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RESUMO

Polimeros tem sido empregados com suportes para enzimas devido ao fato de
apresentarem condi¢des de proteger essas moléculas e evitar sua lixiviagdo no meio reacional
com perda as enzimas sem possibilidade de uso posterior e a contamina¢ao ambiental devido a
presenca destas moléculas nos residuos industriais. Neste trabalho, o polimero octanoato de
celulose (OC) foi produzido a partir de celulose microcristalina visando a preparagao de
sistemas para imobilizacdo de lipases. Este polimero apresenta um balanco do carater
hidrofilico/hidrofobico devido a possibilidade de ser produzido com diferentes graus de
substituicdo. Este aspecto ¢ uma caracteristica importante na imobiliza¢do das lipases que
ocorrem com maior eficiéncia em materiais mais hidrofébicos. O OC foi produzido, em fase
heterogénea, a partir da reacdo da celulose microcristalina dispersa em tolueno com cloreto de
octanoila/piridina. A reacdo de producao do OC foi acompanhada por absor¢ao na regiao do
infravermelho (FTIR) e ressonancia magnética nuclear (RMN) com resultados que mostraram
que a reagdo foi efetiva e o grau de substituicio (DS) encontrado por RMN 'H foi de 2,20, que
indica que em média 2 hidroxilas reagem por unidade de glicose. O OC apresentou boa
solubilidade em tolueno e boa capacidade de formagao de filme, o que permitiu a preparagao
do sistema Polimero/Enzima (OC/E), por oclusao da lipase no filme formado. Para aplicagao
deste sistema, a reagdo de esterificacao do acido oleico pela lipase livre foi estudada através
do emprego do planejamento experimental. Neste estudo, foi possivel determinar a quantidade
de enzima a ser incorporada no filme de OC, bem como definir as melhores quantidades de
metanol e dgua para a reacao que foi acompanhada por FTIR. Na aplica¢ao do sistema OC/E,
a reagao de esterificacdo ocorre com baixo rendimento. Observa-se praticamente a mesma
condicao no reuso. A diminui¢ao do rendimento da enzima se deve a oclusao desta que pode
ter levado a uma diminui¢do de sua atividade enzimatica. Entretanto, observou-se boa
estabilidade do sistema para aplicagdes posteriores. Desta forma, o sistema em estudo tem

potencial para aplicagdes futuras com a melhoria dos métodos de imobilizacao.

Palavras-chave: Octanoato de celulose, imobilizagdao de lipases, esterificagdo, heterogénea,

producado de biodiesel.



ABSTRACT

Polymers have been used as support for enzymes due to the fact of being able to
protect these molecules and to avoid their leaching in the reaction medium with loss of the
enzymes with no possibility of later use and the environmental contamination due to the
presence of these molecules in industrial waste. In this work, the cellulose octanoate (OC)
was produced from microcrystalline cellulose to prepare lipase immobilization systems. This
polymer shows a balance of the hydrophilic/hydrophobic character due to the possibility of
being produced with different degrees of substitution. This aspect is an important feature in
the immobilization of lipases that occur more efficiently in more hydrophobic materials. OC
was produced, in a heterogeneous phase, from the reaction of microcrystalline cellulose
dispersed in toluene with octanoyl chloride/pyridine. The CO production reaction was
accompanied by infrared absorption (FTIR) and nuclear magnetic resonance (NMR) with
results showing that the reaction was effective and the degree of substitution (DS) found by
"H NMR was 2.20, which indicates that on average two hydroxyls react per unit glucose in
the cellulose. OC presented good solubility in toluene and good film forming ability, which
allowed the preparation of the Polymer/Enzyme (OC/E) system by lipase occlusion in the
formed film. For the application of this system, the reaction of esterification of oleic acid by
free lipase was studied using experimental design. In this study, it was possible to determine
the amount of enzyme to be incorporated in the OC film, as well as to define the best
amounts of methanol and water for the reaction that was accompanied by FTIR. In the
application of the OC/E system, the esterification reaction occurs with low yield. The same
condition is observed in reuse. The decrease in the yield of the immobilized enzyme is due to
occlusion of the enzyme in the polymer which may have led to a decrease in its enzymatic
activity. However, good system stability was observed for later applications. In this way, the
system under study has potential for future applications with the improvement of

immobilization methods.

Keywords: cellulose octanoate, lipase immobilization, esterification,

heterogeneous, biodiesel production.
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1 INTRODUCAO

1.1 Celulose

A celulose ¢ um polimero natural composto por unidades de D-glicose unidas por
ligacdo glicosidica B (1— 4). Além disso, a celulose pode ser considerada como matéria
prima de papéis, téxteis, biomateriais, etc. (EDGAR, et al., 2001). A celulose pode ser
extraida de uma ampla variedade de fontes naturais, como a madeira, bambu, bagaco de cana-
de-agucar, palha de milho, caroco de manga (Laboratério de Reciclagem de Polimeros), etc.

(SILVA et al., 2017). A estrutura quimica da celulose esta apresentada na Figura 1.

Figura 1. Representacéo da estrutura quimica da celulose.

ligacdo glicosidica (1 -»>4)

OH
OH &f o OH
gt A AP ‘o M i

HO HO- o 8]

?’\D OH (\1‘0

OH OH OH

\ J o\ J
Y i

Final nfo redutor Unidade celobiose Unidade de glicose Final redutor

Fonte: (EYLEY e THIELEMANS, 2014).

Nas extremidades da cadeia celuldsica ha uma unidade terminal de glicose, com uma
hidroxila primdria e duas secundarias. No final redutor, como apresentado na Figura 1, ha um
aldeido redutor na forma de um hemiacetal interno, enquanto que no final nao redutor hd uma
unidade de glicose contendo uma hidroxila primaria e trés secundarias (WURZBURG, 1989).

Um aspecto importante da estrutura da celulose ¢ a possibilidade de produzir
derivados celuldsicos a partir de reagdes que ocorrem nas hidroxilas livres, nos carbonos 2, 3
e 6 (descritos na Figura 1). Estes derivados apresentam geralmente propriedades muito
diferentes da celulose original e dependendo do tipo de grupo substituinte ¢ possivel obter
derivados soliveis em 4gua (alguns éteres de celulose como carboximetilcelulose,
metilcelulose, entre outros), polimeros termoplasticos (alguns ésteres de celulose, como o
acetato de celulose, laurato de celulose, entre outros), materiais com grupos mais hidrofobicos

que ampliam as aplica¢des da celulose (KLEMM, et al., 2005.)
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Neste trabalho, foi investigada a produg¢do de um derivado celuldésico com grupo
substituinte de cadeia longa, octanoato de celulose, para produgdo de um suporte para

imobilizacao de lipases, visando a produgdo de biodiesel.

1.2 Derivados celuldsicos de cadeia longa

Dentre os varios derivados celulosicos, que sdo mais hidrofobicos (dependendo do
grau de substituicdo e/ou do grupo modificador) e sdo insoluveis em agua, os ésteres se
destacam devido a sua boa capacidade de processamento na forma de filmes, microparticulas,
aerogéis, nao s6 em processos com o emprego de solventes, mas também por processamento
via térmica (SILVA, et al., 2017). Neste sentido, para producdo de um suporte para
imobiliza¢dao de enzimas como as lipases, o derivado celulosico escolhido foi o octanoato de
celulose. Este derivado pode ser produzido em meio homogéneo ou heterogéneo em reagdes
com cloretos de acila (FREIRE, et al., 2006).

O octanoato de celulose pode ser obtido através de uma rota sintética em fase
homogénea, neste caso, ¢ frequentemente utilizado o sistema LiCI/DMAC
(Dimetilacetamida). Este solvente ¢ eficaz, apesar de ser mais dificil a recuperacao devido a
utilizag¢ao do cloreto de litio. Uma das vantagens da reagdo ser realizada em fase heterogénea
¢ evitar o uso de solventes para dissolugdo da celulose (EDGAR, et al., 2001).

Neste trabalho, a celulose microcristalina (CMC) foi utilizada para a sintese do
octanoato de celulose. Este derivado celulosico, ¢ produzido a partir da acilagdao da celulose
com cloreto de octanoila, com substituintes de cadeia de grupos de 8 carbonos. A estrutura

quimica do octanoato de celulose (OC) esta apresentada na Figura 2.

Figura 2. Representagdo da estrutura quimica do octanoato de celulose (OC).
0

Il
0-C-CH,CH,CH,CH,CH,CH,CH,

m

Fonte: Adaptado da referéncia (WANG, et al., 1994).

Uma das rotas sintéticas para a obtencao de octanoato de celulose ¢ a partir da reacdo

de esterificacdo da celulose microcristalina com cloreto de octanoila (CO), utilizando a
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piridina como catalisador, em um sistema com aquecimento em refluxo. Apos o processo de
refluxo, o sistema ¢ resfriado a temperatura ambiente e o derivado celuldsico produzido ¢
precipitado no meio reacional pela adi¢do de etanol (CREPY, et al., 2009).

A acilagdo da celulose com cloretos de acidos graxos ¢ um processo importante para
producdo de plasticos biodegradaveis e possibilita a preparagdo de um material com
caracteristicas mais hidrofobicas que a celulose original. Com esta mudanga, em relagdo a
celulose original, o material produzido se torna termoplastico (pode ser moldado através do
fornecimento de energia na forma de calor); pode ser dissolvido em solvente organicos
convencionais, como o tolueno; ¢ um bom candidato como material de refor¢o na produgao de
compoésitos com polimeros sintéticos, como polietileno e polipropileno, e, apresenta
condicdes para atuar como suporte para moléculas de interesse bioldégico, como as enzimas
(FREIRE, et al., 2006; SILVA, et al., 2017).

As reagoes de modificacdo da celulose podem ocorrer em condigdes homogéneas ou
heterogéneas. Em condigdes homogéneas, a celulose ¢ inicialmente dissolvida em um
solvente apropriado, no caso de reacdoes em vias heterogéneas a celulose ¢ modificada no
estado solido e dependendo do meio de dispersao (solvente) escolhido, o derivado celuldsico
produzido ird4 gradualmente dissolver. Em ambos os casos, se o processo for realizado sem
controle do processo de sintese, usando condicdes muito especificas, a estrutura
supramolecular da celulose original serd destruida e as propriedades do derivado serdo muito
diferentes da celulose. Dependendo da aplicacdo desejada, o processo de sintese pode ser
controlado para que menor acessibilidade seja dada e a celulose, neste caso, ¢ modificada
apenas superficialmente (FREIRE, et al., 2006).

Neste trabalho, foi realizada a escolha da rota heterogénea visando evitar o uso de
solventes e/ou sistema solventes para dissolu¢ao prévia da celulose, na tentativa de diminuir o
namero de etapas no processamento do derivado celuldsico e buscar caminhos para diminuir

os custos na produgao.

1.3 Utilizac¢ao de suportes poliméricos para enzimas

O uso de enzimas em alguns processos ainda ¢ limitado pelo custo das etapas de
extracdo e isolamento frente as dificuldades encontradas quanto a labilidade destes sistemas
que sdo muito sensiveis as condi¢des experimentais. Neste sentido, um caminho alternativo
para melhorar o desempenho dos processos enzimaticos ¢ promover sua imobilizagdo em

suportes poliméricos através de processos fisicos e/ou quimicos em espacos vazios que
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permitam a acomodacdo das enzimas com a manuten¢do da atividade catalitica e permita
sua retencao para uso repetitivo. O processo de imobilizagdo tem como aspectos vantajosos
a possibilidade de reutilizacdo do sistema catalitico (enzima + suporte polimérico), a facil
separacdo ¢ purificagdo dos produtos e o aumento da estabilidade térmica e quimica das
enzimas. Todos estes aspectos ampliam significativamente a possibilidade de processos
viaveis economicamente. (GUPTA, et al., 2013).

Alguns materiais sdao citados na literatura como suportes para a imobiliza¢do de
lipases: polimeros considerados polares como poli(metacrilato de metila); polimeros
sintéticos anfifilicos como polietilenoglicol ou hidrofébicos, e suportes inorganicos, como
silica gel alquil modificada e amberlite (LAGE, et al., 2016; UPPENBERG, et al., 1994;
BASRI, et al., 1996).

A imobilizagdo das enzimas pode ser realizada em membranas poliméricas, espumas,
microesferas, materiais na forma de po, sendo que as membranas ainda possuem um papel
atrativo por poder cumprir duas funcdes: sdo substratos para imobilizacdo da enzima e
podem atuar em processos de separagao e purificagdo. Além destes aspectos, € importante
ressaltar que estes sistemas apresentam algumas vantagens por serem flexiveis e poderem
constituir partes de reatores. Ainda, dependendo do polimero empregado, estes materiais
podem ser modificados quimicamente para melhorar o processo de imobilizacdo das
enzimas por métodos quimicos e/ou fisicos. A morfologia da membrana € outro aspecto que
deve ser avaliado, uma vez que o material com boa porosidade permite que a lipase ligada
ao substrato amplie a acessibilidade da enzima através dos poros, minimizando limitagdes
no processo de difusd@o. O uso destes sistemas também inibe processos de corrosdo que
pode ocorrer nos reatores. Os suportes avaliados neste trabalho podem ser preparados na
forma de p6 e possuem boa capacidade de formagdo de filme e membranas. (ZHANG, et
al., 2015)

O desenvolvimento de técnicas de imobilizagdo de enzimas tem sido muito
importante por: propiciar a reutilizagdo desse catalisador por diversas vezes, sem perda
significativa da atividade enzimaética; facilitar a separag@o do catalisador no final da reag¢do
e, também, por aumentar a estabilidade frente a solventes organicos (HELDT-HANSEN, et
al., 1989).

Os processos de imobilizacdo empregados podem ser divididos em: (a) métodos
fisicos, em que interagdes fracas sdo dominantes; (b) métodos quimicos, em que ligagdes
covalentes com as lipases e a matriz polimérica sdo formadas; e (c) em que as moléculas de

lipase sdo ocluidas nos poros do suporte. Existe uma extensa literatura que trata tanto da
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sistematizacdo destes processos quanto das técnicas de imobilizacdo, tipo de membranas,
fonte de lipase e suas aplicagdes. Além disto, a escolha apropriada da técnica de
imobilizacdo permite um melhor controle da rea¢do e da qualidade dos produtos como
melhoria na conversdo das reagdes (GUPTA, et al., 2013).

Em trabalho anterior realizado pelo Laboratério de Reciclagem de Polimeros,
SILVA et al. (2017), produziram o acetato de celulose (triacetato de celulose - TAC) a
partir de polpa celulosica Kraft. O TAC produzido foi empregado para imobilizacdo da
fosfolipase Lecitase Utra® por adsor¢do do extrato enzimatico. A porcentagem de
imobiliza¢do da enzima atingiu 97,1% em 60 minutos de adsor¢do, com uma atividade
enzimatica de 975,8 U g'. A enzima manteve sua atividade enzimatica, permitindo a
producdo de 44% de ésteres metilicos, mesmo nao sendo a principal finalidade desta
enzima produzir biodiesel, uma vez que as fosfolipases sao utilizadas para degomagem do
6leo.

Considerando o emprego de derivados celulosicos na imobilizagdo de enzimas,
neste trabalho, o suporte empregado foi o octanoato de celulose na forma de filmes, no qual

a enzima foi ocluida durante a formacao do filme.

1.4 Emprego de enzimas na producio de biodiesel

Na producdo de biodiesel a catalise homogénea € o processo mais utilizado, pois
apresenta uma série de vantagens devido ao baixo custo e elevada conversao do processo de
transesterificacdo. Além destes aspectos, a reacao de transesterificacao pode ser realizada em
temperatura ambiente levando poucas horas para que o processo se complete. Apesar destas
vantagens, a sintese do biodiesel através da catalise homogénea apresenta algumas
desvantagens que precisam ser superadas para o emprego do processo de forma mais
eficiente e competitiva comercialmente com outras fontes de combustiveis. Uma das
principais desvantagens deste processo ¢ a dificuldade de emprega-lo em matérias primas
que apresentem elevada acidez e umidade, uma vez que estes materiais podem formar
emulsdes, que dificultam a separagdo dos produtos e ainda geram subprodutos indesejados
como o sabao (BABAKI, et al., 2016).

Um caminho alternativo as rotas homogéneas ¢ a utilizacdo de enzimas imobilizadas
em suportes poliméricos solidos. As lipases produzidas a partir de microorganismos
encontram grande aplicabilidade, uma vez que estas sdo facilmente extraidas e em elevados

teores. Estas enzimas podem ser utilizadas em meios aquosos, em solventes organicos e nas
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interfaces entre estes dois meios, além destes aspectos estas enzimas apresentam

quimiosseletividade, regiosseletividade e estereosseletividade (GUPTA, et al., 2013).

As lipases sdo enzimas que podem ser encontradas em animais, plantas e
microorganismos. As lipases atuam sobre os lipideos como biocatalisador de 6leos e gorduras,
produzindo acidos graxos e glicerol (VILLENEUVE, P. et al., 2000). As lipases possuem
atividade tanto hidrolitica quanto sintética, podendo ser utilizadas em reagdes de esterificacao
e transesterificagdo (alcodlise e acidolise) de biodiesel (SHAH, ef al., 2003). A Figura 3

apresenta diferentes reacdes utilizando a enzima como biocatalisador.

Figura 3. Reacdes utilizando a lipase como biocatalisador, em que R1, R2 e R3 séo cadeias carbonicas.
1. Hidrélise
R'COOR? + H,0 - R'COOH + R?OH
Ester Agua Acido Graxo Alcool
2.a Esterificagédo

R‘ICOOH + RZOH [ R1COOR? + HZO

Acido Graxo Alcool Ester Agua
2.b Interesterificacdo
Alcodlise
1 2 3 1 3 R?OH
R'COOR + R*OH —_— R'COOR +
Ester Alcool Ester Alcool
Acidolise ;
RICOOR? + RCOOH — = RCOOR?  + RCOOH
Ester Acido Graxo Ester Acido Graxo

Fonte: Adaptado de (GULDHE, et al., 2015).

A reagdo de hidrolise envolve ataque na ligagdo éster do triglicerideo na presenga de
moléculas de agua para produzir glicerol e acidos graxos. A reagdo de esterificacdo entre
alcoois polihidricos e acidos graxos livres ¢ a reagdo inversa da hidrolise do glicerideo
correspondente. O termo interesterificacdo refere-se a troca de radicais acil entre um éster e
um 4cido (acidolise), um éster e um dalcool (alcodlise) ou um éster e outro éster
(transesterificacdo). Nessas reagdes, o triglicerideo reage com um 4cido graxo, um alcool ou
outro éster, resultando em um rearranjo dos grupos de acidos graxos do triglicerideo de forma
a produzir-se um novo triglicerideo. O rearranjo ¢ o resultado de reagdes concorrentes de

hidrolise e esterificacao (OLIVEIRA, et al., 2000).
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As lipases apresentam diversas propriedades e eficiéncia catalitica. Em reacdes de
transesterificagdo, as lipases podem converter efetivamente triglicerideos em 4acidos graxos,
tendo interesse na producdo de biodiesel (GULDHE, et al., 2015). O rendimento do biodiesel
depende de alguns fatores como: a fonte da lipase, técnicas de aplicagdo, aceitador de acila,
temperatura, tipo de solvente, e razdo molar de alcool para o6leo (LI, et al., 2009; GOG, et al.,

2012).

Neste trabalho, o oleato de metila foi produzido por esterificagdo do acido oleico,
conforme reagdo geral apresentada na Figura 4. Desta forma, a atividade da enzima foi

testada para reacdo de esterificacdo (SILVA et al., 2017, LOPEZ, et al., 2015).

° ~ . ~ 1 . A e
Figura 4. Reacdo de esterificagdo, em que R’ referente a cadeias carbdnicas.

0
0
T 1 esterificario
/\/\/VWWJOH 4+ HO—R S CC/\/\:\J\U/ + H,O
Acido Oleico Metanol Oleato de Metila Agua

Fonte: O autor.

A reacdo de esterificacdo ocorre entre um acido e um alcool, gerando éster e agua.
Esta reacao ¢ reversivel, onde um éster em meio basico sofre hidrélise. No entanto, a reacao
inversa ¢ mais lenta. (LOTERO, et al, 2005). Neste trabalho, os reagentes foram o acido
oleico e o metanol, utilizando a lipase como biocatalizador.

Diante dos aspectos apresentados, neste trabalho foi desenvolvido um suporte a partir

do octanoato de celulose para imobilizagdo de lipases visando a produ¢do de biodiesel.



20

2 OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi desenvolver sistemas estaveis carreadores da

enzima lipase para emprego em producdo de biodiesel a partir do octanoato de celulose

obtido da celulose microcristalina.

De forma a cumprir este objetivo geral, foram estabelecidos como objetivos especificos:

i)

ii)

vi)

Estudar uma rota sintética adequada para a produ¢do do octanoato de celulose
a partir da celulose microcristalina;

Caracterizar os materiais produzidos por a) Espectroscopia na Regido do
Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR, do inglés “Fourier
Transform Infrared Spectroscopy’); b) Microscopia Eletronica por Varredura
(MEV); ¢) Termogravimetria (TGA, do inglés “Thermogravimetry”),
d) Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC, do
inglés “Differential Scanning Calorimeter”); e) Determinagdo do Grau de
substituicdo (GS); f) Ressonancia Magnética Nuclear (RMN de 'H e °C);
Empregar o octanoato de celulose obtido na producao de filmes;

Produzir filmes a partir do octanoato de celulose com a enzima lipase
imobilizada;

Otimizar as condigdes para reacdes de esterificacdo do acido oleico com as
enzimas lipases livres.

Aplicar as condigdes reacionais otimizadas para as lipases livres a reagdes de
esterificagdo de acido oleico com lipases imobilizadas no filme de octanoato de

celulose.
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3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1 Producido do octanoato de celulose a partir da reacido de modificacdo da celulose
microcristalina

Etapa 1.1: Producdo do octanoato de celulose (OC)

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL foram adicionados 0,5 g de celulose
microcristalina (CMC) e 12,5 mL de tolueno, ambos reagentes adquidos pela Synth. A
celulose foi dispersa em tolueno através de agitacdo magnética por 30 min a 60 °C. Ainda
sob agitacdo, foram adicionados a mistura, gota a gota, 12,5 mL da solucdo de tolueno e
2,0 mL de cloreto de octanoila da marca Acros Organics. Em seguida, foram adicionados a
solugdo resultante, 2,5 mL de piridina (Synth) e mantida a agitagdo constante durante 3 h a
temperatura de 60 °C. Todo o experimento foi realizado sob um sistema de refluxo.

Apo6s o periodo de reagdo, o aquecimento e o agitador magnético foram desligados.
Esperou-se até que a mistura atingisse a temperatura ambiente (27° C) e o precipitado foi
lavado com etanol (Synth), transferido para 4 tubos de ensaio e levados a uma centrifuga da
marca Nova Instruments, para separacdo do produto a uma velocidade de 2000 rpm por
10 min. O precipitado foi transferido para uma placa de Petri, sendo levado para a estufa a
50 °C, durante 12 h. Em seguida, o material sintetizado foi pesado, identificado como OCl e,

posteriormente, caracterizado.

Etapa 1.2: Segunda reacao de modificacao do octanoato de celulose

Partindo-se da mesma metodologia utilizada na Etapa 1.1, foi realizada uma segunda
reacdo de modificagdo do octanoato de celulose a partir de aproximadamente 2,0 g do
octanoato de celulose produzido na Etapa 1.1 (OCI). O material sintetizado foi pesado,
identificado como OC2 e, posteriormente, caracterizado.

A representacdo esquematica do procedimento experimental realizado nas duas etapas

de sintese do octanoato de celulose esta apresentado na Figura 5.
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Figura 5. Sintese do octanoato de celulose a partir da reacdo da CMC com cloreto de octanoila (CO).
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Fonte: O autor.

3.2 Teste de Solubilidade do Octanoato de Celulose

O teste de solubilidade foi realizado utilizando-se 0,01 g de OC em 10 mL dos
solventes: (1) diclorometano (Vetec), (2) tolueno (Synth) e (3) tetrahidrofurano (THF)
(Vetec). As misturas foram submetidas a agitacdo constante em um agitador magnético por
30 min. Para fins quantitativos, também foi realizado o teste de solubilidade por filtragao a
vacuo, utilizando-se um funil de placa sinterizada niimero 4, que foi limpo, seco em estufa e
pesado antes e apos a filtragdo a vacuo de cada uma das misturas resultantes. A diferenga de

massa obtida foi utilizada para avaliar quanto do polimero havia se solubilizado.

3.3 Caracterizacao por Espectroscopia na Regido do Infravermelho (FTIR)

Os espectros de absor¢do na regido do infravermelho para cada amostra foram obtidos
em um espectrometro da marca Agilent Technologies, Modelo Cary 630 FTIR, com cristal de
ATR (do inglés, Attenuated Total Reflectance) através da adicdo das amostras diretamente
sob o cristal e realizacdo de 140 varreduras com resolu¢io de 4 cm’™, apds coleta de

140 varreduras de plano de fundo, na regido de 4000 a 500 cm™. As analises foram realizadas
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no Laboratorio de Equipamentos Multiusudrios da Universidade Federal de Uberlandia,
Campus Pontal - LEMUP, obtidos com recursos da FINEP/2010 e 2013
(INFR1301.13.0371.00).

3.4 Determinacio quimica do grau de substituicao (GS) do OC

Em um erlenmeyer de 125 mL foi adicionado 0,1 g de octanoato de celulose, 5 mL de
uma solugo padronizada de NaOH a 0,25 mol L™ ¢ 5 mL de etanol. A mistura permaneceu
em repouso por 24 h. Posteriormente, foram adicionados 10 mL de solugdo padronizada de
HCl a 0,25 mol L™ deixando-a em repouso por mais 30 min. Entdo, a solugdo foi titulada
com a soluc¢do padronizada de NaOH a 0,25 mol L™, utilizando a solugdo de fenolftaleina a

1,0 % m/v como indicador.

3.5 Caracterizacgao por Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A caracterizagdo estrutural do octanoato de celulose para confirmagao da modificacao
da celulose foi realizada por ressonancia magnética nuclear (RMN) de 'H e de °C em um
espectrometro Bruker Ascend™ 400 (400 MHz) (Karlsruhe, Alemanha). As amostras foram
preparadas pela dissolugdo de 20 mg do OC, previamente seco, em 0,5 mL de CDCl;. Os
deslocamentos quimicos do espectro de RMN de 'H e de "*C foram definidos pelo sinal do
tetrametilsilano (TMS) em 0 (zero) ppm. O espectro unidimensional de RMN de 'H e de e
de °C foi realizado a a temperatura ambiente (27 °C) com um tempo de espera entre cada
aquisicao de 2 s, aquisicdo de 128 transientes em uma janela espectral de 16 ppm e 32k de

namero de pontos. Esta medida foi realizada no Laboratério Multiusuarios do IQ/UFU.
3.6 Caracterizacio por Analise Termogravimétrica (TGA)

As Analises Termogravimétricas foram realizadas em um Analisador Térmico, modelo
TGASS, da TA Instruments. Em cada ensaio, cerca de 5 mg do material foram aquecidos em
porta amostra de platina de 25 até 600 °C, na razio de aquecimento de 10 °C min™', sob
atmosfera de nitrogénio em fluxo de 60 cm’ min". As curvas de DTG (Termogravimetria
Derivada, do inglés “Derivative Thermogravimetry”) foram obtidas a partir do tratamento
grafico de primeira derivada das curvas TGA em software de tratamento grafico. Os ensaios

foram realizados no no Laboratorio de Equipamentos Multiusudrios da Universidade Federal
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de Uberlandia, Campus Pontal — LEMUP, obtidos com recursos da FINEP/2010 e 2013
(INFR1301.13.0371.00).

3.7 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

Os experimentos foram realizados em um Calorimetro Exploratério Diferencial,
modelo DSC25, da TA Instruments. Foram utilizados porta amostras padrao de aluminio com
tampa, em que cerca de 3 mg do material foram aquecidos de -90 a 250 °C para registro de
uma primeira varredura. Apos a primeira varredura, o equipamento foi resfriado a temperatura
de -90 °C por um sistema de resfriamento RCS120 e submetido a novo aquecimento de -90 a
250 °C para registro de uma segunda varredura. As amostras foram analisadas na taxa de
aquecimento de 10 °C min™' em atmosfera de nitrogénio em fluxo de 50 cm® min™. Os ensaios
foram realizados no Laboratorio de Equipamentos Multiusuérios da Universidade Federal de
Uberlandia, Campus Pontal — LEMUP, obtidos com recursos da FINEP/2010 e 2013
(INFR1301.13.0371.00).

3.8 Preparo do filme padrao de OC

Em um sistema de refluxo, foram adicionados 0,5 g de octanoato de celulose € 35 mL
de tolueno, sendo submetidos a agitacdo constante e aquecidos a 45 °C, até a completa
dissolucao do so6lido. A mistura foi transferida para uma placa de Petri ¢ mantida em repouso
por 72 h, de forma a garantir que todo o solvente fosse evaporado. O filme produzido foi
pesado e caracterizado. A representacdo esquematica do procedimento experimental utilizado

na formacao do filme esta apresentada na Figura 6.

Figura 6. Preparo do filme padrao de OC.
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Fonte: O autor.
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3.9 Caracterizaciao por Microscopia Eletronica por Varredura (MEYV)

O filme foi metalizado com uma fina camada de ouro em uma Metalizadora para
carbono ¢ ouro modelo Quorum QR 150ES e analisadas quanto a superficie e seccdo
transversal da membrana em um Microscopio Eletronico de Varredura modelo VEGA3,
TESCAN, operando a 10 kV. Os ensaios foram realizados no Laboratorio Multiusuarios do

Instituto de Quimica da Universidade Federal de Uberlandia (IQ-UFU).

3.10 Producio de biodiesel por esterificacio utilizando enzimas livres

A fim de determinar a melhor condicdo para a producdo de biodiesel utilizando um
suporte para enzimas, inicialmente foram realizados testes com enzimas livres, a partir de uma
selecdo de varidveis em uma matriz, mantendo o acido oleico (AO) em uma quantidade fixa

de 5 g e temperatura também fixa de 45 °C. As varidveis estdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1. Selegdo de variaveis/niveis em uma matriz, visando a melhor condigdo para a produgdo de
biodiesel. (A) volume de metanol em mL; (B) massa de enzima em g e (C) volume de agua em mL.

Variaveis/Niveis -1 0 +1
A 15,0 17,5 20,0
B 0,2 0,6 1,0
C 0,4 1,2 2,0

A partir dos valores apresentados na Tabela 1, foi realizado um planejamento fatorial

2%, de acordo com a matriz de experimentos apresentada na Tabela 2.

Tabela 2. Série de experimentos em diferentes proporgoes.

Experimento A B C
1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1
3 -1 +1 -1
4 +1 +1 -1
5 -1 -1 +1
6 +1 -1 +1
7 -1 +1 +1
8 +1 +1 +1

Os experimentos apresentados na Tabela 2, foram realizados em baldo de fundo
redondo acoplado a um sistema de refluxo, sendo adicionadas as quantidades estipuladas no
planejamento e submetidas a pré-incuba¢do por 30 min sob agitacdo magnética. Apds a

pré-incubacdo, foi adicionado 1 mL de metanol, mantendo a agitagdo por mais 30 min. Em
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seguida, foram feitas adicdes de 2 mL de metanol a cada 1 h até que fosse atingido o volume
de metanol estabelecido para cada experimento. A representagdo esquematica do

procedimento experimental realizado na producao de biodiesel esta apresentada na Figura 7.

Figura 7. Produgdo de biodiesel.
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De acordo com os valores apresentados na Tabela 1, também foram realizados os
experimentos 9, 10 e 11, em triplicata em valores intermediarios aos definidos, seguindo o
mesmo procedimento de temperatura e tempo de pré-incubacao descrito anteriormente.

O planejamento de experimentos foi completado com a realizacdo de um planejamento

axial. Assim, foram realizados 6 experimentos adicionais, como indicado na Tabela 3.

Tabela 3. Série de experimentos com 3 variaveis em 2 niveis cada.

Experimento A B C
12 -1,73 0 0
13 +1,73 0 0
14 0 -1,73 0
15 0 +1,73 0
16 0 0 -1,73
17 0 0 +1,73
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Os experimentos apresentados na Tabela 3, também foram realizados seguindo o
mesmo procedimento de temperatura e tempo de pré-incubagdo, como descrito anteriormente.
As condi¢des otimizadas foram utilizadas para realizar a conversio do AO em biodiesel,
utilizando-se o filme de octanoato de celulose como suporte para enzimas. A quantidade de

enzima imobilizada também foi determinada pelo planejamento experimental.

3.11 Imobilizacdo da enzima em filme de OC e producio de biodiesel por esterificacio

utilizando o suporte para enzimas

Para o preparo deste filme, foi realizado o mesmo procedimento do item 3.8, sendo
adicionados 2 g de octanoato de celulose, 1,0 g da enzima lipase fornecida pela Prozyn
Lipomax 500, e 60 mL de tolueno. A produgao de biodiesel foi realizada seguindo o mesmo

procedimento do item 3.10, a partir da melhor condicdo definida experimentalmente.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Producido do octanoato de celulose a partir da reacdo de modificacio da celulose
microcristalina

O Octanoato de Celulose (OC) ¢ um derivado de celulose geralmente produzido
através de uma rota homogénea pela dissolu¢do da celulose no sistema solvente cloreto de
litio/dimetilacetamida. Neste trabalho, o octanoato de celulose foi produzido por meio de uma
rota heterogénea, na qual a celulose ndo ¢ dissolvida no meio, sendo dispersa em um solvente
que ndo dissolve o material de partida, mas ¢ capaz de solubilizar o produto da reagdo se o
grau de substitui¢do for moderado a elevado e a distribuicdo dos grupos substituintes na cadeia
celuldsica for relativamente uniforme. Na sintese da Etapa 1.1, foi obtido um sélido na forma

de um po branco, como pode ser observado na Figura 8.

Figura 8. Produto da sintese de octanoato de celulose (OC1).

Fonte: O autor.

O produto obtido na sintese da Etapa 1.1, denominado OC1, foi submetido a testes de
solubilidade, caracterizado por FTIR, TGA e DSC. Posteriomente, a amostra OC1 foi entdo
submetida a uma nova sintese, conforme descrito na Etapa 1.2, no intuito de modificar ainda

mais a celulose, denominado OC2.

4.2 Teste de Solubilidade do Octanoato de Celulose

No teste de solubilidade foram avaliados o aspecto visual das dispersdes e a
quantidade de soluto dissolvido por volume dos solventes diclorometano, tolueno e
tetrahidrofurano, respectivamente. Para a dispersdo do polimero em diclorometano nio foi
observada a solubilizacio de ambas amostras OCl e OC2, observa-se uma suspensao

esbranquicada. No caso do tolueno, observou-se para a amostra OC1 uma dispersao turva com
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poucas particulas em suspensdo. Para a amostra OC2, no mesmo solvente, observou-se uma
solucdo limpida e viscosa, com poucas particulas. Isto mostra que a amostra OC2 apresenta
maior solubilidade neste solvente. Para o tetrahidrofurano (THF) a amostra OC1, apresentou
muitas particulas em suspensdo, sendo uma solu¢do turva indicando baixa solubilidade do
polimero. Ja a amostra OC2 apresentou poucas particulas em suspensdo, sendo mais solivel
que a primeira.

O teste de solubilidade quantitativo foi realizado por filtragdo a vacuo do material
solido remanescente. Neste teste, foram adicionados 0,01 g de octanoato de celulose em
10 mL dos solventes: diclorometano, tolueno ¢ THF. Os resultados encontrados estdo

apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Porcentagem (%) de OClI e OC2 dissolvidas nos  solventes:
(1) diclorometano; (2) tolueno; e (3) THF.

Solvente 0OC1 (%) 0C2 (%)
Diclorometano 35,294 43,119
Tolueno 98,530 84,460
Tetrahidrofurano 8,696 49,655

Desta forma, de acordo com os resultados indicados na Tabela 4, foi possivel observar
que o tolueno ¢ o melhor solvente para o polimero OC, particularmente a amostra OC2, que
apresenta maior modificacdo quimica, conforme sera confirmado nos ensaios posteriores.
Assim, definiu-se o tolueno como solvente a ser empregado para a formagao do filme padrao
de OC2 e do filme contendo a enzima lipase.

Sabe-se da literatura que o derivado celuldésico OC apresenta esta solubilidade em
tolueno e, portanto, ha indicios de que a metodologia de sintese utilizada foi satisfatoria para a
modificagdo da CMC, ainda mais quando se considera que a sintese se deu por via
heterogénea. Outras técnicas de caracterizacdo foram empregadas para confirmar a producao

do OC e seus resultados estdo apresentados nos proximos itens.

4.3 Espectroscopia na Regido do Infravermelho

As amostras do reagente cloreto de octanoila (CO), da celulose microcristalina (CMC)
e das celuloses modificadas (OC1 e OC2), foram entdo submetidas a espectroscopia de
absorc¢do no infravermelho (FTIR). Os espectros de absor¢do em funcdo do nimero de onda

estdo indicados na Figura 9 e as atribui¢des das principais bandas estdo descritas na Tabela 5.
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Figura 9. Espectro de absor¢ao do cloreto de octanoila (CO), octanoato de celulose (OC1 e OC2) e da
celulose microcristalina (CMC).
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Dentre os resultados apresentados na Figura 9 e na Tabela 5, destacam-se as bandas
dos estiramentos O-H em 3319 cm’l, atribuidas as hidroxilas da estrutura da celulose, que
apresentam uma mudang¢a no seu formato e na sua intensidade relativa as bandas em
aproximadamente em 2923 cm’, que podem ser atribuidas ao estiramento

Csp3-H presente tanto na CMC quanto na OC.

Tabela 5. Principais bandas de absor¢do na regido do Infravermelho da Celulose Microcristalina
(CMC) e do Octanoato de Celulose (OC1 e OC2).

Nimero de Onda (cm'l) Assinatura
oC CO CMC
3319 - 3319  O-H estiramento da ligagao
1741 1741 - Estiramento C=0
1629 ------ 1628  Deformacdo angular da molécula de H,O
2923 2923 2923  Estiramento C-H
1022 ————-- 1022  Estiramento C—O e deformacdao C-O

Esta mudanga de perfil pode indicar um aumento na quantidade de Cg:3H, ja que
durante a sintese estdo sendo adicionadas as cadeias de 8 carbonos, presentes nos grupos
octanoato, as hidroxilas livres da CMC. Esta banda O-H em 3319 cm™ e a banda que aparece

em 1628 cm™ para o espectro da CMC também estio relacionadas a contribuigdo da agua que
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pode estar adsorvida na CMC e, que ao ocorrer a modificacdo desta para OC, se torna mais
hidrofobica e com isso diminuem suas intensidades. Para OC2, de fato a banda em 1628 cm’!
chega a desaparecer. (GUO, et al. 2012).

Tém-se ainda as bandas em 1741 cm™ que podem ser atribuidas ao grupo C=0O de éster
do OC e que estdo ausentes na CMC. Outro fator importante relacionado a estas ultimas € que
estas estdo deslocadas em relagdo ao grupo C=0O do CO e, assim, fornecem mais uma
evidéncia de que o polimero OC foi produzido com sucesso, ja que no OC o carbono do grupo
C=0 j4 nao estd mais ligado ao cloro do cloreto de octanoila e sim aos oxigénios da estrutura
celuldsica.

A partir dos dados de infravermelho, pode-se observar que, juntamente aos testes de

solubilidade, h4d mais uma evidéncia de que as sinteses do polimero OC foram satisfatorias.

4.4 Determinacao quimica do grau de substituicao (GS) do OC

Uma forma de confirmar e quantificar a modificacdo quimica da celulose na sintese do
OC e ainda determinar o grau de substituicdo (GS) alcancado € pela determinagdo quimica do
GS do produto obtido. Este GS ¢ definido como o niimero médio de grupos hidroxila que
foram substituidos por grupos de carbono da cadeia polimérica e pode variar de 0 (para a
celulose) a 3 (para o octanoato de celulose trissubstituido). Para os polimeros produzidos neste
trabalho, o GS médio obtido pela técnica de determinagdo quimica foi de (0,67+0,07) para
OCl1 e de (0,23+0,02) para OC2. Este resultado foi de um baixo grau médio de substitui¢ao e
nao ¢ condizente com o nivel de modificagdo observada nos espectros de FTIR. Este resultado
pode ser explicado pelo fato que as amostras apresentam pouca uniformidade entre a fragao do
material que apresenta maior modificagdo ¢ o material pouco substituido, sendo dificil a
determinacdo do grau de substituicdo por essa técnica sem fazer uma separa¢do das duas
fracoes.

Uma alternativa que poderia fornecer um melhor resultado seria repetir a analise para
somente as porc¢des soluveis em tolueno, de forma a garantir que se analisasse somente 0s
produtos realmente modificados. Porém, preferiu-se tratar esta investigacdo por outro método,
utilizando-se o RMN de 'H e "C que serviu também para caracterizar os materiais

produzidos.
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4.5 Espectroscopia de Ressonincia Magnética Nuclear

A informacao estrutural dos produtos obtidos nas sinteses do octanoato de celulose
OC1 e OC2 foram medidas por RMN de 'H ¢ estdo apresentados na Figura 11. A estrutura do
OC ¢ apresentada novamente na Figura 10 de forma a facilitar a identificagdo dos picos

interpretados.

Figura 10. Representagdo da estrutura quimica do octanoato de celulose (OC) para identificacdo dos
picos em RMN de 'H.

Fonte: Adaptado da referéncia (WANG, et al., 1994).

Figura 11. RMN 'H do octanoato de celulose (a) da amostra OC1; ¢ (b) da amostra OC2.

™S

(a) (b) i

codl, D

| ™S

I o (Ddl;

Cadeia Celuldsica
Cadela Celuldsica A

Uma anélise comparada com o trabalho de Hu et al. foi empregada para identificar os
deslocamentos nos RMNs de 'H para OC1 e OC2. Tanto para OCl quanto para OC2,
observa-se picos entre 3,25 e 5,75 ppm aos quais os autores associam aos hidrogénios da
cadeia celulosica. Destacam-se ainda os picos em cerca de 0,85 ppm que € associado ao grupo
CH; (D da Figura 10) terminal do octanoato que por estar mais desblindado mais deslocado

para um baixo campo. Os picos em cerca de 1,2 ppm se devem aos grupos CH; vizinhos aos



33

CHs. Estes sinais sdo seguidos por outros em aproximadamente 1,6 ppm e referem-se aos
grupos CH; (C) mais internos do octanoato. Finalmente, os picos em 2,3 ppm referem-se ao
grupo CH, que esta mais proximo da carbonila do octanoato e, assim, estd deslocado para
campo mais alto do que os grupos CH; internos.

Além de confirmar a sintese do OC, estes RMNs de 'H permitiram que fosse

empregada a Equacdo 1 para que calcular os GS de ambos OC1 e OC2, de acordo com

(HUANG, et al., 2011).

GS = ctaneato] Equagio 1
ocC q

Leelulose %3

Em que, loctanoato € 0 valor da integral para o sinal do grupo CHj3 do octanoato; Ieeilose €
o valor da integral para o sinal da celulose; GSoc ¢ o grau de substituigdo dos grupos
octanoato. A partir desta Equacdo 1 e dos valores das integrais correspondentes a estes picos
nos RMNs de lH, calculou-se um GSoc; (GS para OC1) igual a 1,23 ¢ um GSpc2 (GS para
0C2) igual a 2,20. Apesar, destes valores diferirem bastante dos encontrados pelo método de
determinagdo quimica ((0,67+0,07) e (0,23+0,02), respectivamente) na metodologia utilizada
neste trabalho, apresentam um GS mais condizente com as modificacdes observadas nos
espectros de FTIR, nos testes de solubilidade e nos proprios espectros de RMN de 'H, sendo,
portanto, considerados como os valores reais de GS alcangados para os OCs produzidos neste
trabalho.

A informacao estrutural dos produtos obtidos nas sinteses do octanoato de celulose
OCI e OC2 foram medidas também por RMN de "*C ¢ estdo apresentados na Figura 13. A
estrutura do OC ¢ apresentada novamente na Figura 12 de forma a facilitar a identificagdo dos

picos interpretados.

Figura 12. Representagdo da estrutura quimica do octanoato de celulose (OC) para identificagdo dos
picos em RMN de "C.

lc8 913 C-14
0-C-CH,CH,CH,CH,CH,CH,CH,

m

Fonte: Adaptado da referéncia (WANG, et al., 1994).
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Figura 13. RMN de "C do octanoato de celulose (a) da amostra OC1; e (b) da amostra OC2.
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Observa-se na Figura 13, sinais em aproximadamente 15, 22 e 32 ppm que podem ser
associados aos grupos CHj3 (identificado como C14), CH; mais internos (identificados como
C9-13) e dos CH; (identificados como C8) vizinhos ao grupo C=0O e confirmam as
informacdes obtidas no RMN de 'H (WEI, et al. ¢ HU, et al.). Destaca-se a auséncia dos
sinais caracteristicos dos carbonos presentes na cadeia celuldsica e do carbono do grupo C=0,
estes podem estar indistinguiveis do sinal do ruido, uma vez que pela intensidade do sinal do
cloroférmio deuterado, nota-se que as amostras estdo bem diluidas e, assim, pode nao ter sido

suficiente para discriminar um sinal relevante para estes carbonos.

4.6 Analise Termogravimétrica

A estabilidade térmica dos derivados celuldsicos foi avaliada por analise
termogravimétrica e apresentada na Figura 14.

Observa-se pequena diminui¢do da temperatura de decomposicdo da celulose original
para as amostras modificadas, cerca de 299 °C para a CMC, 284 °C para a OCI e 275 °C para
a OC2. Este resultado pode estar relacionado ao processo de sintese que pode levar a redugdo
da massa molecular do derivado e reduzir a estabilidade térmica da celulose modificada.
Embora seja observada uma pequena alteragdo na temperatura de decomposicdo dos
derivados celuldsicos em comparacdo com a celulose microcristalina, a estabilidade térmica
dos derivados ainda ¢ bastante elevada para a aplicagdo/destinagdo da amostra na

imobilizagdo das enzimas ¢ reagdes de esterificagdo. Estas reagdes sdo realizadas em
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temperaturas que permitam a esterificacdo do 4cido oleico e a manutencdo da atividade

enzimatica do sistema enzima/polimero, ndo sendo superiores a 50 °C.

Figura 14. Curva termogravimétrica para a celulose original e para as amostras de octanoato de
celulose OC1 e OC2.
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Ainda ¢ importante ressaltar que o perfil da curva observada para a amostra OC2,
mostra nitidamente que esta amostra apresenta maior modificagdo quimica, uma vez que no
primeiro evento onde se observa para materiais celuldésicos menos modificados, a dessor¢ao

de 4gua adsorvida, ndo se observa este processo para a OC2.

4.7 Calorimetria Exploratoéria Diferencial

A calorimetria exploratoria diferencial permite avaliar os eventos térmicos associados
a mudanga no fluxo de calor que chega na amostra. Esta mudanga pode ser identificada como
uma alteragdo na linha de base, na qual o ponto de inflexdo pode estar associado a
temperatura de transi¢do vitrea dos polimeros, ou ao aparecimento de picos que podem ser
identificados como processos endotérmicos ou exotérmicos e podem ter a entalpia do
processo obtida. Neste caso, € possivel observar, processos fisicos e quimicos dos polimeros
avaliados. Neste trabalho, o perfil da curva calorimétrica também ¢ importante para identificar

as propriedades dos derivados celuldsicos produzidos.
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Na Figura 15 estdo apresentadas as curvas de DSC para as amostras OC1 e OC2 em

primeira varredura.

Figura 15. Curva de DSC para as amostras de octanoato de celulose OC1 e OC2.
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O DSC na Figura 15 apresenta um pequeno pico proximo a 75 °C, o pico em questao
pode estar associado a pequena fragdo do polimero quimicamente modificado que apresenta
cristalinidade, uma vez que a celulose nao apresenta pico de fusdo no DSC, sendo decomposta
antes de se fundir devido a forga das intera¢des intermoleculares nas regides cristalinas. A
posicdo e a entalpia associada aos picos de fusdo de derivados de celulosicos de cadeias
laterais longas depende do numero de atomo de carbonos nos grupos laterais e do grau de
substituicdo. Considerando estes aspectos, os derivados de celulose de cadeia longa precisam
ser investigados para avaliar o aparecimento deste evento. Outro aspecto importante ¢ que
ambas as amostras apresentam o pico na mesma regido, com pequenas diferengas no perfil,

que podem estar relacionadas ao menor grau de modificacdo da amostra OCI.

4.8 Preparo do filme padriao de OC

O filme padrao de OC produzido conforme metodologia descrita anteriormente, esta

apresentado na Figura 16.
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Figura 16. Filme padrao de Octanoato de Celulose.

Fonte: O autor.

Através da Figura 16, observa-se que aparentemente o filme ndo apresenta porosidade
e possui coloracdo transparente. Porém, uma analise mais detalhada foi realizada através da

sua caracterizagdo por MEV.

4.9 Microscopia Eletronica por Varredura

A morfologia da amostra foi avaliada por MEV, sendo as imagens obtidas para o filme
da superficie (x100), superficie (x1000), superficie (x10000) e da se¢do transversal em

ampliacdes (x500), (x5000) e (x1000), apresentadas na Figura 17.
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Figura 17. Imagens por MEV da superficie (a) (x100), superficie (b) (x1000), superficie (¢) (x10000)
e na regido fraturada em ampliagdes (d) (x500), (e) (x5000) e (f) (x1000) do filme padrao de OC.
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Fonte: O autor.

A partir das imagens por MEV apresentadas nas Figuras 17a-c, verifica-se que a
superficie da membrana ¢ continua e ndo apresenta poros aparentes, nas magnificagdes
obtidas. Nas imagens da se¢do transversal, nas Figuras 17d-f, ¢ possivel verificar que o
material apresenta reentrancias e densas camadas devido a superposicdo de cadeias

poliméricas durante a formagao da membrana, também sem poros aparentes.

4.10 Producio de biodiesel por esterificacdo utilizando enzimas livres

Previamente a utilizacdo do filme com as enzimas imobilizadas para a producao do
biodiesel, foram realizados experimentos de otimizagdo das condi¢cdes de reacdo das enzimas
livres para a producdo do biodiesel a partir do acido oleico, conforme as seguintes etapas:
(1) otimizacao do processo de sintese de biodiesel atraves da reagdo de esterificacdo do acido
oleico com metanol, empregando a enzima livre; e (2) uso do mesmo processo utilizando a
enzima imobilizada. Desta forma, foi montado um planejamento experimental com um ponto

central (de trés repeticdes) e composto por 3 varidveis em 2 niveis cada, cujo fator de
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resposta ¢ discutido a seguir.

Para a determinacao do fator de resposta, partiu-se do principio de que a produgdo do
biodiesel se da, nas condi¢cdes deste trabalho, por reagdes de esterificacdo do acido oleico,
conforme reagdo apresentada na Figura 4, e, portanto, podem ser acompanhadas por uma
técnica disponivel no LEMUP e caracterizada por ser uma analise rapida e eficiente de
monitoragdo da formacao dos ésteres metilicos, o FTIR.

O principio em que se baseia 0 acompanhamento da reacdo de esterificacdo do acido
oleico por FTIR ¢ que, este ao ser convertido a oleato de metila, leva a uma diminui¢do da
banda atribuida ao grupo hidroxila de acido carboxilico € ao deslocamento da banda de
carbonila para maiores nimeros de onda, devido a formagdo da ligacdo éster do oleato de
metila. Sendo assim, a Figura 18 apresenta o espectro por FTIR do AO antes das reacdes de
esterificacdo e que serviu para determinacdo da posicao inicial da banda da carbonila do

grupo acido carboxilico.

Figura 18. Espectro na regido do Infravermelho (FTIR) do acido oleico (AO) puro com banda intensa
em 1709 cm™ e espectro do experimento com a melhor conversio.

1709

1743

Absorbancia (u.a.)

1 1 1
1800 1750 1700 1650 1600

Numero de Onda (cm'l)

A partir da Figura 18, destaca-se a presenca de uma banda intensa em
~1710 cm™ atribuida ao estiramento da ligagio (C=0) do grupo carbonila de acido
carboxilico, cujo deslocamento e intensidade foram acompanhados durante as reagdes de
producdo do biodiesel. Para tanto, retirou-se a razdo entre a intensidade da banda de
carbonila do acido carboxilico (AO) e a da banda de carbonila do éster (oleato de metila) em

~1745 cm™ para obtengdo do fator de resposta empregado nos experimentos de otimizagdes.
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De acordo com a Tabela 2, apresentada no item 3.10, foi realizado um planejamento
fatorial 2°, de acordo com a matriz de experimentos que consistiam o planejamento
experimental montado e cujos espectros por FTIR dos produtos das reagdes estdo

apresentados na Figura 19.

Figura 19. Acompanhamento das reagdes de esterificagdo do acido oleico por FTIR para a matriz de
experimentos do planejamento fatorial 2°.
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Como visto na Figura 19, hd uma diminuicao na intensidade da banda caracteristica do
AO em ~1710 cm™ e o surgimento de uma banda em ~1745 cm™ caracteristica do oleato de
metila para quase todos os experimentos realizados, indicando ja previamente uma relacao
entre as variaveis e os niveis investigados.

Em seguida, foi calculada a razdo entre as bandas das absorbancias e os resultados

destes fatores de resposta estdao apresentados na Tabela 6.

Tabela 6. Razio entre as bandas das absorbancias para a matriz de experimentos.

Experimento A1743 (cm’l) / A1799 (cm'l)
0,34
0,26
0,89
0,21
0
0,30
0,41
0,63

R I NN AW -
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De posse destes resultados, passou-se para a realizacdo e andlise dos experimentos
9,10 e 11, que consistiram em uma triplicata em valores intermedidrios aos definidos. Pelos
dados da Tabela 1, para estes experimentos foram utilizados 17,5 mL de metanol, 0,6 g de
enzima e 1,2 mL de 4gua em cada uma das réplicas. Os espectros FTIR dos produtos de cada

um destes experimentos estdo apresentados na Figura 20.

Figura 20. Acompanhamento das reagoes de esterificagdo do acido oleico por FTIR para triplicata em
valores intermediarios aos definidos no planejamento experimental.
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A partir da Figura 20, foram calculados os fatores de resposta para os experimentos do

ponto central, como apresentado na Tabela 7.

Tabela 7. Razdo entre as bandas das absorbancias para a segunda série de experimentos.

Experimento A1745 (cm-l)/ A1709 (cm-l) RSD (%)
9 0,30
10 0,24 29,17
11 0,17

Os resultados dos fatores de resposta apresentados nas Tabelas 6 e 7, foram reservados
para posterior aplicagdo em graficos de superficie de resposta.

Em seguida, para quantificar otimizar a influéncia das varidveis mais significativas
sobre o fator de resposta, o planejamento de experimentos foi completado com a realizagdo de
um planejamento axial. Assim, foram realizados 6 experimentos adicionais, como indicado na
Tabela 3 (do item 3.10 do Procedimento Experimental) e cujos espectros FTIR dos produtos

destas reagdes estdo apresentados na Figura 21.
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Figura 21. Acompanhamento das reagdes de esterificagdo do acido oleico por FTIR para os
experimentos do planejamento axial.
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Para estes espectros, como para os anteriores, calcularam-se os fatores de resposta pela
razao entre a banda do acido carboxilico do AO e a banda do éster oleato de metila. Os

resultados seguem apresentados na Tabela 8.

Tabela 8. Razio entre as bandas das absorbancias para a terceira série de experimentos.

Experimento A1745 (em-1) / A1709 (em-1)
12 0,28
13 0,32
14 0,56
15 0,15
16 0,35
17 0,20

Em seguida, os dados obtidos de razdo entre as bandas das absorbancias foram

utilizados para calcular o efeito de cada variavel, de acordo com a Equagao 2.
Ef,= R, — R_ (Equacdo 2)
Em que Ef representa o efeito das varidveis A, B ou C e R: e R. sdo as médias da

razdo entre os picos no nivel (+) e no nivel (-), respectivamente. Os resultados obtidos pela

Equacdo 2 estdo apresentados na Tabela 9.
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Tabela 9. Efeito das variaveis A, B e C.
Variavel A B C
Efeito -0,07 +0,32 -0,09

Sabendo-se da Tabela 1 (do item 3.10 do Procedimento Experimental) que as varidveis
A, B e C s3o as quantidades de metanol, enzima e agua, respectivamente, ¢ a partir dos
resultados apresentados na Tabela 9, observa-se que tanto o metanol quanto a agua
apresentam valores negativos e ja a enzima apresenta um valor de efeito de resposta positivo e
maior que as demais variaveis e, portanto, tem um efeito maior na reagdo de producdo de
biodiesel.

Posteriormente, foram realizadas analises tridimensionais das variaveis A e B,
A e C, e B e C, como indicadas nas Figuras 22, 23 e 24, respectivamente, utilizando-se os
dados das Tabelas 6, 7 e 8, onde em cada grafico foi obtida uma superficie de resposta em

porcentagem relativa da razao das absorbancias nos dois comprimentos de onda avaliados.

Figura 22. Superficie de resposta em % das variaveis A(Vol MeOH) e B(massa de Enzima).

% =27,2 - 1,2*Viteon + 3,8%Men, + 2,6%V seom - 8,5* Vieon* Men, + 4,5%m’ep,

% relativa A(1743 cm™/1709 em™)
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Figura 23. Superficie de resposta em % das variaveis A(Vol MeOH) e C(Vol agua).

% =30,8 - 1,2*Vpeon - 4,4*Vipo + 1,8*V2Me0H + 16*Vmeon™Vhao +0,9*V2Hzo

% relativa A(1743 ecm™/1709 cmi')

Figura 24. Superficie de resposta em % das variaveis B(massa de Enzima) e C(Vol dgua).

% = 28,3 + 3,8*Men, - 4,4* V0 + 4,2*M’ e, + 3,0*Men,*Vigo + 1,5%V250

9% relativa A(1743 em™/1709 em™)

massa Enzima
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Analisando as Figuras 22-24, ¢ possivel observar tridimensionalmente os efeitos das
variaveis A(Vol MeOH), B(massa de Enzima) e C(Vol 4gua) na produciao de biodiesel, em
termos de porcentagem relativa, onde X e Y wvariam de -1,73 a +1,73, e
Z varia de 0 a 100%. Em todos os casos, observa-se visualmente pela superficie de resposta
que os melhores resultados se ddo com menor volume de metanol e 4gua, € maior massa de
enzima, confirmando os resultados dos efeitos das variaveis A, B e C obtidos na Tabela 9.
Portanto, pode se dizer que a enzima apresenta um efeito consideravel na producao de
biodiesel.

Sendo assim, uma vez que ficou evidente o efeito da enzima na produ¢do do biodiesel
pela superficie de resposta das Figuras 22-24, adotou-se uma massa de enzima de 1,0 g (nivel
+1 neste planejamento, para esta variavel). No entanto, como pela Figura 22 a superficie de
resposta indica que quanto mais positiva a massa de enzima, mais negativo deve ser o volume
de metanol, adotou-se o volume de 15 mL de metanol por (nivel -1 neste planejamento, para
esta varidvel). Para a quantidade de 4gua, como pela Figura 24 um valor mais negativo do
volume de agua ainda ¢ capaz de dar uma razdo satisfatoria, desde que a quantidade de
enzima seja mais positiva, foi escolhido o volume de 0,4 mL e agua (nivel -1 neste

planejamento, para esta variavel).

4.11 Imobilizacdo da enzima em filme de OC

Apbs concluido o planejamento, definiu-se a massa de 1,0 g de enzima para
incorporagao no suporte polimérico do octanoato de celulose e o volume de 0,4 mL de agua
foi utilizado na pré-incubagdo. Durante a reagdo de producao do biodiesel a partir da massa
fixada de 0,5 g de 4cido oleico utilizando este filme, foi utilizado o volume definido de 15 mL
de metanol, adicionado em por¢des consecutivas e sob tempos regulares, como descrito no
item 3.10 do Procedimento Experimental. A fotografia do filme com a enzima imobilizada

utilizando o OC como suporte produzido esta indicada na Figura 25.
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Figura 25. Filme com a enzima imobilizada utilizando o OC2 como suporte.

Fonte: O autor.

Como pode ser observado na Figura 25, a imobilizacdo da enzima resultou em uma
mudanga na coloragdo do filme e pode indicar que, devido a metodologia empregada para
imobilizacdo da enzima, esta pode estar ocluida na estrutura do filme.

Os resultados dos experimentos com a enzima imobilizada no octanoato de celulose (i)
e, posteriormente, do reuso deste filme (r) também foram avaliados por FTIR e estdao

apresentados na Figura 26.

Figura 26. Espectro de absor¢do do experimento de imobilizacdo (i) e reuso (r).
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As razdes entre as bandas para as absorbancias para ambos experimentos estdo

apresentadas na Tabela 10.
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Tabela 10. Razio entre as bandas das absorbancias para os experimentos com o filme contendo
enzima imobilizada (i) e do filme ap6s o reuso (r).

Experimento A1743 (cm1)/ A1709 (em-1)
i 0,17
r 0,15

De acordo com os dados obtidos na Tabela 10, observa-se que houve conversdo do
¢ster em biodiesel, apesar de ter sido pouco eficiente. Sabendo que a oclusdo ¢ um método
que assegura a imobilizagdo, pode-se comparar que o valor de conversdo tanto da
imobiliza¢do quanto do reuso foram préximos, o que significa que ndo houve perda de enzima
durante a reagdao. Em contrapartida, a oclusdo pode ter resultado na diminui¢do da atividade
enzimatica pela indisponibilidade de alguns dos sitios ativos para fazer a reagdo de
esterificagdo, portanto era de se esperar um valor menor de conversdo em relagdo aos
experimentos utilizando-se a enzima livre.

Assim, considerando-se as condi¢des de imobilizagdo ressalta-se que o material se
apresenta bastante promissor para essas reagdes de esterificagdo do acido oleico e, portanto,
sugere-se a continuacdo de investigagdes no sentido de avaliar outros métodos de
imobilizagdo da enzima, bem como aplicar estes sistemas também a reagdes de

transesterificagdo a partir do 6leo de soja, por exemplo.
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5 CONCLUSAO

A partir dos resultados das caracterizagdes por FTIR, RMN de 'H e °C, TGA e DSC
pode-se afirmar que o polimero octanoato de celulose foi sintentizado com sucesso a partir da
CMC, em uma rota heterogénea, chegando a alcangar GS iguais a 1,23 e 2,20 para OC1 e OC2
respectivamente. O OC apresentou ainda propriedades interessantes para formacdo de filmes
identificadas pelos MEVs e capacidade de ocluir a enzima lipase, imobilizando-a.

Apos as otimizacdes das reagdes de esterificacdo do acido oleico pela enzima lipase
livre, através do emprego do planejamento experimental, foi possivel determinar a quantidade
de enzima a ser incorporada no filme de OC, bem como definir as melhores condicdes de
metanol e d4gua que garantissem as condicdes reacionais requeridas. Destaca-se também que a
técnica de FTIR se mostrou de grande valia para uma resposta rapida e eficiente para o
acompanhamento de todos os experimentos de produgdo do biodiesel.

Por fim, o sistema filme de OC/enzima lipase imobilizada se mostrou bastante
promissor para reagdes de esterificagdo do acido oleico ja que, apesar de uma baixa conversao
para a produg¢do do biodiesel, demonstrou estabilidade e potencial para reuso. Estudos
posteriores poderdo avaliar outros métodos de imobilizagdo das lipases e as melhores

condicdes para este processo visando garantir melhores resultados.
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