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RESUMO

O avanco no estudo de suportes para a imobilizacdo enzimatica indica a
necessidade de desenvolvimento de suportes mais efetivos, centralizando a
atencdo nas caracteristicas estruturais e superficiais do suporte e nas condicfes
de imobilizacdo da enzima.

Este trabalho esteve direcionado ao desenvolvimento e caracterizacdo de
dois diferentes tipos de suportes magnéticos para a obtencdo de lipases
imobilizadas com aplicacdo na sintese de biodiesel. Neste intuito, foram
investigadas técnicas diferentes de co-preciptacdo de sais de ferro seguido por
duas diferentes formas de modificacdo de sua superficie. As modificagdes foram
acompanhadas utilizando a técnica de espectrometria de infravermelho (FTIR).

Nanomagnetita estabilizadas com &acido oleico ou modificadas com 3-
aminopropiltrietdéxisilano (APTS) foram sintetizadas pelo método de co-
precipitacio de sais de ferro Il e Il em meio basico, com o primeiro sendo em
encapsulado com quitosana. As nanoparticulas foram caracterizadas com o
auxiio da técnica de Microscopia Eletrébnica de Transmissdao (MET),
Magnetrometria de Amostra Vibrantes (VSM), Espectroscopia de Moéssbauer
assim como a técnicas de difracéo de raios-x e Termogravimetria (TGA).

Foi realizada uma imobilizacdo de forma covalente da Lipase comercial
obtida a partir da “Pseudomonas fluorescens” (Lipase AK) nas microparticulas,
sendo previamente ativadas. A ativacdo com glutaraldeido foi investigada por
FTIR e ensaios de atividade utilizando uma emulsdo de azeite de oliva foram
realizados para avaliagdo da atividade catalitica da Lipase.

A sintese da nanomagnetita originou um material com uma alta
cristalinidade e com tamanho médio do cristalito de 12 nm para as particulas
modificadas com &cido oleico e 10 nm para as modificadas com APTS, com
andlise de Mdssbauer confirmando que as particulas sdo de magnetita. As
micrografias do MET confirmaram nanoparticulas com distribuicdo de tamanho
de 2,5 a 32,5 nm e baixa agregacao.

As propriedades magnéticas apresentadas sao favoraveis para o uso em
reatores de leito fluidizado assistido magneticamente, possibilitando o controle

dentro do reator e a distribuicdo das particulas magnéticas assim como as

iX



possibilidades de operar no reator com fluxos maiores e a facil recuperacdo do
biocatalisador.

Ensaios de atividade avaliaram uma boa atividade relativa nos derivados
enzimaticos e podem ser utilizados como biocatalisadores em processos de

transesterificacdo enzimatica em reatores assistidos por campo eletromagnético.

Palavras chaves: Superparamagnetismo, Suportes Enzimaticos,

Biocatalisadores e Nanomagnetitas.



ABSTRACT

The development at support study for enzymatic immobilization indicates
the need of advancing of more effective supports, consolidating the attention in
their structural and superficial characteristics and conditions of enzyme
immobilization.

This project is conducted to development and characterization of two
different types of magnetic support for obtaining immobilized lipases with
application at syntesis of biodiesel. For this purpose, different techniques of iron
salt will be investigated followed by two different forms of surface modification.
The modifications were succeed utilizing Fourier Transform Infrared
Spectroscopy (FTIR).

Both nano magnetite stabilyzed with oleic acid and modifyed with 3-
aminopropyltriethoxysilane (APTES) were syntesized with coprecipitation
method of Il and lll salt iron in basic environment, the first was encapsulated with
chitosan.The methods used to characterized the nanoparticles were Scanning
Electron Microscopy (SEM), Vibrating Sample Magnometer (VSM), Mdssbauer
Spectroscopy, Thermogravimetric analysis (TGA) and X-ray diffraction (XRD).

A covalent immobilization of commercial Lipase was obtained from
Pseudomonas fluorescens (Lipase AK) in microparticles, being previosly
activated, the ativations were succeed utilizing FTIR. Activated experiments
utilizing emulsion olive oil were realized for avaliation of Lipase catalitic activity.

The syntesis of nanomagnetite originates a material with high cristalitiny
and medium crystallite size of 12 nm for modifyed particles with oleic acid and 10
nm for APTES, according to Mdssbauer analysis certifiyng that particles are
magnetite. The TEM micrografies showed that nanoparticles present size
distribution of 2 to 35 nm and low aggregation.

The magnetic properties of the nanoparticles are favorable for use in
fluidized-bed reactor, facilitating the control inside the reactor and the distribution
of magnetic particles as much as the possibility to operate in reactors with large

flows and the easy biocatalyst recuperation.

Xi



The activity experiments evaluated a good relative activity in the enzymatic
derivate and they can be used as biocatalysts in enzymatic trans esterification in

reactors assisted by electric field.

Keywords: Superparamagnetism, Enzyme Supports, Biocatalysts and Nano
magnetite
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1- INTRODUCAO

~

O empenho de diferentes setores para criar alternativas a atual matriz
energética, € devido a cobranca de praticas de politicas de protecdo ambiental
com reducdo do uso de recursos nao renovaveis (Duarte et al., 2006).
Biocombustiveis apresentam beneficios, como, sustentabilidade, reducdo dos
gases estufa, desenvolvimento regional e agricola (Demirbas, 2007). Pesquisas
no Brasil visam a producédo do biodiesel sob trés pilares: ambiental, social e
técnico-econdbmico, como parte de politicas energéticas ou de mudancas
climaticas (Rathmann et al., 2012).

O uso de biocatalisadores na industria € amplamente estudado, pelo fato
de ter alta atividade catalitica em comparacdo com os catalisadores quimicos,
convencionalmente utilizados, e por possuirem alta eficiéncia em condi¢bes
reacionais brandas (Dalla-Vecchia et al., 2004). A imobilizacdo de enzimas é
uma opgao atraente por trés principais motivos: reutilizacdo do biocatalisador;
possibilidade de processo continuo; e aumento da estabilidade em relacéo as
variacoes de pH, temperatura, solventes e concentracdo de substratos (Dalla-
Vecchia et al., 2004).

A imobilizacdo em materiais magnéticos é um meétodo simples e efetivo.
A recuperacéo facil do imobilizado pode ser feita com a aplicagcdo de um campo
magnético externo e a elevada area superficial desses materiais permite a
imobilizacdo de uma grande quantidade de enzima por unidade de superficie
(Kuo et al., 2012).

O estudo dos métodos de producado de estruturas nanomeétricas tem tido
grande énfase devido a necessidade de conhecimento e modificagdo de suas
propriedades fisico-quimicas, que ndo aparecem normalmente em estruturas de
dimensdes micrométricas (Leslie-Pelecky e Rieke, 1996). Com o revestimento
apropriado, as nanoparticulas magnéticas (NPM) ndo sofrem aglomeracéo,
permitindo sua aplicacdo sem a presenca de agregados. Além disso, o
revestimento pode possuir grupos funcionais em sua superficie que reagem com

a superficie da enzima. Revestimento com materiais poliméricos ganhou



destaque, por garantir maior estabilidade as NPMs e garantir seu
comportamento superparamagnético (Landfester e Weiss, 2010).

Neste contexto, este trabalho teve como meta a obtencdo de lipases
imobilizadas em dois diferentes tipos de suportes magnéticos para aplicacdo na
sintese de biodiesel. Neste intuito, foram investigadas técnicas diferentes de co-
precipitacdo de sais de ferro seguido por duas diferentes formas de modificacéo
de sua superficie, com uma das NPM modificadas recebendo ainda um
revestimento polimérico. O trabalho foi direcionado para o aprimoramento dos
procedimentos de suportes magnéticos visando a obtencao de biocatalisadores
imobilizados ativos na conducdo de reacdes de biotransformacdo reversiveis,
como a producéo de biodiesel em reatores de leito fluidizado associado com um

campo magnético externo.



1.1 - OBJETIVO GERAL

O presente trabalho tem como obijetivo, a formulacdo e caracterizacdo de
suportes a partir de nanoparticulas superparamagnéticas modificadas visando

sua aplicacdo em processos assistidos por um campo magnético externo.

1.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Sintese e caracterizacdo de nanomagnetitas (Fes0a4) para utilizacdo como
nanoparticulas magnéticas na formulacdo de biocatalisadores.

e Formulacéo e caracterizacdo de suportes com propriedades magnéticos.

e Funcionalizacdo da superficie de nanomagnetita (FesOs), para a
imobilizagc&o direta de enzimas.

¢ Imobilizacdo da Lipase nos suportes desenvolvidos e avaliacdo da
atividade hidrolitica da mesma.

e Avaliacdo da interferéncia na imobilizacdo e na atividade enzimatica da

superficie do polimero utilizado como suporte.

1.3 - JUSTIFICATIVAS

A Universidade tem os grupos de pesquisas “Polimeros a partir de
Recursos Renovaveis” (CCT) e “Biomagnetismo Aplicado a Engenharia de
Processos da Industria de Alimentos”, (CCTA) que em colaboragdo com o grupo
do Prof. Elisa Saitovich (CBPF) abordam de forma multidisciplinar o
desenvolvimento e caracterizagdo de biocatalisadores assim como o
estabelecimento de condi¢des favoraveis para a producéo de biodiesel como uma
fonte de energia ambientalmente favoravel.

A imobilizacdo de enzimas é um dos caminhos mais atrativos para cortar
gastos nos processos enzimaticos industriais. Entre outros fatores, as
caracteristicas morfolégicas, fisico-quimicas e de superficie do suporte,

determinam as propriedades das enzimas imobilizadas. E de grande interesse o



estudo de suportes magnéticos para aplicagcdes em bioprocessos e em muitas
aplicacoes biotecnolégicas € necessario o recobrimento e ou modificacdo da
superficie das nanoparticulas magnéticas para obtencdo de estabilidade quimica
e mecanica, evitando, assim, oxidacdo e aglomeracdo, além de introduzir
funcionalidades na superficie do material modificando sua especificidade de
ligacao.

A maioria dos suportes magnéticos disponiveis comercialmente foram
formulados para aplicagdes em biomedicina e diagnésticos (Franzereb et al.,
2006). Assim, as caracteristicas de tais materiais magnéticos nao sdo 6timas
para aplicacdo em bioprocessos em escala industrial. Logo, € necessario o
desenvolvimento de novos suportes magnéticos com caracteristicas como alta
capacidade de carga, com baixo custo de producéo e que possam ser ativados
com diferentes grupos funcionais visando diferentes aplicacdes.

Com isso, fica evidente a necessidade de aprofundamento em
investigacdo da sintese de suportes magnéticos com caracteristicas 6timas para
aplicacdes em bioprocessos, sobretudo na imobilizacdo de enzimas.

A funcionalizacdo da superficie com introducdo de grupos necessarios
para a imobilizacdo de enzimas permitira um comparativo aos resultados das
microesferas poliméricas com magnetitas e com isso avaliar a interferéncia que
o polimero pode ter na imobilizagédo e posterior comportamento de tais enzimas

imobilizadas.



2 — REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 - BIOCATALISADORES

Com exclusdo de um pequeno grupo de moléculas cataliticas de RNA
(acido ribonucleico), todas as enzimas sdo proteinas (Galvdo, 2004). Quase
totalidade das enzimas sao definidas como proteinas globulares formadas por
residuos de amino&cidos unidos por ligacdes peptidicas (Girsel et al., 2003; Isik
et al., 2003). S&o biocatalisadores existentes em sistemas biolégicos e em
organismos Vvivos, acelerando e/ou possibilitam a ocorréncia de uma reacdo sem
serem consumidas (Souza, 2006; Simdes et al., 2011; Santos, 2012).

Enzimas podem ser de origem animal (pancreatina, tripsina,
quimiotripsina, pepsina, renina, catalase) vegetal (papaina, bromelina, ficina), e
microbiana (celulases, amilases fangicas, lipases), essas ultimas sao obtidas por
meio de bactérias, fungos filamentosos e leveduras (Aradjo, 2009; Santos,
2012). O interesse industrial € maior pelas enzimas microbianas, jA que estas
sao produzidas mais facilmente em larga escala (Santos, 2012).

As enzimas possuem uma grande versatilidade em catélise de reacdes de
varios tipos, que acontecem sob condi¢cdes brandas, frequentemente a pH
proximo ao neutro e temperatura ambiente. A velocidade da reagcdo com catalise
enzimatica pode ser até 1012 vezes maior do que as ndo catalisadas. Reacdes
colaterais que levam ao desperdicio de formacdo de produtos secundéarios
raramente ocorrem (Nelson et al., 2000).

Os biocatalizadores exibem beneficios importantes sobre os catalisadores
classicos, como a regiosseletividade (distinguir entre grupos funcionais com a
mudanca de regido), a enantiosseletividade (sdo catalisadores quirais e sua
especificidade pode ser explorada para sinteses seletivas e assimétricas) e a
quimiosseletividade (atuam em somente um tipo de grupo funcional mesmo na
presenca de outros grupos reativos), resultando em uma catalise de rea¢des com
condicbes brandas de temperatura e pressdo, com um numero reduzido de

subprodutos e com baixo custo no tratamento de residuos (Facioli et al., 1998).



Y

OLEO 3 TRANSESTERIFICACAO |~ *| SEPARACAO
BASE
+ 4—{ EVAPORACAO METANOL |<—| -
MeOH
“ FASE
AGUA SUPERIOR
DE LAVAGEM I
(ALCALINA) LAVAGEM
¥
FASE
ERIOR
BIODIESEL [*
—| EVAPORACAO METANOL |+
r
PURIFICACAO

&~

PRODUTOS
SAPONIFICATIOS

GLICEROL [*

(a) Catalise basica

OLEO
.| TRANSESTERIFICACAO
METANOL >
A J
ENZIMA [ ~
SEPARACAO
FASE FASE
SUPERIOR INFERIOR
h A v
BIODIESEL GLICEROL

(b) Catalise enzimatica

Figura 1 - Comparagao entre catalise basica e enzimatica (Srivathsan et al
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Em 1997, a producdo enzimatica de biodiesel foi patenteada por Haas
(Haas, 1997), o processo ainda nao foi implementado devido as restricbes, como
o alto custo das enzimas, a perda da atividade enzimatica e a inibicdo das
enzimas por metanol. Varios artigos tém citado caminhos alternativos para tais
empecilhos, objetivando a implementacédo industrial da producdo enzimatica de
biodiesel. (Ranganathan et al., 2008).

Srivathsan e colaboradores (2008) apresentaram um fluxograma
comparando as etapas do processo de catdlise basica e o processo com
biocatalisadores (enzimas), representado pela Figura 1.

Moreira (2003) menciona em seu trabalho que para uso na bioconvercéo
de lipideos em biocombustiveis a enzimas mais vantajosas séo as hidroliticas.
Das enzimas hidroliticas, as lipases tém um destague maior em pesquisas, por
serem de facil obteng&o, baixo custo, promoverem uma catalise mais simples
produzindo um produto mais puro.

As lipases (triacilglicerol acilhidrolases) sdo enzimas que catalisam em
meio aquoso a hidrolise de Oleos e gorduras com liberacdo de acidos gordos,
monoacilglicerois, diacilglicerois, e glicerol (Villeneuve et al., 2000). A funcdo
natural das lipases é a hidrolise de triglicerideos, mas elas podem ser usadas in
vitro para catalisar muitas reagdes diferentes. Industrialmente, s&o usadas na
modificacdo de Oleos e gorduras, sintese de acidos graxos como cosmeéticos ou
surfactantes, e para produzir muitos intermediarios diferentes para sintese
organica (por exemplo: na resolugcdo de misturas racémicas) (Palomo et al,,
2002).

Do ponto de vista industrial, as lipases sdo consideradas muito
importantes devido as suas propriedades cataliticas e facil producdo em escala
ampliada (Klaas et al., 2002; Nagayana et al., 2002; Solymar et al., 2002;
Shimada et al., 2002; Fomuso e Akon, 2002). Entre as varias razbes que as
tornam uma opcao particularmente atrativa, pode-se citar ampla disponibilidade,
baixo custo, condicdes suaves de sintese, facilidade de uso porque nao
necessitam de co-fatores e ampla especificidade para substratos. O uso desses

catalisadores €& crescente em escala industrial, especialmente na induastria



farmacéutica, de detergentes, couros e panificacéo, entre outras (Dalla-Vecchia
et al.,, 2004).

Gracas ao alto poder de catalise, a aplicacdo de lipases cresceu nas
dltimas décadas, sendo utilizadas em varios segmentos biotecnolégicos, como
na industria agroquimica (inseticidas e pesticidas), de alimentos
(desenvolvimento de aromas e maturacdo de queijos), de detergentes,
farmacoldgicas (sintese de naxopreno e ibuprofeno), e oleoquimica (hidrélise de
Oleos e gorduras, sintese de biosurfactantes) (Krieger et al., 1999).

Muitos trabalhos foram publicados na literatura sobre o uso de enzimas e
células livres para a produgdo de biodiesel. Na grande maioria, enzimas

comerciais foram usadas. Na tabela 1 estdo mostrados alguns resultados.

Tabela 1 - Producéo biodiesel catalisada por enzimas comerciais e células

livres
Enzima (E); | Oleoou | Alcool | Temperatura | Rendimento | Referéncia
Célula livre Gordura e Velocidade (%)
(CL) Animal
Candida Soja EtOH 32°C e 130 (ROSSET
antarctica (E) rmp 84,1 etal.,
2011)
Rhizopus Canola | MeOH ta. e 250 rpm (JIN et al,
oryzae (CL) 73,9 2009)
Rhizopus Oleo MeOH | ta. e 250 rpm (N et al,
oryzae (CL) usado 57,2 2009)
Porcine Babagu | n 45°C e 150 (PAULA et
pancreas (E) butanol | rpm 95 al.,
2007)
Pseudomona | Girassol | n 40°C e 150 (DENG et
cepacia (E) butanol | rpm 88,4 al.,
2005)
Rhizomucor Girassol | MeOH 40°C e 200 (SOUMAN
miehi (E) rpm OUe
80 BORNSCH
EUER,
2001)
Pseudomona | Soja MeOH 35°C e 150 (KAIEDA et
fluorescens rpm 90 al.,
(E) 2001)




A especificidade ao substrato é uma caracteristica importante, sendo um
fator decisivo para a producdo de biodiesel. As lipases de Pseudomonas
fluorescens, Pseudomonas cepacia, Candida rugosa, Candida antarctica e
Candida cylindracea sdo adequadas para a reacdo de transesterificacao,
exibindo tanto a especificidade do substrato quanto de regioespecificidade
(Szczesna-Antczak et al., 2009).

Apesar das lipases das diferentes fontes serem capazes de catalisar a
transesterificacdo para a producédo de biodiesel, as lipases obtidas de bactérias
e fungos, tais como Aspergillus niger, Candida antarctica, Candida rugosa,
Chromobacterium  viscosum, Mucor miehei, Pseudomonas cepacia,
Pseudomonas fluorescens, Photobacterium lipolyticum, Rhizopus oryzae,
Streptomyces sp. E T. lanuginosus s@o mais usadas nesta reag¢ao (Ranganathan
et al., 2008; Bajaj et al., 2010).

O setor de biotecnologia tem alcangcado um grande progresso em estudos
com o desenvolvimento de novos biocatalizadores, com o aprimoramento de
novos métodos que utilizam enzimas imobilizadas em suportes diversos, tendo
em vista a melhora da area de superficie dos biocatalizadores, sua resisténcia
na transferéncia de massa e a carga eficaz da enzima (Marum, 2013).

Moreira e seus colaboradores (2007) apresentaram um estudo da
atividade de transesterificacdo do Oleo de palma com seis lipases diferentes
(lipolase, AK, PS, G, L CALB e PPL), sendo os suportes previamente ativados
com glutaraldeido. A lipase AK (Pseudomonas fluorescens) foi o biocatalizador
mais apropriado para realizar a sintese de transesterificacdo do biodiesel com
rendimentos de 91%. Tal lipase quando imobilizada apresentou-se mais ativa e
estavel do que em sua forma livre. O produto purificado (biodiesel) teve valores
de \viscosidade muito proximos do diesel comercial. O processo de
transesterificacdo enzimatica com este biocatalizador foi considerado uma

alternativa atraente para a catalise quimica convencional.
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2.1.1 — Imobilizagdes de Enzimas

As enzimas sofrem inativacdo por fatores bioldgicos, fisicos e/ou
quimicos, estocadas ou durante o uso. Logo, é necessario resguarda-la da
interacdo com 0 meio reacional, para garantir uma catalise eficiente. Técnicas
de imobilizacdo s&o desenvolvidas para viabilizar estabilidade as enzimas,
facilitar a recuperacao e possibilitar a reutilizacao (Villeneuve et al., 2000).

Imobilizacdo de enzimas é o confinamento fisico de enzimas numa certa
regido definida, com retencdo de sua atividade catalitica, tornando possivel a
utilizacdo repetida e continua de tais enzimas (Comerlato, 1995). Assim, as
enzimas imobilizadas estdo em um espago, separadas por barreiras que
permitem o contato entre a enzima e o substrato no meio de reagcéo, mas que as
tornam pouco solluveis em qualquer meio.

O primeiro trabalho sobre imobilizacdo de enzimas data do inicio do
século XX, quando Nelson e Griffin (1916) adsorveram invertase em carvao
ativado e alumina, com retencdo de atividade na inversdo de sacarose. As
pesquisas na area de imobilizagdo intensificaram-se a partir dos anos 60, no
sentido de estabelecer métodos eficientes de imobilizacao (Vitolo, 2001).

Destaca-se como pontos desejaveis em um processo de imobilizagdo
para um biocatalisador industrial adequado (Garcia-Galan etal., 2011):

i. Estabilizacdo da enzima,

ii. Impacto da imobilizacdo na atividade da enzima;
iii.  Reducao dos problemas de inibicao;
iv.  Resisténcia mecanica;

v.  Simplicidade do protocolo de imobilizag&o.

Ha dois tipos de leito para a imobilizacdo de enzimas e células, os que as
aderem a superficie com as células fixadas ao suporte diretamente por ligacfes
quimicas (ibnicas ou covalentes) e os que as aprisionam fisicamente, onde séo
encapsuladas em fibras ou glébulos feitos de polissacarideos, de proteinas ou
de polimeros sintéticos (Meersman, 1992).

A interacdo entre a enzima e o material do suporte influéncia as

caracteristicas do derivado imobilizado, determinando suas propriedades
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bioquimicas, cinética, mecanicas e quimicas (Dalla-Vecchia et al., 2004). As
vantagens basicas das enzimas imobilizadas em relacdo as solluveis podem ser
enumeradas como (Bergamasco et al., 2000; Gursel et al., 2003; Gémez et al.,
2005; Szymanska et al., 2007):
i. Podem serusadas por um maior periodo de tempo, levando a reducéo do
uso de enzima,
ii. Processos com enzimas imobilizadas podem ser conduzidos
preferencialmente de modo continuo por ser facilmente controladas;
iii.  Possibilitao uso de uma maior dosagem de enzima por volume de reator;
iv.  Os produtos sao facilmente separados do meio reacional,
V. A estabilidade e, em alguns casos, a atividade das enzimas sao
aumentadas;
vi. Permite a reducéo do capital operacional ja que a vida util de uma enzima

imobilizada é suficientemente longa.

As interacdes entre a enzima e 0 suporte, no processo de imobilizacao,
podem levar a modificacbes na configuracdo enzimatica final e produzir
diferentes efeitos sobre a atividade catalitica. Tendem a produzir efeitos
negativos, como, distorcdes no centro ativo; inacessibilidade ao sitio ativo e
problemas de difusdo. Porém, podem manter formas superativadas da enzima
ou ainda promover propriedades cataliticas totalmente alteradas e até melhores

que suas formas solaveis (Mateo et al., 2007).

2.1.1.1 — Imobilizacdo por Ligacdo Covalente

Véarios métodos de imobilizacdo tém sido apresentados e empregados
para contornar as possiveis dificuldades de instabilidade e otimizar as diversas
aplicagdes (Dalla-Vecchia et al., 2004). A Figura 2 mostra, esquematicamente,

0s métodos empregados para imobilizacdo de enzimas:
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METODOS PARA IMOBILIZAGAO DE ENZIMAS

Ligacao a Retencao Fisica Ligagao
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Figura 2 — Métodos para imobilizacao de enzimas (Fischer, 2010).

No método de ligacao covalente grupos quimicos constituintes da enzima
interagem com grupos quimicos do suporte ou do agente bifuncional ligados ao
suporte. Os grupos da enzima que usualmente se ligam ao suporte sdo —SH,
-OH, -NH2, e a interacdo destes grupos com o suporte depende da reatividade,
estado de protonacdo dos mesmos e da natureza dos grupos ativos do suporte
(Vaidya et al, 2008).

A ligacéo covalente ilustrada na Figura 3, costuma envolver a modificacao
superficial do suporte com agentes bifuncionais para imobilizacdo eficiente e
irreversivel da enzima, porém por envolver tratamento quimico do suporte, pode
ocorrer modificacdo no sitio ativo da enzima. Este método € considerado uma
alternativa a fraca ligacdo proporcionada pelos métodos de adsorcéo fisica, o
mais usado normalmente por aparentemente ser o mais simples de executar
(Zhou e Hartmann 2013; Talbert e Goddard ,2012).
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Adsorciao Ligacdo covalente
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Figura 3 — llustracdo da técnica de adsorcao fisica e ligacdo covalente para a

imobilizacdo de enzimas (Adaptado de Bickerstaff, 1997).

Mendes e seus colaboradores (2011) ressaltaram que os biocatalizadores
preparados por ligacdo covalente podem ser utilizados em diversas
conformacgdes de reatores, como fluxo continuo, empacotado, tanque agitado e
leito fluidizado, com a carga da enzima mantendo-se constante apo0s a etapa de
imobilizagéo.

Gerhartz (1990) expde que a imobilizacdo de enzimas por ligacédo
covalente tem as seguintes vantagens:

a) As enzimas nao se desprendem do suporte durante sua utilizacao

devido a forte ligacéao;

b) A enzima imobilizada pode entrar em contato facilmente com o

substrato porque ela é localizada na superficie do suporte;

c) Um aumento na estabilidade a temperatura é sempre observado em

funcdo da forte interacdo entre a enzima e o material do suporte.

d) Maior resisténcia também a desativacdo pelo efeito de solventes

organicos ou pH.
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Soares e seus colaboradores (2003) testaram a albumina em comparacao
com o PEG na imobilizacdo da lipase de Candida Rugosa por ligagdo covalente
em silica silanizada e ativada com y-aminopropiltrietdéxisilano (y-APTS) e ativada
com glutaraldeido, respectivamente. Os sistemas imobilizados foram aplicados
na reacao de esterificacdo para a sintese de butirato de butila e foi avaliado o
rendimento da imobilizacdo e o tempo de meia-vida dos biocatalisadores
imobilizados. O maior rendimento de imobilizacéo (59,6%) foi obtido quando na
presenca de Polietilenoglicol (PEG) e otempo de meia-vida quando na presenca
do aditivo passou de 64,5 h para 176 h, em compara¢cdo com o controle.

Guerfali (2009) imobilizaram B-xilosidase em quitosana ativada com
glutaraldeido para posterior aplicacdo na sintese de xarope de xilose e xilo-
oligossacarideos. Em comparacdo a métodos testados, como, adsor¢ao idnica
e encapsulacéo, atécnica de ligacdo covalente ao suporte previamente ativado
por glutaraldeido foi superior por resultar um derivado com alto rendimento de
imobilizacdo e atividade recuperada. O derivado imobilizado apresentou alta
estabilidade operacional, retendo 94% de sua atividade inicial apds 25
reutilizacbes na reacao de hidrélise. A maxima atividade hidrolitica foi verificada
em pH 8,0 e 53 °C e em pH 7,0 e 50 °C, respectivamente, para a enzima
imobilizada e livre. A enzima imobilizada foi eficiente na sintese de xilo-
oligossacarideos na presenca de elevada concentracdo de xilose.

Zhang e colaboradores (2009a), imobilizaram covalentemente
cloroperoxidase de Caldariomyces Fumago em membranas de quitosana
ativadas com 0,8 mol/L de glutaraldeido em pH 3,5. Na conversdo de mono-
organoclorado em diorganoclorados a 50 °C por 40 min, o derivado reteve 40%
da atividade inicial enquanto a enzima livre reteve apenas 0,02%. Apos 20 h, a
atividade residual do derivado imobilizado foi superior ao da livre, 99 e 58%,
respectivamente.

Zhang e seus colaboradores (2009b), imobilizaram Pululanase
covalentemente em esferas magnetizadas de quitosana preparadas via
polimerizacdo fotoquimica com magnetita (Fes0O4) em suspensdo aquosa,
seguida de ativacdo com glutaraldeido. O processo de imobilizacdo deslocou o

pH 6timo da enzima livre em 0,5 unidades para a regiao mais acida (pH 5,0). A
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estabilidade térmica e operacional do derivado de Pululanase foi superior a
enzima livre.

Simdes e colaboradores (2011), imobilizaram lipase de Candida Rugosa
por ligacdo covalente em matriz hibrida SiO2-quitosana obtida pela técnica sol-
gel e ativada com epicloridrina. Um estudo comparativo entre a lipase livre e
imobilizada foi realizado em termos de pH, temperatura, parametros cinéticos e
estabilidade térmica. A atividade catalitica maxima da lipase livre foi em pH 7,0
e 45 °C e do derivado imobilizado foi em pH 7,5 e na faixa de temperatura de 40-
50 °C. O derivado imobilizado resultante foi 9 vezes mais estavel que a lipase
soluvel a 50 °C.

Valerio (2012) desenvolveu um trabalho com o objetivo de imobilizar a
enzima B-D-frutofuranosideo frutohidrolase, avaliando a atividade hidrolitica do
biocatalisador. Os métodos de imobilizacéo foi ligacdes covalente, considerando
as caracteristicas das matrizes utilizadas, aplicando, assim, diferentes métodos
de ativacdo. Os melhores resultados foram adquiridos usando a grande area
superficial presentes nas nano e agregados de nanoparticulas de quitosana, com
rendimento médio de imobilizacdo de 74% e eficiéncia de 62%. Parametros
otimos, como pH e temperatura, assim como o tempo de meia vida na
temperatura 6tima, ndo diferiram dos indicados para a forma livre da enzima, o
que evidéncia que a ligacdo covalente ndo promoveu alteracbes
conformacionais na proteina. A imobilizacdo permitiu o reuso do derivado por 59
ciclos com manutencdo total da atividade hidrolitica da enzima. Assim, foram
alcancados diferentes requisitos para a imobilizacdo enzimatica com projecao de
uso em grande escala: protocolos simples para a preparacéo do suporte e para
a imobilizacdo da enzima, a manutencdo da atividade desta pos-imobilizacédo, e

a excelente estabilidade operacional.
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2.1.2 - Reatores Enzimaticos

Um reator enzimatico € um dispositivo no interior do qual as catalises
enzimaticas acontecem. Para sua aplicacdo avaliam-se duas fases: a liquida,
composta pelo substrato e aos produtos dissolvidos, e a sélida, composta pelo
biocatalisador (lllanes e Altamirano, 2008). Na Figura 4, observa-se 0s tipos
mais comum de reatores.

Reatores de Tanque Agitado 'Leaff?res de Coluna

N2 Na T

.
4

e

o] ——= enzyme

OO0 OO0 . OO0
® ofo “ofo ° ofo
e Ay g _.--""" e e j/ N
Batelada Batelada com Continuo Leito fixo Leito Fluidizado

recirculacao

Figura 4 — Representacdo dos principais modelos de Reatores (Poppe et al.,
2015 modificado).

A escolha do reator é crucial para permitir uma adequada mistura do meio
sem provocar danos a matriz de imobilizacdo, que poderia resultar no
rompimento do suporte de imobilizacdo. Os parametros principais que devem ser
levados em consideracdo na escolha do tipo de reator para o uso de
biocatalizadores imobilizadas sé&o (Pilkington et al. 1998; Poppe et al. 2015):

i. Caracteristicas da matriz de imobilizacdo utilizada (particulas,
membranas ou fibras),
ii. Cinética da reacdo (possiveis inibicoes),
iii.  Construgdo do biorreator (geometria e condi¢cdes operacionais),
iv.  Custo operacional do biorreator (energia e manutengéo),
v. Meétodo de imobilizacdo empregado,
vi.  Modo de operacao (batelada ou continuo),
vii.  Natureza do substrato (s6lidos em suspenséo ou colidais),
viii.  Requerimentos de transferéncia de massa (principalmente suprimento de

oxigénio e remocao de gases),
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iIX.  Requisitos operacionais da reacao (controle de temperatura e fluxo),

X.  Substituicdo do catalisador e regeneracao (tempo morto operacional).

Diversas configuracfes de reatores tém sido sugeridas para utilizacdo de
enzimas imobilizadas em operacdes continuas, onde tais biocatalisadores sédo
confinados em colunas e utilizados em um sistema de fluxo, sendo utilizados
repetidamente enquanto permanecerem ativos, baixando os custos e tempo de
producao. (Girelli e Mattei, 2005).

Os reatores mais utilizados em operacgfes continuas sao os de leito fixo,
no qual a enzima imobilizada é mantida dentro do reator com o fluxo de substrato
constante. Tem como vantagens a facilidade de operacéo, o elevado volume de
leito e redugéo da tensdo de cisalhamento sobre as enzimas imobilizadas, o que
resulta em maior estabilidade (Hama et al., 2011).

No reator de leito empacotado a desvantagem é o desvio do
comportamento ideal do fluxo, levando a formac&o de caminhos preferenciais, o
que prejudica as taxas de producdo através de limitacbes a transferéncia de
massa. Apesar da simplicidade de design e baixo custo, este tipo de reator é
mais utilizado em fermenta¢cBes anaerdbicas (Canilha et al., 2006).

No reator de leito fluidizado as particulas de enzima imobilizada s&o
mantidas em um balanco hidrodindmico entre a gravidade e as forcas
promovidas pelo fluxo de substrato ascendente. Tem como vantagem facilitar o
transporte de massa, levando a um aumento da eficiéncia do processo (Filtvedt
et al., 2010). Tais reatores incorporam as caracteristicas positivas dos reatores
de mistura e de leito empacotado tais como baixa tensdo de cisalhamento e
facilita a mistura entre as fases liquida e soélida. Ainda apresentam limitac6es
relativas ao fluxo, sua estabilizacdo e exigem do catalisador resisténcia ao atrito
(Canilha et al., 2006).

O reator de leito fluidizado estabilizado magneticamente (MSFBR) tem
inimeras vantagens sobre o leito fluidizado convencional, como a baixa variacao
de pressao atraves do leito, eliminagéo de residuos solidos da mistura, facilidade
de transporte de sdlido, possibilidade de operacédo de aumento de velocidade de
fluidos e até mesmo a operacdo em contracorrente (Liu et al., 2009). Assim a

fluidizacdo assistida magneticamente surge como a técnica que preserva as
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caracteristicas do leito fluidizado associado com um campo magnético externo
que controla a distribuicdo das particulas de biocatalisadores no reator,
impedindo o empacotamento do leito, diminuindo o atrito entre as particulas e
preserva a queda de presséo no leito, além de facilitar o transporte de massa e
assim permitir o aumento da velocidade do fluxo (Hristov e Fachikov, 2007).

Liu e seus colaboradores (2009) realizaram um estudo objetivando
investigar o desenvolvimento da fermentagdo do etanol no MSFBR com células
Saccharomyces Cerevisiae imobilizadas em alginato com particulas magnéticas.
E a produtividade do etanol foi maior no MSFBR que em um reator de leito fluido
convencional, sem campo magnético. Na Figura 5 observa-se um esquema de
um MSFBR.

Figura 5 — Diagrama esquematico de um MSFBR. 1) Bobinas de fio de cobre, 2)
Coluna de vibro preenchida com os suportes magnéticos imobilizados, 3)
Revestimento de aquecimento, 4) Bomba peristaltica, 5) Reservatério, 6)

Agitador magnético e 7) Valvula de seguranca (Zhou et al., 2014).
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2.1.3 — Nanomateriais Magnéticos

A nanotecnologia é uma area de estudo grande e multidisciplinar que se
baseia em diferentes tipos de materiais, como: ceramicas, compo0sitos, metais,
polimeros, semicondutores e biomateriais (Duran, et al., 2006). A crescente
énfase nas pesquisas nessa area justifica-se pelas propriedades desses
materiais quando em escala nanomeétrica, as quais sao alteradas pelo controle
de tamanho e morfologia das nanoparticulas (Lu et al., 2007).

Os nanomateriais possuem alta capacidade para diferentes aplicagoes,
como, processos cataliticos (Lu et al., 2004) fluidos magnéticos (Figueiredo,
2008), tintas magnéticas (Nedkov, 2006), descontaminacdo ambiental,
recobrimento de discos rigidos e memaorias magnéticas para armazenamento de
informagdes (Sun, 2006b), entre outras.

As nanoparticulas magnéticas (NPM) tém se destacado das diversas
nanoparticulas de diferentes materiais por ter algumas de suas propriedades
magnéticas drasticamente alteradas com os efeitos de tamanho e a grande area
de superficie. As propriedades magnéticas das NPMs sdo uma combina¢do da
sua composicdo atbmica, da sua estrutura cristalina e do efeito do seu tamanho
(Lodhia et al., 2010). Sdo compostas por elementos magnéticos, como cobalto,
ferro, niquel, e seus Oxidos, entre outros, e podem ser manipuladas através de
um campo magnético externo (Gubin, 2009).

Os materiais magnéticos sdo categorizados pela sua resposta quando
exposto um campo magnético estatico, de acordo com a sua susceptilidade
magnética. A susceptibilidade e a permeabilidade sdo parametros importantes
para descrever o comportamento magnético dos materiais. Os materiais
diamagnéticos, paramagnéticos e antiferromagnéticos nado possuem
magnetizacdo macroscopica espontanea, ao contrario dos ferromagnéticos e
ferrimagnéticos (Luqueze, 2006).

Curvas de magnetizacdo, como a apresentada na Figura 6, sdo curvas de
magnetizacdo induzida (M) versus campo magnético aplicado (H) e variam de
acordo com o tipo de substancia. Ao ser aplicado um campo externo o material
segue a curva até atingir um patamar constante de magnetizacdo, ponto

chamado de magnetizacdo de saturagao, Ms, no qual M torna-se constante em
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altos valores de H. Se apdés a saturacdo, o M ndo é reduzido a zero ao reduzir
a zero o H, ocorre a chamada histerese, e observa-se um valor residual de
magnetizacdo remanescente, Mr. Campo Coercivo, Hc, € o valor no qual a
magnetizacdo se anula para um determinado valor de campo magnético (Cullity
e Graham, 2009).

Ms: Magnetizacdo de saturagdo
My: Magnetizagdo remanescente
He: Campo coercivo

Magnetizacdo

'}

He

M . <

\ _ Ferromagnetismo

— Diamagnetismo
Campo aplicado | = Paramagnetismo
H * | 7 Superparamagnetismo

Figura 6 - Curvas de histerese caracteristicas de NPs ferromagnéticas,
diamagnéticas, paramagnéticas e superparamagnéticas e valores de

remanescéncia, Mr, e campo coercivo, Hc (Arruebo et al., 2002).

Os momentos magnéticos atdmicos das particulas superparamagnéticas,
estdo alinhados paralelamente a H, ndo existe nenhuma histerese e a Mre o Hc
sdo nulos. A susceptibilidade magnética destes materiais situa-se entre a dos
ferromagnéticos e dos paramagnéticos, de 106a 10-1emu, e ndo apresentam
magnetizacdo espontanea (Cullity e Graham, 2009).

Uma das mais importantes e almejadas propriedades do NPM é
comportamento superparamagnético, no qual particulas nanométricas possuem
um Unico dominio magnético ao aplicar-lhe um campo magnético externo. Tal
capacidade é chamada de coercitividade, em particulas magnéticas maiores que
20 nm os dominios magnéticos se alinham em varios sentidos (Akbarzadeh et
al., 2012).
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Propriedades magnéticas em suportes enzimaticos € um beneficio
expressivo, pois ao manter um elevado valor de saturacdo de magnetizacdo, a
lipase imobilizada pode ser facilmente separada da mistura de reacdo usando
um magneto. Bem como, o0 biocatalizador magnético tem seu movimento
controlado de forma eficiente no reator durante a reagédo, utilizando um campo
magnético (Xie et al., 2009).

Robinson e colaboradores (1973) foram os primeiros a utilizarem a
separacdo magnética em biotecnologia, trabalharam com silica e celulose
ambas com 6xido de ferro (magnetita) como matriz para imobilizar duas enzimas:
a-quimotripsina e [B-galactosidase para aplicacbes em biorreatores. A partir
desse estudo, a separacdo magnetica tem se tornado uma ferramenta cada vez
mais popular para o processo de separacao de moléculas biolégicas e células.

Estudos na area de biotecnologia comprovam que NPMs contendo
enzimas e proteinas apresentam uma alta resposta magnética quando expostos
a um campo magnético externo. Assim, € crescente o interesse e pesquisas de
NPMs na separacdo magnética de varias substancias na biocatélise (Gawande
et al., 2014) e como suportes na imobilizacdo de enzimas (Atacan e Ozacar,
2015).

2.1.3.1 — Magnetita (Fe30a)

As nanoparticulas (NP) de 6xido de ferro séo superiores a NPs de demais
metal, por conta da estabilidade e biodegrabilidade. De todos os 6xidos de ferro,
a magnetita (Fe3Oas) é a que apresenta as propriedades mais atraentes, pela
presenca de cations de ferro em dois estados de oxidagdo, Fe?* e Fe3*, em
estrutura de espinela inversa onde a estrutura cristalina para uma célula unitaria
€ mostrada na Figura 7 (Gubin, 2009).

A magnetita € um material ferromagnético, porém, a nano-escala (<20
nm), as NPs de Oxido de ferro sdo superparamagnéticas. Com a reducéo do seu
tamanho, a particula passa a se comportar como um unico dipolo magnético,
apresentando assim um alto momento magnético. Com isso, tais NPs sao
facilmente magnetizaveis ao aplicar um campo magnético externo e perdem a
magnetizacdo quando esse campo é retirado, evitando, assim, a aglomeracao
das particulas (Laurent et al., 2011).
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Figura 7 — Poliedro de Ferro na célula unitaria de magnetita (azul € ocupado por

Fe3*, verde é ocupado por Fe2*, Fe3* e oxigénio em vermelho) (Rebelo, 2009).

Além da capacidade de formar monodominios a diminuicdo do tamanho
das NPM faz com que grande parte dos atomos que constituem o material se
concentre na superficie. NPM apresentam efeitos de superficie devido a quebra
de simetria da rede cristalina e reinem boa parte dos momentos magnéticos
nessa camada. Assim, a razdo superficie/volume aumenta, o que altera as
propriedades quimicas e magnéticas, tal caracteristica é favoravel para

funcionalizacdo das NPM com os mais diferentes compostos (Lacava, 2004).

2.1.3.2 - Sintese de NPM por Copreciptacéo

A sintese de NPM por métodos fisicos, como deposicdo de fase gasosa e
litografia por feixe de elétrons, sdo procedimentos sofisticados e com
incapacidade de controle do tamanho das particulas na escala nanométrica. Ja
por métodos quimicos, a sintese € mais simples e mais eficiente no controle de
tamanho, composicao e, até, forma das nanoparticulas (Gupta e Gupta, 2005).
Mahmoudi e colaboradores (2011) citaram que cerca de 90% das NPM sao
sintetizadas por procedimentos quimicos.

O método da precipitacdo € o método quimico mais simples, rapido e
barato para a obtencdo de NPMs. A coopreciptacdo, segundo a Equacgéo 1, dos
sais de Fe?* e Fe®* na razdo molar 1:2 em um meio alcalino é a mais comum,
devido a baixa temperatura de reacao requerida, as propriedades hidrofilicas da
superficie das particulas obtidas e a simplicidade e eficiéncia da técnica (Lin et
al., 2008; Petcharoen e Sirivat, 2012). Este método apresenta inimeras outras

vantagens como: baixo custo, economia de tempo, facil ampliacdo de escala,
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homogeneidade quimica, particulas finas com distribuicdo de tamanho estreita e
pos com boa reatividade, uniformes com fraca ou nenhuma aglomeracao
(Janasi, et al., 2002).

Fe?*aq+ 2 Fe3*ag+ 8 OH - Fes04.4H:0 Eq.1

As varidveis que mais influenciam nas propriedades das particulas
coprecipitadas séo: pH final, tipo de sais utilizados (cloretos, sulfatos, nitratos,
percloratos, etc.), ordem de adicdo dos reagentes, concentracdo dos sais, razdo
molar entre os sais de Fe?' e Fed', forca da base usada, temperaturas,
velocidade de agitacdo, e outras (Janasi et al., 2002; Gupta e Gupta, 2005;
Lodhia et al., 2010). Tais variaveis afetam a natureza, a homogeneidade, o
tamanho, o comportamento magnético e a energia da superficie das particulas
resultantes (Janasi et al., 2002).

A concentracdo dos sais de Fe?*e Fe3* na mistura inicial da reacédo é o
que tem maior influéncia o tamanho global das MNP. Em 1992, Jolivet e
colaboradores demonstraram que arazéo entre Fe?*e Fe3* influencia o resultado
final, a razdo de 1:2 correspondeu a magnetite estequiométrica, sendo as
particulas resultantes homogéneas em tamanho e composicdo. Wei e
colaboradores (2007) também demonstram que a razdo molar entre Fe2*e Fes3*
deve ser mantida em 1:2 pois assim obtém-se particulas de magnetita com
qualidade mais elevada.

O pH e a temperatura também sdo parametros determinantes nas
propriedades da magnetita sintetizada. Kim e colaboradores (2003)
demonstraram que a magnetita (Fe3Oas) deveria ser obtida com um pH entre 9 e
14. Em 2006(a), Sun e seus colaboradores provaram que as nanoparticulas de
Fes30a4 reduziam o seu tamanho com o aumento da temperatura, até atingir 50°
C, e a partir dessa temperatura aumentavam o seu tamanho com o aumento da
temperatura.

A velocidade de agitacao é mais um dos parametros que podem alterar o
tamanho das particulas resultantes. O aumento da taxa de agitacdo da solucao
gera particulas de diametros reduzidos quando comparadas as obtidas com

taxas de agitacdo menores. Pois, uma maior taxa de agitacdo leva a fase



24

dispersa a apresentar uma distribuicdo homogénea e uniforme ao longo do
liguido minimizando assim as chances de formacdo de particulas maiores. A
ordem de adicdo dos reagentes também pode interferir na homogeneidade
(Valenzuela et al., 2009)

Souza (2011) desenvolveu um estudo em que nanoparticulas magnéticas
foram avaliadas em funcdo dos parametros fisico-quimicos que
influenciam  diretamente as caracteristicas finais do produto (pH,
molaridade, temperatura e tipo de base) para se observar a influéncia de cada
um nas caracteristicas do produto. As melhores condicbes de sintese para o
método de copreciptagdo foram obtidas através da temperatura de sintese
abaixo de 70° C; agitacdo a mais vigorosa possivel; concentracdo molar da base
em 8M, sendo o KOH a base mais eficiente e pH ajustado no intervalo entre 9 e
11. Os demais parametros estudados pouco afetaram as caracteristicas fisico-

quimicas das NPMs sob as condi¢des de sintese desse trabalho.

2.1.3.3 — Revestimento e Funcionalizacdo de NPM

As NPM tém superficies hidrofdbicas com uma grande area superficial em
relacdo ao volume. Pelas interacdes hidrofobicas entre as particulas, estas
unem-se e formam aglomerados com forte atracdo magnética dipolo-dipolo entre
elas. Além dessas forcas de atracao entre as particulas, cada particula esta no
campo magnético vizinho, tornando-se mais magnetizada. (Lin et al., 2008;
Lodhia et al., 2010)

Para uma estabilizacao eficiente das NPs de 6xido de ferro € conveniente
revesti-las (Gupta e Gupta, 2005). As moléculas geralmente utilizadas para a
estabilizacdo das NPM séo os surfactantes, como acido oleico (Mahmoudi et al.,
2011), citrato de sédio e triton X-100, entre outros. A modificacdo na superficie
das NPM permite maior resisténcia destas em contato com o ar, estabilidade ao
pH, estabilidade coloidal e a ligagcdo com agentes externos, devido a insercao de
grupos funcionais na superficie das nanoparticulas (Hola et al., 2015).

Os surfactantes sdo moléculas com uma parte hidrofiica (polar) e outra
parte hidrofébica (apolar). A parte polar é geralmente chamada de “cabecga” e a
parte ndo polar de “cauda” da molécula de surfactante. As moléculas de

surfactante podem atuar evitando a nucleacdo, crescimento e a aglomeracéo
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das particulas. O impedimento estérico causado pela ligacdo de um surfactante

pode ser observado na Figura 8. (Mahmoudi et al., 2011).

HO

=0
\
Fl | o Oy =OI=O1=0Hy =0y — PO - Oty CHCH-Cr=Cty +p
0 =0

Figura 8 — Interacdo entre o grupo COOH- de acido oleico e o &tomo de ferro,

formando um impedimento estérico (Mahmoudi et al., 2011).

Alguns materiais utilizados para o nucleo como o6xidos de ferro, séo
facilmente oxidados, alterando as propriedades esperadas das nanoparticulas.
Ha diversas formas das NPM alcancarem a solubilidade e estabilidade em agua.
Alguns desses métodos incluem o revestimento com carboxilatos (como acido
citrico, citrato de sédio e acido oleico), com polimeros sintéticos (como PEG,
PVA, PEO e triton X-100) e com polissacarideos naturais (como dextrano e
quitosana) (Lin et al., 2008).

Diversas enzimas podem ser imobilizadas em superficies de NPM por
meio de funcionalizacdo da superficie com uma ampla variedade de grupos
funcionais, incluindo amina, aldeido, carboxiico, ep6xi e maleimida (L opez-
Serrano, 2002). Com a funcionalizacdo, as atividades enzimaticas e as
estabilidades sao significativamente melhoradas (Guo, 2004).

A modificacao superficial do suporte pode ocorrer pela adicdo de grupos
funcionais especificos e é aplicada também como pré-requisito para a
imobilizagdo de uma enzima em uma superficie solida (Wu et al., 2012). A
modificacdo superficial utilizando agentes silanizantes baseia-se na silanizagao
com organosilanos, a qual ocorre por meio da reagao entre grupos reativos do
tipo alcoxi (metoxi, etoxi) presentes em alcoxissilanos mono, bi ou trifuncionais
e os silandis superficiais da matriz inorganica.

Dentre estes agentes, 0s mais utilizados sao 3-
aminopropiltrimetoxisilano, 3-aminopropiltrietoxisilano e 3-

cloropropiltrimetoxisilano, epicloridrina, glutaraldeido, glioxal, formaldeido, 1-etil-
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3- -[3-dimetilaminopropil] carbodi-imida, etilenodiamina, glicidol,
carbonildiimidazol e outros (Mendes etal., 2011).

A estrutura do 3-aminopropiltrietoxisilano (APTS), Figura 9, € um
organosilano, uma molécula bifuncional contendo grupos alcéxidos que podem

se ligar covalentemente aos grupos oxigénio na superficie das nanoparticulas,

modificando-as com grupos amina ("NHz) (Kim et al., 2006).

NH,

NH

NH,

FeCly NaDH APTS

FEC|2

L

Figura 9 - Sintese de nanoparticulas magnéticas modificadas com APTS

introduzindo grupos aminas (Rocha 2016).

2.1.4 — Suportes paraimobilizacao

Tardioli (2003) evidéncia que a imobilizacdo em suportes soélidos
insoluveis € uma das taticas de estabilizacéo (térmica e ao pH) de enzimas mais
pesquisada, por, consequentemente, obter outras vantagens. Como, facilidade
de separacdo do produto final e de controle do processo, o uso continuo e

repetido da atividade catalitica e reducdo do volume de reacdo (alta
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concentracdo de enzima em menor volume de reator). Tais vantagens tornam a
tecnologia de imobilizacdo atrativa para fins industriais.
Os guesitos mais relevantes na selecdo de um suporte sao (Villeneuve et
al., 2000):
i. areasuperficial;
ii. capacidade de carga;
iii. capacidade de regeneracao;
iv.  durabilidade quimica e funcional;
v. estabilidade térmica;
vi.  morfologia e composicéao;
vii.  natureza hidrofilica;
viii.  permeabilidade;
iX.  resisténcia microbiologica e
X.  solubilidade.

Das caracteristicas citadas, a estabilidade mecénica do suporte é
fundamental para as aplicacbes de enzimas imobilizadas, pois pode limitar o
biocatalisador ao causar desintegracao do catalisador durante o processo, 0 que
pode influenciar a atividade catalitica, estabilidade de armazenamento,
operacional e térmica (Liese, 2003).

O material utilizado como suporte pode alterar a quantidade de agua total
nas proximidades da enzima e a particdo dos reagentes e/ou produtos na mistura
reacional. Assim, o balanco hidrofilico/hidrofébico da superficie do suporte é
crucial, ja que na etapa de preparacao de suportes hidrofébicos a dgua pode
ficar retida nos intersticios porosos e, portanto, ao redor da enzima imobilizada
(Talbert e Goddard, 2012).

E necessaria uma certa quantidade de agua no microambiente para
preservacao da estrutura conformacional da enzima (Cantone et al., 2013), uma
vez que as enzimas precisam de uma pequena quantidade de agua para reter a
sua conformacao tridimensional ativa, mesmo se ligadas covalentemente a um
suporte, ja que, a agua contribui para a sua integridade estrutural, polaridade do
sitio ativo e estabilidade da proteina, além de limitar a solubilidade de substratos

hidrofébicos em torno da enzima (Dalla-Vecchia et al., 2004).
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As caracteristicas da matriz sdo de fundamental importancia na
determinacdo do desempenho da enzima imobilizada. Pode-se resumir como
condi¢cbes principais para um material ser um suporte adequado (Bon et al.,
2008; Mendes, 2009; Castro et al., 2008):

i. Caracteristicas fisicas (adequadas para uso no reator selecionado);

o Caracteristicas Mecénicas (comportamento de compressao,
tamanho da particula, diametro do poro, area superficial, volume
acessivel da matriz, resisténcia a compactacdo em operacdes com
altas vazOes para reatores de leito fixo, abrasdo para reatores
agitados e velocidade de sedimentacéo para leitos fluidizados)

o Caracteristicas morfolégicas (quanto maior a area superficial, com
porosidade bem definida para permitir o acesso do substrato a
enzima, maior a probabilidade de imobilizacdo de quantidades
significativas do biocatalisador);

o Porosidade compativel com as dimensdes do biocatalisador a ser
imobilizado.

ii. Caracteristicas quimicas;

o Deve haver grupos quimicos que possam ser ativados ou
modificados no suporte, permitindo a ligacdo com a enzima, sem
desnatura-la

o Natureza hidrofilica (suportes hidrofilicos de modo geral permitem
uma melhor difusividade do substrato em comparagdo aos
hidrofébicos, por isso € preciso avaliar o grau de hidrofilia, pois a
guantidade de &gua altera o microambiente suporte-enzima-
substrato);

o Nao sertoxico para enzimas

iii. Custo (atrelado a disponibilidade e facilidade de obtencéo);
iv. Estabilidade quimica, mecéanica e térmica (capaz de resistir frente as
condi¢Oes de ativagao, durante o processo de imobilizacéo, e no decorrer

das reacodes);

Pesquisas na area de biocatalise citam diversos tipos de suporte, como:

derivados poliméricos naturais e materiais inorganicos, como celite, vidro com
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porosidade controlada, silica, zedlitas, silicatos, ceramica, matrizes inorganicas.
O elevado valor dos suportes mais comuns impulsionou a busca por suportes de
menor custo. Dentre o0s quais, os polimeros obtiveram destaque, por
proporcionarem uma maior estabilidade a enzima, resultando numa maior
mobilidade molecular, expondo seu sitio ativo ao meio reacional, levando a um
alto rendimento na atividade (Grigolon et al., 2001).

Os suportes podem ser classificados de acordo com sua composicao e

morfologia. A Tabela 2 ilustra os diferentes tipos de suportes.

Tabela 2 — Classificacdo dos suportes de acordo com a composicéo (Galvao,

2004)
Suportes
Or ganicos Inorganicos
Naturais Sintéticos Minerais Fabricados
Polissacarideos  Proteinas  Poliestireno Areia Vidro (PC)
Celulose Coligeno  Poliacrilatos  Bentomta — Cerimica (PC)

Agarose Albumina  Polivinilos  Homeblenda Silica (PC)

Agar Gelatina Nylon Pedra-pome  Aluminossilicato

Quitosana Seda Poliami das Oxido de Ferro

Amido Vil Oxido de Niquel
Polierilamidas

A maioria dos suportes nao tolera o acoplamento direto da enzima, sendo
preciso uma etapa de ativacao. Utilizam para isso reagentes ativadores como 0s
brometos de cianogénio e reagentes bifuncionais contendo grupos epo6xidos ou
aldeidos (Galvdo, 2004).

Os suportes inorganicos sdo de interesse por sua durabilidade, alta
resisténcia mecéanica e baixo custo (Zhou e Hartmann 2013, Bon et al. 2008).
Para a preparacdo de um biocatalisor, antes da unido com a enzima, €

necessario um pré-tratamento da superficie do suporte, como a silanizacdo. Os
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silanos disponiveis comercialmente incluem epoxisilanos, aminosilanos,
cianosilanos, fenilsilanos e, dentre eles, 0 mais usado ¢é o APTS. Apésa
silanizacdo, € preciso realizar modificacdes quimicas no suporte (ativacdo) para
troca dos grupos funcionais que posteriormente se utilizardo na unido com a
proteina. Geralmente utiliza-se para ativar o suporte um reativo bifuncional,
como por exemplo, o glutaraldeido (Mendes et al., 2013; Mendes et al., 2011).

Como foi ilustrado na Figura 10.
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Figura 10 — llustragdo esquemética da imobilizacdo covalente da enzima em

microesferas de quitosana ativadas com glutaraldeido (Huang et al., 2005).

Rocha (2016) formulou nanoparticulas magnéticas a partir da
copreciptacao de sais de ferro seguida dareacéo de silanizacdo com APTS. Tais
suportes foram ativados com Glutaraldeido antes da imobilizacdo, como
representado na Figura 11. A atividade enzimatica apresentou bons resultados
e a imobilizacdo foi realizada com sucesso. A Lipase imobilizada apresentou
maior valor de atividade a 50 °C, em comparacédo a Lipase na forma livre. Este

resultado representa uma vantagem de aplicacdo do biocatalisador em
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processos que necessitam de maiores temperaturas, como por exemplo, a

sintese de biodiesel.
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Figura 11 - 1) Glutaraldeido foi ligada a nanoparticulas funcionalizada com
APTS; 2) lipase foi imobilizado sobre a particula ativada por ligacdo covalente
(Rocha, 2016).

Os suportes podem ser porosos ou ndo-porosos. Os porosos apresentam
grande area superficial interna disponivel para a imobilizacdo e assim protege a
enzima contra turbuléncias externas. Na imobilizacdo em tais suportes, seus
poros devem ter tamanho suficiente para permitir a acomodacgéo da enzima e o
acesso do substrato. Suportes porosos podem implicar em dificuldades
difusionais para entrada de reagentes e saidas de produtos, principalmente
quando os substratos sdo macro-moléculas (Galvdo, 2004).

Um parametro importante a ser otimizado num biocatalisador selecionado
€ a quantidade de agua, jA que, as enzimas precisam de uma pequena
quantidade de agua para reter a sua conformacédo tridimensional ativa, pois a
adgua contribui para a sua integridade estrutural, polaridade do sitio ativo e
estabilidade da proteina, além de limitar a solubilidade de substratos hidrofébicos

em torno da enzima (Dalla-Vecchia et al., 2004).
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2.1.4.1 — Formulagcédo de Suportes Com Particulas Magnéticas

Varias técnicas sao descritas na literatura para a preparacdo de
microesferas e tal método de obtencdo representa um fator crucial para as
caracteristicas fisico-quimicas como distribuicdo de tamanho e morfologia, e,
consequentemente, determina o comportamento destas em relacdo a
encapsulacao e liberacdo de principios ativos (Rosca, 2004).

As microesferas poliméricas podem ser preparadas por meio de métodos
fisico-quimicos, como, aspersdo em torre de secagem (spray drying),
coacervacao, difusdo do solvente, emulsdo seguida da evaporacéo do solvente,
inchamento osmotico, miniemulséo, poliadicdo ou policondensacao. Particulas
de biopolimeros, como caseina, gelatina, e quitosana tém sido largamente
formuladas por de métodos fisico-quimicos (Ramos, 2006; Bruschi et al., 2003).

Segue a seguir um resumo dos métodos mais comuns para formulacdo

de particulas magnéticas;

1) Aspersdo em torre de secagem

Também chamada de nebulizagdo ou spray drying trata-se de um
processo de pulverizacdo e secagem de particulas liquidas e sdlidas. O
procedimento se baseia na pulverizagdo de uma solugcdo ou suspensdo
polimérica em uma camara de secagem, no qual a mistura liquida é dividida sob
a forma de finissimas goticulas para dentro da camara de secagem cujo interior
circula ar aquecido. A rapida evaporacao da 4gua mantém baixa a temperatura
das particulas, de maneira que a alta temperatura do ar de secagem nhao
prejudique o produto (Gouin, 2004).

Os parametros cruciais de controle de secagem para as caracteristicas do
produto obtido s&o: distribuicdo de temperatura e umidade, fluxo do ar de
secagem, geometria da camara, temperatura de entrada e saida do ar, tempo de
resisténcia da amostra e parametros de injecdo da amostra (Goula, 2005).

Ortiz e colaboradores, 2009, utilizaram a técnica de spray drying para
encapsular caseina hidrolisada usando a proteina isolada de soja como material

de revestimento. As microcapsulas formadas apresentaram tamanho entre 9,2 e
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11,3 ym e auséncia de porosidade. Houve aumento da hidrofobicidade do

material encapsulado apos a formacao das capsulas.

2) Coagulacao

Também é chamado de método de inversdo de fase. A coagulacdo é
um procedimento simples e ndo necessita de aparatos sofisticados.
Nesta metodologia uma solucao de quitosana em &cido acético € gotejada em
uma solucdo de hidroxido de sbédio e, no momento em que as solugdes
entram em contato, a quitosana se solidifica. E uma das técnicas mais escolhidas
pelos autores. (Rorrer et al.,1993; Dias et al., 2008; Magalhaes et al., 2008)

Ao entrar em contado com a solucdo coagulante (NaOH), a gota da
solugdo de quitosana comeca a se solidificar em forma de esferas. A
uniformidade e a geometria regular, sdo obtidas a partir do controle de alguns
ajustes, tais como: a altura da queda da gota, em relacdo a superficie do
coagulante, a velocidade do fluxo e da agitacdo mecanica e saida do gas inerte.
Em muitos casos quando a solucdo de quitosana, apresentar uma densidade
menor do que a solucdo coagulante, ao entrar em contato com a mesma, a
geometria da gota ira sofre deformacdes, apresentando entdo uma geometria

oval e ndo esférica (Dias et.al. 2008, Prados 2011).

3) Emulsificacao/evaporacdo do solvente

Tem sido comumente aplicado devido a simplicidade dos procedimentos
envolvidos e a possibilidade de otimizacdo das caracteristicas fisico-quimicas
das particulas pela escolha dos componentes da formulacdo e das condi¢des de
preparacdo (BHARDWAJ, 1995). Nesse método, é emulssificado em uma fase
aquosa, contendo um agente estabilizante, uma solu¢cdo de polimero em um
solvente organico volatil. Tal solvente € removido por aquecimento, VAcuo ou
pela adicdo de um solvente extrator. A formagao das particulas é influenciada
por diferentes fatores, destacando-se a agitacao e natureza do estabilizante e

dos solventes (VILA-JATO 1997).
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2.1.4.2 — Ativacao de Suporte

Suportes minerais ou organicos sdo usados para imobilizacdo, porém
para que haja ligacédo covalente, o suporte precisa ser previamente ativado. Tal
ativacdo equivale a incorporar grupos quimicos que reagem com as cadeias
laterais da proteina. Diversos métodos de ativagdo sdo avaliados, sendo o
glutaraldeido o mais utilizado. (Villeneuve et al., 2000). As ativacdes mais
frequentes sdo feitas com brometo de cianogénio, reagentes bifuncionais
contendo grupos epoéxidos, como o dioxirano ou aldeidos, como o glutaraldeido
(Tardioli, 2003).

O glutaraldeido, visto na Figura 12, € uma molécula bifuncional com
grupos aldeidos que interage muito fortemente com grupos aminicos livres, com

menor intensidade, com o grupo tiol. (Hajdu e Friedrich, 1975).
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Figura 12 - Estrutura molecular do glutaraldeido (Monteiro-Junior e Airoldi,1999).

Tal interacdo do glutaraldeido com o grupo amina livre tem sido muito
explorada em é&reas distintas, destacando-se, a imobilizacdo de enzimas
(Weetall e Detar, 1975), empregando uma gama muito vasta de diferentes
enzimas e suportes. Na reacdo da quitosana com glutaraldeido, ocorre ataque
nucleofilico dos grupos amino da quitosana aos grupos carbonilas do

glutaraldeido.
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2.1.4.3 — Matrizes Polimeros Naturais

Polimeros naturais tém tido importancia fundamental em aplicacoes
diversificadas para o avanco cientifico e oferecem diversas vantagens, como,
biocompatibilidade, biodegradabilidade e facil obtencdo (Azevedo et al., 2007).

Com o grande desenvolvimento da Quimica dos Polimeros, que se deu
em meados da década de 50 apds a Segunda Guerra Mundial, os pesquisadores
utiizavam os polimeros naturais para servirem como base para a busca de
similares sintéticos. Devido a consciéncia ecologica e a busca por matérias-
primas renovaveis, esses compostos estdo ganhando gradativamente sua

importancia no uso industrial (Mano, 2001).

2.1.4.3.1 — Quitina e Quitosana

O alto custo dos suportes usuais (baseados em silica e polimeros
sintéticos) levou a uma procura por suportes mais baratos como CaCOs, palha
do arroz, ou quitina e quitosana. De tais alternativas, a quitina e seu derivado, a
quitosana, aparecem como 0S mais atrativos visto que quitina é o segundo mais
abundante biopolimero na natureza (Pereira etal., 2003).

Quitina e quitosana sdo polimeros atoxicos, de baixo custo,
biocompativeis e biodegradaveis, de fontes naturais renovaveis. Ambas as
estruturas sdo compostas por unidades de 2-acetamido-2-deoxi-Dglicopiranose
e 2-amino-2- deoxi-D-glicopiranose unidas por ligagdes glicosidicas  (1->4), os
polimeros diferem quanto a proporcao relativa dessas unidades e quanto a
solubilidade. Na estrutura da quitina predominam unidades de 2-acetamido-2-
deoxi-Dglicopiranose e é insolavel na maioria dos solventes, ja a quitosana €
predominantemente formada por unidades de 2-amino-2-deoxi-D-glicopiranose
e é solivel em solucdes aquosas diluidas de acidos (Roberts, 1992).

A quitina é separada dos demais componentes da carapaca de crustaceos
por um processo quimico que envolve as etapas de desmineralizacdo e
desproteinizacdo das carapacas com solucdes diluidas de HCl e NaOH, seguida
de descoloracdo com KMnOa4 e acido oxalico, por exemplo. A quitina obtida, o
biopolimero contendo grupos acetil (NHCOCHS3), é desacetilada com solucédo

concentrada de NaOH, produzindo a quitosana. (Goosen, 1996)
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Normalmente denominado poli[ (1-4) -N-acetil-D-glicosamina] ou N-
acetilglicosamina e com estrutura quimica muito semelhante a da celulose, como
pode ser observado na Figura 13, a quitina € um dos poucos polieletrolitos
cationicos presentes na natureza, diferentemente dos outros polissacarideos
naturais, que se apresentam neutros ou negativamente carregados (Abazinge et
al., 1993).

A quitosana, termo usado para identificar 60% ou mais de unidades
desacetiladas, € aplicada em varios processos de imobilizacdo de enzimas pelas
suas diferentes configuracdes geomeétricas tais como po, hidrogéis, membranas
e fibras e pela presenca de diferentes grupos funcionais em sua estrutura
(Krajewska, 2004).
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Figura 13 - Estrutura quimica da quitina, quitosana e celulose (Abazinge et al., 1993).

Ha grupos hidroxilas (OH) na estrutura geral de varios biopolimeros, a
principal diferenca da quitosana € a presenca de grupos amino (NH2) na
estrutura. Este biopolimero é solavel em meio acido diluido, e forma um polimero

catibnico, com a protonacdo do grupo amino gerando o ion NHs*, que resulta em
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propriedades especiais diferenciadas em relagdo, por exemplo, as fibras
vegetais (Berger et al., 2004)

A gquitosana tem enorme versatilidade, sendo aplicada em diversas areas
devido as suas caracteristicas bioldgicas, fisicas e quimicas, como: habilidade
de quelar metais, resisténcia de tensdo, capacidade para formar filmes e
atividade bactericida (Tharanathan e Kithur, 2003). Tais caracteristicas séo
intensamente influenciadas pela area especifica, grau de desacetilacdo e massa
molar média (Cruz, 2007).

Tharanathan e Prashanth (2007) estudaram a quitina e a quitosana,
investigando suas modificagBes e aplicacdes, comprovando que as areas de
aplicacdes da quitina/quitosana e seus derivados sao ilimitados, ja que podem
ser obtidos na forma de fibras, microesferas e nanoparticulas. Sao mencionadas
aplicacoes na area de alimentos e nutricdo, ciéncia dos materiais, ciéncias
médicas e farmacéuticas, imunologia, microbiologia, imunologia dentre outras.

A formulacdo de microesferas € uma tatica de incremento da capacidade
de imobilizar da quitosana, ja que as microesferas possuem uma area superficial
cerca de 100 vezes maior do que a quitosana em flocos. Além de as microesferas
apresentarem cinéticas de reacdo mais rapidas e maior facilidade de manuseio
e operacdo. Pesquisas mostram que a quitosana pode ser utilizada para preparar
microesferas para diferentes propdsitos, essa versatilidade permite a formulagéo
de microesferas de diferentes formas e tamanhos, envolvendo diversos produtos
e derivados (Denkbas et al, 2002).

O uso de microesferas de quitosana porosa em particulas apresenta
inimeras vantagens no processo de imobilizacdo de enzimas, como, podemos
destacar (Denkbas et al, 2002):

i. ser um material de origem natural (biopolimero), e assim, seguro para o
uso e biocompativel;
ii. quantidade de poros se apresenta de maneira uniforme desde a superficie
até seu interior, provendo, portanto, grande difusdo do substrato;
iii. e presenca abundante de grupos amina altamente reativos disponiveis

para imobilizar.
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Pode-se destacar ainda, que a quitosana sendo um polissacarideo,
apresenta a vantagem de ter alta estabilidade em solventes organicos em adicao
a hidrofilicidade e a porosidade dos produtos formados (Denkbas et al, 2002).

A imobilizacdo covalente em quitosana ativada por glutaraldeido € o
método mais empregado em funcdo dos grupos amino existentes na estrutura
da quitosana que reagem com este agente em condi¢cdes brandas. Vieira (2009)
realizou um estudo onde [-galactosidase de Kluyveromyces fragilis foi
imobilizada em suportes organicos por diferentes métodos. A imobilizacao da
enzima em hidrogel de quitosana coagulado com KOH e ativado com
glutaraldeido obteve maior atividade catalitica. A imobilizagdo ndo alterou os
valores de pH e temperatura. Obteve uma boa estabilidade operacional da
enzima, mantendo 83% de sua atividade inicial apés quatro ciclos de hidrélise
de lactose a 40 °C e pH 7.

2.2 —Producéo De Biodiesel Com Biocatalisadores

Politicas de protecdo ambiental tem ganhado destaque, visando
principalmente a producdo energética. O uso de biocombustiveis apresenta
inimeros beneficios, incluindo sustentabilidade, reducdo dos gases estufa,
desenvolvimento regional, social e agricola. (Torres et al., 2006).

Biodiesel é como nomeiam os ésteres alquilicos de acidos graxos que
atendam certos parametros de qualidade (Biodiesel Standard, 2008). Definiu-se
pela “National Biodiesel Board” como o derivado mono-alquil éster de acidos
graxos de cadeia longa, derivado de fontes renovaveis, com quantidade de
energia e propriedades fisicas e quimicas semelhantes ao Oleo diesel
convencional, tendo seu uso associada a substituicdo de combustiveis fosseis
(National Biodiesel Board, 1998; Canakci, 2007).
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Figura 14 - Esquema resumida da reacao de producéo de biodiesel (Costa et
al., 2000).

Na producédo do biodiesel, o dleo retirado de certas plantas ou animais
(87%) é misturado com etanol ou metanol (12%) na presenca de um catalisador
(1%). Tal processo quimico, a transesterificacdo, resulta em dois produtos:
ésteres (biodiesel, 86%) e glicerina (produto valorizado no mercado de sabdes,
9%) e uma mistura de &lcoois reprocessaveis. A Figura 14 mostra o esquema de
producdo do biodiesel (Furigo et al., 2009).

A producéo de biodiesel por transesterificacdo catalisada por enzimas
ainda ndo é aplicada comercialmente, porém, grandes avancos tém sido
publicados em artigos. Os pontos comuns em tais estudos almejam otimizar as
condicbes de reacdo (pH, solvente, temperatura, tipo de micro-organismo que
gera a enzima, etc.) no intuito de estabelecer aplicacdo industrial. Porém, o
rendimento e tempo de reacdo ainda sdo desfavoraveis frente a catalise alcalina
(Narasimharao et al., 2007).

As limitacBes na obtencdo de produtos e intermediarios de interesse
industrial resultam do tipo de catalisadores quimico, que sao pouco versateis,
exigem altas temperaturas, possuem baixa especificidade, fornecem produtos
de composicao quimica mista ou produtos contaminados, requerendo uma etapa
posterior de purificagdo (Hasan et al., 2006). Ranganathan et al (2008),
apresentaram um fluxograma comparando as etapas do processo de catalise
basica e o processo com biocatalisadores, representado pela Figura 1.

A producdo de biodiesel com uso de enzima imobilizada tem sido
apontada como eficaz, apresentando bons rendimentos e podendo assim, ser

uma rota alternativa ao sistema tradicional de producdo com catalisadores
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homogéneos béasicos (Conti et al., 2001). As enzimas mais estudadas e
empregadas nos processos de catalise para producdo de biodiesel sdo as
lipases de origem microbiana, sendo as mais relevantes em estudos a Candida
Rugosa, Pseudomonas Fluorescens, Rhizopusoryzae, Burkholderiacepacia,
Aspergillusniger, Thermomyceslanuginosus e Rhizomucormiehei (Rodrigues,
2009).

Alves e seus colaboradores (2005) realizaram um estudo sobre o
reaproveitamento de lipase comercial imobilizada na transesterificacdo do 6leo
de babacu. As enzimas foram reutilizadas em diversas reacdes para verificar a
perda da atividade e seu grau de contaminacgéo. Os resultados mostraram que a
enzima nao apresentou grande perda de atividade podendo ser utilizada em
diversos ciclos de producéao.

Iso e seus colaboradores (2001) realizaram um estudo que trata da
producdo de biodiesel através da reacdo de transesterificagdo utilizando lipase
imobilizada, que foi realizado através de particulas de caulita porosa como um
portador. Resultados mostram que a lipase Pseudomonas fluorescens
imobilizada tem maior atividade que a lipase livre.

Teixeira (2011) desenvolveu biocatalisadores com propriedades
magnéticas visando aplicacdes futuras na producao de biodiesel em biorreatores
assistidos por campos eletromagnéticos. Os biocatalisadores imobilizados foram
preparados utilizando uma lipase comercial de Pseudomonas fluorescences por
trés diferentes procedimentos de imobilizacdo. Os derivados imobilizados por
interacdo direta da enzima com o0s suportes (adsorcdo fisica e ligacao
covalente) apresentaram rendimentos da ordem de 30% e as melhores
atividades hidroliticas foram alcancadas pelos derivados imobilizados por
ligacdo covalente nos suportes de alginato com quitosana ativados com
glutaraldeido, os quais alcancaram rendimentos da ordem de 50%.

Roman e colaboradores avaliaram a sintese enzimatica de biodiesel de
0leo de coco em um biorreator assistido por campo eletromagnético, utilizando
lipase de Pseudomonas fluorescens imobilizado em quitosana com propriedades
magnéticas como biocatalisador. Os parametros de reaccdo 6ptimos foram

maximizados no reator de modo diferencial as 12 h, com razao molar de 6leo:
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alcool de 1: 11,25; Temperatura de reacdo a 47,5 ° C e inducdo magnética dos
9,7 mT.

Rés e colaboradores, 2014, obitiveram o biodiesel de babassu utilizando
a lipase de Burkholderia cepacia imobilizada em SiO2-PVA como catalisador
num reactor de microondas. Sob condi¢cbes 6timas, a conversado total foi atingida
num tempo de reacdo de 10 h. O produto purificado ndo continha compostos
ligados ao glicerol, como verificado por RMN. Além disso, outras propriedades,
tais como gravidade especffica (870 kg m-3) e viscosidade (4,2 mm? s1), estdo
de acordo com as especificacdes padrdo do combustivel.

Rodrigues e colaboradores, 2012, abordaram a preparagdo de
biocatalisadores magnéticos visando futuras aplicacbes na produgcdo nao
convencional de producdo de biodiesel por bioprocessos magneticamente
assistidos. Dois tipos de portadores, baseados em quitosana e alginato de calcio
foram testadas, com e sem magnetita (Fe304) como fase magnética dispersoso,
para a imobilizacdo de Yarrowia lipolytica e Rhizopus oryzae. Os resultados
mostraram que tanto o conteddo magnético como o método de imobilizacado
afetam a resisténcia mecanica do portador, a estabilidade e, conseqientemente,
o desempenho catalitico dos mesmos.

Silva e colaboradores, 2012, utilizaram alipase pancreatica porcina (PPL)
imobilizada numa matriz hibrida para catalisar a transesterificacdo do 6leo de
palma com diferentes alcoois de cadeia curta. O biocatalisador comercial,
Lipozyme IM20, foi utilizado para comparacéo. O sistema reacional 6leo/butanol
mostrou ser o substrato mais adequado para realizar a reacdo com ambas as
preparacdes enzimaticas, atingindo rendimentos semelhantes superiores a 75%.
Obtiveram-se rendimentos mais baixos (<55%) para 0s outros sistemas de
reacdo, e a lipase pancreatica imobilizada mostrou melhor desempenho do que

a Lipozyme IM20.
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3 - MATERIAIS E METODOS

3.1 — Materiais

e 3-aminopropiltrietoxisilano (APTS), fornecido pela Sigma Aldrich;

e Acetona, fornecida pela Vetec;

e Acido Acético, fornecido pela Vetec;

e Acido Cloridrico, fornecido pela Vetec;

e Acido Oleico, fornecido pela Synth;

e Albumina Bovina Fracédo V, fornecida pela Sigma Aldrich;

e Alcool Etilico fornecido pela Cromoline;

e Amano Lipase AK, from Pseudomonas Fluorescens, fornecida pela
Sigma-Aldrich;

e Bradford reagente, fornecido pela Bio-Rad

e Cloreto de ferro lll (ICO) hexahidratado, fornecido pela Vetec;

e Goma arabica em po pura, fornecido pela Synth

e Glutaraldeido, solucdo 50%, fornecido pela Vetec;

e Hidroxido de Amdnia, 30%, fornecida pela Vetec;

e Hidroxido de Sodio, fornecido pela Vetec;

e Quitosana fornecida pela Sigma Aldrich (PM 161g/mol);

e Polietilenoglicol (PEG-1500) fornecido pela Sigma Aldrich (PM 1500);

e Sulfato ferroso Il (OSO) heptahidradato, fornecido pela Vetec;

+ Todos os solventes empregados foram de grau analitico (PA).
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3.2 — Preparacgéo e Caracterizacdo dos Suportes

3.2.1 —-Formulacdo de Nano Magnetitas

Para a preparacao das NPM (FesOa) estabilizada foi empregado o método
da co-preciptacdo. Duas metodologias foram inicialmente testadas e a que
mostrou melhor resultado na caracterizagdo de morfologia, tamanho e
agregacao foi escolhida para continuidade no trabalho.

A formulacdo das NPM foi seguida da modificagcéao superficial da mesma.
Duas formas com diferentes modificagOes foram feitas com amostras de NPM.
Uma amostra (M-AO) foi modificada com acido oleico afim de diminuir a
agregacéo e outra amostra (M-APTS) foi sinalizada com APTS para se tornar

possivel a imobilizacdo direta de enzimas na superficie.

3.2.1.1 Método de Gnanaprakash (2007)

No reator, sob atmosfera de nitrogénio (E) e temperatura de 50°C (D)
foram adicionados os sais de ferro (FeS04.7H20 e FeCls.5H20) na proporcao
1:2 e agua deionizada, resultando num volume total de 200 mL (A), com agitacdo
de 600 rpm (F) por 5min. Em seguida foi adicionado hidroxido de amdnia 8 mol/L
até alcancar o pH 10 e ficou em agitacdo por 5 min. Aumentou-se a temperatura
a 80°C e corrigiu-se o pH para 8 por meio de adicdo de uma solucdo aquosa
(4%) de &cido cloridrico (Figura 15).

3.2.1.2 — Método de Rocha (2016)

No reator (A), sob atmosfera de nitrogénio (E), foi preparada uma solugao
de hidréxido de sédio em 198,4 mL agua destilada até atingir pH entre 11 e 13.
Essa solucéo foi aquecida, sob agitagdo de 600 rpm (F), até 60°C (D). A parte,
foi dissolvido FeS04.7H20 e FeClz.5H20 na proporcdo (1:2, respectivamente)
em 10 mL de &gua destilada num baldo em atmosfera inerte. Posteriormente

foram adicionados 1,6 mL desta solucdo mais o agente modificador (Figura 15).
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Figura 15 — Reator IKA-250 localizado no setor de polimeros LAMAV

3.2.1.3 — Modificacdo da Nano Magnetita
As modificacdes foram feitas logo em seguida ao método de co-
precitacao:

e Para as amostras modificadas com Acido Oleico:
Foi adicionado um volume de 4 mL de acido oleico lentamente e deixou-

se agitar por 1 hora.

e Para as amostras modificadas com APTS:
Foi adicionado um volume de 88,5 yL de APTS no reator e agitados por 1
hora.

O processo de lavagem e secagem foi o mesmo para ambas

modificacdes. Apos o término do experimento foram realizadas trés lavagens
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com &gua destilada e alcool etiico, descartando-se o sobrenadante, e as
nanoparticulas foram armazenadas.

Assim como nos métodos de co-preciptacdo adotados, os métodos de
modificacdo tiveram os valores de temperatura, pH, velocidade e concentracdo
de modificadores adaptados baseado na bibliografia (Alves, 2012; Aquino et al.,
2002; Ewijk et al., 1990; Mahdavi et al., 2013; Morais et al., 2001).

3.2.2 — Microscopia Eletrénica de Transmissao (MET) das NPM

As analises de dispersao e do tamanho aproximado das nanoparticulas
modificadas foram realizados através da microscopia eletrbnica de transmissao
(MET), usando um equipamento de marca JEOL, 1400Plus, (120 kV), disponivel
no Laboratério de Biologia Celular e Tecidual (LBCT) do CBB/UENF com a
colaboracao do Professor Flavio C. Miguens. Essas micrografias foram obtidas
utilizando este microscopio eletrdnico que € de alta resolucéo.

As amostras de nanomagnetitas primeiro foram dispersas em alcool
isopropilico, e levadas a uma cuba ultrassénica para melhor disperséo. A solucao
dispersa foi gotejada em grades de 2 mm (recobertas com uma camada de
polimero) e secas por 24 horas, a temperatura ambiente.

A partir dessa analise foi possivel escolher o melhor método de co-
preciptacao dos sais de ferro e tal amostra seguiu nas etapas de caracterizacao,

ativacao e imobilizacdo.

3.2.3 — Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR) das NPM

A absorcdo de radiacdo pelas moléculas de uma substancia causa
transicbes nos estados rotacionais e vibracionais dos atomos ou grupos
atdbmicos. Essas vibracdes fornecem informacfes a respeito das ligacbes
quimicas dos constituintes atdbmicos, isto porque cada ligacdo absorve um
comprimento de onda especifico para alterar seus estados roto-vibracionais.

Através desta radiacdo absorvida é possivel identificar as ligacdes presentes, os
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grupos quimicos, entre outras caracteristicas, e foi possivel confirmar assim se
houve modificacdo na superficie das NPM (Souza, 2006).

Os espectros de FTIR foram obtidos no modo alternado em um
equipamento IRPrestige-21 Shimadzu disponivel na Unidade de Caracterizacao
Térmica e Superficial de Materiais LAMAV/CCT/UENF, para identificar a
composicdo das NPM. As amostras foram maceradas, dispersas em KBr e
prensadas em forma de pastilhas. Os espectros foram obtidos no intervalo de
4000 cmt a 400 cm™.

3.2.4 — Caracterizagao por Difragéo de Raios-X das NPM

Esta andlise foi realizada com o intuito de identificar a estrutura cristalina
e determinar a composicdo das fases das NPM, assim como determinar o
tamanho médio do cristalito formado.

Os difratogramas das NPM modificadas foram obtidos a partir de um
difratdmetro disponivel no LDRX/ UFF/ Xerém, equipado com raios-x de CuKa
(A=0,1540 nm). As varreduras foram feitas na faixa do &ngulo de difracéo 20 =
2°-40°, sendo utilizados com os seguintes parametros de medida: tensédo de 40
kV, corrente no filamento de 30 mA, com radiac&o de cobre e com velocidade de

varredura de 1°/min.

3.2.5 — Espectroscopia Mossbauer dos NPM

A espectroscopia Modssbauer € uma técnica utilizada para analisar o
comportamento das propriedades de um nicleo atdmico e do ambiente que o
envolve, sendo fundamental para a elucidacéo estrutural de compostos contendo
ferro (Debrassi, 2011).

As amostras de M-APTS e M-AO foram submetidas a espectroscopia
Mossbauer, com o objetivo de caracterizar as propriedades magnéticas das
nanoparticulas. Foi realizada em um espectrobmetro Halder MCA 3/1, em
temperatura ambiente, ou seja, aproximadamente 300K, para investigacao

qualitativa e quantitativa dos oxidos de ferro. Foi realizada no Centro Brasileiro
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de Pesquisas Fisicas (CBPF) com a colaboracdo da Professora Elisa Maria

Baggio Saitovitch.

3.2.6 - Formulacéo das Microesferas Magnéticas de Quitosana

Uma solucdo de quitosana 2% (m/m) foi dissolvida em solugdo de &cido
acético (5% miv) e posteriormente filtrada e entdo foi dispersa na solugdo de
quitosana a M-AO previamente formulada para obtencdo das microesferas (M-
AO- Cs).

A solucdo, como pode ser visto na Figura 16, foi gotejada através de uma
agulha (B) com o auxilio de uma bomba peristaltica (C) em uma solucdo de
NaOH 3M (D). O diametro das gotas foi controlado através das condicdes de
gotejamento (viscosidade da solucéo, altura e velocidade de gotejamento), como
mostra a Figura 16. As microcapsulas de M-AO com quitosana (M-AO-Q) obtidas
foram deixadas em NaOH por 12 h e lavadas em 4gua destilada até obtencéo
de pH 7.

Figura 16 — Esquema para gotejamento de microparticulas de M-AO-Q.
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3.2.7- Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) das Microesferas

A andlise morfolégica e o tamanho aproximado das microesferas
magnéticas serdo realizados através da microscopia eletrénica de varredura
(MEV), de marca ZEISS, Evo 40, (10kV) , disponivel no Laboratério de Biologia
Celular e Tecidual — LBCT CBB/UENF. Essas micrografias sdo obtidas utilizando
este microscopio eletrébnico que é de alta resolugcdo. As microesferas séo

depositadas em porta amostra com fita adesiva de grafite e metalizadas.

3.2.8— Magnetometria de Amostra Vibrantes (VSM)

Esta técnica permite a obtencdo de informagBes fundamentais dos
materiais ferromagnéticos através da aquisicdo do ciclo de histerese dos
mesmos. De tais curvas € possivel extrair o0 campo coercivo, a magnetizacdo de
saturacao e a magnetizacdo remanente das amostras.

O principio de funcionamento do Magnetometria de Amostra Vibrantes
(VSM) baseia—se na aplicagdo de um campo magnético uniforme, através de um
eletroimd, e da leitura da resposta magnética da amostra a este campo externo.
Nesta técnica, a amostra é fixada em uma regido de campo uniforme centrada
entre quatro bobinas coletoras e colocada a vibrar verticalmente. O momento
magnético induzido na amostra causa uma variacdo no fluxo de campo
magnético que flui atraves das espiras, induzindo nas bobinas coletoras uma
forca eletromotriz. O valor da magnetizacdo é obtido da forca eletromotriz
medida. Para a obtencdo do ciclo de histerese 0 campo magnético € variado
lentamente e a leitura da magnetizacdo é feita para cada valor do campo
magnético externo.

As propriedades magnéticas foram estudadas utilizando um
magnetbmetro Physical Property Measurement System (PPMS) da Quantum
Design, as medidas foram feitas em temperatura ambiente 305 K aplicando um
campo externo de +/- 2 Teslas, e foram realizadas no Centro Brasileiro de
Pesquisas Fisicas (CBPF) com a colaboracao da Professora Elisa Maria Baggio
Saitovitch.
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3.2.9 - Anélise Térmica (TG) dos Suportes Modificados.

A andlise termogravimétrica das amostras foi realizada utilizando um
sistema de andlise termogravimétrica Q-5000, com sensibilidade na
termobalanca de 0,1 ug, nos termopares de platina de 0,001°C, disponivel na
Unidade de Caracterizacdo Térmica (SEPOL/UENF). As amostras foram
aguecidas a temperatura ambiente até 1000°C a uma taxa de aquecimento de
10°C/min.

Foram analizadas amostras dos suportes M-AO-Q e M-APTS. A analise

térmica foi utilizada para determinacdo da estabilidade dos suportes.

3.3 —Imobilizacdo das enzimas, através da técnica de ligacado covalente

3.3.1 — Ativacdo Com Glutaraldeido das Microesferas M-AO-Q

Seguindo metodologia de Zhang e colaboradores (2009b), os suportes
foram embebidos em solucdo de glutaraldeido 8% (v/v) em solucdo tampéo
fosfato de sodio (0,1 M) pH 7, na proporcédo 1:500. Sendo mantido sob agitacéo
por 6 horas na temperatura de 30°C, com velocidade de 160 rpm. Apés esse
periodo, lavou-se o suporte 3 vezes com solucdo tampao fosfato (pH7) e agua
destilada.

3.3.2 — Ativacdo com Gluturaldeido da M-APTS

Seguindo metodologia de Rocha (2016), uma aliquota de 5 mL de
nanoparticulas funcionalizadas com APTS foi retirada e adicionada em um tubo
Falcon com 18 mL de tampéao fosfato 7,4. Posteriormente foram adicionados 2
mL de glutaraldeido (25%); a solucdo foi agitada em um vortex e logo apos
permaneceu em repouso por 1 hora a temperatura ambiente. Foi lavada com
alcool, agua e solucdo tampao (duas vezes com cada solvente) para garantir a
retirada do glutaraldeido.
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3.3.3 — Avaliacédo da Ativacdo com Glutaraldeido por FTIR

Para avaliar a ativacdo e imobilizacdo dos suportes foram realizadas
andlise de FTIR. Espectros de FTIR tém sido vastamente utilizados na
identificacdo de grupos funcionais ou ligacBes quimicas em modificacbes de
materiais (Gongalves et. al., 2012).

Essa técnica foi empregada para examinar mudangas nas caracteristicas
das estruturas quimicas dos suportes M-AO-Q e M-APTS quando comparados
a estes suportes quando ativados com glutaraldeido e esses suportes quando
ativados com glutaraldeido e com a lipase imobilizada covalentemente.

A reticulacdo quimica de ambos suportes com o glutaraldeido ocorre a
partir do nitrogénio nucleofilico do grupo amino (-NH2) e a ligagdo C=N
(~1648cm1), base de Shiff. E em (~1558cm-1) associada a ligagdo amina (-NH2).
(Mansur et. al., 2008)

Os espectros de FTIR foram obtidos no modo alternado em um
equipamento IRPrestige-21 Shimadzu disponivel na Unidade de Caracterizacao
Térmica e Superficial de Materiais LAMAV/CCT/UENF, para identificar a
composicdo das NPM. As amostras foram maceradas, dispersas em KBr e
prensadas em forma de pastilhas. Os espectros foram obtidos no intervalo de
4000 cm't a 400 cm™.

3.3.4 - Determinacdao de Proteina

O método para a determinacdo da lipase para imobilizacdo foi o de
Bradford modificado. O método baseia-se na conversdo do corante Coomasse
Briliant Blue BG-250 numa forma azul intensa, quando o anion do corante
interage com grupos NH*3 das proteinas (Bradford 1976).

Primeiro confeccionou-se uma curva padrdo com BSA (1 mg/mL) com
aliquotas de 0,01 a 0,3 mg/mL. Em uma placa de Elisa foram adicionadas

aliquotas de 10uL da solugado enzimatica e 190 pL de Bradford. Um branco foi
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utilizado com 10 yL de agua destilada e deionizada. O ensaio foi feito em
tréplicas para garantir seguranca no resultado.

Para a leitura da quantificacdo de proteina, a lipase foi solubilizada em
solugcédo tampéo (5 mg/mL) pelo periodo de 30 min e adicionado na placa de Elisa
10 yL das amostras, com diluicdes de 1,2x; 1,4x; 1,6x; 1,8x e 2x. A analise foi
feita em um espectrofotdmetro operando em uma banda de absorbancia de 595
nm. A quantidade de proteina foi entdo estimada plotando as leituras de
absorbancia referentes a curva padrdo, que foi utilizado para determinar a
quantidade de proteina em amostras desconhecidas.

Além das leituras da solucdo de enzima de partida para imobilizacao leu-
se o liquido restante apoOs a imobilizacdo. Tais valores foram utilizados nos
calculos de atividade das enzimas, onde é necessario saber o valor da enzima

imobilizada, que foi determinado seguindo a equacao:

Qi = C5| - Csi Eq. 2

Com Qi quantidade de enzima imobilizada, Csi igual a concentracdo da
enzima livre e Csia concentracdo de enzima apds a imobilizacdo na solucao de

partida.

3.3.4 —Imobilizacéo daLipase nas M-AO-Q-GA e M-APTS-GA

ApOs o periodo de ativacdo com glutaraldeido, as enzimas foram
imobilizadas por ligacdo covalente nos suportes de acordo com a metodologia
adaptada de Castro e colaboradores (2010), Pereira e colaboradores (2010) e ja
testado em estudos anteriores em B6a-Morte (2014).

Para cada grama de suporte ativado, M-AO-Q-GA ou M-APTS-GA,
(matéria seca), foram adicionados 200 mg de lipase na forma livre. PEG-1500
foi adicionado com a solucdo de enzima em um valor de 5mg/mL de suporte,
com agitacdo durante 4 horas, em temperatura de 25°C, e seguido por periodo
adicional de 16 horas em condic¢des estaticas a 4°C. Os suportes imobilizados

foram lavados 3 vezes em solucdo tampéo fosfato.



52

Apds o processo de imobilizagdo a atividade das particulas e as massas
enzimaticas e lavadas foram mensuradas segundo a metodologia descrita para
determinacdo da atividade enzimética, com o objetivo de se conhecer a

concentracdo de lipase AK imobilizada nas microesferas e M-APTS-GA.

3.3.5 — Determinacédo da Atividade Relativa

A atividade enzimatica da enzima livre e imobilizada foi determinada pelo
método de hidrélise de azeite de oliva de acordo com a metodologia adaptada
de Li etal., 2010 e Carvalho, 2012. Uma unidade de atividade é definida como a
quantidade de enzima necessaria para liberar 1 ymol de acido graxo por minuto
de reacao.

O preparo da emulséo foi feito pelo seguinte modo: 50 mL de azeite de
oliva e 50 mL de goma arabica a 8% m/m. Em frascos de 125 mL foram
adicionados: 5mL da emulsdo e 2mL de tampé&o fosfato de s6dio 0,1 M pH7,0. A
fim de garantir homogeneizacdo do meio reacional, o sistema entdo, foi mantido
sob agitacao (160 rpm) a 40°C por 5 minutos. Logo apos esse processo foi
adicionado os respectivos suportes imobilizados, a solugdo enzimatica, a
solucdo da enzima livre e a solugdo lavada sendo feito triplicatas para cada
suporte, esse sistema também ficou sob acdo de uma agitacao (160rpm) durante
0 tempo de 5 minutos.

ApoOs esse periodo de incubacédo, a reacdo entdo foi paralisada pela
adicdo de 10 mL de uma solucdo de etanol e acetona (1:1). Em seguida cada
solucdo foi agitada com um ultra-turrax com velocidade de 8000 rpm e
centrifugada por 10 minutos com velocidade de 4000 rpm. Entdo foi retirada de
cada solucdo uma quantidade de 10 mL para titulacdo direta.

A solucéo foi titulada utilizando 2 gotas de indicador fenolfteleina, com o
auxilio de um agitador magnético, no pipetador para titulagéo foi adicionado uma
solugcdo de NaOH 0,1 M. O volume gasto foi anotado para a realizacdo dos

calculos, conforme a Equacao 3 (Aguiar et al., 2010 e Barbosa et al., 2014).
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A (Umg) —_(Va-Vb)xMx10°
txm

Eq. 3

Onde:
e M = concentracdo molar da solucdo de NaOH,;
e m = massadaenzima (mg);
e t=tempo de reacdo (min);
e Va=volume de NaOH gasto na titulacdo da amostra (mL);

e Vb =volume de NaOH gasto na titulacdo do controle (mL).

Jé a atividade relativa foi calculada comparando a atividade do imobilizado e

a atividade da solucédo de enzima livre (Aguiar et al., 2010).

Uz ="1/y, 100 Eq. 4

Com Urigual a atividade relativa, U, igual a atividade da enzima livre e U;

a atividade da enzima imobilizada.
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4 — RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo sdo apresentados e discutidos os resultados experimentais
obtidos ao longo deste trabalho.

A primeira parte desse capitulo aborda as caracterizacdes dos produtos
obtidos pelos dois tipos de sintese utilizado, até a escolha da sintese mais
adequada para a obtencdo das nanoparticulas de magnetita modificadas.

A segunda parte aborda as caracterizacdes das magnetitas obtidas pelo
método escolhido por diferentes técnicas para comprovar a fase de ferro e as
propriedades magnéticas do produto obtido.

A terceira parte trata da formulagdo dos suportes poliméricos com
propriedades magnéticas constituidos de nano magnetitas e quitosana, seguido
de sua caracterizagéo.

A quarta e Ultima parte desse capitulo trata dos processos de ativacédo do
suporte e a imobilizacdo da lipase nesses ambientes diferentes. Com

comparacao dos resultados obtidos.

4.1 — Microscopia Eletrénica de Transmisséo (MET)

7z

Essa caracterizacdo é importante para observar a morfologia das
nanoparticulas, as imagens de microscopia eletrénica de varredura para as M-
AO e M-APTS sdo apresentadas nas Figuras 17 e 18 e mostram as
caracteristicas morfologicas e a distribuicdo das nanoparticulas .

A partir dessa analise foi observado as nano particulas modificadas
obtidas pelos dois métodos diferentes de sintese apresentado no item 3.2.1.1
(Gnanaprakash etal., 2007) e pelo método apresentado no item 3.2.1.2 (Rocha,
2016) e a partir dessa andlise foi possivel escolher o melhor método de co-
preciptacao dos sais de ferro mais eficiente e tal amostra seguiu nas etapas de

caracterizacao, ativacao e imobilizacao.
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Na Figura 17 observam-se micografias de diferentes regides das nano
magnetidas modificadas com acido oleico sintetizadas pelo método
Gnanaprakash et al.,, 2007 em (a) e (b) e as sinetetizadas pelo método Rocha,
2016 em (c) e (d).

Figu 17 - Micrografia eletronica de transmissao de diferentes redi(”)es das
nanomagnetitas modificadas com &cido oleico pelo método de Gnanaprakash et
al., 2007 (a) e (b) e pelo método de Rocha, 2016 (c) e (d).
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Na Figura 18 observam-se micografias de diferentes regides das nano

magnetidas modificadas com APTS sintetizadas pelo método Gnanaprakash et
al., 2007 em (a) e (b) e pelo método Rocha, 2016 em (c) e (d).

Figura 18- Micrografia eletrbnica de transmissdo em diferentes regides das

nanomagnetitas modificadas com APTS pelo método de Gnananprakash et al.,
2007 (a) e (b) e pelo método de Rocha, 2016 (c) e (d).

As micrografias a e b, nas Figuras 17 e 18, evidenciam que o método
empregado nesse caso apresentou uma melhor desagregacdo que o método
apresentado em c e d, também nas Figuras 17 e 18.

O método de Gnanaprakash et al., 2007 originou uma desagregacao
uniforme apresentando nanoparticulas com contornos definidos e separadas
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como pretendido foi escolhido para dar continuidade ao trabalho. Na Figura 19,
pode-se observar a distribuicdo de tamanho desse método para em (a) M-AO e
em (b) M-APTS.

Figura 19- Micrografia eletrbnica de transmissdo das nanomagnetitas
modificadas com AO (a) e com APTS em (b) pelo método de Gnananprakash.
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Uma das possiveis causas do método Rocha ter resultado em
aglomerados de particulas € a dificuladade em manter o pH na faixa 6tima,
favorecendo o crescimento de particulas unidas nas ja existentes, com isso acido
oleico ndo conseguiu ser eficiente na desaglomeracéo das particulas, pois essas
ndo se encontram unidas por forcas de atracdo magnéticas e sim foram
formados aglomerados durante a sintese.

Os gréficos na Figura 20 apresentam uma estimativa de tamanho médio

das particulas com 50 medidas feitas nas micrografias nas Figuras 17, 18 e 19.

TAMANHO M-AO

20

(=
LA

£
]
an
[
i
=
[
L=}
_
=]
o

10

I R |
| A . 1t 1 1
I I N
1 5 . 1 1
3 | 4 |

(5,5, 8,5] (11,5, 14,5] (17,5, 20,5] (23,5, 26,5] (28,5, 32,5]
[2,5,5,5] (8,5, 11,5] (14,5, 17,5] (20,5, 23,5] (26,5, 29,5]

Tamanho nm

M-APTS

_I
]
3
o)
S
=
0

Poecentagem %)
[
(¥, ]
(=]
pd
=]

5.5, 8,5] {115, 14,5] [17.5, 20,5] (23,5, 26,5] {28,5,32,5]
[25.55] (85, 11,5] (14,5, 17,51 (20,5, 23,5] (26,5, 29,5]

Tamanho (nm)

Figura 20 - Gréfico da distribuicdo das NP, M-AO e M-APTS.
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As NP M-AO apresentou um tamanho médio de 12,7 nm, com tamanho
variando de 2,5 a 32,5 nm e com 76% menores de 20 nm, valor desejavel para
as propriedades almejadas. Ja as M-APTS apresentou um tamanho médio de
10,9 nm, com tamanho variando de 2,5 a 32,5nm e com 85% menores que 20

nm.

4.2 - Espectroscopia de Infravermelho com Transformada De Fourier
(FTIR) dos Suportes Modificados

A Figura 21 ilustra o espectro de absorcédo na regido do infravermelho
realizadas para as amostras de nanoparticulas magnéticas modificadas com AO
e APTS.

Em ambas curvas se observa uma banda com um pico intenso na regiao
de 570 cm® correspondente a vibragdo do grupamento Fe-O, picos também
aparecem em aproximadamente 433 cm?! e 410 cm ambos atribuidos a
magnetita. Picos no intervalo entre 600 e 400 nm correspondente aos
estiramentos v1 e v2 dos sitios tetraédricos e octaédricos da estrutura cristalina

do espinélio inverso (Nascimento, 2016).
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Figura 21 - Espectros de FTIV das M-AO e M-APTS.
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Durante a preparacdo das nanomagnetita pelo método da co-precipitacao
guimica em ambiente aquoso, as superficies séo revestidas por grupos hidroxila,
as bandas caracteristicas desse grupo (-OH), aproximadamente 1600 cm! e
3420 cml, aparecem no espectro FTIR (Rocha, 2016). J& a banda presente em
ambos espectros em aproximadamente 2360 cm! é atribuida ao CO2 da
atmosfera no momento da analise.

As nanoparticulas recobertas com AO, apresentaram pico de absorcdo
em aproximadamente 2921 cm e 2850 cm-l, correspondentes ao estiramento
assimétrico CH2 e ao simétrico CHz. Aparecem duas bandas de deformacéo axial
em 1.416 e 1.315 referente ao acido carboxilico, devido ao acoplamento da
deformacao angular no plano da ligacdo O-H e a deformacéo axial de C-O e em
1628 cm -1 devido ao estiramento do C=0. A banda 886 é referente a ligacéo
C=C (Solomons e Fryhle, 2012).

A andlise das bandas da M-APTS indicou em torno de 1530 e 1631 cm?
referente a deformacao angular simétrica do NH2 e uma banda fraca em 3400
cmt uma deformacdo axial do NH de aminas secundarias que coincide com a
banda do O-H. As bandas em torno de 1050 e 990 cm! e que correspondem ao
estiramento assimétrico Si-O proveniente da modificagdo da superficie com

agente silano (Pingarrén et al, 2012 e Fessenden e Fessenden, 1982).

4.3 — Caracterizagéo por Difracao de Raio-X

A caracterizacdo das nanoparticulas magnéticas e dos suportes
magneticos porosos foi feita para verificar a formacdo da fase cristalina da
magnetita. Nos difratogramas da Figura 22, observa-se o perfil de difracdo de
raios-X das amostras.

Os picos identificados no difratograma foram os referentes aos indices
(111), (220), (311), (222), (400), (422), (511), (440), (620), (533) e (662). Eles
sdo compativeis com a ficha JCPDF (Powder Diffraction File) 19-0629, referente
a magnetita ou maghemita e revelam uma estrutura cristalina do tipo espinélio
invertido, com rede de Bravais cubica de face centrada. Os picos sdo intensos e

estreitos, o que indica que a magnetita apresenta alta cristalinidade.
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Com a analise do difratograma foi possivel confirmar a formacéo da fase
Fe203 que pode ser atribuida tanto a magnetita como maghemita, j& que em
ambas estruturas cristalinas as fases apresentam picos de Bragg praticamente
na mesma posicao. A confirmacdo de qual dos 6xidos magnéticos formado foi
pela analise de Mossbauer (tem 4.4). A analise descartou a presenca de outros
oxidos de ferro, como goetita e hematita, e também nédo apresentou picos que
pudessem ser atribuidos a impurezas.

Através da Equacédo de Scherrer (D=KMNBcosB), utilizando o pico mas
intenso (Figura 22) calculou-se o tamanho médio dos cristais da magnetita,
sendo ele 11,78 nm para M-AO e 9,95 nm para o APTS, valores proximos aos
estimados no MET, de 12,7 nm e 10,9 nm, respectivamente. Este tamanho se
encontra na faixa de 5 a 20 nm caracteristico de monodominios os quais devem
apresentar um comportamento superparamagnético a ser avaliado na analise de
VSM (ltem 4.5).

Apesar do calculo do tamanho médio do cristal através da Equacédo de
Scherrer ndo ser suficiente para caracterizar o tamanho de todas as particulas
incluindo as amorfas, é uma evidencia necessaria na caracterizacdo da
magnetita sintetizada conjuntamente com o realizado pela MET e esta de acordo
com os reportes de Goya et al. (2003), Li, G. et al. (2008) e Silva, V.AJ. et al.
(2013).

4.4 — Determinacéo das Fases de Ferro por Espectroscopia Méssbauer

Na Figura 23 observa-se o espectro obtido para as amostras M-AO e M-
APTS. Acima da transicdo de Verwey, ~122 K, Fe3Oas apresenta uma estrutura
cubica do tipo espinel inversa e duas componentes (Fe3*)a e (Fe3*Fe?*)s, sitios
A (Tetraedral) e B (octaedral) respectivamente. Na Figura a linha de cor azul
corresponde ao sitio A e a linha de cor vermelha ao sitio B.

A linha verde corresponde a uma distribuicdo de campos magnéticos
hiperfinos provavelmente devido a uma distribuicdo de tamanho de particulas em

escala nanometrica as que ndo se encontram bloqueadas magneticamente a
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temperatura ambiente. Mas ndo sdo suficientemente pequenas para apresentar
um dubleto caracteristico de um estado superparamagnético (Gomes et. al.,
1999).

O ajuste para os espectros a temperatura ambiente das duas amostras
(M-AO e M-APTS) foram obtidos utilizando dois sitios magnéticos com uma
distribuicdo de campos magnéticos hiperfinos. Os parametros hiperfinos obtidos,
mostrados na Tabela 3, sugerem que ambas as amostras sdo de magnetita. Nao

foi evidenciado a presencia de fases espurias.

AO

Probabilidade

M-AO
° BHF (T)

Absorgao

Probabilidade

-12 8 4 0 4 8 12 0 2'0 40
BHF (T)

Velocidade (mm/s)
Figura 23 - Espectro Mdssbauer das amostras M-AO e M-APTS.
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Como ndo houve a formacgédo de dubletos, ndo se podem afirmar as
caracteristicas superparamagnéticas da magnetita por esta analise. Pode-se
inferir que ainda estavam presentes multidominios na amostra. No entanto, a
formacdo dos sextetos indica a presenca de monodominios, porém sem uma
reducdo total do tamanho capaz de ocasionar uma transicdo de fase magnética
(Moreto et al., 2008; Goya et al., 2003).

Tabela 3 - Parametros Obtidos no Espectro de Mdssbauer

Sub-espectros Parametros M-AO M-APTS
ISO (mm/s) 0.37 (1) 0.31(2)
QUA (mm/s) 0.02 (1) 0.01(1)
Sitio A
BHF (T) 46.8 (1) 45.6 (7)
ARE (%) 19 (2) 28 (2)
ISO (mm/s) 0.51 (2) 0.52 (1)
QUA (mm/s) 0.01 (1) 0.02 (2)
Sitio B
BHF (T) 46.4 (1) 42.7 (2)
ARE (%) 23 (2) 24 (2)
<ISSO> (mm/s) | 0.43 (4) 0.36 (6)
QUA (mm/s) 0.01 0.01
Distribuicao
<BHF> (T) 34.3 (1) 30.3(2)
ARE 58(2) 58(2)

Os campos magnéticos menores aos reportados na literatura, 49,1 T para
o sitio A e 46 T para sitio B (Vandenberghe, 1991), para a magnetita podem ser
devido ao tamanho das nanoparticulas e devido também ao recobrimento por
AO o APTS (para isto deveria ter sido medido a magnetita sem AO e ATPS). A
presenca do sitio do Fe*? e o valor dos campos hiperfinos inferiores a 50 T
descartam a hipotese de a amostra ser maghemita.

A temperatura ambiente se toda a amostra fosse do mesmo tamanho
(bulk) haveria apenas dois sitios A e Bcom os campos de 49 T e 46 T. Mas além
das particulas maiores, com comportamento magnético comparaveis ao Bulk, ha

particulas menores, mas ndo pequenas suficientes para apresentar 0 espectro
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superparamagnético que seria um dubleto. Essas particulas menores ainda
apresentam um comportamento magnético com campos magnéticos hiperfinos
de diversos valores (menores aos do bulk) devido a distribuicdo do tamanho de
particula (Moreto, 2007). Estes igualmente apresentam sitio A e sitio B mas
como sdo diversos valores de campos fica dificil identifica-los, entdo a

distribuicdo representa varios valores de campo tanto nos sitios A e B.

4.5 - Analise Térmica (TG) dos Suportes Modificados

As Figuras 24-25 apresentam as curvas de TGA dos suportes
modificados.

O termograma da magnetita modificada com APTS (M-APTS) apresenta
uma perda de 3% em massa que pode ser atribuida a agua que esta associada
aos grupos terminais (-NH2) do APTS. A temperaturas superiores se observa
uma perda de massa do “brago” organico do aminosilano seguido, a temperatura

acima de 600°C, da transformacao em 6xido de silicio.

100 4 .
™ 3%

- 0.08

- 0.06

[ o] Massa (%)

- 0.04

[ @] Deriv. Weight (%/°C)

- 0.02

60

: : . T : . : T . : . T : T T T 0.00
35 233 435 635 835

Temperatura (°C)

Figura 24 - Curvas termogravimétricas dos suportes M-APTS.
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Figura 25 - Curvas termogravimétricas dos suportes M-AO-Q.

A modificacao realizada com quitosana apos tratamento com acido
oleico da superficie da magnetita origina uma discreta estabilizacdo da quitosana
suportada, como pode ser observado no deslocamento da taxa de maxima
degradacdo na curva DTG associada a degradacéo térmica da quitosana.

Em geral, o comportamento térmico observado nos suportes evidencia a

modificacdo pretendida da magnetita.

4.6 — Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) das Microesferas

A morfologia das microparticulas contendo o nlcleo magnético (Figura 26)

foi investigada com o auxilio das técnicas de microscopia Otica e microscopia
eletrbnica de varredura (MEV).
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Figura 26 — Micrografia eletrénica de varredura das microesferas magnéticas

em (a, b e c) e a parede da microesfera (d).

As microparticulas tém um formato regular esférico (figura 26 a) e uma
distribuicdo de tamanho relativamente estreito (figura 26 b e c). A morfologia
superficial das microparticulas (figura 26 d) de quitosana preparada pela técnica
de coagulacdo ndo apresenta irregularidades nem macroporosidade. Suportes
Nao porosos apresentam como principal vantagem a acomodacdo das moléculas
de enzima apenas na sua superficie externa, o que facilita a interacdo do
catalisador com o substrato (Canilha et. al., 2006).

O grafico na Figura 26 apresentam uma estimativa de tamanho médio das
particulas com 50 medidas feitas nas micrografias obtidas no MEV. As
microesferas apresentaram uma faixa de distribuicdo de tamanho de 785 a 1055

pm com 31% das microparticulas com diametro entre 935 e 965 pm (Tabela 6).
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Figura 27- Grafico da distribuicdo das microesferas magnéticas.

4.7 — Magnetometria de Amostra Vibrantes (VSM)

As Figuras 28 e 29 apresentam as medidas de magnetizacdo das nano
magnetitas modificadas, a analise foi realizada para caracterizar o
comportamento magnético das amostras.

A magnetizacdo de saturacdo da M-AO foi de 62,8 emu/g e da M-APTS
63,1 emu/g. A literatura reporta valores entre 50 e 70 emu/g para nanoparticulas
de magnetita (Castanharo et. al., 2012 e Lee et. al., 2009), outros autores relatam
gue valores de saturagdo bem inferiores, de 8 a 30 emu/g, precisamO de um
campo magnético maior gerando um maior custo para operar em reatores de
leito fluidizado (Li et. al., 2009; Souza, 2006; Costa et. al., 2012).
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Figura 28 - Curva de magnetizacdo das microparticulas de M-AO.
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Figura 29 - Curva de magnetizacdo das microparticulas de M-APTS.

A curva de magnetizagdo ndo apresentou histerese, assim ndo ha
magnetizacdo permanente ou indugcdo residual caracterizando um
comportamento superparamagnético (Bougas, 2008). A auséncia de histerese
evidéncia uma baixa coercividade e uma reversibilidade elevada, ou seja, a
influéncia dos campos magnéticos gerou uma resposta rapida e no momento em

gque o campo é retirado 0 magnetismo cessa. Se a magnetizacdo nao cessar,
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apos a retirada do campo, as microparticulas podem permanecer aglomeradas,
dificultando o seu processo de regeneracao (Costa et. al., 2012).

Estes comportamentos superparamagnéticos observados nas NPM e a
elevada magnetizacdo de saturacdo sdo importantes pela possibilidade de
controle da distribuicdo das particulas magnéticas dentro do reator de leito
fluidizado assistido, possibilidades de operar no reator com fluxos maiores e facil

recuperacao do biocatalisador (Xie et al., 2012).

4.8 - Avaliacdo da Ativacao com Glutaraldeido por FTIR

As figuras 30 e 31 ilustram os espectros de transmissdo na regiao do
infravermelho realizadas para as amostras dos suportes magnéticos ativados e
dos suportes magnéticos ativados e imobilizado.

Nos espectrogramas foi analisada a modificacéo originada pela ativacéao
dos suportes M-AO-Q e M-ATPS com o glutaraldeido através do nitrogénio
nucleofilico do grupo amino (-NH2) da quitosana e do APTS, os quais devem
reagir com o grupo carboxila do aldeido, originando uma imina e a perda de uma
molécula de agua formando assim a ligagdo C=N com sinais entre 1650 —
1750cm! assim como um sinal entre 1600 — 1650cm associada a ligacéo
amina, -NHz2, (Mansur et. al, 2008).

Na figura 30 observa-se na curva de M-ATPS-GA E M-ATPS-GA-Lipase
o aparecimento da banda referente ao C=N (~1660) que em relacdo de
intensidade entre esse sinal com o agrupamento —SiO (~1200) (Isio/lc=N) que
ndo sofre modificacdo € de 0,987 e 0,976 respectivamente. Essa diminuicdo na
relacdo, mostra que a concentracdo de C=N aumentou no suporte imobilizado
gue era esperado ja que no M-ATPS-GA-Lipase o glutaraldeido se liga a dois

grupos aminos, o do APTS e o da enzima.
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Na Figura 31 observa-se comportamento semelhante a Figura 30 com
aparecimento da banda referente ao C=N (~1680) com a relacao de intensidade
entre esse sinal de deformacdo angular do agrupamento —CH2 adjacente a

carbonila, presente na estrutura da quitosana (~1420) (Ict/lc=N) e que ndo sofre
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modificacdo é de 0,978 e 0,962 para os suportes M-AO-Q-GA e M-AO-Q-GA-
Lipase, respectivamente, com a presenca do aumento de C=N pelo mesmo

motivo que no suporte M-APTS quando imobilizado.

4.9 — Determinacao de Proteina

A analise da atividade enziméatica apoOs imobilizacdo da lipase AK em
superficies que apresentam diferentes ambientes quimicos foi realizada tendo
como base a metodologia segundo Mendes (2009) e Cetinus et. al. (2007). Para
os calculos de atividades foi necessario saber as massas de proteina presente
nas solugdes enzimaticas.

A metodologia empregada para determinar a concentracdo de proteinas
foi 0 método Bradford. Uma solucéo de Lipase (5 mg/mL) em solucdo tampéao foi
analisada. Tal solucéo foi a utilizada para imobilizar os suportes.

Utilizando este mesmo método determinaram-se as concentracdes depois
de realizado o processo de imobilizagdo nas solugcdes de partida usadas na
imobilizacdo do M-ATPS-GA e M-AO-g-GA.

Pode ser observada na Tabela 4 a porcentagem de enzimas imobilizadas,
calculada subtraindo a concentracdo apds imobilizacdo da solucéo de partida do

valor da concentracdo da solugéo de enzima livre (Eq2).

Tabela 4 — Concentracdes relativas de solugées enzimaticas.

Amostra Enzimalmobilizada (mg/mL)
Partida de M-ATPS-GA (61%)
Partida de M-AO-Q-GA (23%)

Por esse resultado é possivel uma comparacdo que mostra que a
imobilizacdo na M-AO-Q-GA é menos eficiente, M-APTS-GA teve 2,7x mais
enzima imobilizada no suporte. Os parametros, como concentracao,
temperatura, tempo, utilizados na ativacdo com glutaraldeido, ou as condi¢des

de imobilizagdo ndo sao os ideais.
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4.10 — Determinacgéo da Atividade Relativa

A estratégia utilizada para avaliar a atividade da lipase imobilizada nos
diferentes suportes utilizados se baseiano método de hidrélise do azeite de oliva,
conforme metodologia adaptada de Castro et al., 2010. Os &cidos graxos
liberados foram titulados com solu¢cdo de NaOH, utilizando fenolftaleina como
indicador. Uma unidade de atividade foi definida como a quantidade de enzima
que libera em 1 pmol de acido graxo por minuto de reacgao.

Os resultados encontrados (Tabela 5) mostram a comparacdo entre o
valor de atividade da enzima livre com a imobilizada, chamada de atividade

relativa.

Tabela 5 - Valores da atividade hidrolitica dos suportes imobilizados.

Suporte/Lipase AK Atividade Relativa
%
M-APTS-GA 84,6
M-AO-Q-GA 46,3

Apesar dos derivados imobilizados terem apresentado menor valor de
atividade hidrolitica, em relacéo a lipase livre, deve-se lembrar as vantagens do
uso da enzima imobilizada no suporte magnético, como 0 aumento da
estabilidade da enzima e a possibilidade de reuso do biocatalisador (Rocha,
2016).

Silva, 2009, reportou uma atividade relativa de 25,3% num suporte de
matriz hibrida constituida de polissiloxano-alcool polivinlico (POS-PVA)
imobilizada com Lipase AK.

Rocha, 2016, obteve 31,34% de atividade relativa de lipase pancreatica
de porco imobilizada num suporte de magnetita modificado com APTS.

Tintor, 2014, obteve para lipase AK se oferecido 200 mg de enzima por g
de suporte, como feito na metodologia seguida por esse estudo, 91% de
atividade relativa.

Mijone, 2014, reportou uma atividade relativa de 80,5% da lipase de
Burkholderia cepacia ligadas covalentemente em particulas de magnetita e

maghemita ativadas.
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5— CONCLUSOES

A sintese da nanomagnetita com a metodologia de co-precipitacdo foi
constatada pelas técnicas de Difracdo Raio-X e pelos sextetos caracteristicos do
efeito Mdssbauer e valores dos campos hiperfinos.

O ajuste da metodologia de co-precipitacdo permitiu obter, como
pretendido, particulas de magnetita em torno de 14 nm para nanamagnetita
modificada com acido oleico e 12 nm para modificada com APTS, a faixa dos
monodominios foi comprovado com auxiio das técnicas de Microscopia
Eletronica de Transmisséo (Figuras 17 a 19) e Difragéo de raios X (Figura 22).

As nanoparticulas foram convenientemente desagregadas como o
tratamento realizado com acido oleico como observado nas imagens de MET. O
recobrimento efetivo foi constatado a partir dos resultados de infravermelho no
qual se observaram os sinais a 1690 cm1, devido ao C=0 do grupo carboxilico
na superficie das magnetitas tratadas.

As microesferas de quitosana com nanomagnetitas modificadas com
acido oleico ttm um formato regular esférico (Figura 26) e uma distribuicdo de
tamanho estreito com 31% das esferas com didametro entre 935 e 965 um.

A modificacdo com APTS resultou em uma desagregacao efetiva como
registrado nas imagens de MET. Na andlise FTIV onde é observada as bandas
em torno de 1050 e 990 cm! correspondem ao estiramento assimétrico Si-O
provam a modificacdo da superficie com o agente silano.

O comportamento magnético da magnetita foi registrado a partir das
curvas de susceptibilidade magnética as quais ndo apresentaram histerese e
nem magnetizagcdo permanente ou indugdo residual caracterizando um
comportamento superparamagnético com uma magnetizacdo de saturacao
maxima entorno de 63 emu/g apropriado para uso em reatores assistidos por
campos magnéticos externos.

Os suportes enzimaticos com caracteristicas modificadas e utilizacdo de
bracos extensores que torna a enzima com menores restricdes conformacionais,
mostram uma satisfatéria imobilizacao e boa atividade relativa de 85% para M-
ATPS e 46% para M-AO-Q.
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