabalho tem como objetivo geral a utilizacdo de suportes sélidos para a imobilizacao da
enzima cutinase, biossintetizada por uma nova estirpe recombinante de Escherichia coli,
estudando-se assim a sua capacidade de realizar eficientemente reacfes de esterificacdo e
transesterificagdo, neste Ultimo caso, na sintese de biodiesel.

Neste trabalho, as reacbes de esterificacdo efetuadas tiveram como objetivo verificar a
capacidade da cutinase livre e imobilizada em diferentes suportes de sintetizar ésteres
utilizando como reagentes os acidos gordos (laurico e caprdico) e alcoois (propanol e
hexanol), de forma a selcionar os melhores suportes e método de imobilizacao para posterior
utilizacdo na producao de biodiesel.

Os objetivos especificos foram:

- Imobilizacdo por adsor¢do da cutinase em varios suportes com diferentes propriedades
superficiais, tais como, hidrofdbicos, idnicos, inorganicos e por ligagdo covalente.

- Estudar as condi¢cdes 6timas de adsorcdo e imobilizacdo da cutinase: quantidade de
catalisador, teor de 4gua, pH, temperatura e concentragfes dos reagentes.

- Determinacdo da capacidade de esterificacdo dos diferentes suportes com cutinase
imobilizada.

- Avaliar a estabilidade da enzima, por estudos de reutilizacdo em reacdes de esterificagao.

- Avaliar a capacidade de alguns biocatalalizadores selecionados na sintese de biodiesel.
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2. Revisao Bibliografica

2.1. Biocatalise

Os biocatalisadores (catalisadores de origem biolégica) realizam
modificagbes/transformacdes especificas da estrutura molecular de substancias, para tal,
temos enzimas e células livres ou imobilizadas que apresentam propriedades cataliticas [1,
2]. A biocatéalise pode ser efetuada em meio aquoso ou meio organico.

Em meio aquoso, as enzimas possuem a capacidade de catalisar reacdes em condicdes
moderadas de temperatura e de pressao, reduzindo e minimizando assim a possibilidade de
danos em substratos e/ou produtos, e excessivos gastos energéticos [3].

Em meio orgénico, podem ser mais eficientemente realizadas reagdes devido a restricdes
cinéticas ou termodindmicas que ndo sdo possiveis em meio aquoso. As enzimas em meio
organico apresentam maior estabilidade e devido a insolubilidade neste meio podem ser mais
facilmente recuperadas, e reutilizadas [4].

2.1.1. Catalise Enzimética

As enzimas sao catalisadores biolégicos de natureza proteica, que devido a sua elevada
eficiéncia catalitica e especificidade em condi¢cdes operatdrias suaves, pressado atmosférica,
temperatura ambiente e pH proximo do neutro, faz com que tenham inUmeras aplicac¢des [5].

Por isso, as enzimas tém sido utilizadas para a transformacéo e obtencédo de novas classes
de reagentes, acUcares, precursores quirais, metabolitos e componentes alimentares [6].

2.1.2. Importancia da agua em catdlise enzimatica

As enzimas sdo biomoléculas anfipaticas, isto é, possuem regides superficiais polares
(hidrofilicas) e nédo-polares (hidrofébicas), que mantém as suas conformacgfes estruturais
através de interacdes intramoleculares entre cadeias laterais dos constituintes dos
amino&cidos. Em meio aquoso as moléculas de enzima apresentam as suas regidoes
hidrofilicas em contato com a agua, enquanto as regifes hidrofobicas dobram-se para o
interior da molécula, com o intuito de evitar a interacdo com a agua. Quando esta é substituida
por um solvente organico ocorre uma reducdo da polaridade do meio na vizinhanca das
moléculas de enzima, uma vez que as regides hidrofébicas séo responséaveis pela dispersao,
provocando assim a abertura e desenrolamento da estrutura tridimensional da proteina.
Tendo isto em vista, as enzimas necessitam de uma camada de hidratag&o definida, de forma
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a separar o solvente da superficie da proteina, contribuindo assim para o aumento da
flexibilidade interna, conformacao ativa e manutencao da sua estabilidade [3].

A disponibilidade da agua também tem uma relevancia termodindmica determinante na
competicdo entre as reagdes de sintese e de hidrdlise [7], por isso o controlo do valor de
atividade de agua (aw) durante a reacao é necessario, em especial, guando o consumo ou
producédo de 4gua pela reagéo € relevante [8, 9].

2.1.3. Sistemas reacionais

As reaces podem ser efetuadas tanto em meio aquoso, como organico ou na presenca de
ambos como nos sistemas macro heterogéneos, onde se pode observar separacdo de fases
e nos sistemas micro heterogéneos, onde a separacdo de fases ndo pode ser observada a
olho nu [10].

Nos sistemas macro heterogéneos encontram-se 0s sistemas bifasicos (liquido-liquido),
(liquido-salido) e sistemas trifasico (solido-liquido-liquido). No sistema liquido-liquido a reagéo
enzimatica da-se na fase aquosa onde se encontra a enzima ou na interface, como acontece
com as lipases [11]. Enquanto no sistema liquido-sdlido, o biocatalisador encontra-se
imobilizado com a finalidade de proteger a enzima do contato direto com a interface agua-
solvente organico [12]. O sistema solido-liquido-liquido é constituido por uma solugéo aquosa,
um solvente organico e um suporte solido, onde o biocatalizador (enzima) se encontra
imobilizado [11].

Como exemplos dos sistemas micro heterogéneos, salientam-se as micelas invertidas que
consistem em estruturas esféricas (1 - 10nm de didmetro) formadas por moléculas de
tensioativo (detergentes, fosfolipidos, etc) que se encontram posicionadas com a cadeia
hidrocarbonada apolar para o exterior, em contato com o solvente organico e a parte polar
para o interior [10, 11, 13, 14].

2.2. Imobilizac&o de enzimas em suportes sélidos

As enzimas aquando da sua utilizacdo encontram-se sujeitas a inativacdo por fatores
quimicos, fisicos ou bioldgicos [15]. Tendo isto em atencao, foram desenvolvidas técnicas de
imobilizagdo enzimética em diferentes suportes, onde as moléculas de enzima sé@o confinadas
a uma matriz/suporte sélido permitindo assim a reutilizacdo destas, facilitando a separacao
dos produtos e aumento da estabilidade em meios aquosos e em solventes organicos. Da
mesma forma, o método de imobilizagdo ndo deve provocar modificacdes no centro ativo da
enzima nem mudancgas estruturais, por outro lado, a imobilizacdo pode aumentar ou inibir a
atividade e estabilidade enzimatica [16]. Enzimas imobilizadas tém sido amplamente utilizadas
na industria alimentar, farmacéutica, téxtil e tratamento de aguas residuais [17, 18].

De seguida sdo apresentadas algumas vantagens da utilizacdo de enzimas imobilizadas [11,
17, 18, 19]:
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- Estabilidade enzimatica numa ampla gama de condi¢des operacionais (pH, temperatura e a
presenca de substancias competidoras ou inibidoras) [17 - 19];

- Utilizagdo em condi¢bes operacionais ideais, sem perda consideravel de atividade [17];
- Possibilidade de uso em sistemas reacionais em processos continuo [18];

- Facilidade de recuperacéo das enzimas e reutilizacao destas, o que reduz assim o custo dos
processos [17, 18];

- Retencdo de agua junto as moléculas de enzima, que € essencial para a manutencdo da
sua atividade [11].

Como principais desvantagens da utilizagdo de enzimas imobilizadas salientam-se as
seguintes possibilidades: [18]:

- Perda de atividade catalitica durante o processo de imobilizagdo da enzima em conformacéao
indesejada [18];

- Degradacgéo mecanica e libertacdo de particulas pequenas no ato da separacdo fisica entre
o0 catalisador e 0 meio reacional;

- Problemas de transferéncia de massa externos e internos [18].

2.3. Métodos de imobilizacdo

Os métodos de imobilizacdo sao bastante diversificados. Estes podem ser divididos em dois
grandes grupos: métodos em que a enzima se encontra a superficie do suporte e métodos
em que a enzima fica retida no interior da matriz de imobilizagéo [11].

A imobilizacdo de moléculas de enzima por ligacdo a um suporte € um dos métodos mais
vastamente utilizado, uma vez que estas apresentam uma maior resisténcia a distor¢des e
alteragbes conformacionais, demonstrando assim melhor estabilidade na presenca de
condi¢cbes desfavoraveis [11]. Estes métodos podem ser divididos em trés grupos, consoante
0 modo como se ligam a enzima: ligacéo ionica, ligacéo covalente e adsorcao fisica.

2.3.1. Ligacéo i6nica

As ligagOes idnicas tém por base as interacdes eletrostaticas entre os grupos carregados das
moléculas de enzima e do suporte [20, 21, 22]. Quanto maior for a densidade de carga na
superficie do suporte maior sera a quantidade de enzima com carga contraria que se liga ao
mesmo. A ligacdo enzimética durante a imobilizagdo depende da concentragdo da enzima,
temperatura e pH da solucéo [21].
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Os suportes indicados para este tipo de interacao sdo os permutadores idnicos derivados de
polissacarideos, polimeros sintéticos e materiais inorganicos [21]. Permutadores catiénicos
encontram-se carregados negativamente, isto €, atraem catiées que podem ser permutados
por outros catides. A condi¢ao inversa verifica-se para os permutadores aniénicos [22].

As enzimas sao anfotéricas, pelo que possuem grupos acidos e alcalinos. O pH da vizinhanca
influéncia se a enzima se encontra protonada, dissociada ou sem carga [20].

Este método de imobilizacéo leva a minimas alteragbes na conformacdo da enzima. No
entanto, é preciso uma manutencéo da forca idnica necessaria e do pH da solucdo [23] em
gue a enzima imobilizada é envolvida em processos cataliticos, uma vez que existe uma maior
possibilidade de a enzima se libertar do suporte em condi¢des sub-6timas resultantes de
variacdo do pH no meio reacional [21].

2.3.2. Ligacao covalente

Na ligacdo covalente os atomos séo ligados por meio da partilha de pares de eletrées [20].
Estas ligacdes sdo formadas entre a enzima e o material utilizado com suporte, ocorrendo
através dos aminoacidos de cadeia lateral, como histidina, lisina, arginina, cisteina ou acido
aspartico e glutamico [16, 17]. Além disso os grupos funcionais hidroxilo, amino, carboxilico,
imidazalico, indolilico e fendlico sdo também favoraveis para a formacao deste tipo de ligacdes
de acordo com a sua reatividade [16, 17]. A principal desvantagem da imobiliza¢&o por ligagéo
covalente esta relacionada com inativacdo do centro ativo da enzima devido as reacdes
guimicas entre os residuos de aminoacidos ai localizados e o suporte, 0 que leva a, uma
diminuicdo nas atividades cataliticas [17]. A sua aplicagédo tem sido extensa, uma vez que a
guantidade de enzima imobilizada pode ser controlada de forma mais acessivel, resultando
em complexos enzima-suporte relativamente resistentes as condi¢ées operacionais [20].

Outro método de ligagdo de enzimas por ligagbes covalentes, baseia-se na formacdo de
ligacBes cruzadas entre grupos funcionais presentes na superficie do suporte [24] com 0s
grupos funcionais dos aminoacidos presentes na enzima usando reagentes bi ou
multifuncionais [17, 21]. Os reagentes frequentemente utilizados sdo isocianato, N, N'-etileno
bis maleimida [17], glioxal, diisocianato de hexametileno, diisocianato de tolueno e
glutaraldeido, sendo este ultimo o mais usado [21]. A principal vantagem deste método é a
sua simplicidade, todavia pode ocorrer perda de grande quantidade da atividade enzimatica
devido a nao regulacao da reacao [21]. Além disto, este método de imobilizacdo enzimatica
sofre limitacdes causadas pela difusédo [21].

Alguns exemplos de reacc¢des promovidos por enzimas imobilizadas por ligagdo covalente
sdo apresentados na tabela 2.1.
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Tabela 2.1. Exemplos de processos reacionais nromovidos por enzimas imobilizadas covalentemente

Reacédo Enzima Referéncias
Lipase de Candida rugosa 25
Hidrolise L?pase de Candida antarctica _ 26
Lipase de Thermomyces lanuginosus 29, 33
Lipase de Pseudomonas fluorescens 33
Lipase de Candida rugosa 25
Lipase de Candida antarctica 26, 31
Esterificacio Lipase de Triacylglycerol 27
acylhydrolase
Lipase de Thermomyces lanuginosus 29,30
Lipase de Pseudomonas fluorescens 30
Interesterificacédo Lipase de Candida rugosa 28
Lipase de Candidade cylindracea 6
Lipase de Thermomyces lanuginosus
e : 30, 33
Transesterificagédo Lipase de Pseudomonas fluorescens
Lipase de Candida antarctica 32
Lipase de Candida rugosa 34

2.3.3. Adsorcao fisica

A adsorcgéo fisica de enzimas em suportes (ex: inorganicos ou hidrofébicos) € um outro
método simples e conveniente para a imobilizacdo de enzimas [17]. A enzima encontra-se
ligada ao material do suporte por ligagbes de baixa energia, tais como, interacdes
eletrostéticas, hidrofébicas, ligacdes por pontes de hidrogénio e forgas de van de Waals sem
qualquer pré-ativacdo do suporte [16, 17, 20, 21]. As enzimas em solucdo podem ser
absorvidas ao entrarem em contato com a superficie de um suporte, apresentando estas boas
estabilidades, atividades e reduzida alteragédo conformacional [20].

Este método por um lado envolve a otimizacao de fatores como, pH, temperatura, natureza
do solvente, forga idnica, concentracdo de enzima e adsorvente [21], e por outro lado é
influenciado pelo tamanho da enzima a ser adsorvida, area superficial do adsorvente,
porosidade e tamanho do poro [16].

A principal desvantagem deste método consiste na possibilidade de ocorrer desor¢édo da
enzima durante a sua utilizagdo ou apos a lavagem da preparag¢do do imobilizado devido a
variagcdes nos fatores acima mencionados [16, 35].



Utilizacdo de enzima imobilizada para a producéo de biodiesel

2.3.3.1. Técnicas de imobilizacado por adsorcéo

Deposicao

Nesta técnica, a solucdo de enzima em tampdo vai penetrar nos poros (se for suporte poroso)
do suporte quando colocados em contato estatico ou sobre agitacdo. O volume da solucéo
aquosa utilizada deve ser suficiente para humedecer todas as particulas do suporte. O
excesso de agua deve ser posteriormente removido a temperatura ambiente por liofilizac&do
ou a pressao reduzida [25, 26, 36, 37]. Devido a solubilidade da enzima na solu¢do usada e
a capacidade de adsorc¢édo superficial do suporte, a quantidade de enzima imobilizada é mais
ou menos limitada principalmente pelo tamanho dos poros do suporte [25, 36]. Como exemplo,
a imobilizac&o por deposicdo da lipase de Candida rugosa no suporte Celite [37].

Precipitacao

Por precipitagdo, a enzima é obrigada a depositar-se sobre o material do suporte através da
adicdo de agua fria miscivel com solventes organicos. Apds o suporte se encontrar molhado
com a quantidade de solucdo desejada, da-se a adicdo de um excesso de solvente, o que
leva a precipitagdo da enzima na superficie do suporte, visto que esta apresenta pouca
solubilidade nestes solventes. A quantidade de solugcdo aquosa é semelhante a necesséria
para a deposi¢do. Na eventualidade de o suporte ser poroso é imperativo 0 preenchimento
dos poros, de forma, a que a maior parte da enzima precipite no interior destes, tal é efetuado,
através da adicdo da solucao aquosa em quantidade suficiente. Técnica frequentemente
usada quando os suportes sdo sensiveis a secagem. Depois da precipitagdo da-se a remocgéo
do sobrenadante e lavagem da preparagdo com solvente frio ou solvente da reagédo (sem
secagem) [26, 38]. Como exemplo, a lipase de Aspergillus foi imobilizada em Celite por
precipitacdo com acetona [39].

Adsorcao de forma restrita

Técnica bastante utilizada para selecionar enzimas a partir de misturas impuras, resultando
na imobilizacdo simultdnea e na parcial purificacdo da enzima adsorvida. Tendo em conta
condicbes controladas de pH, temperatura e forca idnica, as particulas do suporte séo
incubadas com a solugdo aquosa contendo a enzima (quantidade superior a utilizada para a
imobilizacdo por deposicdo). Quando é alcancado o equilibrio de adsor¢do da enzima,
procede-se a remocao do excesso de solucdo aquosa [26, 38].

Alguns exemplos de processos reacionais promovidos por enzimas imobilizadas por adsorcéo
sdo apresentados na tabela 2.2.
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Tabela 2.2. Exemplos de processos reacionais promovidos por enzimas imobilizadas por

adsorcéo
Reacéo Enzima Referéncias
Lipase de Thermomyces lanuginosus 40
Cutinase de Aspergillus niger orizae 43
Lipase de Geotrichum candidum 41
Hidrolise Lipase de Rhizopus arrhizu
Lipase de Candida rugosa 47
Lipase de Pseudomonas sp.
Fosfolipases C 49
Lipase Lipozyme 9, 50, 51
Lipase de Thermomyces lanuginosus 40
Lipase de Geotrichum candidum 41
Esterificacé@o Lipase de Rhizopus arrhizu

Lipase de Candida rugosa 47
Lipase de Pseudomonas sp.
Lipase de Candida rugosa 37
Lipase de Rhizopus arrhizu 42

Interesterificacéo Lipase de Aspergillus 39
Lipase de Rhizomucor miehei 52
Lipase de Candida rugosa 34

Transesterificacéo L!pase : 44
Lipase de Pseudomonas cepacia 45
Lipase de Rhizopus arrhizu 48

Sintese de dipéptidos | a-Chymotrypsin 36, 46

2.3.3.3. Importancia da agua

A existéncia de agua no suporte tem um papel essencial na atividade e estabilidade
enzimatica, por isso é importante determinar a quantidade de agua disponivel para a enzima
(hidratagdo da enzima), nomeadamente a forma como este elemento interage com 0 seu
centro ativo [7, 53].

O perfil tipico da atividade enzimatica em funcdo da hidratacdo da enzima apresenta um
maximo correspondente ao valor 6timo de hidratacdo, abaixo e acima do qual a atividade da
enzima decresce. Este perfil é influenciado pelo tipo de suporte quando a enzima esta
imobilizada e do proprio tipo de enzima. Na fase inicial de hidratagdo, o aumento da agua
ligada a enzima tem um efeito benéfico a nivel da flexibilizagdo da mesma e do centro ativo,
em particular, podendo funcionar com menos de uma monocamada de agua por molécula de
enzima. Contudo, a presenca de elevada quantidade de agua pode facilitar a agregacao da
enzima ou dificultar o acesso de substratos ou produtos de e para o centro ativo da mesma,
0 que provoca, hormalmente uma reducgéo da atividade [7].

Niveis elevados de agua disponivel para a enzima podem ainda conduzir a desnaturacdo da
mesma [7]. Por esta razdo é que se revela essencial a escolha de um suporte adequado,
caraterizado por uma apropriada relagdo agua - atividade [54].
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Tendo isto em vista, revela-se importante determinar, estabelecer e controlar um valor étimo
de atividade de 4gua (aw) para o sistema reacional ndo-convencional [8, 55, 56]. Consegue-
se fixar um determinado aw através do contato com a fase de vapor de solugfes saturadas de
sais de ay conhecidas [57].

2.4. Suportes
2.4.1. Zeolitos

Os zeolitos a nivel estrutural sdo silicoaluminatos cristalinos, isto €, os seus elementos
estruturais da base sao tetraedros |[AlO4 7| e |SiO4| interligados entre si por &tomos de oxigénio,
dando assim origem a uma rede microporosa. Diferentes estruturas cristalinas originam
diferentes arranjos dos tetraedros de base. Os tetraedros |AlO4| possuem cargas negativas
na sua estrutura que sdo compensadas com catides que se encontram presentes em diversos
locais no interior da estrutura porosa [58]

Tendo em conta o nimero de atomos de oxigénio (anéis de 18, 12, 10 ou 8 atomos) que forma
as aberturas dos poros, os zeolitos podem ser classificados em zedlitos de poro pequeno,
médio, largo e extralargo [58].

Os zeolitos séo caraterizados pela sua alta propenséo a hidratacdo, estrutura cristalina estavel
quando desidratada, troca de catides, propriedades cataliticas e de sor¢éo [59].

Os zedlitos possuem uma ampla faixa de aplicacdes, sendo comumente utilizados para a
catalise, a purificacdo de agua e remocao de metais pesados téxicos [60].

Alguns exemplos de processos reacionais promovidos por enzimas imobilizadas em zedlitos

sao apresentados na tabela 2.3.

Tabela 2.3. Exemplos de processos reacionais promovidos por enzimas
imobilizadas por adsorcéo

Reacéo Enzima Referéncias
Hidrélise FC):il;itmase de Fusarium solani 11, 63
Alcodlise FC):il;itmase de Fusarium solani 63. 64

Esterificaco Lipase de Candida antarctica 65
¢ Lipase Novozyme 435 66
Lipase de Rhizomucor miehei 67

Cutinase de Fusarium solani
e - 62

Transesterificagdo pisi
Lipase de Thermomyces 61
lanuginosus
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A vantagem da utilizacao dos zedlitos como suportes para a imobilizacéo de enzimas € o facto
destes materiais estarem muito bem caracterizados e assim permitir perceber a influencia das
propriedades da interacdo suporte enzima [63].

2.4.2. Suportes de resinas sintéticas

InUmeros materiais poliméricos podem ser utilizados como suportes eficazes para melhorar a
estabilidade térmica e reutilizacdo das enzimas imobilizadas, que se revelam importantes na
protecao dos centros ativos da enzima contra os efeitos negativos dos componentes do meio
reacional e das condi¢cbes operacionais [73]. Os mondmeros presentes em cadeias
poliméricas de polimeros sintéticos podem ser especificamente selecionados tendo em conta
a enzima e processo em que o produto de imobilizacdo sera utilizado [68, 69]. O tipo,
quantidade e composicdo dos monémeros determinam a estrutura quimica, propriedade do
polimero e afeta determinados fatores, tais como: solubilidade, porosidade, estabilidade e
propriedades mecanicas do polimero. Na estrutura dos polimeros podem-se encontrar grupos
funcionais quimicos, como por exemplo, grupos carbonilo, carboxilo, hidroxilo, ep6xi, amina e
diol, assim como grupos fortemente alquilo hidrofébicos [70, 71]. Estes grupos funcionais
facilitam uma eficaz ligacdo enzimética e funcionalizacdo da superficie do polimero, por essa
razao, o tipo de grupo determina a forma como a enzima € ancorada a matriz por meio de,
por exemplo, adsorcéo ou pela formacao de ligacdes covalentes, uma vez que séo as formas
de imobilizacdo comumente utilizadas em suportes poliméricos sintéticos [71]. O caracter
hidrofébico/hidrofilico da matriz € determinado pelo tipo e quantidade de grupos funcionais
presentes nesta [72].

Polimeros diferentes com varios grupos funcionais tém sido utilizados para imobilizagdo
enzimatica. Por exemplo, a a-amilase foi imobilizada covalentemente em polianilina através
dos grupos -NH, ao passo que a tirosinase foi imobilizada através dos grupos -NH e ligacéo
dupla C = O na poliamida 66 sem quaisquer ligantes [74, 75]. Outro exemplo é uma lipase
comercial que foi imobilizada covalentemente em microesferas de poliestireno que possuem
uma forte interacdo hidrofébica e sé@o ativadas por grupos epoxi [76].

2.5. Cutinase
2.5.1. Origem

A cutinase, um membro menor das enzimas da familia da serina hidrélase (a / ), € induzida
pela cutina (componente estrutural da cuticula que cobre os vegetais superiores), possuli
propriedades funcionais dupla de esterase e lipase [11, 77, 78]. A cuticula encontra-se ligada
a parede das células epidérmicas dos vegetais por uma camada de pectinas e tem como
principais funcbes proteger e evitar a secagem dos tecidos subjacentes [79]. Cutinase é
constituida pela cutina, que é a matriz de poliéster insolavel [11, 78] cujos monémeros séo
basicamente constituidos por acidos gordos (16 a 18 &tomos de carbono) com grupos

substituintes hidroxilo, cetona, aldeido ou epdxido [80].
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Esta enzima estéd envolvida em reacdes de hidrolise e esterificacdo de inUmeros polimeros
biodegradaveis (solGveis ou insollveis), analogos da cutina (o seu substrato natural) e cadeias
longas de triglicerideos (exemplos, tricaprilina e trioleina) [77, 78]. A cutinase ndo € apenas
estavel e ativa em meio aquoso, e em interface agua-lipido, mas também apresenta atividade
em triglicerideos sollveis e emulsionados. Todavia, 0 seu uso é restrito devido a menor
estabilidade térmica [77].

Fungos fitopatogénicos ou esporos fungicos excretam para o exterior da célula cutinases que,
ao degradarem a cutina, permitem a sua penetracdo e infecdo da planta [56]. A maioria das
cutinases produzidas a partir de fontes fungicas é suscetivel a processos de desnaturagéo a
temperaturas acima de 45°C [77].

Como os fungos séo patogénicos a producado ndo pode acontecer em larga escala, por essa
razdo é que se tentou identificar o gene e por modificacdo genetica produzir-se em
Escherichia coli.

2.5.2. Clonagem e expresséo da cutinase

O gene que codifica para a isoenzima cutinase foi identificado e apés a construcdo de um
banco de cDNA de acordo com o descrito por Soliday [81]. O gene foi clonado em Escherichia
coli sob o controlo do promotor Py induzivel pelo IPTG (iso-propilo beta-D-galactosideo), pela
CORVAS International N. V., Gent Bélgica [82]. Neste trabalho foram utilizadas duas
cutinases, ambas produzidas em estirpes recombinantes de E. coli, mas uma com o seu gene
hibridado com o sinal peptidico para a excre¢cdo da fosfatase alcalina, dando-se a sua
acumulacdo no espaco periplasmatico [11], e a outra excretada para o exterior da bactéria
[83, 84]. As enzimas recombinantes possuem mais quinze aminoacidos do que enzimas
produzidas via fungica, introduzidos no residuo N-terminal de maneira a promover um local
de clivagem adequado a um organismo procariota [11, 82].

O procedimento de purificagdo da cutinase recombinante que se encontra no espago
periplasmatico da E. coli, consiste em aplicar choque osmético, seguido de uma precipitacao
acida e dois passos de cromatografia de troca aniénica: DEAE celulose e Q-Sepharose [11].
A nova estirpe expressa e excreta a cutinase para o meio extracelular, e pode ser purificada
por sé com um Unico passo cromatografico [84].

As cutinases recombinantes usadas neste trabalho possuem um peso molecular de 22000
Daltons, um ponto isoeléctrico de cerca de 7,8, sdo regioseletiva para a posicdo Sn-3 de

triglicéridos e € estereoseletiva para o enantibmetro R em analogos sintéticos de
triacilglicerdis [11].

2.5.3. Comportamento das esterases e lipases da cutinase

Esterases, lipases e cutinases tém em comum o fato de possuirem o centro ativo constituido
pela triade catalitica, serina 120, histidina 188 e aspartato 175 [11].
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A cutinase apresenta um centro ativo com elevada flexibilidade o que poderé resultar, numa
possivel maior de adaptacéo a diferentes tipos de substratos em que esta enzima é capaz de
atuar. Sendo assim, a cutinase apresenta atividade catalitica em substratos como a cutina,
ésteres de &cidos gordos e triacilgliceréis de variados tamanhos de cadeia, possuindo, no
entanto, uma maior especificidade para cadeias curtas. A cutinase ao hidrolisar substratos
tanto na forma monomérica como na forma de agregados estabelece a conexao entre as
esterases e lipases que atuam em mondémeros e em agregados, respetivamente [11].

As esterases atuam sobre ésteres em solucédo, pelo que a sua atividade ndo aumenta acima
da concentragéo saturante de substrato. Contrariamente, as lipases aumentam muito a sua
atividade quando atuam sobre agregados do substrato [85].

As esterases possuem 0 centro ativo acessivel ao substrato, logo, a sua atividade sob os
mondmeros de substrato € incrementada porque estes acedem livremente ao centro ativo, ao
passo que, nas lipases € necessaria a presenca de uma interface para tornar o centro ativo
acessivel [86].

Em meios nado-convencionais a cutinase encontra-se igualmente funcional, em meios
bifasicos como micelas invertidas com os tensioativos CTAB (brometo de
hexadeciltrimetilamoénio) ou AOT (bis-(-2-etilhexil)sulfossuccionato de sédio) em solvente
organico (ex: isooctano), apés imobilizacéo por ligacdo covalente ou adsorcgéo [62] a suportes
sélidos [11].

Devido a flexibilidade da atividade biocatalitica da cutinase em varios substratos, esta
encontra aplicagdes crescentes, na industria de laticinios (hidrolise da gordura do leite), 6leos,
indastria 6leo-quimica (sintese de ingredientes ativos de detergentes necessarios
diariamente, surfactantes e triglicerideos estruturais), indlstria de cosméticos (sintese de
ingredientes para produtos de cuidado pessoal), setor farmacéutico, alimenticio e agricola
(separacédo de enantidmeros quirais, ésteres sintese) [78].

A cutinase tem sido utilizada como biocatalisador, nomeadamente em reages de hidrolise
[11, 43, 62, 63], esterificacdo [87, 88] e transesterificacao [62, 88, 89], tendo sido utilizada de
inimeras formas. Pode encontrar-se microencapsulada, liofilizada, modificada quimicamente
e imobilizada por ligacdo covalente, por adsor¢cdo ou por aprisionamento em método de
ocluséo [20].

2.6. Biodiesel

Os biocombustiveis como fonte de energia renovavel sdo elementos essenciais do sistema
energético mundial futuro. Estes podem diminuir a dependéncia dos combustiveis fésseis e
consequentemente as emissdes associadas ao seu uso [90, 91]. Este composto nos setores
da energia e dos transportes apresenta uma elevada importancia, visto que pode resolver
problemas energéticos e substituir parcialmente de forma eficiente o diesel proveniente do
petroleo [92]. Tendo isto em vista, é relevante a realizagdo de mais estudos de maneira a
encontrar solu¢des para aumentar a producao de biocombustiveis [62, 93]. Estes passaram
por trés fases: biocombustiveis de primeira, de segunda e de terceira geracao.
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Biocombustiveis de primeira geracdo sdo produzidos pela transesterificacdo de o6leos
comestiveis (graos de soja, milho e cana de aglcar) com bioetanol, obtido a partir da
fermentacdo e destilacdo da cana-de-agucar. Biocombustiveis de segunda geracao sao
produzidos usando matéria-prima ndo comestivel (exemplo, sementes) e bioetanol, formado
este a partir da biomassa lenhocelulésica. Biocombustiveis de terceira geracdo sao
produzidos utilizando 6leo extraido de microalgas. O biodiesel pode entdo ser produzido por
via quimica ou bioldgica, na primeira podemos ter catalise acida ou bésica, enquanto na
segunda temos catélise enzimatica.

2.6.1. Reacdes para producao do biodiesel

Este composto pode ser obtido por diferentes processos, tais como, cracking térmico e/ou
catalitico, esterificagdo e transesterificagéo.

Cracking térmico e/ou catalitico

O método de cracking térmico e/ou catalitico consiste na quebra de triglicerideos [94, 95]
presentes no Oleo, levando assim a formagdo de uma mistura de hidrocarbonetos
semelhantes ao biodiesel tradicional e de compostos oxigenados [95, 96]. Comparativamente
com o processo de transesterificacéo, este método apresenta menor custo de operacdo, uma
vez que residuos (com alta ou baixa pureza) podem ser utilizados como matéria-prima [97].
Tendo em conta a semelhanca das propriedades fisico-quimicas deste método com o
combustivel féssil, revela-se possivel o uso direto do composto produzido por este método
em motores a diesel [96]. Como exemplos, a utilizacéo de 6leos vegetais [98, 99], 6leo residual
[99] e residuos de gordura presentes em filtros de gordura [100].

Esterificacdo

O método de esterificagdo consiste na reagdo de um acido gordo com um monoalcool para
formar ésteres, ocorrendo esta reacdo na presenca de catalisadores acidos [94]. Com este
método apenas se forma agua como subproduto, que é facilmente removida posteriormente,
0 que se traduz numa vantagem. [94]. Vérios trabalhos tém apresentado a reacdo de
esterificacdo como forma de producéo do biodiesel [101-103].

Transesterificagdo

A transesterificacdo é o principal método para a producdo de biodiesel [104], aqui a reacao
ocorre entre um 6leo (mistura de triglicerideos) e um alcool, levando a formacao de ésteres
alquilicos e glicerol [105], normalmente € adicionado um catalisador com a finalidade de
acelerar a velocidade da reacao [62]. A seguinte figura mostra a rea¢do quimica envolvida
neste método.
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Figura 1. Reacdo quimica de transesterificacdo. Fonte: [106].

A transesterificacdo de triglicéridos pode ser feita usando catalisadores quimicos ou
enzimaticos em sistemas reacionais [104]. Caso o catalisador se encontre na mesma fase
durante a transesterificacdo, € designada de transesterificagdo catalitica homogénea ou em
fase diferente (por exemplo, solido, liquido imiscivel ou gasoso) a transesterificacdo catalitica
€ heterogénea [62].

Na transesterificacdo catalitica homogénea, o0s catalisadores quimicos encontram-se
divididos em catalisadores bésicos e acidos. Para este processo é necessaria a existéncia de
matéria-prima com elevado grau de pureza e que haja uma separacao completa do produto,
subproduto e do catalisador no final da reacéo, afetando assim o custo de producdo do
biodiesel [62]. Os catalisadores homogéneos basicos (exemplos, hidréxido de sodio ou
hidréxido de potassio) possuem uma condicao de operagdo moderada, disponibilidade, custo-
eficacia, alta atividade e eficiéncia de conversdo [62, 107]. Utilizando catalisadores
homogéneos acidos (exemplos, acido sulfarico ou acido cloridrico) [104] a transesterificacdo
comeca misturando o 6leo diretamente com o alcool acidificado, portanto a separacdo e a
reacdo ocorrem de uma sO vez com o alcool atuando concorrentemente como solvente e
reagente de esterificacdo. Catalisadores homogéneos funcionam de forma muito eficiente, no
entanto a sua recuperacao é dificultada apos o processo reacional [62].

Em transesterificagdo catalitica heterogénea os catalisadores atuam em uma fase diferente
da mistura de reacéo, por esta razdo, podem ser facilmente separados e reutilizados [62].
Estes catalisadores, permitem reduzir os custos de producédo, garantem uma maior eficiéncia
e lucratividade, e a recuperacéo do catalisador como ja foi acima mencionado [108, 109].

Na transesterificacdo enzimatica, temos a producao de biodiesel utilizando biocatalisadores
(enzimas), estes apresentam uma alta especificidade, ndo possuindo restricdes relativamente
a qualidade da matéria-prima, geram uma menor quantidade de efluente aquoso [110],
possuem uma baixa temperatura reacional evitando assim elevados custos energéticos,
etapas como a neutralizacao e lavagem do biodiesel sdo desnecessarias, e o glicerol formado
é facilmente removido com alto grau de pureza [91,110]. A reacdo envolve dois substratos,
podendo ser definida por um mecanismo do tipo ping-pong ou sequencial. Estes mecanismos
baseiam-se na libertagdo de um ou mais produtos antes de os dois substratos reagirem e na
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combinacdo dos substratos com a enzima antes de ocorrer a reacdo, e a libertacdo do(s)
produto(s), respetivamente. Todavia existem inconvenientes a utilizacdo de enzimas na
producédo de biodiesel, tais como, maiores tempos reacionais, possibilidade de desativagéo
do biocatalisador e o alto custo dos mesmo [110].

2.6.2. Aplicagbes do biodiesel
De seguida séo apresentadas algumas aplicacbes do biodiesel:

- Como solvente: pode ser utilizado como solvente industrial, conduzindo assim a substituicdo
de solventes de petréleo com alta VOC (formag&o de compostos orgénicos volateis) [111].

- Como aditivo de combustivel: pode ser usado como um aditivo ao combustivel convencional
a diesel, com o objetivo de manter injetores, bombas e outros componentes de combustao
limpos [111, 112].

- Como combustivel para veiculos [111, 112].
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3. Materiais e Métodos

3.1. Materiais

3.1.1. Suportes

Os suportes hidrofébicos utilizados foram as Amberlite XAD — 2, 4, 7 e 1180, fornecidas pela
Rohm and Haas (Franca). O suporte XAD - 16 foi fornecido pelos Laboratérios Chauny
(Franca). O DIAION HP20 foi fornecido pela Lenntech (Holanda).

As formas sédicas dos zedlitos A e X, NaA e NaX, e o zedlito CaA, que correspondem
respetivamente as designacdes comerciais 4A, 13X e 5A, foram fornecidas pela Aldrich
(Alemanha). A forma sédica do zedlito Y, NaY foi fornecida pela Union Carbide (EUA). A
alumina (Pural SB, alfa-Alumina monohidratada) tinha sido fornecida pela Condea (Alemanha)
e encontrava-se disponivel no laboratério.

As resinas catidnicas Dowex 50W — X8 e AG 50W — X2, X8 foram fornecidas pela BDH
Chemicals (Inglaterra) e BIO — RAD (EUA), respetivamente. As resinas aniénicas Amberlite
IRA — 400 e 458 foram fornecidas pela Aldrich (Alemanha) e Rohm and Haas (Franga),
respetivamente.

Os suportes metacrilato de epdxi butilo (ECR8285), metacrilato de epdxi (ECR8204F) e
metacrilato de amina (ECR8309F) foram fornecidos pela Lifetech (Portugal).

As carateristicas dos suportes encontram-se listados nas tabelas 3.1, 3.2, 3.3 e 3.4.

Tabela 3.1 - Parametros dos suportes hidrofébicos: composi¢édo, tamanho da particula, poro (volume) e
area superficial

- Tamanho da Tamanho Area de
Suportes Composigéo icul d Volume do fici
Hidrofébicos (Matriz) particula 0 poro poro (ml/g) superticie
(malha) (A) (m2/g)
Amberlite Estireno -
divinilbenzeno 20 - 60 90 = 0.65 = 300
XAD-2 .
(macroreticular)
Amberlite Estireno - -
XAD-4 divinilbenzeno 20-60 100 =0.98 750
Amberlite - 20— 60
XAD-7 Acrilico equivalente 300-400 0.5 380
560 - 710 pm
Laboratoires Estireno - 20 -60
Chany XAD- divinilbenzeno equivalente 200 =~ (0.55 800
16 560 - 710 um
DIAION HP20 _Estireno - 250 - 850 pm 260 ~1.30 =~ 500
divinilbenzeno
Amberlite Estireno /
XAD-1180 d|V|_n|Iben’Z(_eno 20 - 60 300 1.68 600
poliaromético
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Tabela 3.2 - Parametros dos zedlitos: Razédo Si/Al, tamanho da
cristalite e abertura do poro

S Razs Tamanho Abertura
inol:gg:]ti?:f)s ;lealo da cristalite do poro
(pm) (A)
Zeoblito NaA 1 1-2 3,8-4
Zeoblito NaX 15 1-2 7,4
Zeoblito CaA 1 1-25 43-45
Zeodlito NayY 2,7 05-1 7,4

Tabela 3.3 - Parametros dos suportes i6nicos: composicao, tipo de resina, tamanho
da particula e entre outros. * - macroporosa

Tioo de Tamanho | Volume
Suportes | Composigéo P Forma da do
e - permuta . .
I6nicos (Matriz) d ; iGnica particula Poro
aresina >
(um) (m?/g)
Dowex Estireno - Cationica
50W-X8 d|vm|égglr;zeno ) Hidrogénio | 16 - 50 -
AG 50W- Estireno - Catibnica | . L
X8 | divinilbenzeno | () | Hidrogenio | 20-50 -
AG 50W- Estireno - Catibnica Hidrogénio 200 - i
X2 divinilbenzeno 0 9 400
Amberlite . Cationica .- 330 - "
IRC 50 Estireno ) Sadio 500 2
Amberlite . Anidnica 400 — "
IRA-400 Estireno +) Cloro 550 2
Amberlite . Anidnica 400 - .
IRA-458 Estireno +) Cloro 550 2
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Tabela 3.4 - Parametros dos suportes usados na
imobilizacéo covalente: grupo funcional e diametro do

poro

Suportes Grupo Funcional Diametro do

Covalentes P Poro (A)

Metacrilato
de epoxi Epoxi 400 - 600

butilo

Metacrilato Epoxi 300 - 600
de epoxi

Metacrilato NH, 600 - 1200
de amina
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3.1.2. Enzimas

As enzimas disponiveis e utilizadas durante a realizacdo deste trabalho foram cutinases
liofilizadas (armazenada a -20°C) de Fusarium solani pisi geneticamente modificadas (O796G,
T171C, 84 U.mol/ml.min) e wild-type pura biossintetizadas e acumuladas no espago
periplasmico por estirpes recombinante de Escherichia coli. Em alternativa, foi estudada uma
nova cutinase de Fusarium solani pisi biossintetizada por uma nova estirpe recombinante de
Escherichia coli, mas que expressa e excreta simultaneamente a cutinase para o meio de
cultura (pH 7.2). As solucbes enzimaticas (M3, J1 e J2) disponiveis e testadas principalmente
durante este trabalho, foram obtidas apds separacdo das células bacterianas por
centrifugacdo (SORVALL RC6). As solugdes enzimaticas (M3 e J2) foram também
concentradas e diafiltradas em membrana da Romicon (1 m?) de exclusdo molecular de 5,000
Dalton antes de realizar os ensaios de imobilizacdo da cutinase nos diferentes suportes [59,
104].

A lipase comercial Cal B (ChiralVision) foi usada em alguns ensaios realizados como enzima
de comparacgéo.

3.1.3. Reagentes usados nos ensaios experimentais

Os reagentes usados sao apresentados de acordo com a técnica analitica ou reacao em que
foram usados.

Na determinacdo da atividade estereolitica das enzimas livres pelo método de para-
nitrofenilbutirato (p-NPB) foram usados: p-NPB, 98% pureza (Sigma Aldrich), acetonitrilo,
99;99% (Fisher Scientific), Tampao Tris (Eurobio) e acido cloridrico, 37% (Riedel-de Haén).

Na determinacdo da proteina total (Método de Bradford): Tampao Tris (Eurobio), acido
cloridrico, 37% (Riedel-de Haén), solucéo de Bradford (Alfa Aesar) e Albumina de Soro Bovino
Fraccdo V (BSA) (Nzytech) como proteina padrao.

Na imobilizacdo da cutinase pelo método de ligacdo covalente do suporte (metacrilato de
amina) funcionalizado com grupo amina com glutaraldeido: glutaraldeido em solucao aquosa
25 % massica (Acros Organics).

Na reacdo de sintese do laureato de propilo: acido laurico, 99% pureza (Acros Organics), 1-
propanol, min. 99,5% de pureza (Lab-Scan Analytical Sciences) e agua destilada Milli Q-
Integral.

Na reacgdo de sintese do caproato de hexilo: &cido caproéico, 98% pureza (Fluka Analytical), 1-
hexanol, 98% pureza (Fluka Chemical) e agua destilada Milli Q-Integral.

As preparacdes de atividade de agua controlada: Sulfato de potassio (Scharlau) e agua
destilada Milli Q-Integral.

Preparacdo das amostras antes da sua injecdo e leitura em cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC): n — Hexano (Fisher Scientific), acido acético (Panreac).
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Eluicdo das amostras em cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC): agua destilada Milli
Q-Integral, acetonitrilo (Fisher Scientific), 2-propanol (Fisher Scientific) e n — Hexano (Fisher
Scientific).

3.2. Equipamentos

Para o processo de imobilizacdo de suportes hidrofébicos e suportes inorganicos foram
utilizadas bombas de vacuo da KNF Neuberger e da KNF LAB LABOPORT. Com a primeira,
a secagem ndo foi completa, enquanto que com a segunda conseguiu-se obter os
imobilizados secos. Para os suportes ionicos foi utilizada uma incubadora da Aralab.

Para a determinacdo de proteina foi utilizada um leitor de placas SprectraMax 340PC da
Molecular Devices.

Para a determinacdo da atividade enzimatica estereolitica utilizou-se o espectrofotometro
Hitachi U — 2000, o agitador eletronico modelo 300 da Rank Brothers LTD para mover o
pequeno magneto dentro da cuvette de 3 ml e o controlador de circulagdo de aquecimento
Thermomix MM da B. Braun para termoestatizar a cuvette.

Para a preparacdo de amostras enzimaticas foi utilizado uma centrifuga de bancada da VWR
International para eliminar algum precipitado e assim, obter um sobrenadante clarificado antes
da imobilizagcéo das enzimas.

No equilibrio das prepara¢des enzimaticas com a atividade de agua controlada foram
utilizadas estufas de temperatura controlada da Memmert e Grant Bio.

Para a realizacao das reacfes de sintese do laureato de propilo foi utilizada a incubadora com
agitacdo magnética da J.P. Selecta, enquanto que para as rea¢fes de sintese do caproato de
hexilo foram utilizadas duas incubadoras, uma com agitagdo magnética da J.P. Selecta e outra
com agitacao orbital da Aralab.

Para a determinacao do &cido n&do convertido nas reacdes de sintese do laureato de propilo
e caproato de hexilo por titulagdo foi utilizada uma placa de agitagdo magnética da Ikamag
Geo e uma bureta da Poliex.

As reacgOes de esterificacdo e sintese de biodiesel ocorreram em vials de vidro (~5ml)
disponiveis no laboratério.

Para as reacdes de sintese do biodiesel foi utilizado uma incubadora com agitagcdo magnética
da J.P. Selecta.

Para a leitura das amostras em HPLC foi utilizado o equipamento Hitachi Autosampler L-2200
(ELITE LAChrom) com a coluna RP18 (Merck KGaA).
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3.3. Métodos
3.3.1. Métodos de Imobilizacéo

A cutinase foi imobilizada por adsor¢do nos suportes hidrofébicos, inorganicos e iénicos
seguida ou nao por reticulagdo com glutaraldeido e, em alternativa, por ligagdo covalente com
suportes comerciais de matriz em metacrilato e funcionalizados com grupos epéxi, epoxi butilo
e amina.

Na adsorcao da cutinase foi pesado 500 mg de cada suporte hidrofébico (Amberlite XAD — 2,
4, 7 e 1180 e XAD — 16) para copos de plastico opacos. Os suportes foram previamente
lavados com etanol a 96% e depois com agua antes de serem secos a temperatura ambiente.
Em seguida juntou-se 5 ml da solucéo de cutinase M3 e as prepara¢des foram colocadas num
exsicador ligado a uma bomba de vacuo (KNF Neuberger) para evaporacdo e redugédo da
guantidade agua.

No segundo grupo de experiéncias foi colocado na proporcédo de 100 mg de cada suporte
inorganico (NaA, NaX, NaY, CaA, NaY e alumina) em copos de plastico opacos, 1 ml de
solugdo de cutinase M3, colocando-se de seguida num exsicador ligado a uma bomba de
vacuo (KNF Neuberger).

Foi utilizada outra bomba de vacuo (KNF LAB LABOPORT) onde foi possivel a secagem das
amostras obtidas com as propor¢des de 250 mg de alumina e 0,5; 1; 1,5; 2; 2,5 e 3 ml de
solucéo de cutinase M3.

A imobilizacdo em suportes ionicos (Dowex 50W — X8, AG 50W — X2, X8 e Amberlite IRA —
400 e 458) foi efetuada pela adicdo de 500 mg de suporte e 5 ml de solucéo de cutinase M3.
De seguida as amostras foram colocadas numa incubadora (Aralab) a temperatura ambiente
(25°C) e agitacdo orbital a 150 rpm durante tempos variados. Em algumas amostras
selecionadas (Dowex 50W — X8, AG 50W — X2 e X8) foi feita a imobilizagdo com variacdo de
pH entre 2 — 4 e 4,5 - 5, através da jun¢éo de HCI.

As amostras de biocatalisadores obtidos por ligacdo covalente da cutinase foram realizadas
com trés tipos de suportes (https://www.purolite.com/dam/jcr:d232619d-bb23-4424-ac5a-
2fc3c219701e/Lifetech%20ECR%20immobilization%20procedures%20web%20Mar2017.pdf
) Foram pesados suportes com grupo epoxi e epdxi butilo, e com grupo amina 50 mg de cada
suporte e lavados 3 vezes com 5 ml do tampéo fosfato 100 mM (suportes metacrilato de epoxi
e metacrilato de epdxi butilo) e 25 mM (suporte metacrilato de amina) ambos a pH 6,9. Apos
as lavagens os suportes com grupo epoxi e epodxi butilo encontravam-se prontos para a
imobilizacdo, enquanto o com grupo amina, carecia ainda da ativacdo do grupo amina, o que
se conseguia utilizando 200 pl glutaraldeido a 2%, durante 1 hora, com agitacdo e a
temperatura ambiente. Estes suportes metacrilados com grupos de epo6xi, epoxi butilo e amina
ativada com glutaraldeido foram entdo usados na imobiliza¢@o da cutinase, adicionando-se 5
ml da solucéo de cutinase M3 e sob agitacao durante 2 horas a temperatura ambiente. Ao fim
das duas horas foi retirado o sobrenadante, a parte liquida em contato com o suporte e
colocados mais 5 ml da solugéo de cutinase M3 deixando agora em contacto durante a noite.
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Num segundo grupo de experiéncias, a cutinase foi imobilizada no suporte com grupo epoxi
butilo & temperatura ambiente. 1 g deste suporte foi pesado e lavado 3 vezes com 20 ml do
tampéao fosfato 100 mM, pH 6,9. Posteriormente foi colocada a enzima a imobilizar durante 4
rondas, 3 de 1 hora e a ultima deixada durante a noite. As duas primeiras rondas de
imobilizacdo foram efetuadas cada uma com 25 ml da cutinase M3 (265 U/ml), sendo as duas
tltimas com 25 ml da cutinase do J1 (134 U/ml). Com o fim de cada ronda era retirado o
sobrenadante e colocado um novo volume da solu¢cdo da mesma enzima.

Num terceiro grupo de experiéncias, a enzima foi imobilizada no mesmo suporte, tendo sido
pesado 1 g e lavado 3 vezes com 20 ml do tampd&o fosfato 100 mM, pH 6,9. De seguida foi
colocada a imobilizar a enzima durante 3 rondas, 2 de 2 horas e a ultima deixada durante a
noite. Todas as rondas de imobilizacdo foram efetuadas com 20 ml da cutinase do J2 (360
U/ml). No fim de cada ronda era retirado o sobrenadante e colocado novo volume da solucéo
da enzima.

3.3.2. Preparag0es de suportes com enzima imobilizada com atividade da 4gua (aw) constante

As preparagbes da enzima (M3 e M3 concentrado) imobilizada foram colocadas em
recipientes fechados, em contato com a fase de vapor da solugcéo saturada do sal sulfato de
potassio com atividade de agua, aw, de 0,97, a temperatura de 30°C, na proporcao de 200 mg
do sal / 250 ml de agua [2, 3].

De acordo com estudos anteriores [63], 0 tempo ideal para a obtencdo do a fixo € de 3 a 4
dias, até se obter uma massa contante, pelo que foi verificado o peso das amostras até se
obter peso constante.

3.3.3. Determinagé&o da proteina

Método Bradford

A concentracao de proteina soluvel foi determinada utilizando o método de Bradford, o qual
se baseia na interacdo do reagente de Coomassie com as ligagdes peptidicas das proteinas
soluveis. A reta de calibracao foi feita a partir de uma solucéo concentrada de BSA (1,6 mg/ml)
em Tris-HCI (20 mM, pH 8), os padrdes usados foram 0; 0,064; 0,096; 0,16; 0,2; 0,24 mg/ml
por diluigdo com Tris-HCI (20 mM, pH 8). A cada 50 pl de amostra do sobrenadante de enzima
em contacto com os suportes foi adicionado 100 pl do tamp&o Tris-HCI (20 mM, pH 8), 150 pl
do corante coomassie e esperando-se 10 minutos a temperatura ambiente antes de ler a
absorvancia a 595 nm.
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3.3.4. Determinacédo da atividade enzimatica

Reacao de hidrolise

p-nitrofenilbutirato (p-NPB) + H.O « p-nitrofenol + &cido butirico (Equacéo 1)

A atividade estereolitica foi determinada com a reacdo de hidrolise do p-nitrofenilbutirato (p-
NPB). Em cada cuvette com um agitador magnético foram adicionados 1470 ul do tampao
Tris-HCI (20 mM, pH 8), 15 pl da solugdo de enzima pura ou diluida (previamente misturada
utilizando um vortex) e 15 pl da solucdo stock de p-nitrofenilbutirato. A reacao foi realizada,
medida e seguida a 600 rpm, no comprimento de onda de 400 nm e durante 90 segundos,
respetivamente. A atividade do extrato enzimatico é dada por:

U _SXVR

ml~ VgXT

x F.D (Equagéo 2)

onde U/ml é a unidade enzimatica definida como uma pumol de produto formada por minuto de
ml de enzima, m o declive da reta (grafico absorvancias VS tempo (T) (segundos)), € a
absortividade molar (18,75 umol/ml), Vr 0 volume reacional da cuvette (1,5 ml), Ve o volume
de enzima a adicionado (0,015 pl) e o fator de diluicao (F.D).

Reacdao de sintese de laureato de propilo (PLU)

acido laurico + n-propanol — laureato de propilo + H.O (Equacao 3)

A reacgdo de sintese deste éster é obtida através da adicdo a frascos de 5 ml com tampa, e
agitadores magnéticos (Figura 3.1) de 200 mg do &cido laurico, 10 mg ou 100 mg de enzima
imobilizado e 90 pul de 1-propanol mais 8 ul de agua. Esta reacado é realizada com agitacdo
(200 — 200 rpm), decorrendo durante 15 minutos, 1 hora ou mais tempo de reagéo. A sintese
deste éster decorre a 50°C, uma vez que é a temperatura de fusdo do &cido laurico, apenas
guando este composto se encontrar fundido é que se procede ao inicio da contagem do
tempo. No final da reacdo procede-se a adigdo de todo o contetdo liquido dos frascos
reacionais a eppendorfs de 2 ml contendo ja 1,5 ml de etanol a 96% com a finalidade de parar
a reacdo ao desnaturar a enzima. Estes eppendorfs vao a centrifugar durante 1 minuto para
depositar qualquer particula de suporte ou precipitado de enzima. A conversdo do &cido
ladrico foi determinada através da Equacao 5.
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Utilizando a Cal B foram realizadas rea¢des de sintese de laureato de propilo com diferentes
teores de agua, como se pode observar na tabela 3.5.

Tabela 3.5 - Proporcéo de agua na reacéo de sintese de laureato de propilo
pela Cal B (v/v)

Volume de Volumes de Volume de agua Tgor de
acido laurico (ul) |  propanol () (ul) agua
(% viv)
230 90 8 2,44
230 94 4 1,22
230 97 1 0,30
230 97,5 0,5 0,15

Reacéo de sintese do caproato de hexilo

acido caproico + n-hexanol — caproato de hexilo + H,O (Equacao 4)

A reacgdo de sintese do caproato de hexilo é obtida através da adicdo de 125 pl de acido
caproéico, 100 mg de enzima imobilizada, 150 pl de 1-hexanol e 8 ul de agua a frascos de 5
ml com tampa, e agitadores magnéticos (Figura 3.1). Esta reacdo é realizada com agitacéo
(200 rpm) e decorrendo durante a varios tempos a temperatura de 30°C.

Ao fim deste tempo procede-se a extracao e adicao de todo o contelido liquido dos frascos
para eppendorfs de 2 ml contendo ja 1,5 ml de etanol a 96% com a finalidade de parar a
reagdo ao desnaturar a enzima. De seguida procede-se a centrifugacdo dos eppendorfs
durante 1 minuto para que deposite qualquer particula de suporte ou precipitado de enzima.

A conversdo do acido caproico foi determinada através da Equagéo 5.

Na tabela 3.6 encontram-se as informac6es relativas aos diferentes teores de agua utilizados
nas reagdes de sintese de caproato de hexilo com a Cal B.

Tabela 3.6 - Proporcao de agua na reacao de sintese de caproato de hexilo
pela Cal B (v/v)

é?:/iglcgj?aepsrgiio Volumes de Volume_s de 4gua ,Teor de
m hexanol (ul) Milli-Q (ul) agua (%)
125 150 8 2,80
125 154 4 1,40
125 156 2 0,70
125 157 1 0,35
125 157,5 0,5 0,17
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—

Figura 3.1 - Frasco de reagdo com tampa
e agitador magnético usados nas reacdes
de sintese do laureato de propilo e
caproato de hexilo.

3.3.5. Método titulométrico para a determinacao da percentagem de conversao de acido em
éster

As titulac6es foram efetuadas em frascos de vidro com agitadores magnéticos, como se pode
observar na Figura 3.2. A estes frascos adicionam-se 3 ml de etanol a 96 %, 1 ml de agua
Milli-Q, 500 pl do meio reacional centrifugado e recolhido ap6s terminar a sintese do éster e
1 gota de fenolftaleina 1 %.

O é&cido ndo consumido na sintese do éster foi quantificado pela titulagdo com NaOH 0,4 ou
0,1M.

acido adicionado—acido niao consumido

Conversao = ( ) X 100 (Equacgéo 5)

acido adicionado

Figura 3.2. Frasco de titulacéo e
agitador magnético utilizados no
método titulométrico.
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3.3.6. Sintese de Biodiesel

As reacles de sintese do biodiesel foram efetuadas em frascos de 5 ml com tampa, e
agitadores magnéticos (Figura 3.1), nas proporcdes de 50 mg de enzima imobilizada, 0,95 g
de trioleina (6leo), 42,5 ul de dgua e 142,5 pl de metanol. A adicdo do metanol foi realizada
um terco de cada vez de 4 em 4 horas.

Num segundo, terceiro e quarto grupo de experiéncias foram efetuadas reacdes nas mesmas
propor¢des, mas com adi¢cao logo no inicio de 142,5 pl de metanol, butanol e etanol 96%,
respetivamente.

Todas estas rea¢fes foram executadas a temperatura de 30°C e a 200 rpm.

3.3.7. Estudos de reutilizacdo dos suportes com enzima imobilizada na sintese dos ésteres

Os estudos de reutilizagdo tém a finalidade de averiguar como a enzima imobilizada nos
diferentes suportes mantém a atividade nas reacdes de sintese dos ésteres, pela
percentagem de conversao dos respetivos acidos.

Primeiramente, € realizada uma reacao nas proporcdes desejadas, com o fim desta, remove-
se todo o liquido e apenas o suporte permanece no interior do frasco, procedendo-se de
seguida a uma nova adicdo dos reagentes necessarios (exatamente os mesmos com que foi
feita a primeira reacéo) para a reutilizacdo, e repetindo este procedimento experimental.

3.3.8. Leitura das amostras de biodiesel através de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC)

Ao terminar as reacdes de sintese do biodiesel tem de se preparar as amostras para serem
lidas em HPLC. A eppendorfs de 1,5 ml adiciona-se 1423,5 pl de n-hexano, 1,5 ul de acido
acético 58,5 mM, pH 2,3 e 75 pl de meio reacional recolhido apos terminar a sintese.
Seguidamente é efetuada a centrifugacdo dos eppendorfs durante 3 minutos, para que as
particulas depositem. Entdo da-se a passagem do conteldo liquido dos eppendors
(sobrenadante) para frascos de HPLC com tampa adequada a injec¢ao automatica do seu
conteudo.

Estas preparag@es foram injectadas e os componentes nele contido sédo separados através
da coluna RP18 (Merck KGaA) de cromatografia liquida de alta eficiéncia, com método de
eluicdo em gradiente desenvolvido por Sara Badenes [89].
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4. Resultados e Discussao

4.1. Teste e selecao de cutinase de diferentes estirpes de E. coli clonadas

Determinaram-se as atividades estereoliticas das enzimas cutinase liofilizadas O796G,
T171C, 84 U.mol/ml.min, wild-type Pura e Cal B ao fim de 0, 1 e 2 horas de ressuspensao no
tampdo Tris-HCI 20 mM, pH 8, estes resultados podem ser observados nos gréficos 4.1, 4.2,
4.3, 4.4 e 4.5, respetivamente.

4,00
3,55
3,50
3,00 2.66
2,50
2,00

1,50

Atividade (U/ml)

1,00
0,50

0,00
0 1 2

Tempo (horas)

Figura 4.1 — Representacao gréafica da determinacao da atividade estereolitica (U/ml) da
Cutinase O796G (= 16 mg) ao fim de 0, 1 e 2 horas de ressuspensio no tampéo Tris-HCI
20 mM, pH 8 (10 ml).
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Figura 4.2 — Representacgao grafica da determinacéo da atividade estereolitica (U/ml) da
Cutinase T171C (= 16 mg) ao fim de 0, 1 e 2 horas de ressuspensao no tampéao Tris-HCI
20 mM, pH 8 (10 ml).
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Figura 4.3 — Representacao gréafica da determinacao da atividade estereolitica (U/ml) da
Cutinase 84 U.mol/ml.min (= 16 mg) ao fim de 0, 1 e 2 horas de ressuspensdo no tampéao
Tris-HCI 20 mM, pH 8 (10 ml).
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0,80
0,70 /0,68

0,60
0,50
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Figura 4.4 — Representacao gréfica da determinacao da atividade estereolitica (U/ml) da
Cutinase wild-type Pura (= 16 mg) ao fim de 0, 1 e 2 horas de ressuspensao no tampéao
Tris-HCI 20 mM, pH 8 (10 ml).
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Figura 4.5 — Representacgao grafica da determinacéo da atividade estereolitica (U/ml) da Cal B (= 16 mg)
ao fim de 0, 1 e 2 horas de ressuspensédo no tampao Tris-HCI 20 mM, pH 8 (10 ml).

Atendendo a que estes resultados de atividade estereolitica séo por volume de solucdo e que
as solucbes de enzima apresentam quantidades diferentes de enzima tera que se avaliar 0s
valores de atividade especifica.
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4.2. Comparacdo das cutinases armazenadas com a produzida pela nova estirpe de

cutinase

Determinaram-se as atividades estereoliticas das cutinases produzidas pela nova estirpe
recombinante de E. coli, em particular, M3, M3 concentrada, J1 e J2. Estes resultados podem

ser observados na tabela 4.1.

Tabela 4.1 - Determinacgao da atividade estereolitica (U/ml) da
cutinase diluida com solugado Tris-HCI 20mM (pH 8).
Determinagdes efetuadas com varia¢édo temporal

Amostras Actividade (U/ml) Actividade (U/ml)
marco 2018 setembro 2018
Cutinase M3 833 265
Cutinase M3
(concentrada) i 497
Cutinase J1 - 134
Cutinase J2 - 360

Na tabela 4.2, encontra-se os valores da proteina total (mg proteina / ml) das solucdes
enzimaticas diluidas com Tris-HCI 20 mM (pH 8) cutinases M3, M3 (concentrada), J1 e J2, e

da Cal B.

Tabela 4.2 - Determinagéo da proteina total (mg/ml) da solucéo Tris-HCI 20 mM

(pH 8) sobrenadante em contato com as cutinases e Cal B

Determinacao da Proteina Total Atividade
Amostras N especifica
Concentragdo (mg/ml) (U/mg)
Cutinase T171C 0,19 18,7
Cutinase
0796G 0,00 ND
Cutinase 84 0,03 18
U.mol/ml.min
Cutinase wild- 0,002 340
type Pura
Cutinase M3 em
margo ou 1,05 794 ou 252
setembro 2018
Cutinase M3 351 141
(concentrada)
Cutinase J1 0,20 670
Cutinase J2 3,01 120
CalB 1,43 1,15
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Com base nestes resultados, pode-se concluir que a purificacdo e liofilizagdo das cutinases
conduziu a perda quase total da sua atividade. As cutinases produzidas pela nova estirpe de
E. coli (M3, M3 concentrada, J1 e J2) foram entdo usadas diretamente no processo de
imobilizacdo sem purificacdo nos diferentes suportes disponiveis no laboratério.

4.3. Adsorgao da nova cutinase M3 em suportes hidrofébicos

Determinaram-se os valores de proteina total (método de Bradford) e atividade estereolitica
da solugdo enzimatica (M3) no sobrenadante em contato com suportes hidrofébicos, tendo
esta adsorc¢éo sido efetuada utilizando uma bomba de vacuo nao funcional (KNF Neuberger).
Nas tabelas 4.3 e 4.4 encontram-se 0s resultados relativos a estas determinagdes.

Tabela 4.3 - Determinacgao da proteina total (mg/ml) do sobrenadante enzimatico em
contato com suportes hidrofébicos (= 500 mg / 5 ml enzima), retiradas ao fim de 15 e 111
horas de adsorcdo. * - Valor obtido fora da reta de calibragdo, A - suporte secou

Tempo de retirada Determinacéo da Proteina Total
Amostras ~
de amostra (h) Concentragdo (mg/ml)
) 15 1,54*
Amberlite XAD - 2
111 1,79*
_ 15 1,73*
Amberlite XAD - 4
111 1,53*
. 15 ND
Amberlite XAD - 7
111 0,16
Laboratories Chauny 15 2,79*
XAD - 16 111 A
15 1,71
DIAION HP20
111 A
] 15 ND
Amberlite XAD - 1180
111 0,18
. 15 1,56*
Enzima M3
111 1,59*
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Tabela 4.4 - Determinagao da atividade estereolitica (U/ml) e atividade especifica (U/mg)
do sobrenadante enzimético em contato com suportes hidrofébicos (= 500 mg /5 ml
enzima), retiradas ao fim de 15 e 111 horas de adsor¢&o. A - suporte secou

Amostras Tempo de retirada de Atividade Atividade
amostra (h) (U/ml) Especifica (U/mg)
) 15 325,3 211
Amberlite XAD - 2
111 287,2 160
, 15 506,7 293
Amberlite XAD - 4
111 2453 160
, 15 1,8 ~0
Amberlite XAD - 7
111 0,5 3
Laboratories 15 920,0 329
Chauny XAD - 16 111 A ND
15 680,0 398
DIAION HP20
111 A ND
Amberlite XAD - 15 4,1 ~0
1180 111 0,5 2,7
) 15 352,0 225
Enzima M3
111 292,3 184

Neste grupo de experiéncias, pode-se concluir que a Amberlite XAD-7 e Amberlite XAD-1180
adsorveram praticamente toda a proteina presente na solu¢éo enzimatica M3 e que a proteina
imobilizada apresenta atividade. Por sua vez, os suportes Amberlite XAD-2, XAD-4, Chauny
XAD-18 e DIAION HP20 ndo adsorveram quantidade significativa de proteina, apresentando

0s respetivos imobilizados pouca atividade.

4.4. Adsorcgédo da nova cutinase (M3) em suportes inorganicos (zedlitos e alumina)

Para as imobilizag6es em suportes inorganicos foram determinados os valores de proteina
total (método de Bradford) (tabela 4.5) e atividade estereolitica (tabela 4.6) do sobrenadante
enzimatico em contato com estes. Esta adsorc¢ao foi realizada utilizando uma bomba de vacuo

nao funcional (KNF Neuberger).
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Tabela 4.5 - Determinag&o da proteina total (mg/ml) do
sobrenadante enzimatico em contato com suportes
inorganicos (zedlitos e alumina) (= 100 mg / 1 ml enzima),
retiradas ao fim de 19 horas de adsorcéo. * - Valor obtido
fora da reta de calibracéo

Amostras Determinacéo da Proteina Total
Concentragdo (mg/ml)

NaX 2,36*
CaA 1,39*
NaA 2,72%
Alumina 0,01*
NaY 1,45*
Enzima M3 1,41*

Tabela 4.6 - Determinagdo da atividade estereolitica
(U/ml) e atividade especifica (U/mg) do sobrenadante
enzimatico em contato com suportes inorganicos (zedlitos
e alumina) (= 100 mg / 1 ml enzima), retiradas ao fim de
19 horas de adsor¢éo

Amostras Atividade Atividade
(U/ml) Especifica (U/mg)
NaX 850,53 360
CaA 528,00 380
NaA 1068,80 393
Alumina 56,13 5600
NaY 497,33 343
Enzima M3 509,47 361

Neste grupo de experiéncia a enzima com a Alumina mostrou um efeito de adsorgéo
apreciavel da atividade e proteina. Por sua vez, o aumento dos valores de atividade e proteina
no sobrenadante enzimatico apés de 19 horas de contato com os suportes NaX e NaA relacéo
aos valores da solugéo enzimética M3 é devido a um efeito do tipo peneiro molecular. Este
efeito é responsavel pela aprecidvel adsor¢do da dgua e outros compostos mais pequenos
deixando no sobrenadante a cutinase e outras proteinas de maior peso molecular que
provocou 0 aumento da atividade e proteina.

4.5. Adsorcao da nova cutinase (M3) em suportes i6nicos

Para os suportes idnicos Dowex 50W - X8, AG 50W — X8, AG 50W — X2, Amberlite IRC 50,
IRA — 400 e IRA-48 foram determinados os valores de proteina total (método de Bradford)
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(Tabela 4.7) e atividade estereolitica (tabela 4.8) da solu¢cdo e enzima (M3 a pH 6,93)
sobrenadante enzimatico em contato com estes.

Tabela 4.7 - Determinagao da proteina total (mg/ml) do sobrenadante enzimatico
em contacto com suportes idnicos (= 500 mg / 5 ml enzima), retiradas ao fim de
16 e 40 horas, a 150 rpm e a 25°C

Tempo de retirada de | Determinacdo da Proteina Total

Amostras ~
amostra (h) Concentracgéo (mg/ml)

Dowex 16 1,46
S0W - X8 40 1,74
AG 16 0,02
50W - X8 40 0,00
AG 16 0,00
50W - X2 40 ND
Amberlite 16 ND
IRC 50 40 0,55
Amberlite 16 119
IRA - 400 40 1,48
Amberlite 16 1,27
IRA - 480 40 1,68
Enzima M3 16 1,29
(pH 6,93) 40 1,41

Tabela 4.8 - Determinacgéo da atividade estereolitica (U/ml) e atividade
especifica (U/mg) do sobrenadante enzimatico em contato com suportes
i6nicos (= 500 mg / 5 ml enzima), ao fim de 16 e 40 horas, a 150 rpm e a 25°C

Amostras Tempo de retirada Atividade Ati\{idade

de amostra (h) (U/ml) Especifica (U/mg)
Dowex 16 343,6 235
50W - X8 40 517,5 297

AG 16 105,9 -

50W - X8 40 0,0 -0
AG 16 0,9 ~0
S0W - X2 40 ND ND
Amberlite 16 1199,1 ND
IRC 50 40 87,3 25
Amberlite 16 1009,9 849
IRA - 400 40 491,1 332
Amberlite 16 1100,8 867
IRA - 480 40 593,6 353
Enzima M3 16 838,4 650
pH 6,93 40 636,0 451
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Neste grupo de experiéncias, destaca-se a adsor¢cédo praticamente total de atividade e
proteina nos suportes de permuta catiénica AG 50W-X8, AG 50W-X2 e Amberlite IRC 50.

Com base nestes resultados foram realizadas um novo grupo de experiéncias com 0s
suportes de permuta cationica Dowex 50W - X8, AG 50W — X8 e AG 50W — X2 com solucgbes
enziméticas M3 com valores de pH corrigidos entre 2 — 3,50 e 4,40 — 4,80. No final procedeu-
se a determinacao da atividade e proteina no sobrenadante enzimético ap6s contato com os
suportes. Os resultados destas determinacdes encontram-se apresentados nas tabelas 4.9 e
4.10, respetivamente.

Tabela 4.9 - Determinagédo da proteina total (mg/ml) da solucéo de enzima (M3 com
valores de pH corrigidos) e do sobrenadante enzimatico em contato com suportes
i6nicos (com ajuste de pH) (= 500 mg / 5 ml enzima), retiradas ao fim de 16 e 40
horas, a 150 rpm e a 25°C. * - Valor obtido fora da reta de calibragdo

Tempo de retirada | Determinacgdo da Proteina Total
Amostras pH ~
de amostra (h) Concentragdo (mg/ml)

Dowex | 2,60 19 0.10
S0W-X8 | 4,75 68 0,35*
AG 3,40 19 0,04
S0W-X8 | 4,49 68 0,19
AG 2,03 19 0,00
S0W-X2 | 4,70 68 0,00

Tabela 4.10 - Determinacao da atividade estereolitica (U/ml) e
atividade especifica (U/mg) do sobrenadante enzimatico em
contato com suportes idnicos (com variagéo de pH) (= 500 mg
/5 ml enzima), ao fim de 16 e 40 horas, a 150 rpm e a 25°C

Amostras pH Tempo de retirada | Actividade

de amostra (h) (U/ml)

Dowex 2,60 19 200,0
50W-X8 475 68 1477
AG 3,40 19 95.3
50W-X8 4.49 68 200
AG 2,03 19 177.9
50W-X2 4,70 68 125

Os baixos valores de proteina total no sobrenadante enzimatico neste grupo de experiéncias,
permite concluir que houve adsorcdo da cutinase, mas trouxe beneficios significativos em
relagéo aos valores de atividade obtidos a partir de M3 sem correcéo do pH (tabela 4.8).

4.6. Adsorcédo da nova cutinase (M3) em suportes covalentes

Para os suportes covalentes metacrilato de epéxi butilo, metacrilato de epéxi e metacrilato de
amina foram determinados os valores de proteina total (método de Bradford) (tabela 4.11) e
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atividade estereolitica (Tabela 4.12) do sobrenadante enzimético em contato com estes. A
solucdo enzimatica M3 apresentava nesta altura uma atividade de 264 U/ml, isto €, uma
atividade especifica de 188 a 205 U/mg proteina.

Tabela 4.11 - Determinagao da proteina total (mg/ml) do sobrenadante enzimatico em

contato com suportes covalentes (= 50 mg / 5 ml em cada periodo), em orbital e a
temperatura ambiente. * - Valor obtido fora da reta de calibracdo

5 Determinacdo da Proteina Total
Amostras Tempo de adspr(;ao do ¢ !
suporte com cutinase (M3) Concentragdo (mg/ml)

Metacrilato de 2h 0,07*
epéXi butilo Overnight 0,04*
Metacrilato de 2h 0,85
epoxi Overnight 0,30*
Metacrilato de 2h 0,64
amina Overnight 0,85

Tabela 4.12 - Determinagdo da atividade estereolitica (U/ml) e atividade especifica (U/mg)
sobrenadante enzimatico em contacto com suportes covalentes (= 50 mg /5 ml em cada
periodo), em orbital e a temperatura ambiente

Amostras Tempo de adsorcao do Atividade Atividade
suporte com cutinase (M3) (U/ml) Especifica (U/mg)

Metacrilato de epoxi 2 horas 0,14 2

butilo Overnight 0,15 4
Metacrilato de epodxi 2 hor_as 0,07 0.1
Overnight 0,11 0,4

. , 2 horas 0,00 0

Metacrilato de amina -

Overnight 0,09 0,1

Neste grupo de experiéncias, destaca-se uma diminuigdo muito acentuada dos valores da
atividade no sobrenadante enzimatico que teve em contato com os suportes para imobilizacéo
covalente. Pode-se assim concluir que a capacidade méaxima de imobiliza¢do da cutinase por
estes suportes ndo foi atingida e deve ser possivel aumentar significativamente se for
disponibilizada mais enzima no processo de imobiliza¢éo.

4.6.1. Aumento de escala

Procedeu-se a um aumento de escala, uma vez que a quantidade de suporte covalente
metacrilato de epoxi butilo era insuficiente para a realizagcao de mais ensaios experimentais.
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Tendo isto em vista, este suporte foi imobilizado por duas vezes, uma utilizando as
preparacdes de enzima M3 (265 U/ml e 1,05 mg/ml) e J1 (134 U/ml e 0,2 mg/ml), e outra
com a enzima J2 (360 U/ml e 3,01 mg/ml). Determinando-se para cada os valores de
proteina total (método de Bradford) (tabela 4.13) e atividade estereolitica (tabela 4.14) do
sobrenadante enzimatico em contacto com este suporte.

Tabela 4.13 - Determinacéo da proteina total (mg/ml) da mistura dos sobrenadantes enziméticos apds contato
com o suporte covalente Metacrilato de epdxi butilo (1 g), em agitacdo orbital e a temperatura ambiente. Suporte
contata por 3 ou 4 vezes com respetivos volumes de enzima e tempos de imobilizacdo

Amostras

Tempo de adsorcao do
suporte com enzima

Volume de enzima

Determinacao da Proteina Total

adicionada

Concentracado (mg/ml)

1h 25 ml enzima M3
Metacrilato de 1h 25 ml enzima M3 0.56
epoxi butilo 1h 25 ml enzima J1 '
Overnight 25 ml enzima J1
_ 2h 25 ml enzima J2
Metacrilato de 2h 25 ml enzima J2 0,72
epoxi butilo
Overnight 25 ml enzima J2

Tabela 4.14 - Determina¢do da atividade estereolitica (U/ml) e atividade especifica (U/mg) da mistura dos
sobrenadantes enzimaticos apds contato com o suporte covalente Metacrilato de ep6xi butilo (1 g), em agitacdo orbital
e a temperatura ambiente. Suporte contata por 3 ou 4 vezes com respetivos volumes de enzima e tempos de

imobilizacao.
Tempo de adsorgdo do Volume de enzima Atividade | Atividade Especifica
Amostras . g
suporte com enzima adicionada (U/ml) (U/mg)
1h 25 ml enzima M3
P - 1,6 2,9
epoxi butilo 1h 25 ml enzima J1
Overnight 25 ml enzima J1
_ 2h 25 ml enzima J2
Metacrilato de 2h 25 ml enzima J2 17,7 25
epoxi butilo
Overnight 25 ml enzima J2

No grupo de experiéncias anteriores verificou-se a capacidade dos diferentes suportes para
adsorver e imobilizar a cutinase expressa e excretada pela nova estirpe de E. coli
recombinante. O passo seguinte foi testar a eficiéncia destes suportes com enzima
imobilizada na sintese de ésteres e selecionar alguns para a sintese do Biodiesel.

4.7. Caraterizacdo da atividade da cutinase imobilizada na sintese do laureato de propilo

Os suportes hidrofébicos, inorganicos e iénicos foram comparados com a cutinase wild-type
pura e Cal B livres na sintese do laureato de propilo pela percentagem de &cido laurico
convertido, como se pode observar nas tabelas, 4.15, 4.16 e 4.17.
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Tabela 4.15 - Determinagao da conversao de &cido
laurico durante 15 minutos, 1 e 21 horas a 50°C, e 200
rpm nas reagOes catalisadas pela enzima adsorvida nos
suportes hidrofébicos (= 10 mg), Cal B (=5 mg) e

Cutinase wild-type Pura (= 5 mg)

Biocatalisador | '€mPOde | Conversdo de acido
reacao laurico (%)
berl 15 minutos 0,0
Amberlite
XAD - 2 1 hora ND
17 horas ND
15 minutos 0,0
Amberlite
XAD - 4 1 hora ND
17 horas ND
15 minutos 5,9
Amberlite
XAD -7 1 hora 10,0
17 horas 0,0
Laboratoires | 15 minutos 0,0
Chauny 1 hora 6,3
XAD - 16 17 horas 0,0
15 minutos 0,0
DIAION HP20 1 hora 10,0
17 horas 3,0
15 minutos 0,0
Amberlite
XAD - 1180 1 hora ND
17 horas ND
15 minutos ND
Cal B 1 hora 62,5
17 horas 83,0
_ 15 minutos ND
Cutinase L hora 250
Pura
17 horas 20,0
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Tabela 4.16 - Determinacao da conversao de acido laurico durante
15 minutos, 1 e 21 horas a 50°C, e 200 rpm nas reacdes
catalisadas pela enzima adsorvida em suportes inorganicos (= 10
mg), Cal B (= 5 mg) e Cutinase Pura (= 5 mg)

Biocatalisador Tempg de Convclarsao de acido
reacao laurico (%)
15 minutos 20,3
Zedlito Nax 1 hora 14,6
21 horas 22,9
15 minutos 13,9
Zedlito CaA 1 hora 8,5
21 horas 0,0
15 minutos 0,0
Zeolito NaA 1 hora 9,8
21 horas 34,3
15 minutos 8,9
Zedlito NaY 1 hora 14,6
21 horas 0,0
15 minutos 10,1
Alumina 1 hora 3,7
21 horas 0,0
15 minutos 21,5
Cal B 1 hora 63,4
21 horas 81,4
15 minutos 11,4
Cutinase wild- 1 hora 49
type Pura
21 horas 0,0

Tabela 4.17 - Determinacao da conversao de acido
laurico durante 1 hora a 50°C, e 200 rpm nas reacdes
catalisadas pela enzima (cutinase M3) adsorvida nos
suportes idnicos (= 10 mg), Lipase B (= 5 mg) e
Cutinase wild-type pura (= 5 mg)

Biocatalisador ConV(?rsao de &cido
laurico (%)

Dowex 50W-X8 15,5
AG 50W-X8 17,9
AG 50W-X2 9,5
Amberlite IRC 50 0,0
Amberlite IRA-400 2,4
Amberlite IRA-480 9,5
Lipase B 75,0
Cutinase Pura 0,0
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Neste grupo de experiéncias, pode-se constatar que a cutinase adsorvida em suportes
hidrofébicos, inorgénicos e ibnicos bem como a cutinase wild-type pura ndo tem grande
eficiéncia em sintetizar o laureato de propilo nestas condicbes experimentais quando se
compara com a eficiéncia evidenciada pela Cal B livre (75 — 85% ao fim de 1 hora de reacdo
a 50°C).

Estes resultados podem estar associados a excelente eficiéncia demonstrada pela cutinase
em reacado de hidrolise (p-NPB) em comparacdo com a Cal B e, por isso, apresentar baixa
capacidade de sintetizar ésteres nestas condi¢cdes experimentais.

A outra hipétese para explicar a baixa eficiéncia de sintese do laureato de propilo pela cutinase
livre ou adsorvida nos diferentes suportes provavelmente estd associado a baixa estabilidade
desta enzima a temperaturas acima dos 45°C, como foi demonstrado por Eduardo Melo [103].

4.7.1. Efeito do teor de 4gua na sintese do laureato de propilo da Cal B

Para a enzima Cal B foi estudado o efeito de diferentes teores de agua, de forma a se
identificar o melhor teor, uma vez que esta apresenta uma grande percentagem de conversao
de acido laurico. Os resultados relativos a esta determinacéo podem ser observados na tabela
4.18.

Tabela 4.18 - Determinacao da conversao de &cido
laurico durante 1 hora a 50°C, e 200 rpm nas reagfes
catalisadas pela Lipase B (= 5 mg) com diferentes teores

de agua
AMostras Con\llgrséo de &cido
aurico (%)
Cal B 2,44% H,0 60,5
Cal B 1,22% H,0 65,8
Cal B 0,30% H,0 0,0
Cal B 0,15% H,0 51
Cal B 0% H,0 0,0

Tendo em conta os resultados acima mencionados, pode-se concluir que a CAL B expressou
praticamente a sua eficiéncia maxima de sintese do éster para o teor de 4gua presente no
inicio do meio reacional (2,44% v/v).
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4.8. Caraterizacao da atividade da cutinase imobilizada na sintese do caproato de hexilo

Neste grupo de experiéncias para a caraterizagdo da cutinase adsorvida ou imobilizada em
alguns dos suportes, procedeu-se ao estudo da sua eficiéncia na sintese de caproato de hexilo
a 30°C. Foram determinadas as percentagens de consumo do &cido caprdico no meio
reacional e incorporado na estrutura do éster (caproato de hexilo).

Para os suportes i6nicos com variacdo de pH, procedeu-se a esta determinagdo durante 1
hora, cujos resultados podem-se observar na seguinte tabela 4.19.

Tabela 4.19 - Determinacao da conversao de &cido caproéico
durante 1 hora, a 30°C e 200 rpm nas reages catalisadas
pela enzima adsorvida nos suportes ionicos (= 100 mg), com

ajuste de pH.

Biocatalisador pH Cong/aegfglig:v(erysmdo

Dowex 50W-X8 2,60 16,3

4,75 22,8

AG 50W-X8 3,40 12,0

4,49 23,9

AG 50W-X2 2,03 12,0

4,70 15,2

Para os suportes hidrofébicos (Amberlite XAD — 7 e XAD — 1180), zedlito NaA e Alumina foi
efetuada esta determinacdo durante 1 hora, uma a 30°C e outra a temperatura ambiente
(25°C), cujos resultados séo apresentados nas tabelas 4.20 e 4.21, respetivamente. Na tabela
4.22 encontram-se os dados relativos a esta determinag&o a 30°C para a Amberlite XAD —
1180, alumina e Lipase B durante 1, 12 e 24 horas.

Tabela 4.20 - Determinagdo da conversao de acido
caproico durante 1 hora, a 30°C e 200 rpm nas
reagOes catalisadas pela enzima adsorvida nos
suportes hidrofobicos e inorganicos (= 100 mg)

Biocatalisador Conversdo acido capréico
(%)
Amberlite
XAD-7 176
Amberlite
XAD-1180 45,6
Alumina 45,6
Zeoblito NaA 13,2
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Tabela 4.21 - Determinagao da conversao de acido
caproico durante 1 hora, a temperatura ambiente
(25°C) e 200 rpm nas reag0es catalisadas pela
enzima adsorvida nos suportes hidrofobicos e
inorgénicos (= 100 mg)

. . Conversao de acido
Biocatalisador ..
caproico (%)
Amberlite
XAD-7 0.0
Amberlite
XAD-1180 0.0
Alumina 25,0
Zeolito NaA 0,0

Tabela 4.22 - Determinagéo da quantidade de &cido caprdico
durante 1, 12 e 24 horas, a 30°C e 200 rpm nas reacdes
catalisadas pela enzima adsorvida na Amberlite XAD-1180 e
Alumina (= 100 mg) e Cal B (= 5 mg)

. . Tempos de Converséo de &cido
Biocatalisador ~ o
reacdo(h) caproico (%)
1 26,8
Amberlite

XAD-1180 12 20,0
24 141
1 43,7
Alumina 12 63,1
24 39,1
1 90,1
Cal B 12 89,2
24 90,6

De acordo com estes resultados, chega-se a conclusdo que é possivel a sintese do caproato
de hexilo a temperatura de 30°C, em particular, a enzima imobilizada no suporte inorganico
alumina (63%), mas € menos eficiente do que a Cal B (89%) ao fim de 12 horas de reacao.

A cutinase adsorvida ou imobilizada nos suportes deve desnaturar a temperatura de 50°C
conforme observado e sugerido por Eduardo Melo [103] e por esse motivo perde a sua
capacidade de proceder a sintese do laureato de propilo.

Em face destes resultados, procedeu-se a preparacdo de uma quantidade de biocatalizador
de cutinase adsorvida em alumina. Assim, a Alumina (250 mg) foi colocada a adsorver com
diferentes volumes de enzima cutinase (M3), com recurso a uma bomba de vacuo funcional
(KNF LAB LABOPORT). No final com os suportes secos, foi determinada a percentagem de
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consumo do Aacido caprdico durante 1 e 21 horas para este biocatalisador, por titulagdo com
NaOH 0,1 M, como se pode observar nas tabelas 4.23 e 4.24.

Tabela 4.23 - Determinacgao da conversao de acido capréico
durante 1 hora, a 30°C e 200 rpm nas reacdes catalisadas
pela enzima adsorvida na Alumina (= 100 mg) com diferentes
volumes de enzima cutinase (M3) utilizados

Volumes de
Biocatalisador solucéo de Conversao de acido
cutinase M3 caproico (%)
(ml)
Alumina 0,5 21,5
Alumina 1 30,4
Alumina 1,5 28,9
Alumina 2 36,9
Alumina 2,5 39,2

Tabela 4.24 - Determinacao da conversao de &cido caproéico
durante 21 hora, a 30°C e 200 rpm nas reacdes catalisadas
pela enzima imobilizada na Alumina (= 100 mg) com
diferentes volumes de enzima cutinase (M3) utilizados

Volumes de
Biocatalisador solucéo de Conversao acido
cutinase M3 caproico (%)
(ml)
Alumina 0,5 9,4
Alumina 1 23,4
Alumina 15 46,9
Alumina 2 53,1
Alumina 25 62,2

Neste grupo de experiéncias, pode-se concluir que os resultados séo reprodutiveis face aos
resultados anteriores e confirma-se que a cutinase tem capacidade de sintetizar o caproato
de hexilo a 30°C com uma conversao de 62% ao fim de 21 horas de reacéo. Estes valores de
conversao obtidos poderdo sugerir que foi atingido o equilibrio na sintese deste éster, nestas
condigdes experimentais.

4.8.1. Efeito do teor em agua inicial na sintese e da atividade da agua na secagem da alumina
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De acordo com os resultados da experiéncia anterior e tendo em conta a importéancia do teor
em agua inicial no meio reacional e no suporte foi estudado em seguida o processo de
adsorcao da cutinase e um passo de secagem da alumina em condi¢des de atividade de 4gua
controlada (aw de 0,97).

Para a Alumina (250 mg / 3 ml) (aw = 0,97) durante 1 e 12 horas, foi determinada a
percentagem de consumo do acido caproéico na presenca e auséncia de agua em cada meio
reacional, cujos resultados sdo exibidos nas tabelas 4.25 e 4.26.

Tabela 4.25 - Determinacao da conversao de acido capréico durante
1 hora, a 30°C e 200 rpm nas reac¢fes catalisadas pela enzima
adsorvida com atividade de agua (aw) igual a 0,97 na Alumina (= 100

mg)

Conversao de acido

Biocatalisador capréico (%)

Reacdo efetuada com | Alumina (aw

8 ul de agua =0,97) 29,5
Reacdo efetuada sem | Alumina (aw 26.0
agua =0,97) '

Tabela 4.26 - Determina¢éo da conversdo de acido capréico durante
12 hora, a 30°C e 200 rpm nas reacdes catalisadas pela enzima
imobilizada com atividade de agua (aw) igual a 0,97 na Alumina (= 100

mg)
. . Converséo de &cido
Biocatalisador ho
caproico (%)
Reacdao efetuado com Alumina 600
8 pl de 4gua (aw=10,97) '
Reacédo efetuada sem Alumina 833
agua (aw =10,97) '

De acordo com este grupo de experiéncias, prova-se claramente que a cutinase adsorvida em
alumina apresenta eficiéncia de reacdo de esterificagdo e que a presenca inicial de agua no
meio reacional conduz a um equilibrio termodinamico correspondente a 60% de conversao ao
fim de 12 horas de reagéo. Este valor é inferior a 83,3% atingido na total auséncia de agua
inicial no mesmo tempo de reacao (tabela 4.26).

Com base nestes resultados, procedeu-se a confirmacao desta concluséo e dos resultados
anteriores com um maior detalhe da evolug¢do da conversédo do acido caproico no respetivo
éster com total auséncia de agua inicial no meio reacional, para dois grupos de ensaios com
0 mesmo suporte alumina com cutinase adsorvida mas seco em condigdes de atividade de
agua controlada (aw de 0,97).
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Tabela 4.27 - Determinacao da conversao de acido capréico
durante 3, 5, 24 e 26 horas, a 30°C e 200 rpm nas reacdes
catalisadas pela enzima adsorvida com atividade de agua (aw)
igual a 0,97 na Alumina (= 100 mg)

Biocatalisador Horas de Converséao de acido
Reacéo (h) caproéico (%)
Alumina 3 44 .4
Alumina 5 62,5
Alumina 24 91,1
Alumina 26 90,3

Tabela 4.28 - Determinacao da conversao de &cido caproico
durante 1, 3, 5, 20, 22, 24 e 26 horas, a 30°C e 200 rpm nas
reacoes catalisadas pela enzima adsorvida com atividade de
agua (aw) igual a 0,97 na Alumina (= 100 mg)

Biocatalisador Hora~s de Conversg”a'o de &cido
Reacéo (h) caproico (%)
Alumina 1 33,6
Alumina 3 44,9
Alumina 5 49,6
Alumina 20 64,4
Alumina 22 74,0
Alumina 24 78,8
Alumina 26 84,0

Com este grupo de ensaios, verifica-se um consumo crescente de acido caproico e aumento
da sua conversao em éster atingindo cerca de 90% ao fim de 26 horas de reacdo nestas
condi¢gBes experimentais. Esta eficiéncia na sintese deste éster € comparavel a obtida pela
Cal B livre nas mesmas condigdes reacionais anteriores (tabela 4.22).

4.8.2. Efeito do teor de 4gua no meio reacional na sintese do caproato de hexilo pela Cal B

Com a Cal B livre no meio reacional obteve-se = 90% de conversado do acido capréico foi
agora verificar-se se este valor é do equilibrio termodinamico nestas condicfes reacionais
através do estudo do teor em agua presente logo no inicio do meio reacional. Assim, para a
enzima Cal B foram efetuadas reacdes de sintese deste éster com diferentes teores de agua.
Os resultados relativos a esta determinacdo podem ser observados na tabela 4.29 .
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Tabela 4.29 - Determinagdo da quantidade de acido
caproico durante 1 hora a 30°C, e 200 rpm nas reagdes
catalisadas pela Cal B (= 5 mg) com diferentes teores de

agua
A Converséao de acido
mostras h
capraoico (%)
Cal B 2,80% H,0 81,6
Cal B 1,40% H,0 76,9
Cal B 0,70% H,0 79,5
Cal B 0,35% H,0 73,2
Cal B 0,17% H,0 22,2

De acordo com estes resultados experimentais observa-se uma maior sintese de caproato de
hexilo quando ha 2,14% (v/v) de 4gua logo no inicio do meio reacional e para teores de agua
mais elevados had uma pequena diminuicdo da conversdo principalmente para teores
inferiores a 0,27% (V/v).

4.9. Estudos de estabilidade (reutilizagdes) dos suportes com cutinase imobilizada

Para estudar a estabilidade dos suportes com cutinase adsorvida ou imobilizada
covalentemente procedeu-se a sua reutilizacdo e determinaram-se as percentagens de
conversdo do &cido caprdico para os imobilizados em Alumina (agitagdo magnética) e
suportes covalentes metacrilato de ep6xi butilo, metacrilato de ep6xi e metacrilato de amina
(agitacéo orbital), metacrilato de epoéxi butilo e metacrilato de amina (agitacdo magnética),
cujos resultados sdo apresentados nos graficos 4.6, 4.7 e 4.8, respetivamente.
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Figura 4.6 — Representacgao grafica das percentagens de converséo do acido capréico VS nimero de
reutilizacdes (6) da Alumina (5 mg), nas condi¢cSes operacionais de 30°C, agitacdo magnética de 200 rpm e
durante 1 hora cada reacgéo (7,5 pl de hexanol e 6,25 pl de acido caproico sem agua inicial). Alumina (250 mg)
e 300 ul da enzima Cutinase M3 concentrada.
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Figura 4.7 — Representacao gréfica das percentagens de converséo do acido capréico VS numero de
reutiliza¢des (29, 18 e 18, respetivamente) de suportes com cutinase imobilizada covalentemente metacrilato
de epodxi butilo, metacrilato de epdxi e metacrilato de amina (10 mg cada), nas condi¢cdes operacionais de
30°C durante 1 hora cada reacdo e com agitagdo magnética de 200 rpm (15 pl de hexanol e 12,5 ul de &cido
caproico sem agua inicial).
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Figura 4.8 — Representacgdo grafica das percentagens de converséo do acido caproéico dos suportes
covalentes metacrilato de epoéxi butilo e metacrilato de amina (10 mg cada) VS ndamero de reutilizagbes (15
e 4 respetivamente). Reacdes efetuadas nas condi¢ces operacionais de 30°C, 1 hora cada reacéo e
agitacdo magnética de 200 rpm (15 pl de hexanol e 12,5 ul de acido caproico sem agua inicial).
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O fato destas reacBes terem sido desenvolvidos sem solvente poderé ter feito com que a
dessorcao da enzima seja maior, perdendo assim atividade e por isso ndo se conseguiram
realizar mais reutilizagdes com a enzima imobilizada por adsor¢cdo na alumina.

Quando a cutinase esta imobilizada covalentemente apresenta maior capacidade para ser
reutiizada em reacdes de esterificacdo nestas condicdes experimentais. O suporte
metacrilato de epOxi butilo apresenta melhores resultados, conseguindo ter sido reutilizado 29
vezes sem diminuicdo do grau de conversdo, enquanto que 0s suportes metacrilato de epoxi
e amina perderam 50% da sua capacidade de esterificacdo ao fim de 18 reutilizacoes.

4.10. Sintese de Biodiesel

As reagfes de sintese de biodiesel com cutinase adsorvida em suportes alumina, cutinase
imobilizada covalentemente em suportes metacrilados de ep6xi butilo e as enzimas livres de
Cal B e cutinase J2 foram realizadas, conforme descrito no ponto 3.3.6.

Os resultados das reacdes obtidas pelas analises de HPLC sdo apresentados em anexo
(Anexo I, Il e lll). De acordo com estudos anteriores [62] os tempos de residéncia sao: entre
3 e 5 minutos para os ésteres, 5 e 8 minutos para os monoglicerideos, entre 10 e 14 minutos
para os diglicerideos, e entre 18 e 22 minutos para os triglicerideos.

Na figura 4.9 apresenta-se um exemplo de cromatograma obtido por HPLC de uma amostra
reacional.

uv
— HO Dicge 311 Cam 10
SO Decge 311 Cm 1.0

Foadention Time

1500

miLl
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Figura 4.9 — Cromatograma com as zonas de tempo respetivas de substratos, intermediarios e
produtos. Retangulo preto (3 a 6 minutos) — zona temporal de detecéo de ésteres, retangulo
verde (6 a 10 minutos) — zona temporal de detecdo de monoglicerideos, retangulo castanho (10
a 15 minutos) — zona temporal de detecéo de diglicerideos, retangulo azul (17 a 22 minutos) —
zona temporal de detec¢éo de triglicerideos. Grafico de autoria propria.
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Como nao foi possivel fazer-se uma analise quantitativa dos substratos e produtos da reacao
no final desta, apenas foi possivel fazer uma analise qualitativa dos resultados. Assim sera
utilizada a seguinte simbologia: + : presenca de ésteres, ++ : presenca de muitos ésteres, +/-
: apresenta alguns ésteres e monoglicerideos, - : ndo apresenta vestigios de monoglicerideos
ou ésteres.

4.4.1. Efeito da adicdo de metanol por trés vezes correspondente a 1/3 do valor
estequiométrico

O resumo deste grupo de experiéncias € apresentado na tabela seguinte (4.30). Os
Cromatogramas encontram-se em Anexo |.

Tabela 4.30 — Resultados da sintese de biodiesel com 0,95 g de trioleina, 142,5
pl de metanol (1/3 adicionado a cada 4 horas) e 42,5 pyl de agua. Legenda + :
presenca de ésteres, ++ : presenca de muitos ésteres, +/- : apresenta alguns
ésteres e monoglicerideos, - : ndo apresenta vestigios de monoglicerideos ou
ésteres. Cromatogramas em anexo

Resultado da

Biocatalisador Cromatograma ID Sintese Biodiesel
Branco inicial (sem enzima) Al -
Branco final (sem enzima) A2 -
Cutinase J2 imobilizada em A3 i
Metacrilato de epdxi butilo
Cutinase J2 imobilizada em
: Ad -
Alumina
Cal B (enzima livre) A5 ++
Cutinase J2 (enzima livre) A6 +

Apenas Cal B e a cutinase J2 livre apresentam produgcdo de ésteres resultantes da
transesterificagcdo da trioleina com metanol. Contudo, a cutinase J2 (cromatograma A6)
apresenta menos ésteres e monoglicerideos do que a Cal B (cromatograma A5).

4.4.2. Efeito da adicdo de metanol por trés vezes mas sem adi¢do de agua no inicio
da reacéo

Os resultados obtidos para este grupo de experiéncias sdo apresentados no Anexo | e
encontra-se em resumo na tabela 4.31.
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Tabela 4.31 - Resultados da sintese de biodiesel com 0,95 g de trioleina, 142,5
pl de metanol (1/3 adicionado a cada 4 horas) sem agua inicial. Legenda + :
presenca de ésteres, ++ : presenca de muitos ésteres, +/- : apresenta alguns
ésteres e monoglicerideos, - : ndo apresenta vestigios de monoglicerideos ou

ésteres. Cromatogramas em anex

Experiéncia e biocatalisador

Cromatograma ID

Sintese Biodiesel

Branco inicial A7 -
Branco final A8 -
Cutinase J2 imobilizada em A9 +

Metacrilato de epdxi butilo

A enzima imobilizada no suporte metacrilato de epdxi butilo (cromatograma A9) conseguiu
nestas condi¢fes sintetizar mais alguns ésteres e monoglicerideos em relacdo ao ensaio
anterior com 42,5 ul de 4gua no inicio da reacao (cromatograma A3). Portanto, a 4gua no
inicio do meio reacional parece ser um fator importante na sintese do biodiesel nestas
condigBes experimentais.

4.4.3. Efeito da adicdo de metanol todo de uma vez no inicio da reacao

Os resultados obtidos pela anadlise em HPLC sdo apresentados em anexo e em resumo
apresentados na tabela 4.32.

Tabela 4.32 - Resultados da sintese de biodiesel com 0,95 g de trioleina, 142,5
pl de metanol e 42,5 pl de agua. Legenda + : presenca de ésteres, ++ :
presenca de muitos ésteres, +/- : apresenta alguns ésteres e monoglicerideos, -
: ndo apresenta vestigios de monoglicerideos ou ésteres. Cromatogramas em

anavo
artcXo

Experiéncia e biocatalisador

Cromatograma ID | Sintese Biodiesel

Branco inicial A10 -
Branco final All -
Cutinase J2 imobilizada em A12 i
Metacrilato de epdxi butilo
Cutinase J2 |mpb|I|zada em A3 i
Alumina
CalB Al4 +/-

Nestas condi¢cBes a cutinase imobilizada ou adsorvida ndo sintetiza biodiesel e mesmo a Cal
B apresenta uma sintese pouco significativa de ésteres (cromatograma Al4) o que leva a
concluir que ocorreu inibicdo de atividade desta enzima na presenca de elevadas
concentracoes iniciais de metanol no meio reacional.
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4.4.4. Efeito da adicdo de metanol todo de uma vez mas sem adi¢do de agua no inicio
da reacéo

Os resultados obtidos pela analise em HPLC séo apresentados em Anexo | e em resumo
apresentados na tabela 4.33.

Tabela 4.33 - Resultados da sintese de biodiesel com 0,95 g de trioleina, 142,5
pl de metanol e sem agua. Legenda + : presenca de ésteres, ++ : presenca de
muitos ésteres, +/- : apresenta alguns ésteres e monoglicerideos, - : ndo
apresenta vestigios de monoglicerideos ou ésteres. Cromatogramas em anexo

Sintese Biodiesel

Experiéncia e biocatalisador

Cromatograma ID

Metacrilato de epdxi butilo

Branco inicial Al5 -
Branco final Al6 -
Cutinase J2 imobilizada em A17 i

A enzima imobilizada no suporte metacrilato de epoxi butilo ndo conseguiu nestas condigées
catalisar a sintese de ésteres (cromatograma Al7), devido provavelmente a inibicdo de
atividade da enzima imobilizada na presenca de elevadas concentragdes iniciais de metanol
no meio reacional quando se compara com a experiéncia anterior (cromatograma A9).

4.4.5. Efeito da adi¢do de butanol todo de uma vez no inicio da reagao

Os resultados obtidos pela analise em HPLC sdo apresentados em Anexo Il e em resumo
apresentados na tabela 4.34.

Tabela 4.34 - Resultados da sintese de biodiesel com 0,95 g de trioleina, 142,5
pl de butanol e 42,5 pl de 4gua. Legenda + : presenca de ésteres, ++ : presenca
de muitos ésteres, +/- : apresenta alguns ésteres e monoglicerideos, - : ndo
apresenta vestigios de monoglicerideos ou ésteres. Cromatogramas em anexo

Experiéncia e biocatalisador | Cromatograma ID | Sintese Biodiesel
Branco inicial Al18 -
Branco final Al19 -
Cutinase J2 imobilizada em A20 i
Metacrilato de epdxi butilo
Cutinase J2 imobilizada em
; A21 -
Alumina
Cal B A22 -

Nestas condi¢cdes e comparando com ensaios anteriores a Cal B ndo apresenta sintese de
ésteres (cromatograma A22) o que leva a concluir que esta enzima ndo tem capacidade de
transesterificagdo da trioleina com butanol ou ocorreu inibicdo de atividade da enzima na
presenca de elevadas concentracgdes iniciais de butanol no meio reacional.
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4.4.6. Efeito da adi¢do de butanol todo de uma vez mas sem adicéo de &gua no inicio
da reacéo

Os resultados obtidos pela analise em HPLC sdo apresentados em Anexo Il e em resumo
apresentados na tabela 4.35.

Tabela 4.35 - Resultados da sintese de biodiesel com 0,95 g de trioleina, 142,5
pl de metanol e sem agua. Legenda + : presenga de ésteres, ++ : presenca de
muitos ésteres, +/- : apresenta alguns ésteres e monoglicerideos, - : ndo
apresenta vestigios de monoglicerideos ou ésteres. Cromatogramas em anexo

Experiéncia e biocatalisador

Cromatograma ID

Sintese Biodiesel

Branco inicial A23 -
Branco final A24 -
Cutinase J2 imobilizada em A5 -

Metacrilato de epdxi butilo

A enzima imobilizada no suporte metacrilato de ep6xi butilo (cromatograma A25) conseguiu
nestas condi¢cdes sem agua no inicio da reacao sintetizar alguns ésteres e monoglicerideos
em comparacgao ao ensaio anterior com 42,5 pl de agua no inicio da rea¢gdo (cromatograma
A20).

4.4.7. Efeito da adi¢do de etanol todo de uma vez no inicio da reacéo

Os resultados obtidos pela analise em HPLC sdo apresentados em Anexo Il e em resumo
apresentados nha tabela 4.36.

Tabela 4.36 - Resultados da sintese de biodiesel com 0,95 g de trioleina, 142,5
pl de etanol e 42,5 pl de dgua. Legenda + : presenca de ésteres, ++ : presenca
de muitos ésteres, +/- : apresenta alguns ésteres e monoglicerideos, - : ndo

apresenta vestigios de monoglicerideos ou ésteres. Cromatogramas em anexo

Experiéncia e biocatalisador | Cromatograma ID | Sintese Biodiesel
Branco inicial A26 -
Branco final A27 -
Cutinase J2 imobilizada em A28 +
Metacrilato de epdxi butilo
Cutinase J2 |m_ob|I|zada em A29 -
Alumina
Cal B A30 -

Nestas condicdes e talvez de forma surpreendente a Cal B ndo apresenta sintese de ésteres
a partir do etanol (cromatograma A30) em comparagdo com a cutinase imobilizada
covalentemente em metacrilato de epodxi butilo (cromatograma A28). Por sua vez, a cutinase
adsorvida em alumina (cromatograma A29) € menos eficiente na sintese do bioetanol do que
a cutinase imobilizada covalentemente no metacrilato de epoxi butilo nestas condicdes
experimentais.
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4.4.8. Efeito da adicdo de etanol todo de uma vez mas sem adi¢cado de agua no inicio
da reacéo

Os resultados obtidos pela analise em HPLC séo apresentados em Anexo lll e em resumo
apresentados na tabela 4.37.

Tabela 4.37 - Resultados da sintese de biodiesel com 0,95 g de trioleina, 142,5
pl de metanol e sem agua. Cromatogramas em anexo
Experiéncia e biocatalisador | Cromatograma ID | Sintese Biodiesel
Branco inicial A3l -
Branco final A32 -
Cutinase J2 imobilizada em A33 i
Metacrilato de epdxi butilo

A enzima imobilizada no suporte metacrilato de epdxi butilo (cromatograma A33) conseguiu
nestas condicdes sintetizar menos ésteres e monoglicerideos em relacdo ao ensaio anterior
com 42,5 ul de agua no inicio da reagéo (cromatograma A28).

A influéncia do teor em agua em reacgOes de transesterificacdo de enzimas ja tinha sido
vastamente estudado, nomeadamente em reacOes de transesterificacdo com a cutinase
imobilizada em suportes inorganicos [63] em que se concluiu que a atividade de agua 6tima
era de 0,97. Em Sisira [62] e Badenes [89] evidéncia-se que os melhores resultados das
reacOes de sintese do biodiesel foram obtidos utilizando um sistema micelar com Wo de 2,7.

Portanto, o teor em agua no inicio da reacdo é importante ser otimizado em futuras
experiéncias.

O tipo de alcool utilizado em reacdes de transesterificacdo de enzimas quer livre, imobilizadas
em suportes solidos ou em sistemas micelares tem sido bastante estudado. Em estudos
anteriores [67, 113] foram observados os melhores resultados com a adigdo continua de
metanol. Em Badenes [89] e [61] a adicao de todo o metanol no inicio da reacgédo levou a perda
de atividade enzimética da cutinase wild-type e que a lipase Lipozyme-TL IM imobilizada em
hidrotalcite foi capaz de catalisar reagfes de transesterificacéo, respetivamente. A adi¢édo de
todo o butanol no inicio da reagdo evidenciou os resultados em Badenes [89] de que houve
uma melhoria da performace da cutinase wild-type e em Sisira [62] de producao de biodiesel
da cutinase imobilizada no zedlito NaY-LZY-5. Em Mendes [30] e Badenes [89] a adi¢céo de
todo o etanol no inicio da reacdo conduziu aos resultados de melhoria performance da
cutinase wild-type e elevadas percentagens de transesterificacdo de lipases imobilizadas
covalentemente em esferas de agarose, respetivamente.
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5. Conclusao

O trabalho desenvolvido nesta dissertacdo contribui para a selecéo de suportes de entre um
grupo de suportes estudados (hidrofébicos, inorganicos, ibnicos e covalentes) para a
imobilizacdo de cutinase recombinada de Escherichia coli e utilizagdo dos biocatalisadores
em reacdes de esterificagdo (sintese do laureato de propilo e caproato de hexilo) e
transesterificacao (sintese do biodiesel a partir da trileina).

Na primeira parte do trabalho conclui-se que as cutinases que foram purificadas, liofilizadas e
posteriormente armazenadas a -20°C perderam quase toda a sua atividade, o que manifesta
a ineficiente conservagéo desta cutinase liofilizada e influéncia que estes processos tiveram
na atividade destas cutinases a longo prazo.

Em relacdo as determinacdes da proteina total, atividade estereolitica e especifica do
sobrenadante enzimatico em contato com diferentes suportes, permitiram tirar as seguintes
conclusdes:

- Os suportes hidrofobicos Amberlite XAD-7 e Amberlite XAD-1180 adsorveram
praticamente toda a proteina presente na solu¢cdo enzimética M3. Enquanto que os
suportes Amberlite XAD-2, XAD-4, Chauny XAD-18 e DIAION HP20 n&o adsorveram
gquantidade significativa de proteina.

- Nos suportes inorgénicos, apenas a Alumina mostrou um efeito de adsorgéo
apreciavel de proteina. Nos suportes NaX e NaA verifica-se um aumento dos valores
de atividade e proteina na solucdo de enzima, que se deve a um efeito do tipo peneiro
molecular, havendo adsor¢do de agua mas nao de proteina em valores consideraveis.

- Os suportes (sem ajuste de pH) de permuta catibnica AG 50W-X8, AG 50W-X2 e
Amberlite IRC 50 destacaram-se pela adsorcdo praticamente total da proteina. No
entanto, apés ajustes de pH entre os 2 — 3,50 e 4,40 — 4,80, os suportes de permuta
cationica Dowex 50W-X8, AG 50W-X8 e AG 50W-X2 revelaram melhorias
significativas de atividade enzimatica em relagéo aos valores sem corre¢éo de pH.

- As atividades enzimaticas por ligagdo covalente nos suportes metacrilato de epoxi
butilo, epdxi e amina sédo muito elevadas, concluindo-se que a capacidade maxima de
imobilizacdo da cutinase por estes suportes nao foi atingida. O estudo do aumento da
quantidade imobilizada foi feita com o suporte metacrilato de epoxi butilo que mostrou
melhor eficiéncia catalitica.

No caso da caraterizagdo da atividade da cutinase imobilizada na sintese do laureato de
propilo a 50°C, chegamos a conclusdo que quando se usam o0s suportes hidrofébicos,
inorgéanicos e iénicos bem como a cutinase wild-type pura nao apresentam grande eficiéncia
na sintese deste éster em comparacdo com a Cal B livre.

No caso da caraterizacao da atividade da cutinase na sintese do caproato de hexilo chegamos
a concluséo, que é possivel a promover a sintese deste éster utilizando suportes hidrofébicos,
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inorganicos e iénicos com cutinase adsorvida, nomeadamente na alumina com 63% de
conversdo, revelando-se menos eficiente do que a Cal B com 89%.

Na imobilizagdo em alumina testou-se a utilizacdo de diferentes volumes de enzima cutinase
(M3), concluindo-se que a alumina adsorvida apresenta 62,2% de conversao ao fim de 21
horas.

Para este suporte (alumina) foram efetuados ensaios de biocatalisador pré-equilibrado com
atividade de agua constante de 0,97 utilizando o sulfato de potassio e com, e sem &gua,
resultando assim em percentagens de conversao similares de 29,5% ao fim de 1 hora, no
entanto, ao fim de 12 horas a o biocatalisador com alumina sem agua apresenta uma
conversao de 83,3% comparativamente ao com agua.

Como a Cal B nas determinacdes de conversao de acido laurico e caproico foram efetuadas
reacGes com diferentes teores de 4gua, chegando-se a conclusao que a auséncia ou pouca
quantidade de agua tem bastante influéncia na percentagem de conversao, enquanto que nos
intervalos de 2,44 - 1,22 e 2,8 - 1,4% de agua, tem conversao de 65% e 81% para a reagdo
de sintese do laureato de propilo e caproato de hexilo, respetivamente.

Nos estudos de reutilizagdo concluiu-se que a cutinase imobilizada covalentemente em
reacOes de esterificacdo apresenta melhores resultados do que a cutinase imobilizada por
adsorcdo. O suporte que mais se destaca € o metacrilato de epoOxi butilo que pode ser
reutilizado 29 vezes sem diminui¢cao do grau de conversao e 0s suportes metacrilato de epoxi
e amina com perda de 50% da sua capacidade de esterificagdo ao fim de 18 reutilizagbes.

Em relacdo a sintese do biodiesel, os resultados obtidos permitiram tirar as seguintes
conclusdes:

- Com a adicdo de metanol por 3 vezes ao longo da reagcdo com a cutinase do lote J2
conseguiu sintetizar menos ésteres e monoglicerideos do que a Cal B. Sem a adicéo
de agua no inicio da reacgéo, o suporte metacrilato de epoxi butilo conseguiu sintetizar
alguns ésteres e monoglicerideos comparativamente com o0 ensaio com agua.

- Com a adi¢cédo de metanol todo de uma vez no inicio da reacao, a cutinase imobilizada
ou adsorvida néo sintetiza biodiesel e mesmo a Cal B apresenta uma sintese pouco
significativa de ésteres, 0 que significa que ocorreu uma inibicdo destas enzimas na
presenca de elevadas concentracdes iniciais de metanol no meio reacional. Sem a
adicdo de agua no inicio da reacdo, o suporte metacrilato de epdxi butilo ndo
apresenta, nestas condi¢les, sintese de ésteres pela razdo acima mencionada.

- Com a adi¢cdo de butanol todo de uma vez no inicio da reagcdo, as enzimas néo
apresentam sintese de ésteres, o que significa que esta enzima nao tem capacidade
de transesterificacdo da trioleina com butanol ou ocorreu inibicdo de atividade da
enzima na presenca de elevadas concentragdes iniciais de butanol no meio reacional.
Sem adicao de agua no inicio da reacao, a enzima com o suporte metacrilato de epoxi
butilo conseguiu sintetizar mais ésteres e monoglicerideos comparativamente com o
ensaio anterior.
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- Com a adicdo de etanol todo de uma vez no inicio da reagcdo, a Cal B
inesperadamente ndo apresenta sintese de ésteres em comparacao com a cutinase
imobilizada covalentemente.

Face a estes resultados a cutinase apresenta-se como promissora para a sintese do
biodiesel, nomeadamente quando imobilizada covalentemente no suporte metacrilato
de epoxi butilo utilizando o etanol, carecendo de otimizacao a quantidade de dgua e a
forma como se adiciona o alcool na reacéo.
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Anexos
Anexo |: Resultados das rea¢des do biodiesel com metanol lidas em HPLC
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Figura Al — Representagéo gréafica da leitura em HPLC da amostra do controlo inicial
(0,95 g de trioleina, 142,5 ul de metanol — adicionado aos tergos a cada 4 horas -, 42,5 pl
de agua e sem suporte adicionado)
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Figura A2 — Representacgéo grafica da leitura em HPLC da amostra do controlo final (0,95
g de trioleina, 142,5 pl de metanol — adicionado aos tergos a cada 4 horas -, 42,5 pl de
agua e sem suporte adicionado)
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Figura A3 — Representagéo gréfica da leitura é"ﬁ[;SHPLC da amostra do metacrilato de
epoxi butilo (0,95 g de trioleina, 142,5 pl de metanol — adicionado aos tercos a cada 4
horas -, 42,5 pl de 4gua e 50 mg de suporte)

2000

uv
— 3Biodeisel Prof. Luis
3 Biodeisel Prof. Luis
Area
Retention Time

15007

1000

6.807
<

5007

53702648
1060672108

T T T T T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28
Minutes

Figura A4 — Representacgdo gréafica da leitura em HPLC da amostra de alumina (0,95 g
de trioleina, 142,5 pl de metanol — adicionado aos tercos a cada 4 horas -, 42,5 pl de
agua e 50 mg de suporte)
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Figura A5 — Representacao grafica da leitura em HPLC da amostra da Cal B (0,95 g de
trioleina, 142,5 pl de metanol — adicionado aos tercos a cada 4 horas -, 42,5 pl de 4gua e
5 mg de suporte)
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Figura A6 — Representacgdo gréafica da leitura em HPLC da amostra da cutinase livre J2
(atividade = 360 U/ml) (0,95 g de trioleina, 142,5 pl de metanol — adicionado aos tergos
a cada 4 horas -, 42,5 pl de cutinase J2 e sem suporte adicionado)
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Figura A7 — Representacéo gréafica da leitura em HPLC da amostra de controlo inicial
(0,95 g de trioleina, 142,5 pul de metanol — adicionado aos tergos a cada 4 horas -, sem
agua e suporte adicionado)
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Figura A8 — Representacéo gréafica da leitura em HPLC da amostra de controlo final (0,95
g de trioleina, 142,5 pl de metanol — adicionado aos tercos a cada 4 horas -, sem agua e
suporte adicionado)
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Figura A9 — Representacao gréfica da leitura em HPLC da amostra do metacrilato de
epoxi butilo (0,95 g de trioleina, 142,5 pl de metanol — adicionado aos tercos a cada 4
horas -, sem &gua e 50 mg de suporte)
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Figura A10 — Representacao grafica da leitura em HPLC da amostra de controlo inicial
(0,95 g de trioleina, 142,5 ul de metanol, 42,5 ul de 4gua e sem suporte adicionado)
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Figura A1l — Representacgao grafica da leitura em HPLC da amostra de controlo inicial
(0,95 g de trioleina, 142,5 ul de metanol, 42,5 pl de dgua e sem suporte adicionado))
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Figura A12 — Representacao grafica da leitura em HPLC da amostra do metacrilato de
epoxi butilo (0,95 g de trioleina, 142,5 pl de metanol, 42,5 pl de agua e 50 mg de
suporte)
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Figura A13 — Representacao grafica da leitura em HPLC da amostra de alumina (0,95 g
de trioleina, 142,5 pl de metanol, 42,5 pl de agua e 50 mg de suporte)
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Figura Al4 — Representacgao grafica da leitura em HPLC da amostra da Cal B (0,95 g de

trioleina, 142,5 pl de metanol, 42,5 pl de agua e 5 mg de suporte)
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Figura A15 — Representacao grafica da leitura em HPLC da amostra de controlo inicial
(0,95 g de trioleina, 142,5 ul de metanol, sem agua e suporte adicionado)
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Figura A16 — Representacgao gréfica da leitura em HPLC da amostra de controlo final
(0,95 g de trioleina, 142,5 ul de metanol, sem agua e suporte adicionado)
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Figura A17 — Representacao grafica da leitura em HPLC da amostra do metacrilato de
epoxi butilo (0,95 g de trioleina, 142,5 pl de metanol, sem agua e 50 mg de suporte)
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Anexo II: Resultados das rea¢des do biodiesel com butanol lidas em HPLC
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Figura A18 — Representacgao grafica da leitura em HPLC da amostra de controlo inicial
(0,95 g de trioleina, 142,5 ul de butanol, 42,5 pl de 4gua e sem suporte adicionado)
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Figura A19 — Representacgdo gréafica da leitura em HPLC da amostra de controlo final
(0,95 g de trioleina, 142,5 pl de butanol, 42,5 pl de 4gua e sem suporte adicionado)
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Figura A20 — Representagao gréafica da leitura em HPLC da amostra do metacrilato de
epoxi butilo (0,95 g de trioleina, 142,5 pl de butanol, 42,5 pl de agua e 50 mg de suporte)
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Figura A21 — Representagao gréafica da Ieiture;mg;; HPLC da amostra de alumina (0,95 g
de trioleina, 142,5 pl de butanol, 42,5 pl de 4gua e 50 mg de suporte)

2000

uv
— BD Diogo 1511 10.1
BD Diogo 1511 10.1
Area
Retention Time

1500

1000

S

Minutes

Figura A22 — Representagao gréafica da leitura em HPLC da amostra da Cal B (0,95 g de
trioleina, 142,5 pl de butanol, 42,5 pl de 4gua e 5 mg de suporte)
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Figura A23 — Representacao gréafica da leitura em HPLC da amostra de controlo inicial
(0,95 g de trioleina, 142,5 ul de butanol, sem agua e suporte adicionado)

73



Utilizacdo de enzima imobilizada para a producéo de biodiesel

2000

uv
— BD Diogo 15 11 CFBTH
BD Diogo 15 11 CFBTH
Area
Retention Time

1500

U
M U

o

T T T T T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28
Minutes

Figura A24 — Representacgdo gréafica da leitura em HPLC da amostra de controlo final
(0,95 g de trioleina, 142,5 pl de butanol, sem agua e suporte adicionado)
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Figura A25 — Representacgao gréfica da leitura em HPLC da amostra do metacrilato de
epoxi butilo (0,95 g de trioleina, 142,5 pl de butanol, sem agua e 50 mg de suporte)

Anexo lll: Resultados das rea¢6es do biodiesel com etanol lidas em HPLC
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Figura A26 — Representacao grafica da leitura em HPLC da amostra de controlo inicial
(0,95 g de trioleina, 142,5 ul de etanol, 42,5 ul de agua e sem suporte adicionado)
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Figura A27 — Representacgdo gréafica da leitura em HPLC da amostra de controlo final
(0,95 g de trioleina, 142,5 pl de etanol, 42,5 pl de agua e sem suporte adicionado)
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Figura A28 — Representacgéo gréfica da leitura em HPLC da amostra do metacrilato de
epoxi butilo (0,95 g de trioleina, 142,5 pl de etanol, 42,5 ul de agua e 50 mg de suporte)
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Figura A29 — Representagao gréafica da leitura em HPLC da amostra de alumina (0,95 g
de trioleina, 142,5 pl de etanol, 42,5 pl de 4gua e 50 mg de suporte)
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Figura A30 — Representacgao grafica da leitura em HPLC da amostra da Cal B (0,95 g de
trioleina, 142,5 pl de etanol, 42,5 pl de 4gua e 5 mg de suporte)
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Figura A31 — Representacgao gréafica da leitura em HPLC da amostra de controlo inicial
(0,95 g de trioleina, 142,5 ul de etanol, sem agua e suporte adicionado)
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Figura A32 — Representacgao gréafica da leitura em HPLC da amostra de controlo final
(0,95 g de trioleina, 142,5 ul de etanol, sem agua e suporte adicionado)
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Figura A33 — Representacgao gréafica da leitura em HPLC da amostra de controlo final
(0,95 g de trioleina, 142,5 pl de etanol, sem &gua e suporte adicionado)
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