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RESUMO

A tecnologia enzimatica tem experimentado um notavel avango no campo dabioquimica,
evidenciando as enzimas como catalisadores bioldgicos altamente eficientes para
impulsionar reagdes bioquimicas. Paralelamente, a tecnologia de separagdo por
membranas tem suscitado consideravel interesse, em virtude de suas vantagens frente aos
métodos de separagdo tradicionais. Operagdes de separacdo do bioproduto concomitante
a operagdo de hidrolise enzimatica se torna interessante para a escala industrial tanto em
ganhos de produtividade como no custo final do produto. O estudo propde o uso do Oxido
de grafeno como suporte para imobilizacdo da lipase de Pichia pastoris, empregando o
biocatalisador imobilizado e livre, integrado a investigacdo da producdo de membranas
de acetatode celulose aplicada na hidrélise enzimatica com separagao simultanea do dleo
de soja residual. Foram identificados o melhor carregamento enzimatico, temperatura e
pH 6timos e tempo de imobilizagdo, também, a estabilidade térmica e os parametros de
Cinética e Termodinamica de desativagdo foram definidos para a enzima livre e
imobilizada. O complexo ainda foi caracterizado por Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV) e Espectroscopia de absor¢ao da regido do infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR). As membranas foram fabricadas em diferentes tempos
de pré-evaporagdo e espessura ¢ sua morfologia analisada por MEV e a molhabilidade
através do Angulo de contato. Os resultados revelam a melhor membrana de acetato de
celulose produzida em 30 seg e 1 mm de espessura, resultando em 55,58% + 2,78 de
acidos graxos livres (AGL) na hidrolise enzimatica em biorreator de membrana e 100%
de rejeicdo do 6leo na membrana, utilizando a lipase em forma livre, em 4h. Por fim,
empregando o biocatalisador imobilizado, o processo com separacdo simultanea resultou
em 35,67% + 1,02 de AGL e 0,82% + 0,05 no permeado, também com 100% de rejeicao
do 6leo na membrana. Os produtos foram avaliados por FTIR e os triglicerideos,
diglicerideos e monoglicerideos quantificados através de Cromatografia liquida de alta
performance (HPLC). Pos 5 ciclos, a atividade de hidrolise da lipase imobilizada
permaneceu em 75,62% + 5,14. O estudo amplia o entendimento sobre a imobilizagdo de
enzimas, enfatizando a viabilidade do 6xido de grafeno como suporte e a eficiéncia da
separacdo por membrana simultanea da hidrdlise enzimética, beneficiando-se de
eficiéncia e economia.

Palavras-chave: Imobilizagio. Enzima. Oxido de grafeno. Membrana de acetato de

celulose. Biorreator com membrana.



ABSTRACT

Enzyme technology has experienced notable advancement in the field of biochemistry,
highlighting enzymes as highly efficient biological catalysts to drive chemical reactions.
Atthe same time, membrane separation technology has aroused considerable interest, due
to its advantages over traditional separation methods. The study proposes the use of
graphene oxide as a support for the immobilization of lipase from Pichia pastoris, using
the immobilized and free biocatalyst, integrated into the investigation of the production
of cellulose acetate membranes applied in enzymatic hydrolysis with simultaneous
separation of residual soybean oil. The best enzyme loading, optimum temperature and
pH and immobilization time were defined, as well as thermal stability and d eactivation
Kinetic and Thermodynamic parameters were defined for the free and immobilized
enzyme. The complex was further characterized by Scanning Electron Microscopy
(SEM) and Infrared Absorption Spectroscopy (FTIR). The membranes were
manufactured at different pre-evaporation times and thicknesses and their morphology
was analyzed by SEM and wettability through the contact angle. The results reveal the
best cellulose acetate membrane produced in 30 sec and 1 mm thick, resulting in 55.58%
+ 2.78 free fattyacids (FFA) in enzymatic hydrolysis in a membrane bioreactor and 100%
rejection of oil in the membrane, using lipase in free form, in 4h. Finally, using the
immobilized biocatalyst, the process with simultaneous separation resulted in 35.67% =+
1.02 of FFA and 0.82% = 0.05 in the permeate, also with 100% oil rejection in the
membrane. The products were evaluated by FTIR and triglycerides, diglycerides and
monoglycerides were quantified using High Performance Liquid Chromatography
(HPLC). After 5 cycles, the hydrolysis activity of the immobilized lipase remained at
75.62% =+ 5.14. The study expands the understanding of enzyme immobilization,
emphasizing the viability of graphene oxide as a support and the efficiency of
simultaneous membrane separation of enzymatic hydrolysis, benefiting from efficiency

and economy.

Keywords: Immobilization. Enzyme. Graphene oxide. Cellulose acetate membrane.

Membrane bioreactor.
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1 INTRODUCAO

A tecnologia enzimatica tem experimentado um notavel crescimento no ambito
da bioquimica, impulsionada pelo reconhecimento das enzimas como catalisadores
biologicos altamente eficientes capazes de acelerar reagdes quimicas. Entre as enzimas
notaveis, as lipases (EC 3.1.1.3), classificadas como hidrolases, destacam-se como
catalisadores em reagdes de sintese e hidrolise de 6leos e gorduras. Essa classe especifica
deenzimas desempenha um papel crucial em diversas aplica¢des industriais, promovendo
eficiéncia e sustentabilidade nos processos (PEREIRA et al., 2022).

Entretanto, a baixa estabilidade operacional e os desafios relacionados a
recuperagdo e reutilizacdo impdem consideraveis limitagdes a utilizagdo de enzimas em
sua forma livre nos processos industriais. Diante desse panorama, a imobilizacdo das
enzimas emerge como uma solu¢do viavel, contribuindo para tornar economicamente
mais vantajoso o seu emprego (BILAL,etal., 2023). A etapa deimobilizagdo proporciona
uma estabilidade substancial ao biocatalisador, simplifica a sua recuperagdo,
possibilitando o reuso, e viabiliza a implementacdo em processos continuos. Ao superar
as limitagdes inerentes a forma livre, esse método destaca-se como uma estratégia
promissora para ampliar a aplicacdo industrial das enzimas (MEI et al., 2018).

Nos tltimos anos, observa-se um aumento expressivo nos estudos que investigam
diferentes suportes para a imobilizagdo de enzimas. Os nanomateriais, com variagdes em
termos de tamanhos e formas, tém surgido como candidatos promissores devido a sua
elevada area superficial e facilidade de funcionalizacdo, apresentando vantagens notaveis
em comparagdo com substratos solidos em massa (LUZARDO et al., 2022). Entre esses
nanomateriais, destaca-se o 6xido de grafeno (OG), uma estrutura nanoestruturada que
compartilha o esqueleto carbonaceo do grafeno, porém de maneira desordenada. O
diferencial reside na presenca de diversos grupos funcionais em sua superficie, como
grupos carboxila (-COOH), grupos hidroxila (-OH) e grupos epoxi (-C-O-C)
(THANGARAJ et al., 2023). Esses grupos funcionais desempenham um papel crucial na
promocao de uma interacdo robusta entre materiais organicos, incluindo enzimas, e os
substratos. Além disso, suas caracteristicas notaveis, como biodegradabilidade, estrutura
bidimensional, alta area superficial, boa estabilidade térmica e quimica, e alta capacidade
de adsorcdo, contribuem para a sua atratividade como plataforma para a imobilizagdo

enzimatica (ALVES et al., 2021).



Concomitantemente, nesse contexto de estimulo a eficiéncia e sustentabilidade, a
tecnologia de separagdo por membranas tem atraido consideravel atencdo devido as suas
vantagens intrinsecas, como alta eficiéncia, elevada seletividade, operagdo simplificada,
sistema compacto e menor custo de investimento (RASOULI et al., 2021). Observa-se
uma crescente énfase em membranas poliméricas, principalmente devido a preocupagdes
ambientais. Visto que o acetato de celulose ¢ um polimero biodegradavel de natureza
hidrofilica, suscetivel a funcionalizagdio por diversos grupos para alcangar as
propriedades desejadas, membranas derivadasdesse biopolimero tém despertado especial
interesse entre os pesquisadores nessa area (ANG et al. 2021). Surge assim, a necessidade
de explorar tecnologias que integrem de forma sinérgica os processos de reacdo e
separagdo, visando alcancar niveis elevados de rendimento, eficiéncia operacional e
economia.

Nesta pesquisa, o o6xido de grafeno (OG) foi empregado como suporte na
imobiliza¢do da lipase proveniente de Pichia pastoris, utilizando o método de adsorcdo
fisica. A investigacao dessa pesquisa esta focada na utilizagdo de um suporte de baixo
custo, caracterizado por propriedades intrigantes e pouco explorado, visando aprimorar
um biocatalisador de natureza distinta, destinado a aplicagdo em processos
biotecnologicos. A singularidade deste estudo reside em produzir membranas de
separagdo Oleo-agua e aplica-la em biorreator de membrana propondo uma separacao
simultanea eficiente.

Foram investigados diversos aspectos, incluindo a caracterizacdo do oxido de
grafeno sintetizado por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), Espectroscopia de
absor¢do da regido do infravermelho (FTIR), Espectro Raman, Anadlise
termogravimétrica (TGA), Microscopia de forca atomica (AFM), a otimizagdo do
carregamento enzimatico neste suporte especifico, sua morfologia, a avaliacdo da
estabilidade térmica da enzima livre e imobilizada, a determinagcdo de parametros
cinéticos e termodinamicos relacionados a desativacao da enzima em ambas as formas, e
a identificacdao das condicoes o0timas de temperatura e pH para a atividade enzimatica e
para hidrolise do 6leo desoja, além da producdo e caracterizagdo damembrana de acetato
de celulose, e qualificacdo e quantificagao dos produtos obtidos da hidrolise enzimatica
em biorreator de membrana com separagdo simultadnea através de FTIR e Cromatografia
liquida de alto rendimento (HPLC).

Espera-se que esse estudo ndo s6 contribua para a ampliagdo do conhecimento

sobre a imobilizacdo de enzimas, mas também sobre a viabilidade da utilizagdo do 6xido
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de grafeno como suporte, apresentando-se como uma estratégia promissora para
otimizagdo da eficacia e aplicabilidade de biocatalisadores em aplicagdes
biotecnologicas. Além disso, apresentar o brilho do processo de hidrolise em biorreator
de membrana, validando a proposta de separagdo simultanea do 6leo residual, como

diferencial desta pesquisa, o que permitird economia de custos e tempo de processo.



2

OBJETIVOS

O objetivo desta pesquisa € explorar o uso do 6xido de grafeno como suporte para

imobilizar a lipase de Pichia pastoris por adsor¢ao fisica, enquanto simultaneamente

investiga a hidrolise enzimatica e a separa¢ao do 6leo residual empregando processo com

membranas de acetato de celulose. O foco do estudo inclui a exploragdo da separacdo

simultanea de 6leo residual de soja por meio de biorreator de membrana.

Os objetivos especificos:

Sintetizar e caracterizar o 6xido de grafeno por MEV, FTIR, Raman, TGA, AFM;
Definir o melhor carregamento enzimatico para o OG;

Caracterizar as morfologias das superficies do suporte e do biocatalisador
imobilizado;

Caracterizar quanto a temperatura e pH 6timos para enzima livre e imobilizada, e
o tempo de imobilizagdo ideal;

Avaliar a estabilidade térmica da enzima livre e imobilizada;

Estabelecer os pardmetros cinéticos e termodindmicos de desativagdo enzimatica
para a enzima livre e imobilizada;

Analisar a composi¢do do grafite utilizado na sintese, do 6xido de grafeno
sintetizado, da enzima utilizada e da enzima imobilizada em o6xido de grafeno,
através do FTIR;

Investigar a produgdo da membrana de acetato de celulose;

Avaliar a hidrofilicidade dasuperficie damembrana através do angulo de contato;
Realizar a hidrdlise enzimatica do 6leo de soja residual utilizando enzima livre
em batelada e em biorreator de membrana com separagdo simultdnea do 6leo
residual;

Definir os melhores pardmetros reacionais para a hidrolise enzimatica;

Realizar a hidrélise enzimética do 6leo de soja residual utilizando a enzima
imobilizada em biorreator de membrana com separacao simultdnea do odleo
residual;

Caracterizar o hidrolisado e permeado quanto a composi¢cdo por HPLC e FTIR;

Avaliar o reuso do biocatalisador imobilizado.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Oleos vegetais

Os Oleos vegetais consistem principalmente em glicerideos de 4cidos graxos
derivados de espécies vegetais. Podem conter pequenas quantidades de outros lipidios,
como fosfolipidios, constituintes insaponificaveis e acidos graxos livres naturalmente
presentes no Oleo ou na gordura. Esses 6leos e gorduras sdo predominantemente
compostos por triacilglicerideos, triésteres de glicerol com trés moléculas de acidos
graxos, sendo diferenciados principalmente pelo ponto de fusao (BRUNO; ALMEIDA,
2021).

Conforme a definicdo da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), os
6leos vegetais se encontram no estado liquido a temperatura de 25°C, enquanto as
gorduras vegetais assumem o estado solido ou pastoso a 25°C. Esses produtos sao ricos
em acidos graxos insaturados, enquanto as gorduras apresentam um maior percentual de
acidos graxos saturados em sua composic¢ao.

Os 6leos vegetais desempenham uma fungao crucial dentre os produtos agricolas mais
relevantes. Conforme o processo a que sdo submetidos, esses Oleos podem ser
categorizados como brutos, destinados a aplicagdes industriais, ou refinados, amplamente
utilizados na alimentacdo humana. As principais matérias-primas para a producao global
de 6leos vegetais abrangem: amendoim, azeitona (azeite de oliva), carogco de algodao,
coco, colza (6leo de canola), girassol, palma (azeite de dendé€), palmiste e soja
(ZEFERINO; RAMOS, 2023).

United States Department of Agriculture (USDA, 2023) divulgou que a oferta
mundial de 6leos vegetais (estoque inicial acrescido da produg¢do) na temporada 2022/23
foi estimada em 246,57 milhdoes de toneladas, com consumo mundial desses Oleos
previsto em 212,82 milhdes de toneladas. Ja no Brasil, o levantamento Associagdo
Brasileira das Industrias de Oleos Vegetais (ABIOVE, 2023) divulgou os resultados da
Pesquisa de Capacidade Instalada das Industrias de Oleos Vegetais em 2023 atingindo a

capacidade total de processamento de oleaginosas em 69,2 milhdes de toneladas.

3.1.1 Oleos de soja residual



De acordo com o boletim da Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB,
2023), a produgdo estimada da soja atinge em 162,4 milhdes de toneladas, o que ainda
consolida o Brasil como o maior produtor mundial da oleaginosa. Enquanto a produgao
de soja no pais para 2018/19 foi estimada em 114,3 milhdes de toneladas/ano (CONAB,
2019). Um aumento de quase 30% em cinco anos, ja superando a estimativa da Conab
(2019) que era de 151,9 milhdes de toneladas para safra 2028/29. Conforme citado, o
Brasil, ¢ o maior produtor de soja em grao. No entanto, ocupa terceiro lugar
no ranking mundial quanto a producdo do 6leo, com 60,21 milhdes de toneladas para a
temporada 2022/23. Isso decorre pelo fato de a maior parte da producao de soja em grao
ser destinada a exportagdo, o que resulta em quantidades menores destinadas ao
processamento para a fabricagdo de 6leo no pais (ZEFERINO; RAMOS, 2023).

O o6leo de cozinha empregado nas industrias alimentares ¢ comumente
reaproveitado por motivos econdmicos; entretanto, sua reutilizagdo, ao longo do tempo,
propicia a oxidagdo do 6leo. Este fendmeno se manifesta devido a absor¢do de oxigénio
pelo 6leo em decorréncia de repetidas sessoes de fritura (GOH et al., 2020). A pratica de
reutilizacdo do 6leo de cozinha na producdo de alimentos eleva o risco de cancer e de
doengas cardiovasculares devido ao seu conteudo oxidado e toxico. Além da oxidagao, a
fritura repetida ocasiona também a acidificacdo do 6leo, representando um perigo para a
saude e a seguranca alimentar, o que restringe sua reutilizagao tantona industria alimentar
quanto nos lares (HOSSEINZADEH-BANDBAFHA et al., 2022).

O desafio substancial reside na provisao de uma gestao adequada para o descarte
do mencionado 6leo residual. A significativa quantidade de dleos e gorduras de origem
alimentar gerada provoca impactos prejudiciais, ndo apenas na saide humana e animal
quando consumidos em excesso, mas também no meio ambiente, quando nao dispostos
de maneira apropriada (LOPES et al., 2020). Em muitas instancias, esse residuo ¢
descartado em sistemas de esgoto, areas abertas, corpos d'agua e ecossistemas florestais,
resultando na emissdo de odores desagradaveis, obstrug¢do de sistemas de drenagem e
contaminacao de habitats terrestres e aquaticos. Essa pratica compromete os processos de
tratamento de dguas residuais, ocasionando a formacdo de espuma e aumento da carga
organica em fontes hidricas, provocando a diminui¢do da concentracao de oxigénio
dissolvido e desequilibrando o ecossistema (LOPES et al., 2020).

Esse cenario incentiva o desenvolvimento de tecnologias para a sua reutilizacdo na
produgdo de produtos de elevado valor econdmico. Inimeros pesquisadores tém

direcionado esforgos para identificar abordagens acessiveis e inovadoras na recuperacao
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e otimizagdo de recursos durante a conversao de residuos em matérias-primas valiosas e
produtos de valor acrescentado, por meio de estratégias de remediagdao de residuos. O
desafio central consiste em fornecer recursos que sejam economicamente vidveis e
ecologicamente sustentdveis para atender as demandas de novos processos de produgao.

(AWOGBEMI et al., 2021).

3.2 Hidrolise de triglicerideos

A hidrdlise dos triglicerideos ¢ baseada em trés etapas consecutivas: os triglicerideos
sdo convertidos em diglicerideos que sdo convertidos em monoglicerideos e finalmente
em glicerol, resultando em trés acidos graxos formados individualmente em cada etapa
(LV et al., 2018).

As gorduras sdo chamadas de triglicerideos, triglicérides ou triacilglicerdis (TAG).
Podem manifestar-se em estados sélido ou liquido a temperatura ambiente, dependendo
intrinsecamente de sua estrutura e composicao. Convencionalmente, utiliza-se o termo
"gordura" para se referir aos triglicerideos em estado solido, enquanto "6leo" refere-se a
fase liquida (MORETTO; FETT, 1986). Essas moléculas constituem cerca de 98% da
composicdo quimica dos dleos. Cada molécula de triglicerideo ¢ composta por trés
cadeias de acidos graxos ligadas a uma molécula de glicerol. Os triglicerideos mais
prevalentes em 6leos e gorduras derivam estruturalmente de &cidos graxos com cadeias
carboniferas variando de 6 a 24 carbonos. Os grupos acila, geralmente lineares,
apresentam numero par de carbonos e podem ser classificados como saturados,
monoinsaturados ou polinsaturados. No ultimo caso, as ligagdes duplas ndo sao
conjugadas (BRAUN et al., 2020).

Os diglicerideos, assim como os monoglicerideos, encontram aplicacdo em diversos
setores industriais, tais como alimenticio, cosmético (atuando como estabilizantes de
emulsdes) e farmacéutico (utilizados como ligantes em comprimidos e emolientes) (TAN;
CHE MAN, 2002). Estudos indicam que produtos lipidicos contendo mais de 80% de
diglicerideos, quando incorporados aos alimentos, proporcionam diversos beneficios a
saude, contribuindo para a gestdo do colesterol, a prevengdo da obesidade e a reducao do
acumulo de gordura corporal (FREITAS et al., 2008).

Os monoglicerideos (MAG) destacam-se como emulsificantes amplamente utilizados
nas industrias alimenticia, cosmética e farmacéutica (BUCHORI et al, 2019).

Considerados uma alternativa promissora para substituir surfactantes quimicos, esses
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biossurfactantes sdo geralmente reconhecidos como seguros, possuindo o status GRAS
(Generally Recognized as Safe) (MO et al., 2019). Além de suas propriedades
emulsionantes, tem-se observado um crescente interesse no estudo do efeito
antimicrobiano dos monoglicerideos (KYEONG YOON et al., 2018).

Por fim, os 4cidos graxos sdo encontrados na natureza, tanto na forma livre quanto
esterificada, apresentando-se como acidos carboxilicos com cadeias carbonicas longas,
com um nimero variavel de carbonos, que podeoscilar entre 4 e 22 4&tomos (RAMALHO;
SUAREZ, 2013). Amplamente empregados na produgdo de sabdes, surfactantes,
lubrificantes, margarinas, cosméticos, produtos farmacéuticos, entre outras aplicagdes
(TAN; CHE MAN, 2002).

Os métodos frequentemente utilizados para a producdo de acidos graxos sdao os
quimicos e enzimaticos. O processo de hidrolise quimica ¢ caracterizado por sua natureza
homogénea, empregando catalisadores quimicos, temperaturas elevadas, diferentes
tempos de residéncia e altas pressdes. Os produtos resultantes desse processo exibem
consideravel diversidade em termos de natureza e pureza. Ja a hidrélise enzimatica, por
sua vez, opera em temperaturas mais baixas, empregando lipases, meios reacionais
especificos e varidveis controladas, com os acid os graxos sofrendo minimas modificacdes
(NITBANT et al., 2020).

No contexto dasustentabilidade e praticas ambientalmente amigaveis, os métodos que
empregam biocatalisadores oferecem multiplas vantagens. Esses processos contribuem
significativamente para a minimiza¢dao da geragdo de residuos, uma vez que os
biocatalisadores sdo obtidos de fontes renovaveis e operam em meios nao toxicos, como
a agua (TEIXEIRA; MILAGRE, 2020).

Consideradas catalisadores naturais ou biocatalisadores, as enzimas sao proteinas que
desempenham o papel de catalisadores, reduzindo assim a energia necessaria para a
ocorréncia das reacdes que facilitam (UGO et al., 2017). As lipases (triacilglicerol éster
acilhidrolases — EC 3.1.1.3) s3o enzimas que catalisam a hidrdlise de triacilglicerois
(0leos e gorduras) em meios aquosos. Em ambientes ndo-aquosos, essas enzimas
promovem a sintese de ésteres industriais por meio de reagdes de esterificagdo,
transesterificagdo e interesterificacio (BASSO e SERBAN, 2019). Tais enzimas
desempenham um papel valioso no pré-tratamento de efluentes com elevado teor de
lipidios, comumente gerados pelas industrias de alimentos (UGO et al., 2017).

Os notaveis avangos na tecnologia enzimatica decorrem do reconhecimento das

enzimas como catalisadores biologicos altamente eficientes, capazes de acelerar reagoes
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quimicas (PEREIRA etal., 2022). Contudo, abaixa estabilidade operacional e os desafios
relacionados a recuperacao e reutilizacao impdem limitagdes significativas a aplicagao de
enzimas em sua forma livre nos processos industriais. Diante desse cenario, a
imobilizagdo das enzimas surge como uma solugdo viavel, contribuindo para tornar

economicamente mais vantajoso o seu emprego (BILAL et al., 2023).

3.3 Imobilizacio de enzimas

A imobilizacao de enzimas representa uma ferramenta crucial para a ampliacdo das
aplicagdes de biocatalisadores, proporcionando beneficios como a possibilidade de
reutilizagdo e a reducdo da inativagdo frente a variagdes de temperatura e solventes
organicos. Essa abordagem visa aprimorar a estabilidade operacional da enzima,
contribuindo para a eficiéncia do processo. Além disso, a imobilizagdo favorece a
separagdo das enzimas domeio reacional, eliminando o risco de contamina¢ao do produto
(MEI et al., 2018).

A técnica de imobilizacdo de biomoléculas consiste na ancoragem de uma entidade
de origem bioldgica, como uma enzima, anticorpo ou DNA, na superficie de uma matriz
insoluvel, também conhecida como suporte (LEI et al., 2018). Os procedimentos de
imobiliza¢do de proteinas exploram as propriedades fisico-quimicas das cadeias laterais
dos aminoacidos que compdem essas biomoléculas, tais como acidez, basicidade e
polaridade. Dessa forma, o método de imobilizacdo fundamenta-se na diversidade de
ligagdes e interagdes que podem ser estabelecidas com o suporte (FURLANI etal., 2020).

Os métodos de imobilizacdo de proteinas podem ser categorizados em métodos
quimicos e fisicos. Nos métodos quimicos, ocorre a formagao de ligagdes covalentes,
estabelecendo éter, tio-éter, amida ou carbamato entre a enzima e o suporte.
Alternativamente, podem-se utilizar ligacdes cruzadas, onde as proteinas sdo
imobilizadas por meio dareacdo direta com um agente reticulante. Ja nos métodos fisicos,
as interagdes sdo caracterizadas por ligagdes mais frageis, como ligagdes de hidrogénio,
afinidade, forcas de Van der Waals, interagdes hidrofdbicas e ligagdes idnicas entre a
enzima e o suporte. Adicionalmente, as proteinas podem ser encapsuladas ou aprisionadas
no suporte (MOHAMAD et al.,, 2015). A Figura 1 ilustra exemplos dos tipos de

imobiliza¢do empregados.



Figura 1. Métodos de imobilizagdo de enzimas

Imobilizacdo de enzimas

Métodos fisicos Métodos quimicos

Adsorcao fisica Encapsulamento Ligacdo cruzada Ligacdo covalente

® © i @

Fonte: A autora. Adaptado de Furlani et al. (2020).

O método de adsor¢do para a imobilizagdo enzimatica destaca-se por sua rapidez e
simplicidade, caracterizando-se por interagdes fisicas entre o suporte € a enzima, sem
mudanca conformacional no sitio ativo do biocatalisador. A atividade resultante ¢
comparavel a da enzima livre, tornando-se uma estratégia de imobilizagcao de facil
execucao e baixo custo. No entanto, devido as forgas de ligacdo suscetiveis a variagdes
de pH, forca idnica e temperatura, a principal limitagdo desse método reside na
dificuldade de controle preciso desses parametros, uma vez que as interacdes podem se

desfazer com facilidade (DENTI, 2021).

3.4 Suportes para imobilizacao

Com o interesse e aplicabilidade cada vez maior no uso de enzimas imobilizadas,
novos avangos nas técnicas e suportes para imobilizacdo vém sendo desenvolvidos.
No que tange a selegao do suporte apropriado para a imobilizagdo enzimatica, embora
ndo exista um suporte universal aplicavel a todas as enzimas e contextos, diversos
critérios devem ser considerados. Entre esses critérios destacam-se: a presenga de uma
superficie de contato adequada, porosidade em conformidade com a aplicacdo especifica,
prevencao de perdas de enzima devido a difusao, resisténcia a solubilidade, afinidade
substancial com a proteina, presenca de grupos funcionais reativos, estabilidade mecanica
e rigidez apropriadas, capacidade dereutilizagdo, baixa toxicidade e, sempre que possivel,

custo reduzido (FURLANI et al., 2020).
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Os suportes podemser classificados como organicos e inorganicos, de acordocom
suas caracteristicas quimicas, e podem ser subdivididos em naturais ou sintéticos
(COSTA et al., 2018).

De maneira geral, os suportes organicos sao amplamente utilizados devido a suas
vantagens, como baixo custo, facilidade de manuseio, boa reprodutibilidade e a
diversidade de grupos funcionais reativos que podem ser incorporados. No entanto, €
importante destacar que apresentam uma desvantagem significativa, que ¢ a redugdo de
sua estabilidade mecédnica ao longo do tempo de utilizagdo (QUEISSADA; SILVA,
2020). Por outro lado, os suportes inorganicos oferecem uma ampla gama de formas
fisicas e estruturas quimicas, permitindo a combinacdo para formar um suporte ideal.
Além disso, proporcionam maior flexibilidade nos parametros de processo devido a sua
resisténcia superior em aspectos quimicos, fisicos, térmicos e microbioldgicos. Contudo,
¢ importante ressaltar que os suportes inorganicos estao associados a custos mais elevados

(DUTRA, 2019).

3.4.1 Oxido de grafeno

O oxido de grafeno (OG), semelhante ao grafite, tem uma estrutura em camadas,
possuindo um mesmo esqueleto carbonaceo, podendo ser considerado como analogo
isolante e desordenado do grafite cristalino. Diferentemente do grafite, o OG tem em seu
plano basal e bordas grupos funcionais oxigenados, tais como grupos carboxila (-COOH),
grupos hidroxila (-OH) e grupos epdxi (-C-O-C) (THANGARAIJ et al., 2023), que ndo s6
expandem a distancia interlamelar das camadas como também as tornam camadas
atomicas espessas e hidrofilicas, facilitando a dispersdo do material em 4gua, além de
contribuirem para a forte interagdo entre materiais organicos, como as enzimas (RAY;
RAY, 2015). Suas caracteristicas notdveis, como biodegradabilidade, estrutura
bidimensional, alta area superficial e boa estabilidade térmica e quimica, e alta capacidade
de adsor¢do tem feito esse material nanoestruturado ascender como suporte para
imobilizacdo, desenvolvendo catalisadores imobilizados com alta carga enzimatica para
diversas aplicagdes biotecnologicas (ALVES et al., 2021).

Diferentes modelos teodricos de sua estrutura tém sido propostos, dentre eles os
modelos de Hofmann, Ruess, Scholz-Boehm, Nakajima-Matsuo, sendo o modelo
proposto por Hofmann o mais difundido para exemplificagdes. Sua estrutura ainda nao ¢

completamente elucidada, porém técnicas como a Nano-espectroscopia de Infravermelho
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comprovam a disposi¢cdo dos grupos funcionais oxigenados de forma desordenada ao
longo das folhas (RAHIM et al., 2015).

Em geral, o GO ¢ sintetizado pelo método de Brodie (BRODIE, 1860),
Staudenmaier (STAUDENMAIER, 1898), ou Hummers (HUMMERS, 1958), ou alguma
variacdo desses métodos. Brodie e Staudenmaier usaram uma combinagdo de clorato de
potassio (KCIO3) com 4cido nitrico (HNO3) para oxidar grafite, e, apesar da formacao de
um composto carbonaceo altamente oxidado, tornou-se as rotas menos utilizadas devido
a liberagdo de didxido de cloro, um gés com alta toxidade e inflamavel em contato com o
ar. O métodode Hummers envolve o tratamento de grafite com permanganato de potéssio
(KMnOg) e acido sulfurico (H2SO4). Evita a liberagao de gases nocivos durante a sintese,
sendo suscetivel a modificagdes de acordo com o grau de oxidacdo desejado (ZHU et al.,
2010).

A literatura apresenta recentes aplicacdes do OG na imobilizagdo de lipases.
Dutta, Saha (2018) imobilizaram lipase purificada de Brevibacillus borstelensis NLIP05
em oxido de grafeno (GO) objetivando aumentar a estabilidade e a atividade. Na pesquisa
de Badoei-dalfard e Karami (2022) alipase Km12 foi imobilizada em nanofibras de
oxido de grafeno/quitosana/acetato de celulose (OG/Chit/AC NFs). Moosavi e

colaboradores (2022) imobilizaram covalentemente por mediacdo da sortase a lipase B

Candida antarctica (CalB) na superficie de nanoparticulas de 6xido de grafeno.

3.5 Processos de separacio da mistura o6leo-agua

Atualmente existem diversas tecnologias convencionais ou excepcionalmente
utilizadas para a separagdo 6leo-agua. Dentre esses métodos, destacam-se principalmente
a flotagdo, originalmente patenteadoem 1906, (KYZAS; MATIS, 2018), a coagulagdo
(KHAN; HISHAM; GHASEMI, 2019), o uso de hidrociclones, patenteado em 1891 por
Bretney (CHINE et al., 2000), o tratamento bioldgico e as tecnologias de separagio por
membranas (WAN IKHSAN et al., 2017).

Muiioz (1998) conduziu investigacdes sobre a separagdo e remog¢ao de 6leos minerais
emulsificados em &agua por meio de técnicas ndo convencionais de flotacdo. O
pesquisador desenvolveu e aprimorou um equipamento de flotagdo de alta capacidade,
conhecido como flotagdo a jato, e propds um novo processo fundamentado no conceito

de flotacao transportadora, no qual o 6leo é posteriormente removido apos a sor¢cdo em
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materiais sorventes. Analises comparativas em escala debancada revelaram que o sistema
FAI (flotagao por ar induzido) demonstrou maior eficiéncia em comparagao com a FAD
(flotagao por ar dissolvido).

O estudo de Finborud et al. (1999) introduziu o dispositivo denominado Hidroflock,
cujo principio operacional envolve a utilizagdo de um agente coagulante para neutralizar
as cargas eletrostaticas das gotas de oleo. Posteriormente, foi aplicado um floculante,
promovendo a coalescéncia entre as gotas e resultando na formagdo de gotas maiores,
tornando-as mais facilmente passiveis de separagdo.

No estudo conduzido por Vieira et al. (2003), empregou-se um tratamento bioldgico
anaerobio para o processamento da agua de producdo, utilizando um biorreator em escala
de bancada. Os pesquisadores evidenciaram que o consércio microbiano isolado da
propria agua de producdo apresentou a capacidade de utilizar parte dos hidrocarbonetos
como substrato, destacando a viabilidade do tratamento anaerdbio da agua de producao.

Bezerra (2004) concebeu um destilador solar destinado ao tratamento da agua de
produgdo de petréleo, visando obter um efluente apto para utilizagdao na agricultura e na
producado de vapor. A agua destilada obtida no experimento atendeu, em sua maioria, aos
padroes estabelecidos pelo CONAMA, permitindo sua utilizagdo, com algumas
consideragdes, na irrigacdo de culturas ndo comestiveis, como algoddo e mamona. Vale
destacar que a agua destilada possui caracteristicas de agua doce e apresenta também
potencial aplicacdo na gera¢ao de vapor.

Lima et al. (2009) investigaram a aplicagdo de um surfactante derivado de 6leo de
coco no procedimento de recuperagdo de compostos organicos de efluentes oleosos,
empregando uma coluna em pequena escala. A eficiéncia maxima de extracao alcancada
foi de 80%.

Em 2012, a Petrobras (2012) obteve uma patente para um processo de separacao
de emulsdes de petroleo do tipo dgua-em-oleo (A/O), utilizando a aplicacdo indireta de
ultrassom (US) de baixa frequéncia, com uma faixa entre 10 kHz e 1.000 kHz, sem a
necessidade de adicdo de agentes desemulsificantes. A separacdo ocorre pela
coalescéncia e sedimentacdo das gotas da fase aquosa, permitindo a remocdo eficaz de
agua e sais presentes no petréleo produzido.

Fortuna (2020) realizou a hidrélise e a separagdo de peptideos de buttermilk por
meio de um biorreator a membrana. Ja Gavlak e Vidal (2022) conduziram uma avaliagao
sobre a remog¢do de nutrientes de efluentes provenientes da industria de laticinios,

utilizando um biorreator a membrana de leito mével. No entanto, tanto nos estudos
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mencionados quanto em diversos outros, nota-se que o processo de separagdo por
membrana ¢ conduzido como uma opera¢ao unitaria, em uma etapa isolada e nao de forma
simultanea, o que acarreta um aumento de tempo e custos do processo.

A Figura 2 ilustra a linha do tempo contendo pesquisas na evolu¢ao dos métodos

de separagao.

Figura 2. Linha do tempo na evolug¢do dos métodos de separagao.

Vieira et al. (2003) Lima et al. (2009) Gavlak e Vidal (2022)
Tratamento biolégico Tensoativo derivado Biorreator a membrana
de é6leo de coco

2004

Petrobras (2012) .ﬂ Presente trabalho

Bezerra (2004) Aplicagdo indireta Reacdo e separagdo simultanéas
Destilador solar de ultrassom em biorreator de membrana

Fonte: A autora.

3.5.1 Processos de separa¢do por membranas

Desde o século XVIII, os Processos de Separagdo por Membrana (PSM) tém
evoluido, mas apenas no final da década de 50, essas investigagdes deixaram de ser
exclusivamente uma curiosidade cientifica e laboratorial (DORNIER et al., 2018). O
avango significativo dos PSM para a escala industrial ¢ atribuido ao desenvolvimento de
membranas anisotropicas, realizado por LOEB e SOURIRAJAN (1960), utilizando o
processo de inversdo de fases. Essas membranas sao compostas por uma camada superior
fina, conhecida como "pele", que pode ser densa ou apresentar poros muito pequenos,
responsavel pela seletividade, e sdo suportadas por um suporte poroso que proporciona
resisténcia mecanica a "pele" e oferece pouca resisténcia ao transporte. Quando a "pele"
e o suporte sao do mesmo material, a membrana ¢ chamada de anisotrdpica integral; caso
contrario, ¢ denominada anisotrdpica composta.

Os PSM tém como proposito a separacdo de misturas, purificagdo de solugdes e

concentracdo de componentes em uma solugdo. Suas aplicacdes primarias abrangem as
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areas de tratamento de agua e efluentes, medicina, além das industrias alimenticia, de
bebidas, farmacéutica e de biotecnologia (COSTER; FARAHANI; CHILCOTT, 2018).

De maneira abrangente, uma membrana desempenha a funcdo de barreira entre
duas fases, restringindo parcial ou totalmente o transporte de uma ou varias espécies
quimicas nas fases. Em outras palavras, as membranas podem ser caracterizadas como
barreiras semipermedveis, sendo que a seletividade para a passagem do soluto esta
intrinsecamente ligada ao tamanho da molécula a ser retida e a morfologia da membrana
(HABERT et al., 2006).

A aplicagdo de membranas para efetuar uma separacao eficaz entre 6leo e agua
e/ou para o processo de dessalinizagdo ¢ almejada devido a diversos fatores: i - mantém
uma abordagem ecologicamente mais sustentavel, demandando o uso de reagentes menos
toxicos; ii - realiza uma separa¢do energeticamente eficiente em temperatura ambiente,
sem a necessidade de transferéncia de fases; iii - apresenta baixo custo e € suscetivel a
manipula¢des por meio de incorporagdes ou funcionalizacdes para alterar e/ou adicionar
propriedades, como caracteristicas anti-corrosivas e anti-incrustantes (YANG et al.,
2021).

As membranas podem ser categorizadas conforme o tamanho dos poros e as
particulas que sdo retidas por eles, tais como: Microfiltracdo (MF) (poros com diametro
entre 0,1 ¢ 10 um ou 100 e 10.000 nm), Ultrafiltracao (UF) (entre 1 e 100 nm),
Nanofiltragdo (NF) (entre 0,5 ¢ 2 nm), e Osmose Inversa (OI) (menos de 0,5 nm). Esse
sistema opera com base na difusdo das moléculas da solucao filtrante com relacao a
composicdo da membrana e na diferenca de peso molecular, em que componentes de
maior tamanho que os poros da membrana sdo retidos, enquanto componentes de menor
tamanho que os poros atravessam a membrana (WEN-QIONG et al., 2019).

Algumas das propriedades cruciais de uma membrana incluem a composi¢io
quimica da superficie, a morfologia tanto da superficie quanto da se¢do transversal, a
distribuicdo de elementos na superficie e na se¢do transversal, a espessura, a area
superficial, a rugosidade da superficie, a porosidade, a hidrofilicidade, a seletividade e a
interacdo da membrana com os componentes da solu¢do de alimentagdo (ZHAO et al.,
2020; ZOU et al., 2020). Outra propriedade de relevancia que impacta no desempenho da
membrana ¢ o coeficiente de difusdo, o qual guarda proporcionalidade com a espessura
da membrana (XIN et al., 2020).

As propriedades da superficie da membrana que interagem com a solugdo a ser

separada determinam a escolha entre uma membrana densa ou porosa (HABERT et al.,
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1997). Membranas s3o consideradas densas quando o transporte dos componentes
envolve uma etapa de dissolugdo e difusao através do material que constitui a membrana.

Uma membrana ¢ caracterizada como porosa quando o transporte dos permeantes
ocorre preferencialmente em uma fase fluida continua, preenchendo os poros da
membrana (HABERT et al., 1997). Tanto membranas densas quanto porosas podem ser
classificadas de acordo com sua estrutura como isotropicas (simétricas) ou anisotropicas
(assimétricas), indicando se apresentam ou ndo as mesmas caracteristicas morfoldgicas
ao longo de sua espessura (HABERT et al., 2006).

As membranas podem adotar geometrias planas, como espiral e placa e quadro,
ou geometrias cilindricas, como tubular, fibra oca e capilar (CHEN et al., 2019). Essas
membranas podem ser confeccionadas a partir de diversos materiais, escolhidos com base
nas propriedades especificas de cada material e nas caracteristicas da solugdo a ser
filtrada. Exemplos de materiais orgéanicos incluem polimeros como polissulfona (PSf),
polietileno (PE), fluoreto de polivinilideno (PVDF), celulose (C¢H1005) e acetato de
celulose (AC). J& os materiais inorganicos podem ser ceramicos ou metalicos, como
alumina (A1203), dioxido de silicio (SiO2) e dioxido de titanio (TiO2) (WEN-QIONG et
al., 2019).

3.5.2 Membranas de Acetato de celulose

A acumulagdo de biomassa lignoceluldsica proveniente das agroindustrias representa
o principal residuo de recursos renovaveis do planeta (MOTAUNG et al., 2018). O
volume da producdo agricola brasileira deve somar 308,5 milhdes de toneladas em 2024,
segundo o primeiro prognostico do Levantamento Sistematico da Produgdo Agricola
(LSPA), divulgado pelo IBGE (IBGE, 2024). Nesse contexto, a gestdo responsavel dos
recursos naturais, bem como a devida prevencdo da superutilizacdo e a adequada
reutilizacdo de residuos, tém se destacado como aspectos fund amentais para promover a
sustentabilidade ambiental (TEO et al., 2020).

Os residuos lignoceluldsicos sdo essencialmente compostos por trés biopolimeros
distintos: celulose, hemicelulose e lignina. Enquanto a hemicelulose pertence a um grupo
de carboidratos de cadeia ramificada, a lignina ¢ caracterizada como um polimero
tridimensional amorfo, e a celulose ¢ um polimero de condensagdo linear (ZHU et al.,
2022; KHAN et al., 2022). A celulose, sendo o biopolimero mais abundante no ambiente,

representa o principal componente daparede celular vegetal. Essa substancia ¢ constituida
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por extensas cadeias lineares de glicose, com unidades de glicose ligadas por meio de
ligagdes éster do tipo B-1,4-glicosidicas (HASANIN, 2022).

Um derivado importante da celulose no contexto comercial ¢ o acetato de celulose
(AC). Sua obtengao resulta da reagdo de acetilagdo, um processo que promove a
esterificagdo dos grupos hidroxila presentes na glicose. Dado que a glicose possui trés
hidroxilas, localizadas nos carbonos 2, 3 e 6, existe a possibilidade de obter diferentes
graus de substitui¢do. Nesse cenario, a celulose ¢ associada a zero hidroxilas esterificadas,
enquanto o triacetato de celulose ¢ caracterizado por trés hidroxilas esterificadas
(SANTOS et al., 2020; AMARAL et al., 2019).

Diversas técnicas sdao empregadas na producdo de membranas poliméricas
microporosas, sendo notaveis a sinterizacdo, o estiramento de filmes, o método de
evaporacao total do solvente, a gravagdo e o método da inversdo de fases (HABERT et
al., 2000).

Dado que o AC ¢ um polimero biodegradavel de natureza hidrofilica, suscetivel a
funcionalizagdo por diversos grupos para atender as propriedades desejadas, desperta
particular interesse entre os pesquisadores nessa area. Essas membranas apresentam
notaveis capacidades de formacao de filmes, elevada estabilidade quimica e mecanica,
marcante hidrofilicidade, propriedades de transporte superiores e facil disponibilidade
(ANG et al., 2021).

Na ultima década, tem-se observado uma atengao crescente voltada para esse tipo de
membrana, sobretudo devido a consideragdes ambientais. Uma busca na plataforma Web
of Science, realizada em 05 de marg¢o de 2024, utilizando o termo "cellulose acetate
membrane", revelou aproximadamente 3500 artigos publicados desde2013 até a presente
data. Esse aumento significativo na producdo de artigos sobre este material indica a

crescente relevancia do Acetato de Celulose na fabricagdo de membranas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Materiais

Os experimentos do presente trabalho foram realizados utilizando a enzima lipase de
Pichia pastoris, gentilmente cedida pela Prozyn, Sdo Paulo-SP. Como suporte para
imobilizagdo, foi utilizado o 6xido de grafeno sintetizado. Ainda, foram utilizados os
reagentes 6leo desoja comercial (Liza), azeite deoliva comercial (Galo), hexano (Sigma),

alcool comercial, acetona (Sigma). Os demais reagentes foram de grau analitico.

4.2 Métodos

4.2.1 Sintese do Oxido de grafeno

O oxido de grafeno sintetizado foi preparado por método Hummers adaptado
(HUMMERS; OFFEMAN, 1958) usando p6 de grafite sintético (<20 um, com pureza de
99,99% em peso, Aldrich) como material de partida.

4.2.2  Suporte de imobilizagcdo

A solu¢ao com o 6xido de grafeno em dispersdo foicolocada em placas de Petri e

seca em estufa a 50 °C por tempo suficiente para secagem total e recolhido em po.

4.2.3  Caracterizagio do Oxido de grafeno sintetizado

A andlise da Microscopia de For¢a Atomica (AFM) (Shimadzu, SPM 9600),
realizada no Instituto de Fisica (INFIS-UFU) foi utilizada para detectar a morfologia e a
espessura das amostras do 6xido de grafeno. Essas amostras foram aplicadas sobre a
superficie de aco inox 430 da porta 59 amostra, a uma concentracao de 0,1 g/L. Foram
utilizadas as ponteiras Tap300Al-G da Budget Sensors para fazer as leituras da analise.

A técnica de espectroscopia RAMAN (Shimadzu Scanning Probe Microscope,
SPM9600), realizada no Instituto de Fisica (INFIS-UFU) foi utilizada para obter
informagdes cruciais sobre as caracteristicas estruturais e eletronicas das amostras
produzidas. Um comprimento de onda do laser de 532 nm foi usado neste estudo. O

carbono ordenado e desordenado, como as bandas D, G e 2D, foram atribuidos para
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indicar os defeitos e a vibracdo no plano dos atomos de carbono, respectivamente, o que

possibilita a identificacdo de laminados de grafeno no material.

4.2.4 Imobilizacdo da enzima por adsor¢do fisica

Foram adicionados solu¢ao enzimatica em concentragcdo de 10 mg/mL (preparada
em tampao fosfato 0,1 mol/L. pH 7,0) e suporte, na propor¢do de 5:1 (m:v), deixou-se sob
agitacdo suave no ultrasonificador por 2 horas em temperatura ambiente. Apos este
periodo, a suspensdo foi centrifugada por 10 minutos a 5.000 rpm e entdo a enzima
imobilizada no suporte foi separada dasolugdo e levada para congelador. Posteriormente,

o biocatalisador imobilizado foi liofilizado e armazenado em refrigeragdo.

4.2.5 Determinacdo da atividade hidrolitica

A atividade hidrolitica foi determinada pelo método de emulsdo de azeite,
conforme metodologia adaptada de Soares et al. (1999). O substrato foi preparado pela
emulsdo de 10 g de azeite de oliva, 10 g de 4gua, 16 mL de tampao fosfato (0,1 mol/L e
pH 7,0) e 20% da 4gua de goma ardbica. Foram adicionados 4,5 mL da emulsio em
Erlenmeyer e 1 mL de solugdo enzimatica para a enzima em sua forma livre e 0,025 g
para a enzima imobilizada, colocados em banho com agitagdo a 37 °C por 5 minutos. A
reagdo foi cessada adicionando 10 mL da solu¢ao de dgua:acetona:alcool (1:1:1, v/v/v).
Adicionou-se fenolftaleina como indicador e 10 mL de hidroxido de potassio 0,05 M. Os
acidos graxos liberados foram titulados por retrotitulacdo com acido cloridrico 0,05 M,
previamente padronizado. Os testes de atividade enzimdtica foram realizados em

triplicata. O calculo de atividade hidrolitica foi realizado de acordo com a Equacgao (1):

_ (Vb=Va). M. 1000

AUlg) = (1)

t. ms

Onde: Vb ¢ o volume gasto de acido cloridrico na titulacdo do branco, em mL; Va ¢ o
volume gasto de 4cido cloridrico na titulacdo da amostra, em mL; M ¢ a molaridade do
titulante, em mol/L; t é o tempo dareagdo (5 minutos); ms ¢ a massa seca da enzima, em
gramas, expressa pelas Equagdes (2) e (3):

Para a enzima livre:
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mt. 1ImL . 100
vt. (100—u)

ms (g) = @

Sendo: mt ¢ a massa total de enzima utilizada, em gramas; vt ¢ o volume de tampao
utilizado na solucdo enzimatica, em mL; u é a umidade da enzima livre, em %.

Para a enzima imobilizada:

mu. 100
ms (9 =T —u

€)

u

4.2.6 Teste de carregamento enzimdtico

Para o teste de carregamento, 50 mg de suporte foram utilizados para a
imobilizacdo, de acordo com o item 4.2.4, variando as concentracoes das solucoes
enzimaticas preparadas em tampao fosfato (0,1 mol/L e pH 7,0) em 2, 5, 10, 20, 40
mg/mL. A suspensdo passou por etapa de separagdo para recolher o sobrenadante e
secagem do imobilizado. Dosou-se a atividade hidrolitica do controle (sem enzima), do
sobrenadante e do imobilizado. Para o comparativo, observou-se o Rendimento de
Imobiliza¢dao e a Atividade Recuperada, calculados pelas seguintes equagdes, de acordo
com Lima et al. (2015):

Para calcular o Rendimento de Imobilizagdo (RI), Equagao (4):

RI (%) =100 (4)

5
Para calcular a Atividade Recuperada (AR), Equacao (5):

__ Ader

AR (%) =22

100 (5)

Sendo: At ¢ a atividade teoricamente imobilizada, em U/g; A0 ¢ a atividade oferecida na

imobilizagdo, em U/g; Aimob ¢ a atividade da enzima imobilizada, em U/g.

A0, dosada no controle, ¢ a atividade oferecida na imobilizagdo, calculada pela

Equacdo (6):
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At0. me
ms

A0 (U/g) = 6)

Define-se: A0 ¢ a atividade da solu¢do enzimatica, em U/g; me ¢ a massa de enzima, em

g; ms ¢ a massa de suporte, em g.

At ¢ a atividade que foi teoricamente imobilizada, Equagao (7):

At (Ulg) = A0 - Af 7)

Af, dosada no sobrenadante, ¢ a atividade nao imobilizada, Equacao (8):

Atf. v
ms

Af (Ulg)= (®)

Em que: Atf ¢ a atividade final do sobrenadante, em U/mL; v é o volume final do

sobrenadante, em mL; ms ¢ a massa de suporte, em g.

4.2.7 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As morfologias das superficies do suporte e do biocatalisador imobilizado foram
caracterizadas pela Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), em microscopio EVO
MA 10, Carl Zeiss. As amostras foram previamente revestidas de ouro sob vacuo (LEICA
EMSCDO050). As microscopias das membranas de AC produzidas também foram

avaliadas.

4.2.8 Temperatura e pH otimos

A temperatura e pH 6timos para a lipase de Pichia pastoris livre e imobilizada em
OG foram analisados variando em 45, 55 ¢ 65 °C e pH 5, 7 ¢ 9, avaliando a atividade

enzimatica, com a Equagdo 1, determinada pelo método de emulsdo de azeite.

4.2.9 Determinagdo da quantidade enzima imobilizada
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A quantidade de enzima imobilizada foi determinada através do método de
Bradford (BRADFORD, 1976). A curva de calibragao foi realizada com albumina do soro
bovino (BSA) 1 mg/mL tendo os pontos da curva em diferentes concentragdes (0,01 - 0,2
mg/mL). Para o procedimento, 20 pL. da amostra a ser analisada foram transferidos a um
tubo de ensaio seguido pela adi¢do de 2,5 mL do reagente de Bradford. A solucao
resultante foi homogeneizada em agitador vortex e sua leitura realizada em
espectrofotdmetro a 595 nm. A partir daequagdo dareta (y = 3,5563x +0,1619; R?=0,96)
obtida foi possivel converter a absorbancia em concentracdo de proteinas, através da

Equagao (9).

CP (mg/mL) _ (Abssz?5;603,1619) (9)

Em que: CP ¢ a concentragao de proteinas, em mg/mL; Abs595 ¢ a absorbancia medida

no comprimento de onda 595 nm.

A quantidade de proteina fixada (Pt) foi determinada indiretamente relacionando
a diferenca entre quantidade de proteina enzimatica disponibilizada na solugdo utilizada
para imobilizagdo e a quantidade de proteinas presentes na solugdo sobrenadante, e o
valor encontrado foi dividido pela massa do suporte, apresentado na Equagdo (10). Por
fim, o percentual de imobilizacao (PI) foi determinado pela Equacdo (11) adaptadade

Petersohn Jr. (2019).

Pt (mg/g) = T2 (10)

(Pi—Pf)

Pl (%) - Pi

100 (1)

Definiu-se P7/e Pf como sendo as concentracdes de proteinas inicial e final, em mg,

respectivamente; e S ¢ a massa do suporte, em g.

4.2.10 Estabilidade térmica

Realizou-se o teste de estabilidade térmica para a enzima em forma livre e

imobilizada, nas temperaturas de 30, 45, 60 e 70 °C nos tempos de 0, 2, 4, 8, 12 horas.
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Para a enzima livre, a solucdo enzimatica (10 mg/mL, tampao fosfato pH 7) foi incubada
em banho com agitacdo e para a enzima imobilizada, 0,025 g foram incubadas em 2 mL
de tampao fosfato (0,1 mol/L. e pH 7,0) nas temperaturas mencionadas. A cada tempo
pré-estabelecido as amostras foram imediatamente resfriadas em agua gelada para cessar
a desativagdo e retiradas, uma aliquota de 1 mL da solug@o enzimatica daenzima livre, e
a amostra daenzima imobilizada, acrescentandonessa ultima 2,5 mL deemulsdo deazeite

de oliva para dosagem da atividade hidrolitica.

4.2.11 Cinética e Termodindmica de desativacdo térmica

Os parametros cinéticos e termodinamicos de desativagdo para enzima livre e
imobilizada foram determinados de acordo com as equagdes, apresentadas a seguir
(FARIA et al., 2021; WAHAB et al., 2018):

A constante de inativacao térmica (kd) da enzima livre e imobilizada obtida por
regressdo linear dos dados de atividade hidrolitica versus tempo obtidos com os testes de

estabilidade térmica foi calculada de acordo com a Equagao (12) (FARIA et al., 2021):

In= = —kgt (12)

4o

Sendo: A ¢ a atividade enzimatica temporal, em U/g; A0 ¢ a atividade enzimdtica inicial,

e, U/g; t € o tempo, em min.

O tempo de meia vida (t1/2) € inversamente proporcional a Kd e foi calculado de acordo

com a Equacao (13) (FARIA et al., 2021):

In 2

t1/2 = k_d

(13)

A energia de desativagdo (Ed) foi obtida por regressdo linear dos dados de Kd
versus temperatura, calculada de acordo com a equacao de Arrhenius, representada pela
Equagdo (14) (FARIA et al., 2021):

Eq

Inky= ==L +InA, (14)
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Sendo: R ¢ a constante universal dos gases (8,314 J/K.mol); T é a temperatura, em K.

O fator de estabilidade (FE) determina a eficiéncia de imobilizagdo, calculado
considerando o tempo de meia vida da enzima antes e ap6s um processo de imobilizacao

pela Equacao (15) (FARIA et al., 2021).

t . L
FE — 1/2immobilized (15)
t1/2free

Sendo: t1/2imobilizada ¢ o tempo demeia vidadaenzima imobilizada; t1/2livre ¢ o tempo

de meia vida da enzima livre.

A Ed também esté diretamente relacionada com os parametros termodinamicos.
A variacdo de entropia (AS*), entalpia (AH*) e energia livre de Gibbs (AG*) de
desnaturacao térmica podem ser calculadas de acordo com as Equagdes (16), (17) e (18)

a seguir (WAHAB et al., 2018):

AH =E, — RT (16)

AG = —RT In 74 (17)
B

AS = AH—TAG (18)

Sendo: h € a constante de Planck (11,04.1073% J.min-'); KB ¢ a constante de Boltzmann

(1,38.10°23 J.K-).

4.2.12 Producdo da membrana

As membranas foram preparadas a partir de solugdes com 20% (m/m) de acetato
de celulose e 80% (m/m) de N-metil-2-pirrolidona (NMP) em relagdo a massa total, sob
agitacdo magnética por 24 h e aproximadamente a 25°C. A solucdo foi espalhada sobre
uma placa de vidro com auxilio de uma faca de espalhamento acoplada em um rolo
automatico, com espessura de 0,7 mm e 1 mm. As membranas resultantes ficaram em
pré-evaporagdo do solvente por 0, 30 e 60 segundos e foram, entdo, imersas em banho de
inversdo de fases, utilizando agua e etanol na propor¢cao de 15:1 como ndo-solvente e

armazenadas em potes com 4gua e azida de sodio.
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4.2.13 Fluxo do permeado na membrana de AC

O desempenho das membranas pode ser avaliado através do fluxo do permeado.
O sistema de separagdo continha area ativa de membrana de 19,6 cm?, em que foi
abastecido da emulsdo Oleo-agua usando pressdo aplicada de 60 psi a temperatura
ambiente (25 °C). O fluxo de permeado através da membrana (J) foi obtido através da

Equacdo (19) (EL-GHAFFAR et al., 2020):

ml v
J——)=— (19)
min.cm2 A.t
Em que: V € o volume do permeado, em mL; A ¢ a drea da membrana, em cm?; t € o

intervalo de tempo, em min.

4.2.14 Angulo de contato da membrana de AC

A molhabilidade das membranas em relagcdo a agua, ao 6leo e ao meio reacional
dahidrolise foi medida a partir do dngulo de contato, utilizando a técnica da gota séssil e
método de ajuste ellipse, em temperatura ambiente (aproximadamente 22 °C) e 45 °C. O

equipamento utilizado ¢ do modelo Kruss Advance.

4.2.15 Quantificagdo dos dcidos graxos livres

O percentual de &cidos graxos livres (AGL) do 6leo de soja foi determinado pelo
método de titulacdo acido/base Cd3d-63, recomendado pela AOCS (1998). Os acidos
presentes reagem com a solu¢do dehidroxido de sodio e o resultado obtido € expresso em
mg NaOH/g de amostra, determinando o indice de acidez do meio, pela presenga dos
acidos graxos livres. Para isso, aproximadamente 1 grama de 6leo e 3 gotas de solugdo de
fenolftaleina foram diluidas em 15 mL de uma solucao isovolumétrica de etanol e éter e
titulada com uma solugdo de NaOH 0,05 M sob agitacdo vigorosa at¢ mudanga de
coloracao (mudanca subita de uma coloragdao branca para rosa). Os testes do indice de
acidez foram realizados em duplicatas. O indice de acidez foi quantificado a partir da

Equagao (20) adaptada de Zenevicz et al., 2016.
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VNaOH . MNaOH . MMAGL
m. 10

AGL (%) = (20)
Em que: VNaOH ¢ o volume de solu¢do de NaOH utilizado na titulagdo, em mL; MNaOH
¢ a molaridade da solugdo de NaOH, em mol/L; MMAGL ¢ a massa molar média
ponderada dos dcidos graxos do 6leo de soja, em g/mol; m ¢ a massa da amostra de 6leo,

em g.

4.2.16 Espectroscopia de absor¢do na regido do infravermelho (FTIR)

Os espectros foram obtidos por meio da Espectroscopia Infravermelha com
Transformada de Fourier com Reflectancia Total Atenuada (ATR/FTIR) (Frontier;
PerkinElmer, Connecticut, Estados Unidos) em uma faixa espectral de 4000 a 200 cm-!.
Uma amostra do OG sintetizado, da lipase de Pichia pastoris e da enzima imobilizada foi
despejada diretamente no cristal e realizada a aquisi¢do dos espectros em temperatura de
22 £+ 2°C e umidade controlada. A aquisi¢ao dos espectros foi realizada por meio de 32
escaneamentos com uma resolu¢do de 4 cm™!'. Os dados foram normalizados e suas linhas
de base corrigidas. Posteriormente realizou-se a analise da area das bandas obtidas no
espectro por meio do programa Opus 6.5 (Bruker, Ettlingen, Germany) e os graficos

plotados no programa Origin Pro 9.0.

4.2.17 Hidrolise enzimatica do oleo de soja residual utilizando enzima livre em

batelada

A hidrdlise do o6leo de soja residual foi realizada sob as condigdes de razdo
massica 1:1 (dgua:dleo), utilizando agua destilada em pH neutro, por 4 h em reator
batelada encamisado, 200 rpm, a 45 °C e 0,5% damassa de 4gua de enzima. Ao final da
reagdo, o meio foi centrifugadoa 5000 rpm por 10 minutos e o indice deacidez analisado.

O teste foi realizado em duplicatas.

4.2.18 Otimizagdo dos parametros reacionais para hidrolise enzimatica do oleo de
soja residual

Para a otimizacdo dos parametros utilizados na hidrolise enzimatica do 6leo de

soja residual, foram verificados razdo massica de 1:1, 1:2 e 1:4 (4gua:dleo), temperatura
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de35,45,55¢e65°CepHS, 7¢9, durante 4 h em reator batelada encamisado, a 200 rpm
e utilizando 0,5% de biocatalisador (m:m) (massa de enzima:massa de agua). Para

comparativo, foi avaliado o indice de acidez do produto, calculado através da Equagdo
20.

4.2.19 Hidrdlise enzimatica longa do dleo de soja residual utilizando enzima

imobilizada em OG em reator batelada

A hidrolise foi realizada nas melhores condi¢des obtidas de razdo massica
(0leo:agua) 1:1, utilizando agua em pH neutro, a 55 °C. Foram utilizados 0,5% de
catalisador (m:m) (massa de catalisador/massa de agua), em reator batelada encamisado,
a 200 rpm. Amostras foram retiradas nos tempos de 4, 24, 48, 72, 96, 120, 168 horas. O
meio foi centrifugado a 5000 rpm por 5 minutos e o indice de acidez analisado. Os testes

foram realizados em duplicatas.

4.2.20 Hidrolise enzimatica do oleo de soja residual utilizando enzima imobilizada em

biorreator de membrana com separagdo simultinea

A hidrodlise do 6leo de soja residual foi realizada sob as condigdes de: razao
massica 1:1 (agua:oleo), utilizando dgua destilada em pH neutro e 0,5% (m:m) (massa de
catalisador/massa de agua) de enzima imobilizada em OG, por 4h em biorreator de
membrana de acetatode celulose selecionada com didmetro de 5 cm, a 45 °C para enzima
livre e 55 °C para imobilizada e pressao de 60 psi. Ao final dareagdo o indice de acidez
do produto e do permeado foram analisados. Os testes foram realizados em duplicatas.

Um esquema do processo € apresentado pela Figura 3.

Figura 3. Esquema do processo de producdo da membrana de acetato de celulose
(espalhamento I, pré-evaporacao II, imersdo em banho III) e da hidrélise enzimatica do
6leo de soja residual com separagdo simultanea, IV.
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Fonte: A autora.

4.2.21 Cromatografia liquida de alta performance (HPLC)

A quantificacdo dos triglicerideos (TAG), diglicerideos (DAG) e monoglicerideos
(MAG) foi analisada com uma adaptagdo da metodologia proposta por Carvalho et al.
(2012) para cromatografia liquida de alto rendimento com detecgdo ultravioleta (High
Performance Liquid Cromatography HPLC-UV) como método comprobatério dos
produtos da reagdo de hidrélise. O equipamento utilizado foi um cromatdgrafo HPLC
(Shimadzu TM, LC-20A Prominence) equipado com uma coluna Discovery HS C-18
(150mm x 4.6mm X S5pm) (Supelco) com temperatura constante de 40 °C, sistema gerador
de gradiente ¢ um detector UV-Vis (Shimadzu, SPD-20A)em 205 nm e injetor
automatico. O volume de inje¢do usado foi de 20 pl e a vazdo de fluxo foi de 1 mL/min.
O gradiente da fase movel ¢ composto por duas fases: A contendo metanol e B contendo
solucdo de isopropanol-hexano (5:4 v/v). O método teve tempo total de 37 min, em que
foi usado um gradiente de: 100%A + 0%B em 0 min, 50%A + 50%B em 20 min e
mantendo por 10 min, voltando para 100%A + 0%B em 32 min e continuada da eluigao

isocratica por 5 min.
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Para identificacdo e quantificacdo dos grupos glicerideos, foi utilizado um padrao
Mono, Di, Triglyceride Mix (Supelco). As amostras a serem analisadas foram diluidas
2000x em solugdo de isopropanol-hexano (5:4 v/v) e filtradas em filtro PVDF 0.45 pm.

A quantificagdo do teor de cada grupo de componente (triglicerideos,
diglicerideos, monoglicerideos) foi calculada partindo da composi¢do porcentual relativa
para cada grupo e, assumindo esta composicao porcentual equivalente a razdo massica
entre o grupo ¢ a amostra total, de acordo com a Equagao (21), adaptada de KOMERS et
al., 2001.

X grupo (%%) — ZArea grupo .100 (21)

YArea total
Em que: xgrupo é a fragdo massica de cada grupo na amostra total, Y, Areagrupo é a

soma das areas de todos os picos correspondente ao grupo; . Areatotal é a soma das

areas de todos os picos.

Cadagrupo tem um intervalo detempo deretencao especifico: os monoglicerideos
(MAG) entre 2 e 9 min, os diglicerideos (DAG) entre 10 e 17 min e os triglicerideos

(TAG) entre 18 e 25 min aproximadamente.

As curvas padrao construidas para cada grupo MAG, DAG e TAG sdo representadas pela
Equagao (22), (23) e (24), respectivamente:

y=4.10"7 R2=0,97 (22)
y=2.10"7 R2=0,98 (23)
y=4.10"7 R2=0,99 24)

4.2.22 Rendimento de rejei¢cdo de membrana

A seletividade das membranas foi estimada pelo rendimento de rejei¢ao (R, %),
calculado com base nas concentragdes de 6leo no produto (C0O) e no permeado (CP),
expresso pela Equagdo (25) (Darabi, 2021).

R (%) =522 1100 (25)
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4.2.23 Reuso da enzima imobilizada

A enzima imobilizada foi aplicada em 5 ciclos de hidrolise, sendo a atividade
enzimatica avaliada ao final de cada. Apds cada reag¢do, o preparado imobilizado foi
recuperado, lavado com hexano e seco em liofilizador por 6 h, congelado anteriormente
a uma temperatura de aproximadamente -70 °C e depois submetido a pressdo negativa

(vacuo — aproximadamente 100 umHg), a fim de ser aplicado em novo ciclo.

5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Caracterizacao do oxido de grafeno sintetizado
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As amostras de OG produzidas foram caracterizadas por técnicas de Espectroscopia
Raman (RAMAN), Andlises termogravimétricas (TGA), Espectroscopia de Forga
Atomica (AFM, Atomic Force Microscopy), Microscopia Eletronica de Varredura
(MEV) e Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR).

A Figura 4 apresenta os espectros Raman obtidos para as nano folhas do OG
sintetizado. Essa analise refinada por espectroscopia Raman contribui significativamente
para a caracterizagdo precisa de materiais, permitindo uma compreensao mais profunda

de suas propriedades estruturais e quimicas.

Figura 4. Espectro Raman do OG sintetizado (vermelho) e grafite (preto).
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A técnica de espectroscopia Raman ¢ estabelecida como uma ferramenta de
grande eficacia na determinagcdo do indice de defeitos em materiais. Por meio da
espectroscopia Raman, sdo rotineiramente registrados dois picos distintos para a
caracterizag¢do de estruturas de carbono, localizados em torno de 1350 cm™! ¢ 1600 cm™!,

respectivamente (JIRICKOVA et al., 2022). O primeiro pico, designado como banda D,
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reflete uma coordenagdo quase-tetraédrica com hibridizagdo de carbono sp?, indicando
irregularidades, como a presenca de grupos funcionais. Por sua vez, o segundo pico,
conhecido como banda G, revela um arranjo planar com hibridizagdo sp?, sugerindo uma
rede regular de grafeno. A relagdo D/G, obtida por meio do calculo das intensidades
desses picos, proporciona uma medida do grau de oxidagdo da amostra, sendo desejavel
que se mantenha em torno de 1,00 (JIRiCKOVA etal., 2022; RIBEIRO etal., 2022). Para

a amostra, a relacdo D/G calculada foi de 0,99.

Amostras preparadas de grafite, OG, enzima e enzima imobilizada em OG foram

submetidas a decomposicao térmica at¢ 1000°C na atmosfera do ar para sondar suas

caracteristicas térmicas. Graficos das anélises termogravimétricas (TGA) representativos
sdo apresentados na Figura 5.

Figura 5. Graficos das analises termogravimétricas (TGA) das amostras preparadas de
grafite, OG, enzima e enzima imobilizada em OG.
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Os principais eventos que resultam na perda de massa do 6xido de grafeno (OG)
podem ser elucidados a partir das suas temperaturas de decomposicao: a eliminagdo de

agua ocorre a temperaturas inferiores a 100°C, a remog¢ao de grupos funcionais de

32



oxigénio se da na faixa de 100 a 300°C, enquanto a pirdlise oxidativa da estrutura de
carbono ¢ observada em temperaturas entre 300 e 1000°C (FARIVAR etal., 2021). Essa
notavel estabilidade térmica estd intrinsecamente vinculada a perda de massa da
composi¢ao elementar do OG, ou seja, o aumento do teor de oxigénio resulta em uma
diminuigdo correspondente da estabilidade térmica, refletindo o grau de oxigenagdo
proveniente do processo de sintese (RIBEIRO et al., 2022).

O processo de decomposicdo térmica tanto da enzima quanto do composto
imobilizado foi analisado através de TGA. Conforme ilustrado na Figura 5, observou-se
uma perda de peso mais proeminente em duas fases durante o processo de aquecimento.
A degradagao térmica na primeira fase (0—200 °C) foi associada a vaporizagdo da dgua
(ZHAO et al., 2022), enquanto o segundo estagio (200-500°C) foi atribuido a
decomposicao da lipase (LI et al., 2020). Contudo, neste segundo estagio até o fim da
analise, a enzima imobilizada demonstrou uma perdade massa inferior, aproximadamente
superior em 10%, indicando uma maior estabilidade térmica em compara¢do com a

enzima pura.

A Figura 6 mostra as imagens de Espectroscopia de for¢a atomica (AFM) do OG.

O comprimento médio da folha de OG ¢é marcado pelo trago, visto a seguir.

Figura 6. AFM das amostras do OG sintetizado.
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(3,094 prn, 1,718 um): 8,443 nm = 3,443e-09 m

17 nm

0 nm

A Espectroscopia de for¢ca atomica (AFM) pode ser empregada para estudar a
espessura da amostra de OG, investigando assim o nimero de camadas. E conhecido pela
literatura que uma amostra monocamada de OG tem uma espessura de 0,8—1,2 nm
(JIRICKOVA et al., 2022).

Com as imagens apresentadas na Figura 6 ¢ possivel selecionar aleatoriamente
uma folha de OG, com aspecto transparente, e tragar uma linha na vertical sobre a sua

superficie para saber o tamanho lateral da folha selecionada, como ¢é apresentado na

Tabela 1.
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Esta diferenga de espessura pode ser atribuida a umidade relativa da amostra apos
a secagem, a qual pode influenciar na aglomeracdo das folhas, tornando-as mais

empilhadas. Resultados semelhantes foram encontrados na literatura (RIBEIRO et al.,

2022).

Tabela 1. Espessura e tamanho lateral médios da folha de OG obtidos por AFM

N Espessura (nm) Tamanho lateral (um)
1 1,264 0,719
2 0,874 0,617
3 1,567 2,539
média 1,235 1,292

N: identifica¢do da folha de OG.

A Figura 7 mostra as imagens de AFM do OG ap6s a imobilizagdo da enzima.

Figura 7. AFM das amostras do complexo imobilizado, OG+enzima.

R 1 2 3 4 5 ] T 54,2 nm

(7,91 pm, 4,68 pm): 4,85 nm = 4,850e-09 m
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A morfologia de superficie mais grosseira do imobilizado (Fig. 7) do que o suporte

OG indicou fortemente a presenca da enzima neste ultimo. Como observado, essa face

razoavelmente homogénea e com maior rugosidade superficial, e ainda, as particulas

uniformes de formato globular detectadas na superficie do composto imobilizado,

afirmou que a lipase estava ligada ao suporte (JACOB et al., 2021).

5.2 Teste de carregamento enzimatico

Para a imobilizacdo da lipase de Pichia pastoris foram testados diferentes

carregamentos no intuito de buscar o melhor resultado em termos da Atividade enzimatica

do preparado imobilizado (Al), o Rendimento de Imobilizagdo (RI) e a Atividade

Recuperada (AR). A Tabela 2 mostra os resultados obtidos:

Tabela 2. Carregamento enzimatico da lipase de Pichia pastoris em OG

C (mg/mL) RI (%) AR (%) AI (U/g)

2 4921 £ 0 15,55+ 1,67 280,17 + 30,17
5 55,31 + 4,69 28,52 £4,12 391,33 + 3,09
10 62,96 + 2,47 33,90 + 0,86 503,09 + 7,03
20 57,26 1,71 21,84 + 0,40 421,93 +4,95
40 38,10 + 4,76 12,59 + 1,11 176,22 + 37,22

C: concentra¢do da solugdo enzimética; RI: rendimento de imobiliza¢do; AR: atividade recuperada; Al:

atividade do imobilizado.
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Com base nas evidéncias apresentadas, a carga de 10 mg/mL emerge como a
condi¢do 6tima, demonstrando os resultados mais promissores para todos os parametros
analisados. A avaliacdo da atividade enzimatica da enzima imobilizada (AI) revela uma
expressiva performance, notavelmente destacada na concentracao de 10 mg/mL (503,09
U/g + 7,03). Neste ponto, observa-se uma notavel capacidade de carga, atingindo
aproximadamente 426,9 mg de proteina por grama de suporte em um periodo de
imobilizagdo de 2 horas.

A medida que se eleva a concentragdo da solugdo enzimatica (C), verifica-se uma
tendéncia a diminui¢do nos resultados, sugerindo uma possivel saturagdo no
carregamento do suporte. Este comportamento pode ser atribuido ao potencial excesso de
lipase, levando a repulsoes eletrostaticas entre as moléculas carregadas negativamente da
enzima, conforme descrito por Zhang et al. (2017), resultando em uma reducdo de
desempenho.

E relevante notar que a concentragio de 20 mg/mL, embora ainda apresente
resultados proximos aos do teste anterior (10 mg/mL), representa o dobro da concentragao
utilizada. Surpreendentemente, os resultados se assemelham também aos obtidos com 5
mg/mL, indicando que concentracdes mais elevadas podem ndo ser vantajosas. Este
cenario sugere que o uso excessivo dobiocatalisador podendo ser necessario, enfatizando
a importancia da otimizacdo cuidadosa das condi¢des de carga para maximizar a
eficiéncia do processo.

Resultados semelhantes sdo encontrados na literatura. Zhang et al. (2017) descrevem
a concentragao dasolu¢do de 15 mg/mL como melhor carregamento dalipase de Candida
rugosa imobilizada em OG decorado com nanoparticulas de ZnO, com carga de cerca de
73,52 mg de proteina por g de suporte. Duta e Saha (2018) relatam que a capacidade
Otima de carregamento de lipase Brevibacillus borstelensis NLIPOS por g de OG foi de

109,6 mg apds 22 h do processo de imobilizagdo e RI entre 45 e 81,6%.

5.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A estrutura do OG sintetizado e da lipase de Pichia pastoris imobilizada em OG foram

elucidadas em imagens obtidas por MEV e apresentadas pela Figura 8.

Figura 8. MEV do OG sintetizado (a, b), da lipase de Pichia pastoris (c, d) e da lipase
de Pichia pastoris imobilizada em OG (e, )
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A Figura 8(a, b) exibe a estrutura caracteristica do Oxido de Grafeno (OG),

evidenciando uma superficie predominantemente lisa, composta por multicamadas, com
algumas rugas e bordas levemente curvadas. As dobras presentes estdo associadas aos
grupos de oxigénio localizados no plano basal, resultado da oxidacdo do grafite. As
lamelas finas, notaveis nas imagens, estdo interligadas por forcas fracas de Vander Waals
(RIBEIRO et al., 2022).

A Figura 8 (e, f) apresenta a morfologia do OG ap6s o processo de imobilizagdo da

lipase. Observa-se um aglomerado adsorvido na superficie do suporte, evidenciando de
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maneira clara o carregamento da enzima, ilustrado na Fig 8 (c, d). A estrutura adquiriu
um formato mais granular, cobrindo integralmente o suporte. Essas observagdes sdo
coerentes com os achados de outros estudos previamente conduzidos (RIBEIRO et al.,
2022; LI etal., 2018; KOHORI et al., 2017). Este padrao morfolédgico ilustra de maneira
consistente o sucesso do processo de imobilizagio da lipase no Oxido de Grafeno,
fornecendo uma base robusta para consideragdes futuras sobre sua aplicagdo em sistemas

cataliticos.

5.4 Caracterizacdo da enzima livre e imobilizada em OG

Para avaliar seu desempenho, a atividade relativa da enzima livre foi estimada em
diferentes temperaturas, 35, 45, 55 e 65 °C e diferentes pH, 5, 7 € 9. O perfil descoberto

¢ demonstrado nas Figuras 9 e 10, respectivamente.

Figura 9. Atividade relativa da lipase de Pichia pastoris livre em diferentes
temperaturas.
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Figura 10. Atividade relativa da lipase de Pichia pastoris livre em diferentes pH.
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As lipases geralmente possuem maior atividade em uma faixa ampla de
temperatura, comumente entre 30 e 80 °C e em pH neutro a alcalino. Numerosos trabalhos
na literatura relatam que as lipases se apresentaram mais ativas nessas condig¢oes (JAVED
et al., 2018; LEE et al., 2023; NURUL FURQAN et al., 2019; QIU et al., 2021).

A capacidade destas enzimas de resistir naturalmente a condi¢des de reagdo
severas devido as adaptacdes fisiologicas, sem quaisquer modificacdes adicionais,
confere-lhes uma vantagem sobre as demais (VIVEK et al., 2023). As Figuras 9 e 10
demonstram que a lipase de Pichia pastoris ¢ ligeiramente termofilica, atuando em uma
faixa de temperatura mais elevada, 45-55 °C, apresentando melhor desempenho a 45 °C,
além disso exerce maiores atividades em pH 7, e, com comportamento alcalino tolerante,
mantendo aproximadamente 70% de atividade relativa em pH 9.

A Pichia pastoris ¢ uma levedura metilotréfica amplamente utilizada para a
expressdo de lipases heterdlogas (FENG et al., 2022). Entretanto, ¢ interessante ressaltar
que a lipase de Pichia pastoris € pouco relatada, limitando a busca literaria, sendo a
principio usada como sistema de producdo proteica e atualmente tem sido utilizada como
sistema de expressao (SCHWARZHANS et al., 2017); assim, contribui a necessidade de

estudos envolvendo a enzima.
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O desempenho do biocatalisador imobilizado em OG também foi estudado em
diferentes temperaturas, 35, 45, 55e¢ 65 °C e pH, 5,7 ¢ 9, e demonstrado nas Figuras 11
e 12, respectivamente. Além disso, a proteina residual no sobrenadante da imobilizagao

em fun¢ao do tempo foi avaliada durante 24h, expressa na Figura 13.

Figura 11. Atividade relativa em diferentes temperaturas da lipase de Pichia pastoris
imobilizada em 6xido de grafeno.
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Figura 12. Atividade relativa em diferentes pHs da lipase de Pichia pastoris imobilizada
em oxido de grafeno.
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As Figuras 11 e 12 ilustram que a lipase derivada de Pichia pastoris apresenta
uma ligeira termofilia, demonstrando maior eficacia em uma faixa de temperatura mais
elevada, com desempenho otimizado a 55 °C. Além disso, essa lipase exibe atividade
maximizada em pH 7 e demonstra ser tolerante a condi¢des alcalinas, mantendo
aproximadamente 50% de atividade relativa em pH 9. Comparando seu desempenho ao
da enzima em sua forma livre, a qual exibiu maior atividade enzimatica em temperatura
de 45 °C e pH 7, percebe-se que a técnica de imobilizagdo acrescentou maior tolerancia
a temperaturas maiores.

A concentragdo de proteinas no sobrenadante da solugdo enzimatica durante o
processo de imobilizagdo foi acompanhada nos tempos de 0, 2, 6 e 24 h, apresentada na

Figura 13.

Figura 13. Proteina residual no sobrenadante da imobilizagdo em funcio do tempo.
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Analisando a Figura 13, foi observado que na primeira hora ja havia sido
adsorvida grande parte da enzima. Apds duas horas, apenas 38% da proteina oferecida,
aproximadamente, era detectada no sobrenadante e até o final do processo de
imobilizagdo ndo houve uma mudanga acentuada. A partir dos resultados obtidos foi
escolhido o tempo de imobilizagdo de 2 horas, a fim de carregar o maximo do
biocatalisador no suporte em menor tempo de processo. O rendimento tedrico da
imobilizacdo (PI) foi de 65,18% + 0,09 e esta associado a quantidade de proteina presente
no sobrenadante, que teoricamente nao foi transferida para o suporte. Esse percentual esta
em teoria diretamente ligado a atividade enzimatica do imobilizado. No melhor
carregamento, de 10 mg/mL ¢ encontradauma quantidade de proteina fixada (Pt) de 13,49
+ 0,39 mg/g. Kuang et al. (2022) imobilizaram lipase de Aspergillus oryzae e mostraram
em seus resultados uma tendéncia de equilibrio, relatando que o tempo de imobilizagao
nado teve efeito significativo na atividade enzimatica.

Esses resultados, amplamente respaldados pela literatura cientifica, ndo apenas
consolidam o entendimento atual sobre a bioquimica das lipases, mas também destacam
sua relevancia adaptativa e suas aplicagdes potenciais em condi¢des ambientais diversas.
Pichia pastoris, uma levedura metilotrofica amplamente empregada para a expressio de

lipases heter6logas, ¢ notavelmente subdocumentada na literatura cientifica. Inicialmente
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utilizada como sistema de producdo proteica, atualmente tem sido adotada como um
eficiente sistema de expressao. Este cenario destaca a necessidade premente de mais
estudos relacionados a essa enzima, ¢ reforga a importancia continua da investigacao
cientifica para uma compreensdo mais aprofundada das propriedades fundamentais
dessas enzimas ¢ suas implicagdes praticas em diferentes contextos industriais e

biotecnologicos.

5.5 Estabilidade térmica da enzima livre e imobilizada em OG

A Figura 14 apresenta os resultados de estabilidade térmica da enzima livre e
imobilizada em OG:

Figura 14. Estabilidade térmica da enzima livre (circulo e linha pontilhada) e
imobilizada (quadrado e linha s6lida) nas temperaturas de 35 (preto), 45 (vermelho), 55
(verde) e 65 (azul) °C durante 720 minutos.
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A Figura 14 destacaa evidéncia de uma deterioracdo na atividaderelativa ao longo
do tempo de incubacgao, independentemente da temperatura considerada. Este declinio na
atividade relativa intensifica-se com o aumento da temperatura, indicando que
temperaturas superiores a 45 °C aceleram a inativagdo da enzima na forma livre. Esse
fendmeno estd associado a destruicdo da estrutura da lipase, resultando em uma
diminui¢do concomitante na atividade enzimatica.

O aprimoramento da estabilidade térmica, observado pds processo de
imobilizagdo, pode ser atribuido ao aumento das interagdes hidrofobicas superficiais entre
o suporte/lipase e a reducao dasmudangas conformacionais dalipase, quando comparadas
a sua forma livre. Adicionalmente, a presenca de interagdes secundarias, como ligagdes
de hidrogénio, interacdes polares e i0nicas entre a enzima e o suporte, desempenha um
papel crucial no fortalecimento da estabilidade térmica (ISIK et al., 2019).

De maneira geral, a enzima imobilizada revela uma notével tolerancia a temperatura,
correlacionada ao aumento da rigidez na estrutura secundéria da lipase imobilizada (GUO
etal., 2021). Ao final de 12 horas, as atividades relativas da enzima imobilizada a 35, 45,
55 e 65 °C exibiram incrementos de 7, 23, 17, 27% respectivamente, em relagdo a lipase
livre. Mantendo aproximadamente 70% da atividade inicial sob a condi¢do mais critica
estudada. Isso evidencia claramente que o processo de imobilizagdo confere uma notavel
estabilidade térmica a enzima, estendendo as consideragdes para futuras aplicagdes

praticas.

5.6 Cinética e Termodinamica de desativacao

A Tabela 3 apresenta os resultados da cinética e termodinamica de desativagao da

enzima livre e imobilizada:

Tabela 3. Parametros cinéticos e termodinamicos de inativagdo térmica da lipase de
Pichia pastoris livre e imobilizada
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Parametros Enzima 30 °C 45°C 60°C 70°C

K4 (min-1) Livre 0,00008 0,0006 0,0008 0,0012
Imobilizada 0,00002 0,00005 0,0003 0,0006
t1/2 (min) Livre 8664,34 1155,25 866,43 577,62

Imobilizada 34657,36 13862,94 2310,49 1155,25

FE 4 12 2,67 2

Ed (kJ/mol) Livre 55,53
Imobilizada 76,64

AHp (kJ/mol)  Livre 53,01 52,89 52,76 52,68
Imobilizada 74,12 73,99 73,87 73,79
AGp (kJ/mol)  Livre 108,38 108,54 112,99 115,31
Imobilizada 111,88 115,12 115,71 117,29
ASp (kJ/mol)  Livre 0,183 0,175 0,181 0,183
Imobilizada  -0,125 20,129 0,126 20,127

De maneira global, os resultados indicam que a eleva¢do da temperatura provoca
um incremento na taxa de desativacdo térmica da lipase, tanto em sua forma livre quanto
imobilizada, conforme evidenciado pelo aumento na constante de desativagao térmica
(ka). Notavelmente, comparativamente a enzima livre, as variantes imobilizadas
demonstram reducao nos valores de kd, denotando uma maior estabilidade térmica
conferida pelo processo de imobilizagdo (LEVENSPIEL, 2000).

O tempo de meia-vida (t12), representando o periodo necessario para reduzir pela
metade a atividade enzimatica inicial, revela uma influéncia positiva do processo de
imobilizagdo. A lipase imobilizada exibe maior estabilidade, refletida por valores
superiores de tempo de meia-vida (FARIA et al, 2021). Tal comportamento ¢
corroborado pelo fator de estabilidade (FS), indicando que a enzima imobilizada
manifesta 4, 12, 2.67 e 2 vezes mais estabilidade em comparacao com sua forma livre a
35, 45, 55 e 65 °C, respectivamente.

O aumento na energia de desativacdo (Eq) para a enzima imobilizada em
comparacdo com a lipase livre indica uma maior resisténcia ao processo de inativacdo
térmica. Isso sugere uma notdvel melhoria na termoestabilidade da enzima imobilizada,

visto que Ed representa a barreira energética a ser superada para a inativacdo enzimatica.
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Maior energia de ativagdo denota maior estabilidade, destacando o impacto positivo do
processo de imobilizagio (RAHMAN et al., 2020).

A andlise da entalpia (AHp), representando a troca de calor, revela que a enzima
imobilizada, com valores superiores de AH, demanda mais energia para modificar seu
estado conformacional. Isso implica que a lipase imobilizada apresenta uma resisténcia
acentuada, necessitando de mais energia para modificar suas liga¢des e transitar do estado
nativo para o desnaturado (IBRAHIM et al., 2020).

A energia livre de Gibbs (AGp) ¢ uma expressdo que reflete a espontaneidade da
perda de estabilidade da enzima, sendo que valores mais baixos indicam uma maior
propensdo a desnaturagdo. No contexto especifico da lipase imobilizada, valores mais
elevados de AG sugerem que o processo de imobilizacdo conferiu uma notavel
estabilidade a enzima e a observacao de valores positivos de AG indica que o processo de
inativagao térmica da enzima ¢ termodinamicamente ndo espontaneo (AMIN; BHATTI;
BILAL; 2022).

A entropia (ASp) ¢ uma medida da desordem na estrutura da enzima e esta
intrinsecamente ligada a formagao do estado detransicdo. O valor de mudanca de entropia
negativa para uma determinada reagdo enzimatica indica a espontaneidade do processo
(JAISWAL & RATHOD, 2021).

Sonkar e Singh (2021) relataram uma energia de inativacao térmica (Ed)de 66,98
kJ/mol, energia livre de Gibb (86,31 kJ/mol), entalpia (64,26 klJ/mol) e entropia
(—66,21 x 1073 kJ/mol/K) para a inativacio enzimatica obtida a 60°C para lipase de
Bacillus gibsonii. Enquanto, estudosde inativagdo térmica de Amin, Bhattie Bilal (2022)
revelaram uma meia-vida de 1732,5 min (28,88 h) a 40 °C, sendo drasticamente reduzida
em temperaturas elevadas, energia de ativagdo de 28,81 kI mol™!, entropia, entalpia e
energia livre foram determinadas em 168,73 J mol™! K™!, 160,60 ¢ 107,79 kJmol!,
respectivamente, a 40°C.

Logo, de acordo com tais resultados, ¢ possivel notar que a imobilizagdo da lipase
conferiu, efetivamente, estabilidade térmica a enzima, como evidenciado pelo aumento
em seu tempo de meia-vida. Em conjunto, essa interpretacdo reforga a eficacia da
estratégia de imobilizagdo na preservacdo da estabilidade enzimatica em condigdes

térmicas desafiadoras.
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5.7 FTIR do grafite, 6xido de grafeno, enzima e enzima imobilizada em OG

As amostras foram submetidas a andlise usando FTIR-ATR, permitindo a
contraposicdo dos picos caracteristicos, com o objetivo de comparar os resultados para a
matéria-prima, grafite, o OG obtido,a enzima pura e apds o processo deimobilizagdao. As
analises do grafite utilizado na sintese, do 6xido de grafeno sintetizado, da enzima

utilizada e da enzima imobilizada em 6xido de grafeno sdo exibidas pela Figura 15.

Figura 15. FTIR do Grafite (preto), Oxido de grafeno (vermelho), Enzima (azul) e
Enzima imobilizada em OG (verde).
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O espectro do 6xido de grafeno (OG) (linha vermelha) mostra a presenga de
diversas bandas que podem ser atribuidas a grupos funcionais contendo oxigénio, o que
¢ uma evidéncia da oxidacdo do grafite, em comparacdo com a auséncia de picos no
grafite (linha preta).

O espectro FTIR apresenta os picos caracteristicos da amostra de 6xido de grafeno
(OG) (linha vermelha), os quais sdo devidamente documentados na literatura

especializada (RIBEIRO et al., 2022; AL-GAASHANTI etal., 2019; YU et al.; 2016). Os
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alongamentos carboxilicos (C=0) e aromaticos (C=C) estdo associados aos picos
observados em 1732 e 1643 cm-1, respectivamente. Os picos a 1400 e 1160 cm-1 sdo
atribuidos as deformagdoes OH dos grupos COH e aos alongamentos C-O,
respectivamente. Adicionalmente, os picos em 1037 e 590 cm-1 sdo resultantes dos
alongamentos C-O-C e das ligagdes C-H, respectivamente (RIBEIRO et al., 2022). Essa
analise espectroscopica proporciona uma caracterizagdo precisa dos grupos funcionais
presentes no 6xido de grafeno, corroborando com os padrdes previamente estabelecidos
na literatura cientifica.

Quanto a enzima, espectro FTIR dalipase livre (linha azul) mostra abaixo de 1000
cm! alguns sinais atribuidos as vibragdes de alongamento e flexdo das ligagdes C — C que
formam o esqueleto da enzima (DEGORSKA et al., 2022). O sinal de vibracdes de
alongamento das ligagdes C — O aparece no espectro em 1010 cm™'. Os sinais em 1640
cm !, 1530 cm™ e 1410 cm™! sdo caracteristicos das vibragdes de estiramento das bandas
amida I, amida Il e amida III, e refere-se as vibragdes de alongamento C=0, a vibragdes
de flexdo N—H e alongamento C—N e as vibragdes de alongamento C—C, C—N e flexao N-
H, respectivamente (LI et al., 2019). A banda em torno de 2920 ¢cm™! é atribuida as
vibragoes de estiramento C—H (KHOLOUD EL-KADY et al., 2021). Finalmente, também
ocorre uma banda entre 3600 ¢ 3000 cm™!', que pode ser atribuida as vibragdes de
estiramento dos grupos —OH e -NH (DEGORSKA et al., 2022). Os mesmos picos de
grupos funcionais sdo observados no espectro da enzima livre (linha verde).

A comparagao das analises dos espectros FTIR do OG (linha vermelha) e da lipase
(linha azul) confirma a presenca da enzima imobilizada no suporte (linha verde),

sugerindo o sucesso no processo de imobilizagao.

5.8 Produciao da membrana de acetato de celulose

Asmembranas de acetato de celulose (AC) foram produzidas no processo de inversao
de fases em diferentes tempos de exposicdo em evaporagdo que antecede a imersdo em
banho, sendo MO para 0 s de evaporagao, M30 para 30 s, M60 para 60 s, com espessura
de 0,7 mm e M1-30 para 30 s e espessura de | mm. As micrografias obtidas por MEV da

superficie de topo e da secdo transversal das membranas sdo apresentadas na Figura 16.
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Figura 16. Imagens por MEV das diferentes membranas de AC produzidas: superficie
(a) e secdo transversal (b, c) da MO membrana de 0,7 mm de espessura e 0 s de
evaporacao; superficie (d) e se¢do transversal (e, f) da M30 membrana de 0,7 mm de
espessura e 30 s de evaporacao; superficie (g) e secdo transversal (h, i) da M60
membrana de 0,7 mm de espessura e 60 s de evaporacao; superficie (j) e secao
transversal (k, 1) da M1-30 membrana de 1 mm de espessura e 30 s de evaporagao.

As membranas podem ser produzidas pelo método de inversdo de fases por uma
das seguintes técnicas: Separacdo de fases induzida por evaporacdo (EIPS) e separagdo
de fases induzida por nao solvente (NIPS). No método mencionado ocorre um fluxo
massico difusivo, devido a diferenca de potencial quimico entre o solvente e o ndo
solvente. Se inicia na regido da superficie da membrana e ¢ mantido por toda segao,
porém, com intensidades diferentes. O fluxo na superficie ¢ influenciado pelo tempo de
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exposi¢do antes da precipitacdo da solugdo polimérica. Esse tempo pode permitir que o
solvente localizado na superficie evapore, de modo que ocorra uma maior concentragao
de polimero (FERNANDES et al., 2018). Tal tempo de exposi¢do foi investigado. Foram
produzidas 10 membranas empregando produgdes diferentes em tempo de exposi¢ao e
espessura, das quais foram selecionadas 4 e que sao discutidas a seguir.

Para a MO (Figura 16a-c) produzida por NIPS, sendo submersa em 0 s, verifica-
se a formagdo de uma membrana de superficie densa, continua e sem poros aparentes. A
imagem da secdo transversal (Figura 16, c) evidencia a auséncia de poros, exibindo um
aspecto de membrana densa formada por camadas segmentares superpostas das cadeias
poliméricas (FERREIRA et al., 2019), justificando sua classificagdo como membrana do
tipo anisotropica densa, ndao apresentando uma mesma morfologia ao longo de sua
espessura e sem presenca de poros, e ainda, integral, sendo densas integrais aquelas que
possuem apenas um tipo de material em sua composi¢ao (SOUZA et al., 2021).

Para as membranas M30, M60 e M1-30, produzidas pela combinacao de EIPS e
NIPS, foram observadas superficies continuas, homogéneas e escassa formagao de poros,
como exibido na Figura 16d, g, j. Os mesmos aspectos sdo observados na M60, porém
distinguido do fato de haver maior visualizacdo de poros superficiais. Essa morfologia
continua se da ao fato de o fluxo massico na superficie influenciar a evaporagdo do
solvente localizado no topo, advindo uma maior concentragdo do polimero
(FERNANDES et al., 2018).

De forma diferente, a imersao imediata para a MO leva a uma precipitacao direta
do polimero em fungdo do contato com a solugdo de solvente e ndo solvente do banho de
coagulacgdo, onde ocorre a difusdo do solvente do filme polimérico para o banho e do ndo
solvente do banho para o filme polimérico, até a formagao da estrutura da membrana, e
ocasionando uma membrana mais densa (PAUL et al., 2016). Para a M30, M60 e M1-
30, o processo de evaporacao coloca o filme polimérico exposto ao ambiente € o solvente
da solugdo ¢ gradativamente evaporado enquanto a solubilidade do polimero diminui,
separando a solucdo polimérica em uma fase rica em polimero e uma fase pobre em
polimero, logo em seguida, a membrana ¢ imersa no banho, aumentando o fluxo massico,
até que ocorra a precipitacdo do polimero, originando a estrutura mais porosa da
membrana (ASAD et al., 2020).

Na membrana MI1-30 (Figura 16k, 1) observou-se caracteristicas de uma
membrana anisotropica porosa, com uma faixa superficial mais densa e poros menores,

seguida de uma estrutura de maior porosidade em seu interior. Descobriu-se que a

51



espessura da solugdo polimérica espalhada e, consequentemente, a quantidade da solucao
polimérica a ser solidificada influencia nas concentragdes de polimero ao longo da secgao,
isso devido ao fato de o ndo solvente necessitar de maior tempo para percorrer através de
uma fase polimérica espessa, alterando assim a estrutura morfologica porosa da
membrana final (MORSI et al., 2023). Essa estrutura pode ter sido decisiva na selecdo da
membrana para uso na etapa de separacao efetiva do oleo. Diferentemente, a M30 e M60
apresentaram uma morfologia porosa mais uniforme em toda se¢do transversal (Figura
16e, f, h, 1), com estrutura homogénea e simétrica, caracterizando uma membrana
isotropica porosa, apresentando as mesmas caracteristicas morfologicas ao longo de toda
espessura. Em membranas porosas, as caracteristicas como a porosidade superficial,
distribuicao e tamanho de poros, € a espessura sao consideradas parametros morfologicos
relevantes (TAN; RODRIGUES, 2019).

Na Tabela 4 ¢ mostrado os aspectos gerais de cada membrana produzida, como
espessura, tempo de evaporagdo, porosidade resultante, classificacdo, fluxo alcangado,
pressdo utilizada para o processo de validacao na separagdo e observagdes da aplicagao

na hidrdlise do 6leo de soja.

Tabela 4. Aspectos gerais das membranas de AC produzidas

Membrana MO M30 M60 M1-30
Espessura (mm) 0,7 0,7 0,7 1
Evaporacao (seg) 0 30 60 30

Classificagao Anisotropica Isotropica Isotropica Anisotrdpica
densa porosa porosa porosa
Fluxo 0 0,032 0,128 0,005
(mL/cm?.min)*
Pressdo (psi)** 0, 60, 90 0 0 0, 60, 90
Observagoes Nao havia Nao realizava  Nao realizava a Realiza a
fluxo, uma separagao separagdo do separacao
mesmo com do Oleo efetiva.  6leo. O meio efetiva do
mterferéncia  Foi detectado reacional Oleo, €
de pressdes uma por¢ao de percorria parao  mantendo o
mais altas. 6leo no permeado. meio no
permeado. reator.
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* Fluxo do permeado em 60 psi e aproximadamente 25 °C. ** Pressdo de avalia¢do para separacdo efetiva

do 6leo. Foi monitorada, variando entre 0,60 ¢ 90 psi, através do surgimento de gota e volume do permeado.

5.9 Angulo de contato da membrana

A hidrofilicidade da superficie ¢ um parametro consideravel que atua tanto na
capacidade de permea¢do quanto de antiincrustante das membranas. Quanto mais baixo
angulo de contato, maior sera a sua molhabilidade. A interacdo da agua, do 6leo de soja
e da emulsdo de 4gua e 6leo com a membrana de AC M1-30 desenvolvida foi avaliada
em temperatura ambiente (22 °C) e na temperatura de reagdo (45 °C) usando angulo de
contato como medida dahidrofilicidade/oleofobicidade da superficie. A Figura 17 mostra

os angulos de contato obtidos.

Figura 17. Angulo de contato da membrana de AC frente a gua, 6leo e emulsdo em 22
°C (completo) e 45 °C (listrado).
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Asmedicdes doangulo de contato com a 4gua demonstraram um perfil hidrofilico,
com angulos de contato correspondendo a hidrofilicidade natural do acetato de celulose
(SHUJUAN et al., 2021). Possivelmente, esse perfil ¢ devido as ligacdes de hidrogénio

de ésteres de celulose com agua através de grupos hidroxila. Membrana de acetato de
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celulose com a 4gua tem o menor angulo de contato devido ao contetdo de grupos acetil
e hidroxila que aumenta sua hidrofilicidade (ABDELLAH ALI et al., 2020).

Polimeros naturais, celulose e os materiais baseados nela sdo hidrofilicos,
portanto, podem ser usados no preparo de membranas de separagdo sem etapas adicionais
de modificacdo, devido terem hidrofilicidade maxima e oleofobicidade, o que exclui (ou
minimiza) a possivel contamina¢do com componentes organicos de emulsdes dgua-oleo
(DMITRIEVA et al., 2022).

Os resultados apontam uma diminui¢do no angulo de contato para dgua e 6leo com
incremento da temperatura, de 74,5° para 51,4 e de 82,3° para 75,5, respectivamente,
aumentando a molhabilidade da membrana frente a esses componentes. De forma
contraria, frente ao substrato, houve um aumento do angulo de contato, de 72,7° para
87,7°, apontando uma molhabilidade superficial moderada. Tal comportamento pode
estar relacionado a uma melhor emulsificagdo do 6leo em dgua na temperatura elevada,
dificultando a passagem do substrato. Entretanto, ¢ notorio a melhor molhabilidade por

agua, levando a propensdo da membrana em separar tal componente no substrato.

5.10 Hidrolise enzimatica do oleo de soja residual utilizando enzima livre em

batelada e em biorreator de membrana com separacio simultinea

Definida e caracterizada, a membrana produzida foi aplicada em reacdo de hidrolise
enzimatica, com a enzima livre, do 6leo de soja residual, utilizando-a para separacao de
forma simultanea ao ocorrer da reagao.

O produto da hidrolise e o permeado foram analisados pelo percentual de acidos
graxos livres (AGL), comparando-se a reagdo batelada sem a separagdo simultanea com
o processo simultaneo (Figura 18). Ainda, foi investigado perfil cromatografico das
amostras, Figuras 19 e 20, averiguando qualitativamente e quantitativamente o produto e

permeado através das analises em HPLC.

Figura 18. Percentual de AGL nas hidrolises do 6leo de soja residual a 45 °C e pH 7
sem separagdo por membrana de AC (quadrado preto) e centrifugado (triangulo azul);
com separacao simultanea por membrana de AC (circulo vermelho) e permeado
(tridangulo verde).
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A reacdo foi realizada nas condigdes otimizadas, 45°C e pH 7. O 6leo de soja
residual tinha percentual de 0,27% + 0,01 AGL inicial. Ao final da hidrélise, em 4 h,
realizada em reator batelada obteve-se 39,72% + 1,99 de AGL e o centrifugado de 0,53%
+ 0,15, enquanto o processo em biorreator de membrana com separacdo simultanea,
55,58% =+ 2,78 e o permeado 0,42% =+ 0,12. Dessa forma, pode-se dizer que a hidrolise
com separacdo simultanea foi mais eficiente.

Além disso, existe um grande desafio na industria para separagdo de produtos,
devido ao alto custo do processo. Esse impasse apresenta a importancia da combinagdo
do processo com a tecnologia de separagdo, alcancando melhores resultados em uma
producdo mais facilitada e econdmica (MOHAMMAD et al., 2023). O resultado obtido
nesse estudo ¢ superior ao apresentado por Porcel et al. (2023), aproximadamente 22-28
% de AGL em 3 h, da hidrolise do dleo de soja pela acdo da enzima Lipozyme® TL IM.
Diferente do resultado encontrado por Huang et al. (2023), que alcangou um rendimento
de &cidos graxos livres de 80,63 % ap6s 12h utilizando lipase Y. lipolytica. Porém, nesse
caso foi usado um caldo de fermentagdo da lipase, além do maior tempo de reagdo
comparado ao do presente estudo, o que pode ter favorecido o maior rendimento

alcancado.
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Esta analise foi correlacionada com a analise em HPLC das mesmas amostras. A
qualificacdo e quantificacdo dos glicerideos ¢ demonstrada nos cromatogramas (Figura

19 e 20) exibindo os grupos de MAG, DAG ou TAG presentes, € o teor ¢ concentragdes,

nas Tabelas 5 e 6.

Figura 19. Cromatograma dos MAG, AGL, DAG e TAG presentes no produto (diluido
em 2000x) da hidrélise enzimatica do 6leo de soja residual com separagdo simultanea.
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Figura 20. Cromatograma dos MAG, AGL, DAG e TAG presentes no permeado da
hidrélise enzimatica do 6leo de soja residual com separagdo simultanea.
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Tabela 5. Contetido percentual e concentracao dos grupos MAG, AGL, DAG e TAG no

produto
Grupo Percentual (%) C (g/mL)
MAG 57,95+ 2,89 4,2263+0,2113
DAG 22,15+0,88 0,8079 £ 0,0403
TAG 19,90 + 0,98 1,4516 £ 0,0726

Tabela 6. Contetdo percentual e concentragdo do grupo MAG, AGL no permeado

Grupo Percentual (%) C (g/mL)
MAG 100+ 0 0,0059 + 0,0002

A quantificagdo do teor de cada componente (triglicerideos, diglicerideos,
monoglicerideos) foi feita calculando a composicao porcentual relativa para cada grupo,
assumindo tal como equivalente a razao massica entre o grupo € a amostra total.

Cada grupo tem um intervalo de tempo de retencdo especifico, baseado nos
cromatogramas obtidos dos padrdes e literatura. Os MAGs foram identificados entre 2 e

9 min, 0s DAGsentre 10 e 17 min e os TAGs entre 18 ¢ 25 min (ZENEVICZ etal., 2016).
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Na Figura 19 s3o constados os trés grupos de glicerideos, resultado esse que
corrobora com a quantificagdo apresentada na Tabela 5. O triacilglicerol (TAG) ¢
inicialmente hidrolisado em diacilglicerol (DAG) e uma molécula de &cido graxo. Em
seguida, o DAG ¢ subdividido em monoacilglicerol (MAG) e um segundo acido
graxo. Por fim, o MAG ¢ convertido em glicerol ¢ um terceiro acido graxo
(KULMINSKAYA et al., 2021). De acordo com Shen et al. (2021), o 6leo de soja ¢
composto em mais de 95% TAG. Apo6s a hidrdlise (Tabela 5), o percentual encontrado
no produto foi de 19,90% = 0,98, sendo majoritariamente composto por MAG (57,95%
+ 2,89).

O permeado aquoso (Figura 20), oriundo da separagdo, foi identificado composto
apenas de MAG (Tabela 6), ainda em concentragdes infimas de 0,0059 + 0,0002 g/mL,
pouco importante, apontando a eficiéncia da separa¢do. Assim, levando a um rendimento
derejeicao do 6leo, R, na membrana de 100%, baseado na relacdo entre as concentragdes
encontradas no produto e permeado. Especificadamente, o processo obteve 100% de
rejeicdo para TAG e DAG e 99,9% para MAG. Resultados semelhantes foram observados
por Guzman et al. (2020) com eficiéncias de separagdo de 95-99% para as membranas de
matriz mista de acetato de celulose com nanoparticulas zwitteridnicas - metacrilato de

polidopamina-sulfobetaina produzidas.

5.11 FTIR do dleo de soja residual, do produto da hidrélise enzimatica utilizando

enzima livre em biorreator de membrana e do permeado

Para uma analise qualitativa, o 6leo de soja residual, os produtos hidrolisados a partir
da hidroélise de dleo de soja de cozinha residual e o permeado do processo de separagdo
em biorreator de membrana de AC foram analisados por FTIR-ATR para caracterizar os
grupos funcionais associados, fornecendo informagdes quimicas de cada amostra, o que

estado demonstrados a seguir pela Figura 21.

Figura 21. FTIR do 6leo de soja residual (a), do produto da hidrélise (b) e do permeado
na membrana de AC (c).
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A partir da analise da Figura 21, que apresenta os espectros de FTIR do dleo (a) e
do produto (b), podem ser observadas bandas semelhantes relacionadas ao C-H
alongamento de longas cadeias de carbono, CH3 ¢ CH2 aparecem em 2854,08 cm™! e
2923,51 cmrl, respectivamente, e é também observado em 3005,70 cm™! o alongamento
=C-H (ATTIA et al., 2020). Na faixa de 1300 a 1400 cm™!, é possivel diferenciar ambos
os espectros, uma vez que as bandas estdo relacionadas aos grupos glicerol O—CH2
(mono, die triglicerideos), observado nos espectros do 6leo de soja em 1375,40 cm™!, de
acordo com a literatura (ROSSET et al, 2019; RABELO et al., 2015). Os picos
observados na regido de 1800 a 1700 cm™' em ambos os espectros (1746,46 cm!) estdo
associados a vibragdo deestiramento dos grupos carbonila (C=0). Na faixa de 1300 a 800
cm ! é observada uma distingdo entre as amostras, diretamente relacionadas ao
alongamento daligacdo C—O dos ésteres. Detalhadamente, entre 1240 e 1130, pode ser
verificada uma segregacdo do pico em 1161,54 cm™! nos espectros do 6leo de soja, em
duas bandas nos comprimentos de onda de 1161,54 ¢ 1216,59 cm™! nos espectros do
produto, sendo esse segundo pico (1216,59 cm™!) relacionado ao alongamento do grupo
metil (O—CH3), tipico do FAME. Ainda, o sinal em 1464,77 cm! no espectro caracteriza
a deformacdo angular do CH3 do éster metilico (ROSSET et al., 2019). Além disso, a

banda em 721,84 cm™! é devidaao estiramento do carbono olefinico (ATTIA et al., 2020).
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O espectro FTIR do permeado (Fig. 21¢) mostrou uma larga banda na faixa de
3300-3500 cm!, centrado em 3308,14 cm™!' que, corresponde a vibragdo de estiramento
dos grupos hidroxila (-OH), remanescentes da reacdo de hidrolise. Este alargamento
indica uma grande expansao do grupo OH associado a ligacdo de hidrogénio (SARFAT
etal., 2022). Além disso, a banda do grupo alcoolico (-OH) do glicerol na faixa de 3300—
3400 cm! se fundiu com a banda do grupo hidroxila (AQSA et al., 2023) O pico forte
centrado em 1636,34 cm! € atribuido ao modo de estiramento H-O—H, caracteristico da
flexao H20O (ALMUSLEM et al., 2023). A auséncia de demais picos confirma a limpidez

do permeado decorrente da separacdao simultanea eficiente pela membrana produzida.

5.12 Parametros reacionais otimizados para reacio de hidrolise enzimatica

utilizando enzima imobilizada em OG em processo batelada

Na expectativa de potencializar a reagdo de hidrolise enzimatica do 6leo de soja
residual, as condi¢des reacionais foram estudadas variando-se a razao massica entre

agua/dleo, a temperatura e o pH. A Tabela 7 apresenta o resultado encontrado.

Tabela 7. Parametros reacionais otimizados de razdo molar, temperatura e pH para

hidrolise enzimatica do 6leo de soja residual

Variavel Condicao AGL (%)
Razdo Massica 1:1 35,55+ 0,19
agua/dleo 1:2 33,77+ 0,24
1:4 29,74 + 0,03
Temperatura 35°C 30,74 £ 0,23
45 °C 34,95+ 0,07
55°C 38,94 + 0,16
65 °C 27,35+0,12
pH 5 33,37 £ 0,08
7 34,17 £ 0,14
9 29,74 + 0,03

AGL: acidos graxos livres.
Os resultados obtidos evidenciam a existéncia de inibicdo por substrato no caso

do 6leo de soja, notadamente quando a fragdo massica ultrapassa o limiar de 50%.
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Portanto, para assegurar uma reag¢do isenta desse efeito inibitorio, as investigacdes
indicam que a fracdo massica deve ser mantida abaixo de 50%.

A hidroélise enzimatica do dleo de soja se inicia com a adsor¢do da lipase na
interface dgua/oleo. Subsequentemente, a enzima forma um complexo com a molécula
do substrato (TAG), originando o complexo enzima/substrato de 6leo. Uma sequéncia de
reagOes se desencadeia, culminando na formagao de produtos soluveis (AGL e GL) que
podem se difundir na camada aquosa. A presen¢a de um excesso de dgua no sistema pode
favorecer uma mudanca na reacdo, direcionando-a para a formagdo dos produtos
desejados, otimizando, assim, o rendimento da hidrdlise. Assim, € importante ressaltar
que um excesso de dgua, além da estequiometria (1:3), ¢ conhecido por deslocar o
equilibrio da reagdo para a formacdo do produto (PORCEL et al., 2023). No entanto,
acima de um certo limite, problemas de transferéncia de massa podem surgir devido a
miscibilidade mutua muito baixa do sistema binario agua-6leo (ZENEVICZ et al., 2016).

Em condi¢des de mistura constante, o tamanho médio das gotas de 6leo e a
concentracao de oleo exercem impacto direto na area de contato da interface, que neste
sistema representa a concentracdo do substrato. Todavia, acima de uma concentragdo
critica de oleo, os efeitos interfaciais e as resisténcias a transferéncia de massa resultam
em uma diminuicdo nas taxas de reagdo aparentes, conforme evidenciado nos
experimentos conduzidos neste estudo (CORRADINI et al., 2019).

Dada a sua influéncia nas reagdes bioquimicas, o efeito da temperatura de reagao
também foi investigado no intervalo de 35 a 65 °C. E imperativo observar que o
rendimento da reagdo mantém uma relagdo proporcional com a temperatura envolvida.
Em temperaturas mais baixas, manifesta-se uma atividade enzimdtica mais lenta,
enquanto, a medida que a temperatura ¢ elevada, ocorre um aumento na taxa de reagdo.
No entanto, € essencial reconhecer que as enzimas sdo sensiveis a variagdo de temperatura
e podem ser prontamente desativadas em temperaturas elevadas (RAHIMI et al., 2014).

Este fendomeno destaca a importancia de se otimizar a temperatura para garantir a
eficacia e a estabilidade das enzimas em processos cataliticos. Na Tabela 7 ¢ elucidado
que a porcentagem de acidos graxos livres (AGL) ¢ crescente. Isso ocorre pois a medida
que a temperatura da reagao ¢ elevada, a probabilidade de colisdo entre as moléculas da
enzima e do substrato aumenta, facilitando a formagdo de complexos enzima-substrato e,
por conseguinte, promovendo um incremento no rendimento da reagdo. Submetendo a
reagdo a uma temperatura extrema de 65 °C em um teste adicional, observou-se que a

diminui¢ao no rendimento provavelmente resultava da desnaturacao, ou seja, daalteracao
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na estrutura proteica. Esse fenomeno decorre da destrui¢do induzida pelo calor das
interacdes ndo covalentes, incluindo a quebra de ions fracos e ligacdes de hidrogénio que
estabilizam a estrutura tridimensional da enzima (PATCHIMPET et al., 2020).

Notavelmente, uma temperatura de 55 °C emergiu como a mais propicia. Assim,
os demais experimentos foram conduzidos nessa temperatura, considerada como ideal
para maximizar o rendimento da reagao.

Os residuos de aminoacidos localizados na tampa e no centro catalitico da lipase
contribuem para a estabilidade da lipase e podem ser especialmente afetado pelo pH.
Além disso, as ligagdes i0nicas que ajudam a manter arigidez da estrutura tridimensional
da enzima podem mudar em vdarios ambientes, causando desnaturagdo enzimatica ou
perda de atividade enzimatica em condicdes inadequadas de pH (ZHANG et al., 2017).
Esta lipase se assemelha a outras, que normalmente exibem alta estabilidade de pH e
adaptabilidade (NURUL FURQAN et al., 2023). Apds reacdo de 4 h, a lipase exibiu maior
indice de AGL em valores de pH 7. Além disso, a adaptabilidade em pH menor desta

lipase também foi observada.

5.13 Hidrolise enzimatica longa do dleo de soja residual utilizando enzima

imobilizada em OG em batelada

Nesta secdo, a reacao de hidrélise foi levada em tempo extra no intuito de explorar a
maxima conversao. A Figura 22 apresenta o perfil dareagdo de hidrdlise do 6leo de soja

residual a 55 °C durante 168 h.

Figura 22. Cinética da reacao de hidrélise do 6leo de soja residual a 55 °C durante 168
h. Condigdes operacionais: 1:1 6leo/dgua, 55°C, pH 7, 0,5% da massa de agua de
enzima imobilizada em OG, 168h.
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E evidenciada uma notavel conversio nas primeiras 24 horas, atingindo
aproximadamente 60%. Posteriormente, a taxa de reagdo apresenta um decréscimo
gradual, aproximando-se da fase de equilibrio em 120 horas, mantendo sua conversao
constante até o término da rea¢do em 168 horas.

Na Figura 22 ¢ apresentada a cinética de hidrélise do dleo de soja utilizando a
lipase imobilizada em OG, em termos do indice de acidez e tempo de reagdo. Em suma,
podem ser observadas trés regides na conversao. Na primeira (0 — 24 horas) ha um
aumento rapido do indice de acidez (1 — 60%) no 6leo de soja. Na segunda regido (24 —
120 horas) observa-se uma redugdo da taxa de reacdo (diminui¢do da inclinagdo
considerando a projecdo de uma reta sobre os pontos), onde o indice de acidez mantém
uma crescente menos expressiva e constante por volta de 7% a cada ponto (60 — 85%),
aproximadamente. Finalmente, na terceira regiao (120 — 168 horas), decorre que a reagao
tende a atingir a condicdo de equilibrio, alcangando 86,25% no indice de acidez final.
Esta condi¢do de equilibrio pode ser observada pela elevagdao de apenas 1,5% no indice
de acidez entre os tempos de 120 e 168 horas (84,76—86,25%). Chen e colaboradores
(2020) também reportaram que a curva cinética pode ser dividida em trés segmentos,
observada na transesterificacdo de Oleos vegetais com metanol catalisada

heterogeneamente usando um catalisador de CaO, os quais sdo detalhados como um
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segmento inicial controlado por transferéncia de massa (lento), um segmento
quimicamente controlado (rapido) e um segmento final préximo do equilibrio (lento),
onde uma curva cinética sigmoéide ¢ geralmente observada.

A reacdo culminou em uma hidrolise praticamente completa, conforme
evidenciado no cromatograma do produto (Figura 23) e corroborado pela quantificacao
dos componentes (Tabela 8), onde mais de 98% em monoacilglicerdis (MAG) foram

identificados.

Figura 23. Cromatograma do produto (diluido a 2.000x) da hidrdlise enzimatica longa
do 6leo de soja residual.
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Tabela 8. Contetido percentual e concentragdo dos grupos MAG, DAG e TAG no

produto.
Grupo Percentual (%) C (g/mL)
MAG 98,31 +0,29 3,1572 £0,0936
TAG 1,69 + 0,12 0,0544 +0,0341
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Adicionalmente, ao final da reacdo, a atividade da enzima imobilizada foi
mensurada, resultando em 81,62% + 2,07 de atividade residual, validando a excelente
estabilidade do biocatalisador imobilizado, visto a alta atividade hidrolitica preservada, e
demonstrando sua 6tima reusabilidade no processo. Resultado superior ao encontrado por
Kuang et al. (2023) na reagdo de hidrélise do dleo de soja durante 120 min catalisada por
lipase de Aspergillus oryzae imobilizada em uma estrutura metal-organica, em que o

biocatalisador manteve 52% da sua atividade original.

5.14 Hidroélise enzimatica do 6leo de soja residual utilizando lipase imobilizada em

OG em batelada e em biorreator de membrana com separacio simultinea

Nesta fase, procedeu-se a anélise do produtoresultante da hidrélise e dopermeado
quanto ao teor percentual de 4cidos graxos livres (AGL), estabelecendo comparagdes
entre a reagdo em batelada e o processo em biorreator de membrana com separagdo
simultanea. O 6leo de soja residual, inicialmente apresentando um percentual de 0,2713%
+ 00,0140 de AGL, foi submetido a uma hidrolise de 4 horas em um reator batelada a 55
°C. Ao término deste processo, foram obtidos 38,94% + 0,1604 de AGL no produto e
0,67% =+ 0,08 no centrifugado. Em contraste, o processo em biorreator de membrana com
separacdo simultanea resultou em 35,67% + 1,02 de acidos graxos livres e 0,82% + 0,05
no permeado. Conclui-se, portanto, a eficiéncia da hidrdlise com separagdo simultanea,
representando uma abordagem promissora para otimizar o processo, diminuindo
operagdes € custos.

Além disso, os perfis cromatograficos das amostras foram minuciosamente
investigados, sendo avaliados qualitativa e quantitativamente por meio de analise via
HPLC (Figura 24).

A quantificagdo do teor de cada componente (triglicerideos, diglicerideos,
monoglicerideos) foi realizada mediante o célculo da composicao percentual relativa de
cada grupo, adotando-se a premissa de que essa relagdo seja equivalente a razdo de massa
entre o grupo especifico ¢ a amostra total, de acordo com a Equagao 21.

Cada grupo apresenta um intervalo de tempo de retencdo distinto, determinado
com base nos cromatogramas obtidos a partir de padrdes e também referéncias presentes
na literatura. Os monoglicerideos (MAGs) foram identificados no intervalo de 2 a 9
minutos, os diglicerideos (DAGs) entre 10 e 17 minutos, ¢ os triglicerideos (TAGs) entre

18 e 25 minutos (ZENEVICZ et al., 2016).
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O oleo de soja residual utilizado era composto de 80,06% + 0,14 TAG e 19,94%
+ 0,22 MAG, como demonstrado na Tabela 9. Apos a reagdo, o produto apresentou
21,38% =+ 0,08 em TAG, aumentando a composi¢do em MAG para 50,98% + 0,57 (Tabela
10). Isso devido ao triacilglicerol (TAG) sofrer inicialmente hidrolise, resultando em
diacilglicerol (DAG) e uma molécula de acido graxo. O DAG, por sua vez, ¢ decomposto
em monoacilglicerol (MAG) e um segundo 4cido graxo. Por fim, o MAG ¢ convertido
em glicerol e um terceiro acido graxo, completando o ciclo de hidrélise dos triglicerideos
(KULMINSKAYAetal, 2021). Além disso, o permeado ¢ identificado apenas de MAG
em concentracao bastante moderada, 0,2077 £ 0,0016 (Tabela 11).

Figura 24. Cromatograma de MAG, DAG e TAG presentes no 6leo de soja
residual (diluido a 2.000x) (laranja), no produto (diluido a 2.000x) (preto) e no permeado
(diluido a 500x) (azul) da hidrolise enzimatica utilizando lipase imobilizada em OG em

biorreator de membrana com separagdo simultanea.
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Tabela 9. Contetido percentual e concentracao dos grupos MAG e TAG no 6leo de soja
residual
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Grupo Percentual (%) C (g/mL)
MAG 19,94 +£ 0,22 0,8769 + 0,0763
TAG 80,06 + 0,14 3.5211+0,1154

Tabela 10. Contetdo percentual e concentragdao dos grupos MAG, DAG e TAG no

produto
Grupo Percentual (%) C (g/mL)
MAG 50,98 +£ 0,57 2,5863 £ 10,1861
DAG 27,64 + 0,45 0,7009 £ 0,0115
TAG 21,38 £ 0,08 1,0847 £0,1287

Tabela 11. Contetido percentual e concentracdo de MAG no permeado

Grupo Percentual (%) C (g/mL)
MAG 1000 0,2077 £0,0016

Entretanto, a maior vantagem do processo proposto nesta pesquisa € a separagao
simultanea a rea¢do. Na industria, um desafio significativo ¢ enfrentado no que tange a
separagdo de produtos, frequentemente exacerbado pelos custos elevados associados ao
processo (MOHAMMAD et al.,, 2023). Esta problematica ressalta a importancia de
integrar técnicas avancadas de separagdo ao processo industrial, buscando aprimorar os
resultados e eficiéncia da producdo de maneira mais acessivel.

Dessa forma, com base na razao entre as concentragdes encontradas no produto e
no permeado, o processo alcanca 100% de rejeicdo, R, para TAG e DAG e 99,9% para
MAG.

Os resultados obtidos no presente estudo apresentaram rendimentos proximos
comparado ao estudo de Freitas et al. (2007) e Chew et al. (2008) (Tabela 12), em que a
hidrélise enzimatica de dleo vegetais usando lipase de diferentes fontes foram avaliadas.
Por outro lado, pode-se observar na Tabela 12 que os valores de rendimento de AGL
foram inferiores aos relatados por Porcel et al. (2023). Vale ressaltar que o tempo de
reagdo foi expressivamente mais longo (24h) em compara¢ao com o utilizado no presente
estudo (4h), entretanto, para esse tempo pode-se observar, quando na reacao longa deste
estudo, rendimento préximo dos 60% de AGL. Contudo, neste ltimo caso, os autores
utilizam uma lipase comercial em estado livre, o que pode ter favorecido a reagdo devido
a auséncia de suporte enzimatico, entretanto, ndo sendo passivel de reuso.

67



Tabela 12. Rendimentos de AGL em hidrolises de oleos vegetais e enzimas

Oleo Catalisador Condigoes Rendimento  Referéncia
substrato Operacionais (%)
Oleo de Lipozyme® TL T= 52 °C, Ma/Mo= 76 Porcel
soja IM 46:1, me/mo= 1% (2023)
(m/m),
rpm= 250, t=24h
Oleo de Lipozyme® TL T= 55 °C, Ma/Mo= 28 Chew
palma IM 4:1, me/mo= 3.5% (2008)
(m/m), rpm = 200, t=
6h
Oleo de Thermomyces T= 40 °C, Ma/Mo= 30 Freitas
soja lanuginose 4:1, me/mo= 1% (m/v), (2007)
rpm= 200, t= 4h
Oleode  Pichia pastoris ~ T= 45 °C, Ma/Mo= 39,72 Pesquisa
soja 50:1, me/ma= 0,5% presente
(m/m),
rpm= 200, t= 4h
Oleo de Pichia pastoris T= 45 °C, Ma/Mo= 55,58 Pesquisa
soja 50:1, me/ma= 0,5% presente
(m/m),
rpm= 200, t=4h
Biorreator de
membrana
Oleo de Pichia pastoris T= 55 °C, Ma/Mo= 38,94 Pesquisa
soja +0G 50:1, me/ma= 0,5% presente
(m/m),
rpm= 200, t= 4h
Oleo de Pichia pastoris T= 55 °C, Ma/Mo= 35,67 Pesquisa
soja +O0G 50:1, me/ma= 0,5% presente
(m/m),
rpm= 200, t= 4h,
Biorreator de
membrana
Oleo de Pichia pastoris T= 55 °C, Ma/Mo= 86,25 Pesquisa
soja +0G 50:1, me/ma= 0,5% presente

(m/m),
rpm= 200, t= 168h

T: temperatura; Ma/Mo: relagdo molar 4gua/6leo; me/mo: relagdo massa enzima/dleo; me/ma: relagdo
massa enzima/agua; rpm: rota¢do por minutos; t: tempo.

5.15 Reuso do biocatalisador imobilizado

Foram realizados testes de reutilizacdo da lipase imobilizada em OG. A Figura 25

mostra as perspectivas de reuso do biocatalisador.
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Figura 25. Atividade relativa da lipase de Pichia pastoris imobilizada em GO apds
reuso em 5 ciclos. Condigdes operacionais: 1:1 6leo/agua, 55°C, pH 7, 0,5% da massa
de 4gua de enzima imobilizada em OG, 4h.
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O principio fundamental subjacente a utilizagdo de lipases imobilizadas reside na
viabilizacdo darecuperagdo pratica dessas enzimas, a0 mesmo tempo em que se capitaliza
sobre suas vantagens ecoeficientes em comparagdo aos catalisadores quimicos
(QUAYSON et al., 2020). Esse conceito expandiu a pesquisa sobre a imobilizagdo desse
biocatalisador com mais de 3500 trabalhos cientificos na tltima década(buscado em Web
of Science em 19 de Janeiro de 2024 usando os termos “immobilization lipase”). Nesse
estudo, o complexo imobilizado reteve 75,62 £ 5,14 % da atividade enzimatica inicial ao
final de 5 ciclos de 4 horas (Figura 25), indicando que a lipase imobilizada possui alta
reusabilidade. O declinio na atividade relativa do catalisador ¢ multifatorial e pode ser
explicado por mudangas conformacionais, acessibilidade ao substrato, efeitos de inibicao
e degradacao do suporte. Durante os ciclos de reutilizacdo, as condigdes de reacao (como
pH, temperatura e presenca de substratos e produtos) podem induzir alteragdes
conformacionais na enzima. Estas modificagdes podem resultar na desativa¢dao ou perda

de afinidade pelo substrato, o que compromete a atividade catalitica. Com o passar dos
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ciclos, a enzima pode sofrer uma alteracdo na sua orientacdo ou no ambiente em que esta
imobilizada, levando a um efeito de difusao que limita a interagdo com o substrato. Outro
fator relevante ¢ a possivel inativagdo enzimatica causada pela presenca de inibidores ou
produtos acumulados durante a reacdo, o que também pode impactar na lixiviagdo da
enzima no processo de lavagem. Além disso, a degradagdo fisica do suporte de
imobilizagdo pode ocorrer ao longo do tempo, a enzima pode ser liberada ou o material

pode deteriorar-se, impactando a estabilidade do sistema como um todo [37, 38].

Fan et al., (2023) descrevem que pds 5 ciclos, a atividade de hidrdlise da lipase de
Candida rugosa (CRL) imobilizada em magnetita revestida de silica

(Fe3s04@Si102 magnético) permaneceu em 55%.
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6 CONCLUSAO

O 6xido de grafeno foi reconhecido como competente suporte na imobilizagdo da
lipase de Pichia pastoris. Foram investigados a otimiza¢do do carregamento enzimatico
com melhor resultado para 10 mg/mL e condi¢des 6timas de temperatura ¢ pH para a
atividade enzimatica em 45 °C e 7 para enzima livre e em 55 °C e 7 para enzima
imobilizada com tempo de imobilizagdo em 2h. A avaliacdo da estabilidade térmica da
enzima demonstra o ganho em estabilidade apds o processo de imobilizagdo, assim como
na determinacdo dos parametros cinéticos e termodinamicos de desativagdo. As
morfologias analisadas em MEV e FTIR da enzima comprovam a adsor¢do do
biocatalisador ao suporte. Foi determinada as caracteristicas das membranas de acetato
de celulose e validada sua alta eficiéncia de separagdo na emulsdo de 6leo-dgua. A
membrana M1-30 foi selecionada e sua morfologia e o angulo de contato analisados. Para
o processo utilizando a enzima livre, na hidrolise do 6leo de soja residual em batelada
alcancou-se 39,72% + 1,99, aplicada na hidrélise enzimatica em biorreator de membrana
no processo simultaneo obteve-se melhor resultado, com 55,58% + 2,78 de AGL, e 100%
de rendimento de rejeicdo do 6leo na membrana. Por fim, na aplicagdo do biocatalisador
imobilizado, na hidrolise em biorreator de membrana com a separagao simultanea, foi
alcancado 35,67% + 1,02 de 4cidos graxos livres e 0,82% = 0,05 no permeado, também
com 100% de rejeicdo para Oleo. Pds 5 ciclos, a atividade de hidrolise da lipase
imobilizada permaneceu em 75,62% =+ 5,14. Os resultados encontrados destacam a
viabilidade de utilizar o 6xido de grafeno como suporte, e, ainda, legitima a separacao
por membrana de AC de forma simultdnea como uma estratégia promissora para otimizar

sua eficacia e aplicabilidade em processos biotecnologicos.
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