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RESUMO

TEIXEIRA, S. S. Desenvolvimento de biocatalisadores a base de lipase B de Candida
antarctica imobilizada em poli(estireno-co-divinilbenzeno) magnético para aplicacdo em
reacoes de esterificacdo. 2025. 139 f. Dissertagdo (Mestrado em Quimica) — Instituto de
Quimica, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2025.

Os biocatalisadores magnéticos combinam propriedades magnéticas a atividade
catalitica das enzimas o que viabiliza o desenvolvimento de biocatalisadores com facil
recuperagdo e reutilizagdo em reagdes de esterificagdo de relevancia industrial. Nesta
Dissertagdo, copolimeros de poli(estireno-co-divinilbenzeno) contendo magnetita foram
sintetizados por polimerizagdo em semissuspensdo aquosa. Estes copolimeros foram
empregados como suportes para a imobilizagdo de lipase B de Candida antarctica (CALB).
Diferentes dilui¢cdes em n-heptano (S1 =50 %, S2 =100 % e S3 = 150 %) foram empregados
na sintese destas particulas, a fim de variar a estrutura do suporte magnético e estudar a relagao
da morfologia dos suportes com os pardmetros de imobilizagdo e o desempenho dos
biocatalisadores. Os suportes magnéticos obtidos foram caracterizados por microscopia 6tica,
FTIR, TG-DTG, SEM-EDS, XRD, ASAP ¢ VSM. O suporte preparado com 100% de diluicao
em n-heptano (S2) foi o unico obtido com morfologia esférica e integridade das particulas. A
cinética de imobilizagdo foi acompanhada por meio da atividade hidrolitica (U/mL) e da
concentragdo de proteinas (mg/gsuporte) N0 sobrenadante. Nao foi possivel observar variagao do
rendimento de imobilizagdo dos biocatalisadores em fungdo da varia¢do do grau de diluicao.
Os biocatalisadores magnéticos obtidos (BioS1, BioS2 e BioS3) apresentaram conversdes de
oleato de etila 30,5+6,0; 63,0+10,8 e 66,0+5,2 %, respectivamente. Estudos de avaliagdo da
influéncia da temperatura e da influéncia do tamanho de cadeia carbonica dos 4cidos graxos na
esterificagdo foram conduzidos com o biocatalisador BioS2, obtido a partir do suporte S2, com
melhor integridade estrutural. BioS2 apresentou percentuais de conversdao do oleato de etila
maiores em todas as temperaturas avaliadas (30, 40, 50 e 60 °C), em comparagao a CALB livre,
sugerindo que o suporte conferiu maior estabilidade térmica as enzimas. O biocatalisador BioS2
apresentou maiores conversdes que a CALB livre nas reagdes de esterificagdo dos acidos
palmitico, estedrico e oleico. Porém, o percentual de conversdo em éster na reacdo de
esterificacdo do acido caprico foi maior para a CALB livre. Estes resultados sugerem que a
imobilizagdo favoreceu a conversdo em éster de dcidos graxos com maiores tamanhos de cadeia,
em comparacao a CALB livre. Foram conduzidos 5 ciclos de uso do biocatalisador magnético
Bi0S2, que manteve 50% do percentual de conversdo de oleato de etila inicial. Pode-se afirmar
que um novo biocatalisador magnético foi obtido a base de CALB imobilizada em poli(estireno-
co-divinilbenzeno) magnético e demonstrou ser adequado para reacdes de esterificagdo de
ésteres etilicos a partir de dcidos graxos alifaticos com diferentes tamanhos de cadeia carbonica.

Palavras-chave: biocatalisador magnético; polimero magnético; lipase imobilizada;
esterificacgao.



ABSTRACT

Teixeira, S. S. Development of biocatalysts based on lipase B from Candida antarctica
immobilized in magnetic poly(styrene-co-divinylbenzene) for application in
esterification reactions. 2025. 139 f. Dissertacdo (Mestrado em Quimica) — Instituto de
Quimica, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2025.

Magnetic biocatalysts combine magnetic properties with the catalytic activity of
enzymes, which enables the development of biocatalysts that are easy to recover and reuse
in esterification reactions of industrial relevance. In this Dissertation, poly(styrene-co-
divinylbenzene) copolymers containing magnetite were synthesized by polymerization in
aqueous semisuspension. These copolymers were used as supports for the immobilization
of Candida antarctica lipase B (CALB). Different dilutions in n-heptane (S1 = 50%, S2 =
100% and S3 = 150%) were used in the synthesis of these particles, in order to vary the
structure of the magnetic support and to study the relationship between the morphology of
the supports and the immobilization parameters and the performance of the biocatalysts.
The obtained magnetic supports were characterized by optical microscopy, FTIR, TG-DTG,
SEM-EDS, XRD, ASAP and VSM. The support prepared with 100% dilution in n-heptane
(S2) was the only one obtained with spherical morphology and particle integrity. The
immobilization kinetics were monitored by means of the hydrolytic activity (U/mL) and the
protein concentration (mg/gsupport) In the supernatant. It was not possible to observe any
variation in the immobilization yield of the biocatalysts as a function of the variation in the
degree of dilution. The magnetic biocatalysts obtained (BioS1, BioS2 and BioS3) presented
ethyl oleate conversions of 30,5+6,0; 63,0+10,8 and 66,0+5,2%, respectively. Studies
evaluating the influence of temperature and the influence of the carbon chain size of fatty
acids on esterification were conducted with the BioS2 biocatalyst, obtained from the S2
support, with better structural integrity. BioS2 presented higher ethyl oleate conversion
percentages at all temperatures evaluated (30, 40, 50 and 60 °C), compared to free CALB,
showing that the support conferred greater thermal stability to the enzymes. The biocatalyst
Bi0S2 showed higher conversions than free CALB in the esterification reactions of palmitic,
stearic and oleic acids. However, the percentage of conversion into ester in the esterification
reaction of capric acid was higher for free CALB. These results suggest that immobilization
favored the conversion into esters of fatty acids with larger chain sizes, compared to free
CALB. Five cycles of use of the magnetic biocatalyst BioS2 were conducted, which
maintained 50% of the initial ethyl oleate conversion percentage. It can be stated that a new
magnetic biocatalyst was obtained based on CALB immobilized in magnetic poly(styrene-
co-divinylbenzene) and demonstrated to be suitable for esterification reactions of ethyl
esters from aliphatic fatty acids with different carbon chain lengths.

Keywords: magnetic  biocatalyst; magnetic polymer; immobilized lipase;
esterification.
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INTRODUCAO

As enzimas sao biocatalisadores proteicos sintetizados por animais, vegetais e
microrganismos (Ndochinwa et al., 2024). As reagdes catalisadas por enzimas geram um grande
interesse comercial, pois atuam sob condi¢des operacionais mais brandas, possuem baixo tempo
de reacdo, baixo consumo de energia e menor producdo de residuos, em compara¢do aos
catalisadores convencionais (Khan er al, 2017). Além disso, apresentam também altas
atividade, seletividade e especificidade, com uma ampla faixa de substratos (Cao; Liu, 2009;

Koeller; Wong, 2001).

As lipases (triacilglicerol glicerol éster hidrolases EC 3.1.1.3) tém recebido especial
interesse industrial, pois catalisam a hidrélise de triglicerideos formados a partir de acidos
graxos de cadeia longa de diversos comprimentos de cadeia, liberando acidos graxos e alcoois
(glicerol). Em meios com pouca agua catalisam a reacdo inversa, de esterificacdo de acidos
graxos (Vadgama ef al., 2015). Além de catalisar reagdes como, interesterifica¢do (Jenab et al.,
2014), transesterifica¢do (Xu et al, 2018), aminolise (Mouad et al., 2016), glicolise (Castro;
Carniel, 2017), acidolise (Teceldo et al., 2012) e alcodlise (Valverde ef al., 2014). Apresentam
também relativa estabilidade operacional e, dentre suas caracteristicas mais importantes
comercialmente, possivel régio e estereoespecificidade, além de elevada enantiosseletividade

(Kapoor; Gupta, 2012).

O emprego das lipases em escala industrial possui alguns desafios como, a baixa
estabilidade operacional em condi¢des industriais, alto custo associado as enzimas e ndo
reutilizagdo do biocatalisador. No entanto, a imobilizagdo enzimdtica ¢ uma estratégia para
superar estas limitagdes (Cipolatti et al., 2019). As lipases imobilizadas sdo mais facilmente
recuperadas, diminuindo o risco de contaminacao do produto. Tornam-se reutilizaveis e podem
ser empregadas em processos reacionais continuos (Sheldon; Pelt, 2013). Além disso, diversas
propriedades enzimdticas podem ser melhoradas; como atividade, termoestabilidade e
estabilidade em solventes organicos, mesmo em pH adverso (Dong et al., 2024; Dos Santos et
al., 2017). Estas vantagens refletem na diminui¢do dos custos totais do processo de produgdo

favorecendo o emprego de lipases em processos industriais (Virgen-Ortiz et al., 2016).
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Os polimeros sintéticos magnéticos tém recebido destaque como suportes
enzimaticos, pois, geralmente, apresentam baixo custo, facil produg¢do e possibilidade de
manipulagdo de suas caracteristicas visando potencializar a interagao com a enzima (Del Arco
et al., 2021). Além disso, em funcdo de sua propriedade superparamagnética, apresentam uma
expressiva facilidade de recuperagcdo do meio reacional, reutilizagdo e possibilidade de agitagao
magnética, potencializando o desempenho operacional do biocatalisador (Thévenot et al.,
2013). A magnetita (Fe3O4) e maghemita (y-Fe2O3) destacam-se como as particulas magnéticas
mais empregadas para o desenvolvimento de biocatalisadores, pois apresentam facil preparo,

baixo custo, alta magnetizagdo de saturagdo e baixa coercitividade (Silva et al., 2022).

Embora muitos trabalhos na literatura tenham estudado diferentes matrizes para a
imobiliza¢do de enzimas, estudos ainda sdo necessarios para ampliar o progresso cientifico dos
biocatalisadores poliméricos magnéticos em busca de materiais com propriedades cada vez
melhores, que favoregam a estabilidade de lipases imobilizadas e possibilitem a geracdo de
biocatalisadores magnéticos capazes de serem empregados em diversas aplicagdes (Melo et al.,
2023). Os polimeros sintéticos magnéticos obtidos na presente Dissertacdo sdo uma alternativa
para o desenvolvimento de biocatalisadores aprimorados. Aspectos como porosidade, area
especifica e perfil magnético destes materiais serdo estudados a fim de avaliar a relacdo da
morfologia dos polimeros magnéticos com a imobilizac¢do da lipase B de Candida antarctica e
com o desempenho do biocatalisador. Assim, visando contribuir com o avango do

desenvolvimento da catalise enzimatica.
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1 OBJETIVOS

1.1 Objetivo geral

Desenvolvimento de um novo biocatalisador magnético a base de lipases B de
Candida antarctica imobilizada em suportes de poli(estireno-co-divinilbenzeno) magnéticos
com diferentes morfologias, estudo da relacdo entre a estrutura dos suportes com os parametros

de imobilizagdo ¢ avaliacdo do biocatalisador em reagdes de esterificagao.

1.2 Objetivos especificos

e Investigar a influéncia da morfologia dos suportes nos parametros de imobiliza¢ao;

e Estudar a influéncia da morfologia dos suportes no potencial dos biocatalisadores obtidos

na conversao de acidos graxos em ésteres;

e Avaliar a influéncia da temperatura nas reagdes de esterificagdo empregando o

biocatalisador obtido com melhor desempenho;

e Estudar a especificidade ao tamanho de cadeia carbdnica de 4cidos graxos alifaticos do

biocatalisador obtido com melhor desempenho, em comparagdo a enzima livre;

e Avaliar o reuso do biocatalisador magnético obtido com melhor desempenho.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Muitos biocatalisadores enzimaticos tém sido estudados, considerando sua
importancia na transi¢do para processos menos prejudiciais ao meio ambiente e eficientes nas
industrias modernas (Levy et al., 2025; Zhang et al., 2025 Parandi et al., 2023). Nesse sentido,
diversos materiais surgem como opg¢des para o desenvolvimento de suportes, como silica,
fibras, polimeros naturais, polimeros sintéticos, entre outros (Yin et al., 2025; Ribeiro et al.,
2022; Aziz et al., 2022; Sulman et al., 2022). Sabe-se que as caracteristicas do suporte afetam
diretamente as propriedades cataliticas das enzimas, além de influenciar sua estabilidade e

permitir seu reuso.

Embora ndo haja um consenso em relagdo ao melhor suporte para uma enzima, sabe-
se que muitos pardmetros morfoldgicos do suporte podem afetar o desempenho de um
biocatalisador em um sistema reacional. Parametros como area especifica, volume de poros e
didmetro de particulas sdo apenas alguns exemplos de caracteristicas do suporte que podem
influenciar no sistema enzima-substrato. Fatores reacionais como temperatura, agitagdo e
viscosidade do substrato também influenciam diretamente na biocatélise. Logo, desenvolver
materiais resistentes, que permitam uma boa interagdo enzima-substrato e que possam ser
reutilizados, além de permitirem uma maior estabiliza¢do da enzima no meio podem contribuir
significativamente para o avango da area e aumentar o leque de opg¢des de aplicacdo das
enzimas. Na busca por um suporte adequado para cada tipo de enzima e cada aplicacao

desejada, os suportes magnéticos tém se destacado.
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2.1 Biocatalisadores magnéticos

A imobilizagao de lipases em suportes magnéticos confere vantagens em comparagao
aos demais biocatalisadores heterogéneos. O comportamento superparamagnético dos suportes
permite a recuperacdo magnética do biocatalisador através da aplicagdo de um campo
magnético (Silva et al., 2024). Com isso, otimizando o processo operacional do emprego dos
biocatalisadores, uma vez que etapas de centrifugacdo ou filtracdo para a separacdo do
biocatalisador do meio reacional ao final das reagdes deixam de ser necessarias.
Adicionalmente, o comportamento magnético dos suportes confere a possibilidade de agitagao
via campo magnético no meio reacional, o que pode aumentar a vida util do biocatalisador (uma
vez que o atrito do biocatalisador com um magneto, com um impelidor de agitadores mecanicos
ou com as laterais dos reatores pode danificar as particulas ou lixiviar as enzimas dos suportes)
(Cipolatti et al., 2019). A Figura 1 (A) ilustra o comportamento de recuperagao e agitagao via

campo magnético.

O processo operacional simplificado e o aumento da eficiéncia operacional do
biocatalisador refletem em bioprocessos mais econdmicos (Del Arco ef al., 2021; Al-Qodah et
al., 2018; Ghantzou; Patila; Stamatis, 2018). Além disso, os biocatalisadores magnéticos
também sdo muito versateis, possuindo aplica¢do potencial em diversos setores industriais,
como a industria de alimentos (Mohammadi et al, 2019; Huang et al., 2018), de
biocombustiveis (Zhang et al., 2020a; Paintaid; H-Kittikun, 2020), farmacéutica (Noori et al.
2023, Rahimi et al., 2023; Sikora et al., 2017), de biorremediacao (Zhang et al., 2020b; Gao et

al., 2019), entre outras.

Vale ressaltar que existem obstdculos para a implementagdo de biocatalisadores
magnéticos na industria. Esta biotecnologia necessita de campos magnéticos potentes e
homogéneos para uma agitacdo eficiente, o que requer, em geral, equipamento de alto custo.
Além disso, o sistema do equipamento deve ser programado para diferentes suportes
magnéticos, a fim de se obter uma resposta magnética adequada que garanta agitacdo e
recuperagdo eficientes (Ghantzou; Patila; Stamatis, 2018). Contudo, existem aplicagcdes em que
o emprego de biocatalisadores magnéticos € fortemente recomendado (Del Arco et al., 2021),

como por exemplo em reacdes com meio reacional de alta viscosidade (Meng ef al., 2013). E
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por isso, muitos trabalhos na literatura tem se empenhado em melhorar as caracteristicas dos
biocatalisadores magnéticos em escala laboratorial, objetivando viabilizar a implementacdo em

escala industrial (Melo et al., 2023).

Analisando as publicagdes nesta tematica ao longo dos ultimos anos utilizando a
plataforma Scopus, se nota um aumento no numero de publicagdes sobre biocatalisadores. O
Brasil est4 entre os paises que mais publicam sobre esta tematica (Figura 1, B). E as areas de
conhecimento que mais abordam este assunto sdao: bioquimica, engenharia quimica e quimica;
respectivamente (Figura 1, C). A diversidade de possiveis aplicagdes industriais para estes
biocatalisadores, somada a possibilidade de menor geragdo de residuos (em comparagdo aos
catalisadores convencionais) e a caracteristica superparamagnética (que pode permitir
recuperagdo e agitacdo otimizadas via campo magnético), desperta grande interesse cientifico
para o aprimoramento desta tecnologia e dos bioprocessos associados, com a finalidade de

viabilizar a implementagdo em escala industrial (Del Arco ef al., 2021).

Figura 1- Esquema do comportamento magnético dos biocatalisadores na presenca de um
campo magnético (A), publicagdes por pais (B) e publicagdes por area de
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incluindo artigos experimentais e de revisdo em inglés, considerando os anos de 2014 a 2025.
Fonte: A autora, 2025.
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2.2 Reacdes catalisadas por lipases

As lipases (EC 3.1.1.3) sdo uma das classes de enzimas mais empregadas para o
desenvolvimento de biocatalisadores heterogéneos de interesse comercial (Chandra et al.,
2020). Seus substratos naturais sdo os ésteres de acidos graxos, geralmente triglicerideos,
insoluveis ou parcialmente insoluveis de cadeia média a longa (Ce-C22) (Zhao et al., 2020).
Estas enzimas ndo requerem um cofator (Rajendran; Palanisamy; Thangavelu, 2008), sdao
relativamente estdveis e comumente ativas em solventes organicos. Como todos os
catalisadores convencionais, as lipases ndo sdo consumidas ou alteradas permanentemente apos

sua participa¢cdo em uma rea¢do (Choudhury; Bhunia, 2015).

As lipases em condigdes nao aquosas podem catalisar reagdes de esterificagdao
(Adak; Banerjee, 2016), transesterificagdo (Tomke; Rathod, 2015); interesterificagdo
(Soares et al., 2013), acidolise (Palla; Pacheco; Carrin, 2012), alcodlise (Wang et al., 2012) e
aminolise (Zeng et al., 2018) em solventes organicos. A capacidade das lipases de catalisar
essas reagdes com grande eficiéncia, versatilidade, especificidade e relativa estabilidade torna-

as altamente atrativas do ponto de vista comercial (Sharma; Kanwar, 2014).

Com isso, de modo geral, as lipases sdo biocatalisadores versateis que possuem
aplicacdo potencial em diferentes setores industriais, como por exemplo nas industrias de
alimentos para a modificagdo da gordura do leite (Chen et al., 2021), a sintese de ésteres de
sacarose ¢ frutose (Ye ef al., 2016; Neta et al., 2012), a sintese de gordura do leite lipolisada
(LMF) de realce de sabor (Peng ef al., 2014) e sintese de emulsificantes alimentares (Huang et
al., 2013); na industria téxtil para a modificacdo de tecidos de poliéster (Gao et al., 2017;
Toprak; Anis, 2020) e na remocao de manchas em tecidos de algodao (Jacob; Suthindhiran,
2020); na industria cosmética para a sintese de éster isopropilico a base de 6leo de camélia
(componente de compostos para massagens e saboes liquidos) (Liu et al., 2012a) e para a sintese
de amidas graxas (moléculas anfifilicas empregadas em produtos cosméticos) (Mouad et al.,

2016).

As lipases sdo importantes catalisadores para a industria farmacéutica principalmente

na sintese de farmacos quirais, como por exemplo na sintese do intermediario quiral da
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pregabalina (farmaco anticonvulsivante) (Ding et al., 2018), a sintese quimioenzimatica de (S)-
Pindolol (farmaco beta bloqueador) (Lima et al., 2017) e a sintese enantiosseletiva do (R,S)-
flurbiprofeno (farmaco anti-inflamatorio ndo esteroidal) (Zhao et al., 2017). Além de aplicagdes
no tratamento de efluentes (Liu et al, 2012b), na sintese de compostos nutracéuticos
(Rychlicka; Gliszczynska, 2020), no desenvolvimento de biossensores (Wang et al., 2019), na
biorremediacdo de o6leos (Tongco et al, 2020; Kumar et al, 2012), na sintese de
biocombustiveis (Li et al., 2020; Cho et al., 2012) e biolubrificantes (Fernandes et al., 2021;
Zhang et al., 2020c) entre outras aplicagdes. Compreender as caracteristicas das enzimas ¢

fundamental para o preparo de biocatalisadores adequados para cada aplicacao desejada.

2.3 Estrutura tridimensional das lipases

A estrutura das lipases consiste em um enovelamento proteico de o/p- hidrolases que
se trata, basicamente, de uma folha 3 central rodeada, em ambas as faces, por a-hélices. Esse ¢
o tipo de enovelamento proteico mais comum e versatil encontrado na natureza, tendo sido
registrado em outros tipos de enzimas (Nakamura, 2020). O sitio ativo das lipases ¢ formado
por uma triade catalitica composta pelos aminoacidos serina, histidina e acido aspartico ou
acido glutamico (Kapoor; Gupta, 2012). O aminoécido serina possui um residuo nucleofilico
chave (Nakamura, 2020) que ¢ conservado na triade catalitica dentre os diferentes tipos de
lipase (Contesini et al., 2020). O sitio de ligacao hidrofobico pode ser do tipo fenda localizado
proximo a superficie da proteina ou semelhante a um funil ou a um tinel, ndo ha um consenso

quanto ao formato do sitio ativo (Khan et al., 2017).

Além da triade catalitica, ha outros dois residuos necessarios para catalise, estes
residuos que compdem o buraco de oxianion, ocorrem de maneira conservada em lipases e sdo
orientados tridimensionalmente de maneira similar em todas as estruturas (Nakamura, 2020).
O buraco oxianion auxilia na estabilizagdo do estado de transi¢ao dos substratos durante a
catalise. Durante o processo catalitico, um intermediario tetraé¢drico carregado negativamente ¢

gerado, os aminodcidos do buraco oxidnion estabelecem ligacdes ndo covalentes com o ion
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oxigénio formado deslocando a densidade eletronica de modo a favorecer a formacdo deste
estado de transi¢do. A regido catalitica das lipases possui um dos residuos do buraco oxianion
posicionado adjacente ao aminoacido nucledfilo serina, enquanto o segundo residuo estd

localizado entre a fita 3 e a hélice a (Contenisi et al., 2020).

A maioria das lipases também possuem uma estrutura proteica semelhante a uma
tampa ou aba, composta por uma ou mais a-hélices de comprimento variavel, que cobre
totalmente ou parcialmente o sitio ativo (Khan et al., 2017). A tampa € uma estrutura anfipatica
que realiza um movimento que gira em torno de duas regides de dobradiga, também chamado
de dominio de palpebra (Yu et al., 2012), na interface lipidio-dgua do meio reacional. Em meios
aquosos puros, a tampa ¢ predominantemente fechada, ao passo que na presencga de uma camada
hidrofobica (substrato ou suporte hidrofobico), ela ¢ parcialmente aberta. Na conformagao
fechada, seu lado hidrofilico estd voltado para o solvente, enquanto o lado hidrofobico ¢
direcionado para o sitio catalitico. A medida que o meio reacional apresenta substratos ou
suportes hidrofobicos, a enzima muda para a conformagdo aberta, a face hidrofébica fica
exposta permitindo o acesso do substrato ao sitio catalitico. Portanto, ndo apenas a natureza
anfipatica da tampa, mas também sua sequéncia especifica de aminoacidos ¢ importante para a

atividade e especificidade das lipases (Khan et al., 2017).

A atividade e a termoestabilidade das lipases podem ser alteradas por modificagdes
em seus dominios de tampa (Timucin; Sezerman, 2013). Zhu ef al. (2013) substituiram
aminodcidos na regido da /id (tampa) da lipase de Rhus chinensis e demonstraram que isto
afetou a especificidade ao substrato e a termoestabilidade da lipase (Zhu ef al., 2013). Yu et al.
(2012) demonstraram que a introducao de uma ligacao dissulfeto na regido da tampa da lipase
de Rhus chinensis aumenta a termoestabilidade e altera a especificidade do comprimento da
cadeia acila devido a estabilizacdo da estrutura geométrica da regido (Yu ef al., 2012). Yang et
al. (2015) caracterizaram a lipase termoestavel de Pseudomonas sp. (R0-14) e verificaram que,
quando a tampa esta na conformagdo aberta, a propor¢ao de a-hélices aumenta (Yang et al.,
2015). Um aumento no numero de o-hélices pode tornar a lipase mais termoestavel na

conformagao aberta (Dror et al., 2014).

E importante mencionar também, que existem relatos de lipases sem tampa, com mini
tampa e até com duas tampas (Cheng et al., 2012; Xu et al., 2012). Cheng et al. (2012)
empregaram abordagens computacionais para comparar as estruturas terciarias em

conformacdes fechadas e abertas. Observaram que a lipase de Pseudomonas spp. (MIS38) tem
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duas tampas e que alteram muito sua conformagao ap0s a ligacao do substrato. Eles propuseram
que uma superficie hidrofébica é formada por essas tampas, necessarias para manter os
substratos firmemente no sitio ativo (Cheng et al., 2012). Xu et al. (2012) relataram uma nova
tampa em conformacao em alga na estrutura de Malassezia globosa LIP1 (SMG1). A SMG1 ¢
um dos poucos membros da familia das lipases fungicas que se mostrou estritamente especifica
para mono e diacilglicerois. Foi sugerido que na conformacdo aberta, os dois residuos
hidrofobicos volumosos adjacentes ao sitio catalitico e a regido de dobradi¢a da tampa podem
estar promovendo estereoimpedimento a ligacdo de triacilglicerois, justificando sua

especificidade (Xu et al., 2012).

2.3.1 Lipase B de Candida antarctica (CALB)

A lipase B de Candida antarctica (CALB) ¢ uma proteina globular constituida por
317 aminoacidos, apresentando dimensdes de 30A x 40A x 50A, massa molecular de 33 kDa e
ponto isoelétrico de 6,0 (Strzelczyk et al., 2016, Uppenberg et al., 1994). A CALB foi a enzima
escolhida nesta Dissertacao pois, de acordo com a literatura, geralmente apresenta alta atividade
de esterificacdo com uma ampla faixa de substratos (Silva et al., 2024; Soleymani et al., 2023,
Aftal et al., 2020; Chiaradia et al., 2016) e capacidade de se adsorver adequadamente a
superficies hidrofobicas (Ribeiro et al, 2022; Cunha et al., 2014). Existem algumas
caracteristicas que tornam a CALB amplamente utilizada, como boa estabilidade, a
possibilidade de produgdo de produtos opticamente puros, reagdes de esterificacdo com altas
conversdes e atividade, além de boa interacdo eletrostatica com superficies hidrofébicas (E

Cunha et al., 2019).

O grande destaque destas enzimas se deve ao fato de, na maioria dos casos, ndo
exigirem que o substrato atinja a concentragdo micelar critica para sofrer ativacdo interfacial e
assim, iniciar a conversdo de substratos em produtos; em contraste com outras lipases que
necessitam deste fenomeno para iniciar a conversdo (Fé et al., 2024; Stauch; Fisher; Cianci,

2019). Este fendomeno ocorre devido a tampa muito pequena da CALB, que ndo € capaz de
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isolar totalmente o centro ativo na forma fechada (E Cunha et al., 2019; Uppenberg et al., 1995).
Apesar da pequena tampa, inimeros estudos na literatura descrevem sua atividade catalitica e
sua adsor¢ao a superficies hidrofobicas por meio do mecanismo de ativagao interfacial (Mateo

et al., 2007; Palomo et al., 2002; Fernandez-Lafuente et al., 1998).

A Lipozyme® CALB (empresa Novozymes), que consiste na lipase B de Candida
antarctica (CALB) comercial foi o biocatalisador livre (ndo imobilizado) empregado no
preparo dos biocatalisadores magnéticos desta Dissertagdo. A producao de lipases em larga
escala ¢ possivel através da tecnologia de expressao de proteinas recombinantes heterdlogas,
que consiste na inser¢do de um gene ou fragmento de gene em um organismo hospedeiro que
ndo o possui naturalmente. Este processo permite que organismo que nao expressam
determinada proteina normalmente possam sintetiza-la em escalas necessarias ao uso que se
propdem. No caso da Lipozyme® CALB, a produg¢do em larga escala ocorre por meio da
inser¢ao do gene que expressa a lipase B de Candida antarctica em Aspergillus niger (E Cunha

et al.,2019; Pinto, 2017).

A Novozym 435 (Novozymes) ¢ um biocatalisador heterogéneo comercial preparado
a partir da CALB imobilizada em uma resina acrilica (suporte hidrofébico macroporoso de
metacrilato de metila e butila reticulados com divinilbenzeno) ndo magnética (VPOC 1600),
acredita-se que a CALB tenha sido imobilizada apenas por interagdes hidrofobicas, através da
técnica de adsorcao, sendo uma das enzimas imobilizadas comerciais mais utilizadas descrita
na literatura (Yang et al., 2025; Fé et al., 2024; Do Nascimento ef al., 2024; Sheng et al., 2024;

Zhao et al., 2023). A Figura 2 mostra o modelo molecular da lipase B de Candida antarctica.
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Figura2 - Modelo molecular de lipase B de Candida antarctica

Legenda: Modelo molecular da CALB representado em fita (A) e por densidade eletronica de superficie (B).
Fonte: Adaptado de E Cunha et al., 2019.

2.4 Mecanismo catalitico das lipases

A Figura 3 mostra o mecanismo catalitico das lipases em uma rea¢ao de hidrolise em
equilibrio. Ele ¢ semelhante ao das serinas-proteases, pois possuem a triade catalitica
conservada entre estas classes de enzima. Em uma reacdo de hidrélise catalisada por lipases
(Figura 3), primeiramente o substrato (um éster) estabelece interagdes com as lipases que
permitem proximidade do substrato com o sitio ativo (Nakamura, 2020). Em seguida, o grupo
hidroxila do aminodacido serina (presente no sitio ativo da lipase) faz um ataque nucleofilico ao
carbono do grupo carbonila presente na ligagdo éster do substrato (Kapoor; Gupta, 2012)
formando um intermediario tetraédrico (Figura 3, etapa reacional 1) que, por sua vez, ¢
estabilizado pelos outros aminoacidos da triade, histidina, &cido aspartico ou acido glutdmico e
também pelo buraco do oxianion (Nakamura, 2020). O colapso desse intermediario libera a
fracdo alcool do éster, formando o complexo acil-enzima, no qual a fracdo acil estad
covalentemente ligada a serina, e posteriormente, h4 o ataque nucleofilico de uma molécula de

agua a este complexo acil-enzima, formando o segundo intermediario tetraédrico da reacao
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(Figura 3, etapa reacional 2). O colapso do segundo intermediario leva a liberagdo do acido

carboxilico (produto da hidrolise de ésteres) e da enzima livre (Nakamura, 2020).

Figura3 - Mecanismo catalitico das lipases em rea¢des de hidrolise
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Legenda: IT — Intermediario tetraédrico; Ser — serina (representa o residuo catalitico das lipases).
Fonte: Segundo o mecanismo descrito por Nakamura, 2020.

As lipases catalisam tanto reacdes de hidrdlise quanto reagdes inversas, de
esterificacdo (Nakamura, 2020). A Figura 4 mostra o mecanismo catalitico das lipases em uma
reacdo de esterificacdo em equilibrio. Primeiramente o primeiro substrato da reacao (um acido
carboxilico) estabelece interacdes com as lipases que permitem proximidade do substrato com
o sitio ativo (Nakamura, 2020). Em seguida, o grupo hidroxila do aminoacido serina (presente
no sitio ativo da lipase) faz um ataque nucleofilico ao carbono do grupo carboxila presente no
substrato (Kapoor; Gupta, 2012) formando o primeiro intermediario tetraédrico da reagdo
(Figura 4, etapa reacional 1) que, por sua vez, ¢ estabilizado pelos outros aminoacidos da triade,
histidina, acido aspartico ou acido glutamico e também pelo buraco do oxianion (Nakamura,

2020). O colapso do primeiro intermedidrio libera uma molécula de 4gua como subproduto da
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reacdo, formando o complexo acil-enzima, no qual a fragdo acil estd covalentemente ligada a
serina (Figura 4, etapa reacional 2). Posteriormente, ha o ataque nucleofilico ao complexo acil-
enzima por uma molécula de alcool (segundo substrato da reacdo), formando o segundo
intermediario tetraédrico e em seguida, o colapso deste intermediario leva a liberacao de éster

(produto de esterificacdo) e da enzima livre (Figura 4, etapa reacional 3) (Nakamura, 2020).

Figura4 - Mecanismo catalitico das lipases em reagdes esterificagdo
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Legenda: IT — Intermedidrio tetraédrico; Ser — serina (representa o residuo catalitico das lipases).
Fonte: Segundo o mecanismo descrito por Nakamura, 2020.

E importante salientar que as ligagdes ndo covalentes dos intermediarios tetraédricos
(ITs) com aminoacidos especificos da estrutura das lipases favorecem o deslocamento da

densidade eletronica dos ions formados nos IT, com isso permitindo a formagao de estados de
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transicao mais estaveis, diminuindo a energia de ativagdo da reagdo, o que resulta no aumento

da velocidade reacional através da catalise enzimatica.

2.5 Ativacao interfacial das lipases

Os substratos das lipases sdo pouco soluveis em dgua e, portanto, a hidrélise
normalmente ocorre em uma interface organico-aquosa na qual as lipases adsorvem-se a
superficie da fase oleosa (substrato) e expressam maior atividade catalitica nestas condigoes,
em comparagdo as moléculas de substrato dissolvidas na solugdao aquosa (Adlercreutz, 2013).
Para isso, os substratos necessitam de uma concentragdo minima na solucao, suficiente para
ultrapassar o limite de solubilidade a ponto se agregarem formando micelas, s3o nestas micelas
que as lipases se adsorvem e apresentam alta atividade catalitica. Desta forma, a atividade
lipolitica das lipases geralmente aumenta significativamente além da concentra¢do micelar

critica do substrato. Esse fenomeno ¢ chamado de ativacdo interfacial (Nakamura, 2020).

r

Isto porque a tampa das lipases ¢ uma estrutura anfipatica que sofre alteracdes
conformacionais em contato com substratos hidrofobicos. Basicamente, em solucao aquosa a
tampa admite uma conformagdo que protege seus residuos hidrofobicos do meio, geralmente
esta conformagao ¢ denominada “fechada”, pois atrapalha o acesso dos substratos ao sitio ativo
da enzima. Na presenca de substratos ou suportes hidrofobicos a tampa realiza um movimento
espacial que expdoem seus residuos hidrofobicos admitindo uma conformagdo denominada de
“aberta”, pois o sitio ativo fica totalmente ou parcialmente exposto o acoplamento da superficie
lipidio-4gua, proporcionando a ativagdo da enzima, ou adsor¢cdo a um suporte hidrofobico
(Rodrigues et al., 2019; Khan et al., 2017). Em um meio reacional, geralmente, mantém-se um
equilibrio das formas aberta e fechada das lipases. Na auséncia de substrato lipidico o equilibrio
tende a forma fechada, enquanto na presenca de substrato o equilibrio tende a se deslocar para
forma aberta (ativa) da enzima. A Figura 5 ilustra o mecanismo de ativagdo interfacial e o

equilibrio conformacional entre as formas aberta e fechada das lipases.
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Figura5- FenOomeno de ativacdo interfacial
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Fonte:  Segundo descrito por Rodrigues et al., 2019.

Como a ativagdo interfacial pode causar um grande aumento na atividade catalitica, ¢
de profunda importancia para todas as aplicagdes de lipases e deve sempre ser considerada ao
desenvolver métodos de imobiliza¢do enzimadtica. Vale ressaltar também, que as variagdes de
tampa entre as lipases podem afetar a ativacgao interfacial. Cheng et al. (2012) relataram que a
lipase de Pseudomonas sp. MIS38 (PML) ndo sofre ativacao interfacial apos a exclusdo de sua
tampa 2, e eles propuseram que a tampa 2 ¢ importante para a ativacdo interfacial de PML

(Cheng et al., 2012).

Uppenberg et al. (1994) descreveram que a tampa da lipase B de Candida antarctica é
tdo pequena que nao isola totalmente o sitio ativo mesmo na conformagao fechada. Com isso,
CALB apresenta boa atividade mesmo sem o substrato atingir a concentracdo micelar critica,
ou seja, sua atividade independe da ativagdo interfacial mesmo apresentando uma tampa
(Uppenberg et al., 1994). Por isso, a existéncia ou tamanho das tampas ndo sdo critérios
adequados para determinar a ativagdo interfacial das lipases, cada lipase possui um perfil de
ativacdo interfacial distinta (Nakamura, 2020). Porém, o papel vital da tampa na seletividade,
estabilidade e atividade das lipases foi confirmado por diversos trabalhos na literatura (Khan et

al., 2017).
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2.6 Imobilizacdo enzimatica

De acordo com a 1* Conferéncia em Engenharia de Enzimas (realizada em Henniker,
Estados Unidos, 1971), as enzimas imobilizadas sdo catalisadores fisicamente confinados ou
localizados em uma regido definida do espago, com retencdo de suas atividades cataliticas, e
que podem ser utilizados repetida e continuamente (Katchalshi-katzir; Kraemer, 2000). A
técnica de imobilizacdo enzimatica visa transformar enzimas soliveis em biocatalisadores
insoluveis, considerando o meio onde se encontram substratos e produtos (Sheldon; Pelt, 2013),

superando as limitagdes do emprego de enzimas soluveis (Dos Santos et al., 2015).

Os principais desafios no emprego de lipases soltveis incluem as etapas de
purificacdo para separar a enzima do produto, o que gera maior probabilidade de contaminagdo
do produto desejado, e a impossibilidade de serem recuperadas do meio reacional na forma
ativa para reuso, resultando em um biocatalisador com tempo de meia-vida operacional curto,
o que reflete em um processo de custo elevado (Sheldon; Pelt, 2013). Além disso, podem nao
ser suficientemente estaveis dentro do reator. A imobilizagcdo enzimatica ¢ uma estratégia que

pode solucionar as desvantagens do emprego de enzimas soluveis (Dos Santos et al., 2015).

Em comparacao com as enzimas soliveis, as enzimas imobilizadas (biocatalisadores
heterogéneos) podem ser facilmente recuperadas do meio reacional e reutilizadas, isto reflete
nos custos totais de produ¢do, tornando o processo economicamente mais vantajoso (Sheldon;
Pelt, 2013). Além da possibilidade de conduzir processos reacionais continuos (sistema com
alimentacdo de substratos e saida de produtos constantes) (Zhang et al., 2022; Guajardo;
Ahumada; De Maria, 2020) ou em fluxo (o mesmo biocatalisador participando de varias etapas
reacionais) (Zou et al., 2025). Adicionalmente, a imobiliza¢dao enzimatica pode proporcionar a
melhoria de propriedades, em fun¢do dos fendmenos de superficie que ocorrem durante o
processo de imobilizagdo, como a atividade e estabilidade melhoradas dos biocatalisadores

(Cipolatti et al., 2019).

Em geral, as lipases imobilizadas sdo mais resistentes a mudangas do ambiente
reacional, incluindo influéncias de temperatura, pH e solventes organicos (Sheldon; Pelt, 2013).

As mudancas no desempenho da enzima imobilizada podem estar relacionadas a modificagdo
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da estrutura da enzima (devido a intera¢do quimica e fisica com o suporte), a geracdo de um
ambiente reacional mais favoravel no entorno das enzimas (devido a interacdo do suporte com
os reagentes e solventes), a existéncia de limitagdes difusionais (modificando gradientes de
concentragdo ao longo dos poros), entre outros fatores (Rodrigues et al., 2013; Stepankova et
al., 2013; Verma; Barrow; Puri, 2013). Dessa forma, a imobilizacdo enzimatica tem
demonstrado ser uma técnica muito promissora para tornar competitiva a aplicagdo de enzimas

em larga escala (Resende et al., 2017).

Contudo, a imobilizagdo também pode causar a inativagao da enzima e as limitacdes
de transferéncia de massa podem causar uma diminui¢do na atividade do biocatalisador. Muitos
fatores podem afetar o processo de imobiliza¢ao do biocatalisador, incluindo pH, temperatura,
tempo de imobilizacdo, for¢a idnica do meio, velocidade de agitagdo do meio, tipo de solventes,
composicdo quimica e morfologia do suporte, tipo de interacdo entre a enzima e o suporte,
precipitagdo de produtos, entre muitos outros. Esses parametros afetam a conformagdo da
enzima e a taxa de transferéncia de massa de substratos e produtos, exercendo forte influéncia
no procedimento de imobilizacdo e desempenho final da enzima imobilizada (Fé et al., 2024;

Cipolatti et al., 2019; Cunha et al., 2014; Sheldon; Pelt, 2013; Tischer; Kascher, 1999).

Geralmente, os meios reacionais com baixa forca idnica favorecem a adsor¢ao de
lipases a suportes hidrofobicos e permitem a adsor¢ao preferencial de lipases em comparagdo a
demais proteinas presentes em um extrato proteico (Pito, 2017; Manoel et al., 2015; Bastida et
al., 1998; Fernandez-Lafuente ef al., 1998). Manoel ef al. (2015) propuseram que a atividade
de biocatalisadores diminui com o aumento da concentragdo do tampao do meio. A alta forca
10nica favorece a conformacao fechada das enzimas, promovendo uma adsor¢ao mais lenta das
lipases em suportes hidrofobicos (Rodrigues et al., 2019). Além disso, a quantidade de enzima
oferecida para a imobilizacdo ¢ uma caracteristica muito importante também, pois enzimas
ofertadas em excesso podem formar sucessivas camadas de enzima no suporte, obstruindo os
sitios ativos enzimaticos deixando-os indisponiveis para os substratos (Fé er al., 2024,
Kristensen; Xu; Mu, 2005). A imobilizacdo adequada de enzimas e na forma ativa sao desafios
associados a imobilizagdo enzimatica que podem ser superados por meio da modulagdo dos

aspectos anteriormente citados.

E importante ressaltar que ndo existe um método ou suporte de imobiliza¢do inico
aplicavel a todas as enzimas. Deve-se considerar as diferentes caracteristicas fisico-quimicas

de cada enzima e suporte, as diferentes propriedades dos substratos e produtos e as
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diversificadas aplicagdes dos produtos obtidos. Além disso, todos os métodos de imobilizagdo
apresentam vantagens e limitacdes. Com isso, as condigdes 6timas de imobilizagdo para uma
determinada enzima sdo determinadas empiricamente (processo de erro e acerto), a fim de se

obter maior retencdo da atividade enzimatica, estabilidade operacional e reuso (Resende et al.,

2017).

2.6.1 Métodos de imobilizacdo enzimatica

As enzimas, tais como as lipases, podem ser imobilizadas por diferentes métodos
(Cipolatti ef al., 2019; Resende et al., 2017). A Figura 6 ilustra esquematicamente as principais
técnicas de imobilizagdo enzimatica. A Tabela 1 apresenta a definigdo e principais vantagens e

desvantagens das principais técnicas de imobilizacao.

Figura 6 -  Principais métodos de imobilizagdo de enzimas
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Nota: A imagem ilustra uma ligagdo covalente unipontual entre o suporte e a enzima com fins didaticos,
porém ¢é importante ressaltar que a ligagao covalente ¢, geralmente, multiponto, interagdes do suporte
com diferentes grupos funcionais na superficie da lipase.

Fonte: A autora, 2025.
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Tabela 1 - Defini¢do, vantagens e desvantagens dos principais métodos de imobilizacao
enzimatica
Método Definicao Vantagens Desvantagens
Adsorgdo Adsor¢ao da enzima a Preparo simples, Fécil dessor¢ao em

superficie de um
suporte so6lido através
de ligagodes de Van der
Walls ou interagdes
hidrofébicas

baixa mudanca
estrutural das
enzimas e baixo
custo

comparagdo aos demais
métodos e aleatoriedade da
intera¢do enzima-suporte

Ligagao covalente

Ligagdes covalentes de
grupo funcionais
especificos entre a
superficie dos suportes
e das enzimas

Forte ligagdo entre a

enzima e o suporte ¢

nao possibilidade de
dessor¢ao

Exige suportes com grupos
funcionais especificos,
necessidade de pré-ativacao
dos grupos funcionais,
preparo mais complexo e de
maior custo e maior
possibilidade de alteracao
em sua conformac¢ao nativa

Confinamento/Encapsulagdo

Aprisionamento da
enzima em matriz
polimérica ou em

microcapsulas

Baixa alteragao
estrutural da enzima
e prote¢do contra o
contato direto com o
meio reacional,
evitando a
desnaturacdo, e facil
preparo

Dificil controle do tamanho
de poros do suporte,
possivel dessor¢do da lipase
devido aos diferentes
tamanhos de poros,
limitagdes de transferéncia
de massa e difusdo dos
substratos pelos poros da
matriz com tamanhos
inadequados

Reticulagdo

Ligagdes cruzadas em
uma matriz contendo
as enzimas e varios
agentes bifuncionais

Baixo custo
associado a ndo
utilizagdo de
suportes

Dificuldade de reuso dos
biocatalisadores. Em
algumas técnicas, ha a
necessidade do uso da
enzima pura.

Fonte: Segundo Fernandez-Fernandez; Sanroman; Moldes, 2013.

O método empregado nesta Dissertagdo foi a imobilizacdo por adsorcdo, que se

destaca por ser um método relativamente simples de executar e de baixo custo, o que reflete na

reducdo dos custos totais de producado (Fé et al., 2024; Ribeiro et al., 2022; Pinto et al., 2020a).

Neste, as lipases sdo imobilizadas em um suporte hidrofobico por meio de interagdes

hidrofobicas e eletrostaticas, principalmente por for¢as de Van der Waals (Zheng et al., 2012a;

Zhou et al., 2012). Alguns estudos sugerem que suportes hidrofobicos favorecem a reducao da

lixiviagdo e melhoria da atividade enzimética (provavelmente em fun¢do da maior exposi¢ao

do sitio ativo da lipase) (Resende et al., 2017, Mateo et al., 2007; Fernandez-Lafuente et al.,
1998; Balcao; Paiva; Malcata, 1996).



34

As vantagens da técnica incluem ainda; facil execucdo, nao necessidade de etapas
complexas de pré-tratamento ou modificagdo quimica do suporte, resulta em pequenas
modificagdes na conformagdo da lipase, pois a imobilizagdo ¢ espontanea, com isso a lipase
adsorve em uma orientagao energeticamente favoravel, e ¢ possivel regenerar o suporte apos o
uso (Cipolatti et al., 2019). Como desvantagens, apresenta a aleatoriedade da interagao lipase-
suporte e possibilidade de dessor¢do da lipase, em comparagdo as demais técnicas. Dentre as
estratégias desenvolvidas a fim de minimizar a possibilidade de dessor¢cdo da enzima, estao a
introducao de grupos funcionais no suporte que favorecam a interacdo com a enzima, o pré-
tratamento dos suportes visando melhorar a difusdo da solugdo enzimatica, a redugdo do
tamanho de poros, a imobilizacdo das lipases no interior dos poros, dentre outras estratégias

(Ribeiro et al., 2022; Cipolatti ef al., 2019).

Cao et al. (2020) realizaram um estudo sobre diferentes formas de imobilizacao de
lipase de Candida rugosa em microesferas magnéticas de poli(metacrilato de metila-co-
divinilbenzeno) e magnetita modificada com acido oleico, preparadas por suspensao aquosa. A
lipase livre apresentou maior atividade (2,58 U/mg), seguida pela lipase adsorvida (2,20 U/mg),
posteriormente pela lipase reticulada com polietilenoimina (2,14 U/mg), seguida pelos
agregados de lipase reticulados (1,57 U/mg) e por fim, as lipases imobilizadas covalentemente
(0,82 U/mg). A atividade de uma enzima esta intimamente relacionada a sua conformagao. No
entanto, ¢ inevitavel interferir parcial ou totalmente, na conformacao nativa da enzima no
processo de imobilizagdo, pois interagdes entre a enzima e o transportador frequentemente

geram efeito sob a estrutura da enzima (Cao et al., 2020).

2.7 Caracteristicas gerais dos suportes

Existem diferentes materiais que podem ser aplicados como suportes para a
imobiliza¢do de enzimas. A escolha de um suporte adequado para o tipo de lipase e a finalidade
do biocatalisador sdo etapas que precisam ser avaliadas adequadamente para um melhor

desempenho biocatalitico. Existem requisitos basicos para que um material seja considerado
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um suporte adequado. Cada lipase, tipo de imobilizacdo e emprego do biocatalisador exigem

que o suporte apresente determinada caracteristica (Pinto, 2017; Pinto; Freire; Pinto, 2014).

De modo geral, pode-se mencionar: insolubilidade no meio de reagdo (o suporte pode
ser hidrofilico ou hidrofobico); estabilidade mecanica; resisténcia quimica; elevada area
especifica (permite maior carga enzimatica imobilizada); porosidade com didmetro médio de
poros adequado (permite que a lipase e o substrato difundam para a regido interna do suporte);
diametro de particulas; boa interacdo enzima-suporte; permeabilidade; capacidade de
regeneragdo; baixo custo; resisténcia ao ataque microbiano e possibilidade de interagcdes nao
especificas substrato-suporte. Considerando a imobilizagdo por ligagao covalente em particular,
o suporte deve apresentar também elevada densidade de grupamentos reativos em sua superficie
e espagadores (como o glutaraldeido, por exemplo) podem ser usados entre a lipase e o suporte
para aumentar a mobilidade da enzima e, consequentemente, sua atividade (Pinto, 2017; Datta

et al., 2013; Cao, 2005).

2.7.1 Tipos de suportes para imobilizacdo de enzimas

De acordo com a sua morfologia, os suportes podem ser classificados como porosos,
ndo porosos ou de estrutura em gel. Os materiais porosos destacam-se por apresentarem elevada
area especifica interna disponivel para a imobilizagdo de enzimas. E importante ressaltar que o
diametro dos poros deve ser adequado para acomodar a enzima e permitir o acesso do substrato.
Como desvantagem, os suportes porosos podem apresentar limitagdes difusionais, uma vez que
o substrato deve difundir da solucdo para a superficie externa e para o interior dos poros do
suporte, onde grande parte das moléculas do biocatalisador esta situada. Contudo, o tamanho
dos poros dos suportes pode ser facilmente ajustado por diferentes técnicas de preparacao. Além
disso, a imobilizacdo das enzimas no interior dos poros pode conferir prote¢do frente a

eventuais condi¢des adversas do meio reacional (Ribeiro ef al., 2022; Resende, 2017).
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Os suportes também podem ser classificados quanto a sua escala de tamanho.
Geralmente, as nanoparticulas compreendem de e 1 a 100 nm (Mishra et al, 2018) e as
microparticulas de 1 a 1000 um (Verma et al., 2021). O uso de matrizes de pequeno porte como
suporte para imobilizagdo permite maximizar a area especifica possibilitando maior carga
enzimatica imobilizada e reduzindo as limitagdes de difusdo. As nanoparticulas, geralmente,
apresentam como vantagens maior area especifica e como desvantagens o fendmeno de
agregacao e um maior custo associado (Zhong et al., 2020; Cipolatti et al., 2016). Em contraste,
o uso de materiais de tamanho micro para imobilizacao de enzimas, leva a biocatalisadores mais
homogéneos em fungdo da agregacdo nula ou muito baixa das particulas, o que facilita o

manuseio ¢ a recuperagdo (Del Arco et al., 2021).

Quanto a origem dos suportes, podem ser classificados como materiais organicos ou
inorganicos. Os materiais inorganicos, como silica, zedlitas, magnetita e grafeno, por exemplo,
sdo frequentemente estaveis térmica, mecanica € quimicamente, ndo toxicos e resistentes a
ataques microbianos. Os materiais organicos, como os polimeros naturais - quitina, agarose,
quitosana, gelatina, dextrana e celulose - € os polimeros sintéticos - poliacrilamida, poli (alcool
vinilico), poliestireno, entre outros - também tém sido empregados como suportes para

imobilizagao de enzimas (Cipolatti et al., 2019).

Os polimeros organicos sintéticos se destacam como suportes para a imobilizacao de
enzimas principalmente pela possibilidade de manipulacdo das caracteristicas do suporte como,
composicao, area especifica, didmetro e volume de poros, distribui¢ao do tamanho de particulas
e funcionalidade da superficie, permitindo interagdes especificas entre a enzima e o suporte.
Assim, suportes poliméricos sintéticos apresentando propriedades distintas podem ser
preparados com as caracteristicas necessarias para cada tipo de enzima, técnica de imobilizacao
e emprego do biocatalisador, resultando em biocatalisadores com desempenho melhorado.
Além disso, podem ser sintetizados por meio de técnicas de simples execucdo com a

possibilidade de custos baixos (Cipolatti et al., 2019; Pinto; Freire; Pinto, 2014).

As nanoparticulas magnéticas (NPMs) tém recebido destaque como suportes para
imobilizacdo de enzimas em virtude de sua caracteristica superparamagnética, que permite que
os biocatalisadores sejam facilmente recuperados magneticamente e reutilizados na auséncia de
campo magnético, dispensando etapas de centrifugacdo ou filtracdo para separar os
biocatalisadores do produto (Silva et al., 2024; Cipolatti et al., 2016). Porém, o emprego de

NPMs para imobilizagdo enzimatica apresenta desvantagens, como a tendéncia de agregacao
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das nanoparticulas (mesmo apds a modificacdo da superficie) que resulta em reducdo da area
especifica do material e afeta a carga enzimatica adsorvida na imobilizacao e o desempenho do

biocatalisador (Cipolatti et al., 2016).

A incorporacdo de NPMs em matrizes poliméricas € uma estratégia que reduz os
efeitos indesejados de agregacdo das nanoparticulas. O emprego de polimeros sintéticos como
matriz para a incorporacao de NPMs resulta suportes para a imobilizacdo enzimatica que podem
combinar a propriedade superparamagnética das NPMs a possibilidade de modelagem das
caracteristicas texturais dos polimeros sintéticos, como a morfologia, o tamanho dos poros, a
area especifica, o tamanho das particulas, entre outras. Com isso, possibilitando o
desenvolvimento de um suporte magnético especifico para cada tipo de enzima e aplicagdo
desejada, conforme mostra a literatura (Melo et al., 2024; Tan et al., 2022; Afzal et al., 2020;
Silva et al., 2018; Bento et al., 2017).

2.8 Suportes poliméricos magnéticos

Existem diferentes morfologias para suportes poliméricos magnéticos. Philippova et
al. (2011) propuseram trés morfologias para os materiais esféricos poliméricos magnéticos. A
morfologia nlicleo magnético e casca polimérica, a morfologia nucleo polimérico e casca
magnética e a morfologia matriz polimérica com o material magnético incorporado e distribuido
de forma homogénea. A Figura 7 ilustra as morfologias para microesferas poliméricas
magnéticas. Para esta Dissertacdo, a morfologia de interesse ¢ a de polimeros esféricos com
particulas de magnetita distribuidas na matriz polimérica, pois pode ser facilmente obtida em
uma etapa através da técnica de polimerizagdo por suspensdo (Silva et al., 2018; Bento ef al.,

2017).
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Figura 7 — Morfologias para microesferas magnéticas

©)

(A)

Legenda: (A) Nucleo magnético - Casca polimérica, (B) particulas magnéticas distribuidas
homogeneamente na esfera polimérica e (C) Nucleo polimérico - casca magnética.

Fonte: Adaptado de Philippova et al., 2011.

2.8.1 Polimerizacdo em suspensao

Por ser a técnica empregada nesta Dissertagdo, a polimerizagdo em suspensao sera
discutida. Esta técnica € classicamente empregada para a preparacdo de particulas poliméricas
esféricas de tamanho micrométrico (Vivaldo-Lima ef al., 1997; Yuan; Kalfas; Ray, 1991), além
de copolimeros esféricos porosos com uma ampla distribuicao de tamanho de particula (Okay,
2000). Esta técnica produz particulas polidispersas como resultado dos fendmenos de quebra
e coalescéncia das gotas monoméricas durante a polimerizagdo (Dowding; Vincent, 2000;
Kalfas; Yuan; Ray, 1993).0 tipo de mondmero utilizado, a velocidade de agitagdo do sistema,
o formato e o tamanho do reator, a viscosidade da fase continua, a concentracdo e o tipo de
agente de suspensdo usado, sao fatores que afetam a distribuicdo de tamanho das particulas

poliméricas (Castanharo, 2015; Dowding; Vincent, 2000).

A polimerizagdo em suspensdo consiste, basicamente, na dispersdo de uma fase
organica em uma fase aquosa (continua). A fase organica compreende um ou mais mondmeros,
além de iniciador e do diluente inerte soluvel na mistura de mondmeros e insoliveis na fase
continua. A fase continua (comumente chamada de fase aquosa), contém aditivos que

favorecem a formacao das esferas poliméricas. Varios sais podem ser adicionados a fase aquosa
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a fim de diminuir a solubilidade em dgua dos monomeros (efeito salting out). A presenga de
cloreto de sodio (NaCl) na fase aquosa reduz a solubilidade dos mondémeros e favorece, assim,

a formacao de particulas esféricas (Okay, 2000).

A fase descontinua (comumente chamada de orgénica) ¢ adicionada a fase aquosa
sob agitagdo, de modo que se distribua na forma de goticulas dentro da fase continua. Ocorrem
reacdes de polimerizagdo e reticulagdo em cada goticula de monomero-diluente. Ao longo da
reacdo as goticulas monoméricas adquirem progressivamente alta viscosidade até que resulta
na formacdo de esferas poliméricas (Okay, 2000). Algumas literaturas descrevem a
polimerizacdo em suspensdo como um conjunto de microrreatores, no qual cada gota
monomérica corresponde a um microrreator de polimerizagdo em massa (Machado; Lima;

Pinto, 2007; Arshady, 1992).

E importante mencionar que além dos sais, a fase aquosa também pode conter agentes
de suspensdo ou estabilizantes que promovem a diminui¢do da tensdo interfacial entre a fase
organica ¢ a fase aquosa melhorando a estabilidade das gotas monoméricas ao longo da reagao
(Dowding; Vincent, 2000). Com isso, diminuem a aglomeragdo das particulas parcialmente
polimerizadas, que apresentam aspecto pegajoso, durante a reacdo, pois formam um filme
protetor ao redor das goticulas de monomero (Vivaldo-Lima et al., 1997; Kalfas; Yuan; Ray,
1993). O poli(élcool vinilico) (PVA) destaca-se como um dos agentes de suspensdo mais

empregados em polimerizagdo em suspensado (Castanharo, 2015).

A polimerizagdo em suspensdo possui importantes vantagens em comparacio as
demais técnicas de polimerizagdo. Possui maior taxa de reagdo quando comparada a
polimerizacdo em solucdo, devido aos monOmeros concentrados em cada goticula. As
particulas poliméricas podem ser mais facilmente separadas do meio reacional, por
sedimentacdo ou filtragdo, em comparacdo a polimerizacdo em emulsdo que, por sua vez,
emprega agentes coagulantes que aumentam o risco de impurezas no produto, o que reflete nos
custos de separagdo do polimero. Em comparacao as polimeriza¢des em solugdo e em massa, a
menor viscosidade do meio reacional permite que o sistema seja mais facilmente manipulado e
possibilita a obten¢do de suspensdes mais homogéneas, sendo assim, mais eficiente no controle
e na remocao de calor ao longo da reacdo (Machado; Lima; Pinto, 2007; Yuan; Kalfas; Ray,

1991).
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Como desvantagens, pode-se mencionar a possibilidade de aderéncia do material
polimérico nas paredes e partes internas dos reatores, o que gera uma limitagdo para a
implementagao a nivel comercial de reatores continuos. Além disso, em geral, o rendimento de
polimerizacao € mais baixo em comparacao a polimerizagao em emulsdo. E a presenca de agua
promove menor produtividade em comparacdo a polimerizagdo em massa conduzida em
reatores de mesma capacidade (Lourenco-Neto, 2024; Yuan; Kalfas; Ray, 1991). A Figura 8

mostra um esquema do sistema experimental utilizado na sintese de particulas de PS-DVB

magnéticas.
Figura 8 - Sistema experimental utilizado na sintese de particulas de PS-DVB
magnéticas
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Legenda: 1- Banho termostatico; 2- reator de vidro revestido; 3 - agitador mecanico; 4 — cilindro de gas

N> e 5 — valvula de controle de pressao.

Fonte: Adaptado de Silva et al., 2018.

2.8.1.1 Tipos de polimeriza¢cdo em suspensao

A maneira com que a polimerizagdo em suspensdo ¢ conduzida afeta
significativamente a cinética da reacdo, a morfologia e a homogeneidade das particulas

sintetizadas. Existem diferentes formas de executar a técnica, incluindo a polimerizacao tipo
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pérola, a polimerizagdo tipo granular (o polimero ¢ insoltivel na fase organica, precipitando no
interior de cada gota monomérica), a polimerizagao inversa (o mondmero hidrofilico ¢ disperso
em uma fase continua organica), a polimerizagao em microssuspensao (a agitacao vigorosa e a
adicdo de agentes estabilizantes geram particulas poliméricas muito pequenas) e a
polimerizacdo em semissuspensdo (primeiramente ocorre uma polimerizagdo em massa, até
determinada conversdo; e depois, a fase organica pré-polimerizada ¢ transferida para outro
reator, onde ¢ conduzida uma reagao em suspensao) (Lourenco-Neto, 2024; Castanharo, 2015;

Machado; Lima; Pinto, 2007; Dowding; Vincent, 2000).

Na presente Dissertacdo, foi empregada uma adaptacao da técnica de semissuspensao
aquosa, que consiste em uma pré-polimerizacdo da fase organica e posterior adicdo da fase
aquosa no mesmo reator. Esta técnica permite que a magnetita, adicionado a fase organica para
a preparagdo de polimeros magnéticos, seja melhor incorporado a matriz polimérica. A maior
vantagem desta adaptag@o ¢ que ndo transferir a fase organica para outro reator contendo a fase
aquosa possibilita menor perda de material polimérico ¢ melhora o rendimento de
polimerizacdo. Esta técnica foi empregada na presente Dissertagdo objetivando que a pré-
polimerizacdo da fase organica diminua a taxa de transferéncia da magnetita para a fase aquosa,
com a qual possui maior afinidade fisico-quimica, possibilitando o preparo de polimeros com
magnetita mais bem distribuida na matriz polimérica, conforme metodologia empregada por
outros trabalhos na literatura (Lourengo-Neto, 2024; Silva et al., 2022; Castanharo et al., 2015;
Formiga et al., 2013). De modo geral, a polimerizacdo por semissuspensao aquosa permite o
preparo de esferas poliméricas porosas de diferentes escalas de tamanho com boa
reprodutibilidade (Castanharo, 2015) e boa incorporacdo da magnetita a matriz polimérica

(Lourengo-Neto, 2024).

2.8.1.2 Efeito do diluente

O efeito do diluente na polimerizagdo serd discutido nesta Dissertacdo uma vez que

se almeja preparar suportes poliméricos magnéticos com diferentes estruturas para a
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imobilizacdo de enzimas. Varios diluentes ou misturas de diluentes podem ser utilizados para
a preparagdo de particulas poliméricas com diferentes porosidades (Okay, 2000). Em geral,
diluentes com maior capacidade para solvatar as cadeias poliméricas em crescimento tendem a
resultar em polimeros com baixo volume de poros e alta area especifica (polimeros
microporosos), ao passo que diluentes com menor capacidade de solvatagdo ou diluentes nao
solvatantes tendem a formar polimeros com alto volume de poros e menor area especifica

(polimeros macroporosos) (Gokmen; Du Prez, 2012; Sherrington, 1998).

De modo geral, diluentes com boa capacidade de solvatagdo interagem com as cadeias
poliméricas em crescimento mantendo-as inchadas até a precipitacdo do polimero com as
cadeias poliméricas expandidas, resultando em uma estrutura porosa com poros de baixo
volume. Ao passo que, diluentes com baixa capacidade de solvatagdo promovem a formacgao
de pequenos nticleos poliméricos que se ligam uns aos outros por ligagdes cruzadas formando
aglomerados que precipitam. Os diluentes se acomodam nos espacos vazios entre o0s
aglomerados ¢ ao serem retirados ao final da sintese, geram resinas com poros de alto volume

(Hao, 2009; Okay, 2000).

O grau de diluicdo dos mondmeros no diluente ¢ um pardmetro importante para o
controle da porosidade dos polimeros. De modo geral, quanto maior a dilui¢do dos monomeros
no diluente, maior a porosidade dos materiais poliméricos. Rabelo (1993) demonstrou que, na
sintese de microesferas de poli(estireno-co-divinilbenzeno) via polimerizacdo em suspensao
com n-heptano como diluente ndo solvatante, um aumento no grau de dilui¢do dos mondmeros
no diluente, promoveu um aumento na porosidade das microesferas (Rabelo; Coutinho; 1994a;

Rabelo; Coutinho, 1994b; Rabelo, 1993).

Em geral, a estrutura porosa dos suportes poliméricos desempenha um papel
fundamental para a imobilizagdo de enzimas, pois os parametros de imobilizagdo e o
desempenho dos biocatalisadores estdo intimamente relacionados com as caracteristicas
morfologicas dos suportes (Ribeiro ef al., 2022; Pinto et al., 2020a; Cunha et al., 2014). Cunha
et al. (2014) prepararam biocatalisadores a base de CALB imobilizada em suportes
nucleo/casca PS-co-DVB/ PS-co-DVB com diferentes areas especificas e diametros de poros e
observaram que a area especifica teve maior influéncia na atividade hidrolitica dos

biocatalisadores do que o diametro dos poros.
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Contudo, Ribeiro et al. (2022) prepararam biocatalisadores a base de CALB
imobilizada em suportes de PS-DVB com diferentes estruturas porosas ¢ demostraram que o
diametro dos poros foi mais influente para os valores de rendimento de imobilizagdo do que a
area especifica. Explicaram que diametros de poro maiores podem favorecer o acesso da
solucdo enzimadtica na estrutura porosa interna das particulas de suporte. A Figura 9 ilustra a
relacdo da porosidade dos suportes com o acesso da solu¢dao enzimatica. Wang et al. (2024)
mostrou que a imobilizacdo das enzimas dentro dos poros pode servir como uma barreira
protetora, protegendo a enzima de condi¢cdes ambientais adversas, incluindo altas temperaturas
e niveis de pH variaveis do meio reacional. Esse efeito protetor pode minimizar as mudangas
conformacionais na estrutura da enzima, permitindo que a enzima imobilizada mantenha sua

atividade sob diversas condi¢des (Wang ef al., 2024).

Figura 9 - Relagdo da porosidade dos suportes com o acesso da solugdo enzimatica
Suporte mais Suporte menos
poroso poroso
Solucio Solucdo
enzimatica enzimatica

Fonte: Adaptado de Ribeiro ef al., 2022.

Existe um consenso na literatura de que as caracteristicas morfologicas dos suportes
poliméricos podem afetar as propriedades cataliticas dos biocatalisadores derivados, incluindo
estabilidade, atividade e especificidade (Pinto et al., 2020a; Pinto; Freire; Pinto, 2014; Graebin

et al., 2012; Fernandez-Lafuente et al., 2008). Particulas de copolimero de
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estireno/divinilbenzeno com estruturas porosas obtidas por polimerizagdo em suspensao aquosa
podem ser boas candidatas para suportar enzimas. O interesse em tais polimeros pode ser
explicado pela simplicidade da técnica de polimerizacao, o baixo custo dos mondmeros € a
possibilidade de preparar particulas com diferentes propriedades (distribuicao de tamanho, area

especifica, volume e didmetro de poros) (Ribeiro et al., 2022).

2.8.2 Preparo da magnetita por coprecipitacao

O método de coprecipitacao sera discutido nesta Dissertagdo, pois foi a técnica
escolhida para o preparo da magnetita. A coprecipitagdo ¢ o método mais empregado para a
preparacdo de materiais magnéticos para a imobiliza¢do de enzimas (Cavalcante et al., 2024),
pois apresenta como vantagens, simples preparagdo e baixo custo. Na literatura, estudos
demonstram que os materiais magnéticos preparados a partir desta técnica apresentam
caracteristica superparamagnética adequada para o emprego em imobiliza¢do enzimatica (Melo

et al.,2024; Liu et al., 2022; Farhan ef al., 2021; Dal Magro ef al., 2018).

De modo geral, os precursores consistem em uma solucio de sais de Fe*" e outra de
sais de metal divalente desejado (M?*"), os mais usados sdo Fe, Co, Ni, Cd, Mn e Zn. Os sais de
ferro podem ser cloretos, sulfatos, nitratos, acetoacetato, entre outros, enquanto o agente
precipitante ¢ uma base como NH4OH, NaOH ou KOH (Al-Madhagi et al., 2023). O
mecanismo de sintese envolve a mistura das solugdes de sais seguida de adi¢ao da solugdo
alcalina; sob agitacao vigorosa, atmosfera inerte e temperatura moderada; promovendo a reagao
de oxirreducdo que ocorre ao reagir ions férricos e ferrosos com os grupos hidroxila da base. O
meio alcalino ¢ fundamental para a formag¢do de magnetita (Fe3Os) (Hui; Salimi, 2020),

conforme a reagao:

Fe?" + 2 Fe’"+ 8 OH° —» Fe304 + 4 H,0
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Os cloretos férricos (FeCls) e ferrosos (FeClz) com hidroxido de aménio (NH4OH)
sdo extensamente usados para a sintese de magnetita. A magnetita ¢ relativamente instavel. O
calor excessivo e o oxigénio atmosférico podem favorecer a conversdao de magnetita (Fe>Os,
cor preta) em maghemita (yYFe»Os, cor marrom). A maghemita, por sua vez, possui
comportamento magnético inferior & magnetita, e por isso, algumas estratégias sao descritas na
literatura para minimizar esta conversao. O sistema livre de oxigénio e a temperatura moderada
sdo parametros importantes para evitar a oxidagdo da magnetita durante a sintese (Lavorato et

al., 2023), conforme as seguintes reagoes:

Fe304+ 0,25 O2 +4,5 HO —» 3 Fe (OH)3 1)

2 Fe (OH); —» yFe.O3+ 3H,0 2)

A atmosfera inerte pode ser alcancada pela passagem de N> no sistema reacional
(Castanharo et al., 2015). A agita¢do vigorosa garante a mistura dos sais e a ndo aderéncia de
magnetita precipitado no reator, facilitando sua transferéncia e armazenamento (Lourengo-

Neto, 2024).

ApOs a sintese, a lavagem e o armazenamento sdo etapas importantes para o melhor
desempenho do material. Estudos demonstram que o pH baixo e a lavagem com agua
favorecem a agrega¢do das nanoparticulas, o que por sua vez tem um impacto
significativamente negativo nas propriedades magnéticas. A lavagem de magnetita com etanol
pode aumentar a dispersao e a resposta magnética (Abdullah ef al., 2023). Por este motivo,
alguns trabalhos empregam a lavagem com etanol, seguida da adicdo de poucas gotas de 4cido
cloridrico (HCI) objetivando diminuir o pH do meio para reduzir a agregacdo das nanoparticulas
(Castanharo et al., 2015). O armazenamento pode ser feito sob atmosfera inerte e protegido da

luz para a manutencao da integridade do material (Silva ef al., 2022; Castanharo et al., 2015).

Vale ressaltar também, que a técnica de coprecipitacao empregando cloretos férricos
(FeCls) e ferrosos (FeClz) com hidroxido de amonio (NH4OH) como reagentes, gera como
produto um material magnético constituido por uma mistura de 6xidos de ferro. A magnetita
(Fe3O4), em geral, ¢ o componente com maior caracteristica magnética, € por isso, muitos

trabalhos assumem o produto de coprecipitagdao exclusivamente como magnetita. Porém, além
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desta, o material ¢ constituido também por; maghemita (y- Fe2Os3), hematita (a-Fe>03), ghoetita
(a-FeOOH) (que nao possui caracteristica magnética) e tracos de outros 6xidos de ferro (Silva

etal., 2022).

2.8.2.1 Estrutura cristalina e propriedade superparamagnética

As nanoparticulas de magnetita (Fe3O4) sdo as mais empregadas para imobilizagao
enzimatica (Cavalcanti ef al., 2022), devido a sua relagdo custo-beneficio, biocompatibilidade,
baixa toxicidade, grande area de especifica, suscetibilidade magnética, alta magnetizagcdo de
saturagcdo, propriedade superparamagnética a temperatura ambiente e técnicas de preparo
acessiveis (Cavalcante et al., 2024; Navarro-Lopez et al., 2023; Cavalcanti et al., 2022;
Falciglia et al., 2022). A estrutura da magnetita (Fe3O4) € composta por ferro em dois estados
de oxidagdo, Fe*" e Fe**, apresentando estrutura ctibica de espinélio invertido, com os ions O%
coordenados aos ions Fe?" e Fe** nos intersticios octaédricos e aos ions Fe** nos intersticios
tetraédricos. Como os fons Fe*" sdo dispostos igualmente entre as posi¢des tetraédricas e
octaédricas, ndo resultam em momento magnético. No entanto, os ions Fe?" situam-se somente
nos intersticios octaédricos, sendo estes, responsaveis pela caracteristica magnética do material.
E importante mencionar também, que os ions Fe?" presentes nos sitios octaédricos na estrutura

da magnetita podem ser facilmente oxidados (Oliveira; Fabris; Pereira, 2013).

A maghemita (y-Fe;O3) também ¢ um oOxido de ferro muito empregado para a
preparacao de biocatalisadores magnéticos (Bilal ez al., 2019). Sua estrutura ¢ semelhante a da
magnetita (estrutura cubica de espinélio invertido), porém apresentam somente os ions Fe** em
sua estrutura, sendo esta a principal diferenca (Lee; Lee, 2006). Os ions Fe** acomodam-se em
intersticios octaédricos e tetraédricos da rede de oxigénio. Cada célula unitaria (ciibica) de
maghemita contém, em média, 32 fons O%*; 21,33 ions Fe**, distribuidos em 8 sitios tetraédricos
e 16 octaédricos, e 2,66 vacancias em sitios octaédricos (Oliveira; Fabris; Pereira, 2013;

Flgueiredo, 2009). A Figura 10 mostra a estrutura cristalina na magnetita e da maghemita.
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Figura 10 - Estrutura cristalina da magnetita (A) e da maghemita (B)

(A) (B)

As propriedades magnéticas de um material sdo determinadas de acordo com sua
resposta fundamental a um campo magnético externo (momento magnético) por massa do
material (Behzad; Chegel, 2024; Nguyen et al., 2023; Vaghari et al., 2016). O material
superparamagnético se caracteriza por alta magnetizagdo de saturagdo (Ms), com baixa
coercividade (H.i), capacidade do material magnético em resistir a desmagnetizagdo, e baixa
retentividade (M), habilidade do material magnético em manter uma parte da magnetizagao

apos a interrupcao do estimulo magnetizante (Elamin ef al., 2023).

Em geral, este fendmeno ocorre quando o material magnético possui didmetro entre
10 nm e 150 nm (Bedanta; Petracic; Kleemann, 2015; Neuerge et al, 2005). Nestes
nanomateriais, a histerese (tendéncia de um sistema de conservar as suas propriedades na
auséncia de novo estimulo) tende a zero e com isso, a desmagnetizacdo ocorre mais
prontamente (Peddis et al., 2014; Petracic, 2010; Papaefthymiou, 2009). Este comportamento
permite que os biocatalisadores magnéticos sejam separados do meio reacional pela aplicacao
de um campo magnético externo (Melo et al., 2023) e uma vez que o campo magnético externo
¢ removido ndo retém suas propriedades magnéticas, o que ¢ importante para a reutilizagdo dos

biocatalisadores (Esmi ef al., 2021; Armenia et al., 2019; Cipolatti et al., 2016).
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2.8.2.2 Estabilizag¢do de nanoparticulas de magnetita

De modo geral, a alta area especifica dos materiais nanométricos confere uma
caracteristica de agregacdo as nanoparticulas, que pode resultar em diminui¢do de magnetismo
e de dispersividade em funcdo da reducgdo da area interfacial (Egea-Benavente et al., 2023). Por
isso, algumas estratégias de modificagdo quimica e fisica da superficie de NPMs foram
desenvolvidas, empregando diversos materiais, a fim de diminuir a agregacao (Egea-Benavente
et al., 2023) e melhorar a estabilidade de nanoparticulas magnéticas (Sadegui; Moghimifar;

Javadian, 2023).

O 4cido oleico (Ci8H3402) € um dos compostos organicos mais empregados para a
modificacdo de NPMs. Basicamente, o oleato, proveniente da desprotonacdo do grupo
carboxilico do &cido oleico, coordena com os ions ferro presentes na superficie das
nanoparticulas. Sua cadeia carbonica melhora a lipofilicidade da superficie e impede que as
nanoparticulas se agreguem. Além disso, promove estabilidade quimica ao nanomaterial, uma
vez que reduz a suscetibilidade a oxidacdo (Lobato; Mansur; Ferreira, 2017; Zhang; He; Gu,
2006). A eficiéncia da modificagdo e o baixo custo do acido oleico, o torna uma excelente
escolha para a estabilizagdo de NPMs como suportes para imobilizagdo de enzimas (Cao et al.,

2020; Meng et al., 2013; Zhang et al., 2012).

A adsor¢ao quimica do acido oleico a superficie das NPMs pode ser por coordenagao
monodentada, bidentada ou em ponte. Além destas, o dcido oleico adsorve fisicamente as NPMs
por meio de ligacdes de hidrogénio ou interagdes de Van der Walls entre as cadeias carbonicas
dos acidos oleicos quimissorvidos e as cadeias carbonicas das moléculas de acido oleico livres
no meio reacional. A adsor¢do fisica confere bicamadas de 4cido oleico a superficie do
nanomaterial (Vialli, 2009). A Figura 11 ilustra os possiveis modos de coordenagdo do oleato

aos ions ferro da superficie das nanoparticulas de magnetita.
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Figura 11 -  Tlustracdo dos possiveis modos de coordenagdo do oleato aos ions ferro da
superficie das nanoparticulas de 6xido de ferro
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Fonte:  Adaptado de Vialli, 2009.

A modificagdo na superficie das nanoparticulas também pode favorecer a
incorporacdo destes nanomateriais em matrizes poliméricas hidrofoébicas, como o poli(estireno-
co-divinilbenzeno) (Silva et al., 2018; Bento ef al., 2017; Formiga et al., 2013). Uma vez que
a superficie das NPMs ¢ hidrofilica, a modificacao de sua superficie pode permitir uma melhor
interagdo com mondmeros hidrofoébicos durante a polimerizacao (Reis; Souza; Batista, 2022).
Vale mencionar que as propriedades magnéticas das nanoparticulas podem ser reduzidas apds

modificag¢do e imobilizacdo da enzima (Parandi et al., 2023; Navarro-Lopez et al., 2023).

Apesar disto, alguns trabalhos na literatura demonstram que, apds a modificagdo da
superficie e imobilizagdo enzimatica, os biocatalisadores, preparados a partir de enzimas
imobilizadas em suportes poliméricos magnéticos, permanecem apresentando caracteristicas
magnéticas adequadas para a recuperacdo via campo magnético e posterior reuso do
biocatalisador (Wang et al., 2024; Tan et al., 2022; Cao et al., Afzal et al., 2020, Silva et al.,
2018; Bento et al., 2017). A Figura 12 mostra o mecanismo de modificag@o e incorporagdo da

magnetita @ matriz polimérica.
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Figura 12 - Mecanismo de modificagdo e incorporacdo da magnetita a matriz polimérica
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Muitos trabalhos na literatura ja descreveram a preparacao de biocatalisadores
heterogéneos baseados em lipases imobilizadas em suportes de poli(estireno-co-
divinilbenzeno) (Torquato et al., 2025; Fé et al., 2024; Ribeiro et al., 2022; Pinto et al., 2020a;
Pinto et al., 2020b; Pinto et al., 2018; Cipolatti et al., 2018; Manoel et al., 2016; Pinto; Freire;
Pinto, 2014; Cunha et al., 2014), no entanto, poucos estudos imobilizaram lipases em suportes
de poli(estireno-co-divinilbenzeno) magnéticos (Silva et al., 2018; Bento et al., 2017) e nao
foram encontrados estudos investigando a relag@o entre as propriedades estruturais dos suportes
de poli(estireno-co-divinilbenzeno) magnéticos com os parametros de imobilizacdo e a
eficiéncia catalitica dos biocatalisadores obtidos. A Tabela 2 mostra um panorama do estudo de

lipases imobilizadas em suportes poliméricos sintéticos magnéticos nos ultimos 10 anos.

Considerando os efeitos que o grau de dilui¢do dos mondmeros na polimerizagdo
pode exercer sobre a morfologia do suporte e as estruturas dos poros, esta investigacao pode
ser de importancia significativa para a tecnologia de fabricacdo de biocatalisadores. Por isso,
objetivando contribuir com o avanco cientifico dos biocatalisadores magnéticos, esta
Dissertacdo propdem um estudo relacionando diferentes morfologias do suporte a base de
poli(estireno-co-divinilbenzeno) magnético, obtidas a partir da varia¢ao do grau de diluigdo em

n-heptano, com os parametros de imobilizacdo e o desempenho dos biocatalisadores.



Tabela 2 -

Panorama do estudo de lipases imobilizadas em suportes poliméricos sintéticos magnéticos

51

Polimero sintético

Material magnético

Fonte da lipase

Tipo de imobilizacio

Aplicacio

Referéncias

Poli(estireno-co-

Fe;04 modificada com

Sintese de ésteres etilicos a

e L. . Candida antarctica B Adsorgdo partir de acidos graxos Presente Dissertago
divinilbenzeno) acido oleico s
alifaticos
Poli(ureia-co-uretano) Fe304’ H.mdlﬁc?da com Candida antarctica B Adsorgao e ligagao - Chiaradia et al., 2016
acido oleico covalente
Poli (N—lsqpropll .acrlllamlda, FesOs Candida antarctica B Adsorcao Nanomotores enzimaticos Soleymani ef al., 2023
acrilamida e alilamina)
Poli (rn’e tgcrllato de ’g‘hmdﬂ o FesOs Candida rugosa Ligagdo covalente Produgdo de biodiesel Xie; Huang, 2020
-acido metacrilico)
Fe;04 Reticulagdo (mCLEAs)

Poli (acrilamida)

Aspergillus oryzae ST11

usando glutaraldeido

Sintese de biodiesel

Paitaid; H-Kittikun, 2020

Poli(éter diglicidilico de
bisfenol A)

Fe;04 revestida com
polietilenoimina

Eversa® Lipase
Transform 2.0

Ligagdo covalente

Esterificagdo dos acidos
graxos do 6leo de babagu

Melo et al., 2024

Poli(metacrilato de glicidila)

Fe;O04revista com SiO2

Candida antarctica B

Ligacgdo covalente

Sintese do acetato de etila

Afzal et al., 2020

Poli(metacrilato de metila-co-
divinilbenzeno)

Fe;04 modificada com
acido oleico

Candida rugosa

Adsor¢ao, ligagao
covalente e reticulacao
com PEI

Cao et al., 2020
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Poli(metacrilato de glicidila-co-

Burkholderia cepacia

Adsorcao e ligacao

Wang et al., 2014

metacrilato de 2- etil Fe;04
T covalente
dimetilamina)
Poli(estireno-co- Fes;04 modificada com Candida rugosa Adsorgdo Sintese d]i l:zt—i‘;);tlrato de Bento ef al., 2017

divinilbenzeno)

acido oleico

Sintese de ésteres de sabor

Asma; Husain, 2019

Poli (o-toluidina) Fe;04 Candida rugosa Ligagdo covalente de frutas
ZnFe,O4 Rhizomucor miehei Reticulagdo Sintese d? 1?3_41016011_2_ Huang et al., 2023
palmitoilglicerol

Poli (dopamina)

Poli (dopamina-co-acrilamida)

Fe;04 modificada com (3-
aminopropil)trietoxissilano

Candida antarctica A

Ligagdo covalente

Sintese de amido de
anidrido octenil succinico

Tan et al., 2022

Poli (estireno-co-
divinilbenzeno)

Fe;04 modificada com
4cido oleico

Burkholderia capacia e

Pseudomonas
fluorescens

Adsor¢édo

Sintese de ésteres etilicos de
acidos graxos

Silva et al., 2018

Nota:

Fonte: A autora, 2025.

Para este levantamento de dados foram considerados artigos de procedimento experimental que preparam biocatalisadores a partir lipases imobilizadas em

polimeros sintéticos combinados a um material magnético, nos ultimos 10 anos.
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3 METODOLOGIA

3.1 Materiais

No presente item estdo descritos os principais reagentes e enzima utilizados ao longo
desta Dissertacdo, bem como sua procedéncia. Neste item também estdo descritos os

equipamentos utilizados.

3.1.1 Reagentes e procedéncias

Acetona P.A. (CH3COCH3) — Dindmica Quimica Contemporanea Ltda, grau de pureza:
99,5%.

Acetonitrila (C2H3N) — Sigma Aldrich Ltda, grau de pureza: 99,8 %.

Acido caprico P.A. (C10H2002) — Exodo cientifica Ltda, grau de pureza: 99,5 %.
Acido Cloridrico P.A. (HCI) — Qhemes Ltda, grau de pureza: 37 %.

Acido estearico P.A. (C1sHz360:2) — Exodo cientifica Ltda, grau de pureza: 98 %.
Acido laurico P.A. (C12H2402) — Exodo cientifica Ltda, grau de pureza: 99 %.

Acido miristico P.A. (C1sH2s0:) — Exodo cientifica Ltda, grau de pureza: 98 %.



Acido oleico P.A. (C1sH3402) — B Herzog Ltda, grau de pureza: 98%.

Acido palmitico P.A. (C16H320:) - Exodo cientifica Ltda, grau de pureza: 99,5 %.
Alcool etilico P.A. — Tec Lab Ltda; grau de pureza: 99,5 %.

Alcool etilico — Rioquimica, grau de pureza: 70%.

Azobisisobutironitrila P.A. (AIBN) — Aldrich Chemical Company, Inc.

BSA (Proteina de Soro Bovino) — Sigma-Aldrich Ltda.

Cloreto de férrico P.A (FeCls . 6 H20) — ISOFAR Ltda.

Cloreto de sédio (NaCl) P.A. — Vetec Quimica Fina Ltda.

Dimetilsulféxido (DMSO) — Quimica Contemporanea Ltda, grau de pureza: 99,9 %
Divinilbenzeno P.A. (DVB) 55% — doado pela Nitriflex Industria e Comércio Ltda.
Estireno P.A. (S) — doado pela Nitriflex Industria e Comércio Ltda.

Fenolftaleina P.A. - Exodo cientifica Ltda.

Fosfato de sodio monobasico P.A. — Vetec Quimica Fina Ltda, grau de pureza: 99 %
Hidréxido de amonio P.A. (NH4OH) — Qhemes Ltda grau de pureza: 98,9 %.
Hidréxido de sédio P.A. (NaOH) - Vetec Quimica Fina Ltda, grau de pureza: 99,5 %
Lipozyme® CALB - Novozymes Latin America Ltda.

n-heptano P.A. (C7Hi6) — Aldrich Chemical Company, Inc.

Palmitato de p-nitrofenila (p-NFL) — Sigma Aldrich Ltda, grau de pureza: 98 %.
Poli (dlcool vinilico) (PVA) — Kuraray Co. Ltd., Grau de Hidrolise: 87 %.

Reagente de Bradford — BioRad.

Sulfato ferroso (FeOs .7 H20) — Sigma-Aldrich, grau de pureza: 99 %.
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Triton-X — Sigma-Aldrich.

3.1.2 Equipamentos e materiais utilizados

Agitador magnético com aquecimento — IKA, mod. HS 7 (Laboratorio de Quimica de

Polimeros/ 1Q/ UERJ).

Agitador mecanico — IKA Labortechnik, mod. RW-20M; munido de haste de agita¢ao tipo
meia lua (Laboratorio de Quimica de Polimeros/ 1Q/ UERJ).

Agitador tipo Roller — KASVI, mod. K45-8010 (Laboratdrio de Sintese Organica/ UERJZO).

Analisador de area especifica e porosimetria (ASAP) — Micromeritics, mod. ASAP 2020
V3.01E (Laboratorio de Caracterizagao Instrumental 111/ IQ/ UERJ).

Analisador termogravimétrico (TG) — TA Instruments, mod. TGA Q.50 V6.4 Build 193
(Laboratério de Caracterizagao Instrumental I/ IQ/ UERJ).

Balanc¢a analitica digital — Bioprecisa, mod. FA2104N (Laboratdrio de Quimica de Polimeros/

1Q/ UERJ).

Banho termostatizado — Huber, mod. Polystat CC1 (Laboratério de Quimica de Polimeros/

1Q/ UERY).

Difratometro de Raios- x (XRD) — Bruker, mod. D8 Advance (Laboratorio Multiusuario de
Difracao de Raios X/ 1Q/ UERJ).

Espectrofotometro - Jasco, mod. V-730bio (Laboratdrio de Biologia Microbiana de Farmacos/

UFRY).
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Espectrometro de absor¢io na regido do infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR) — Perkin Elmer, mod. Spectrum One (Laboratério de Caracterizagdo Instrumental I /

1Q/ UER)).

Estufa — Icamo, mod. 3 (Laboratério de Quimica de Polimeros/ IQ/ UERJ).

Ima de neodimio - Com 48mm e for¢a de atracdo de 80kg.

Incubadora — Novatecnica, mod. NT 712 (Laboratorio de Quimica de Polimeros/ 1Q/ UERJ).

Magnetometro de amostra vibrante (VSM) — Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e

Tecnologia - Inmetro, Dimci/Diele/Lamat.

Metalizador — Denton vacuum desk V (Laboratorio de Microscopia Eletronica de Varredura/

1Q/ UER)).

Microscopio eletronico de varredura — JEOL, mod. JSM 6510 LV (Laboratorio Multiusuario
de Nanofabricagdo e Caracterizagao de Nanomateriais/ FEN/ UER]J).

Microscopio eletronico de Varredura — JEOL, mod. JSM 6510 LV equipado com
Espectroscopia de raios X por dispersdo em energia - EDS (Laboratério de Microscopia

Eletronica de Varredura/ IQ/ UERJ).

Microscopio optico — Nikon Eclipse E200, lente Nikon E Plan 4x/0.10 - OFN20 WD 30
(Laboratério de Caracterizacao instrumental I/ 1Q/ UERJ).

Placa de aquecimento com agitacdo magnética — IKA C-MAG, mod. HS 7 (Laboratorio de
Sinteses Organicas/ UERJZO).
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3.2 Metodologia de preparo dos suportes magnéticos

Os biocatalisadores magnéticos obtidos nesta Dissertacdo foram desenvolvidos
baseados em lipases de Candida antarctica (CALB) imobilizadas em suportes magnéticos. Os
suportes poliméricos porosos magnéticos foram preparados pela polimerizagdo em
semissuspensdo de estireno e divinilbenzeno contendo magnetita. A Figura 13 mostra o

organograma das atividades desenvolvidas nesta Dissertacao.

Figura 13 - Organograma de atividades
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Fonte: A autora, 2025.
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3.2.1 Sintese da magnetita seguida de modificacdo com acido oleico

A sintese da magnetita foi realizada pela técnica de coprecipitacio baseada nos
trabalhos de Castanharo et al. (2015) e Silva et al. (2022) com adaptagdes. Em dois béqueres
de 500 mL, foi adicionado em um 140 g de FeCls e no outro 70 g de FeSO4. Em seguida, foram
adicionados 250 mL de 4gua destilada e deionizada em cada béquer para a dissolugdo completa
dos sais. O sistema reacional, composto por um baldo tritubulado de 1 L, provido de agitador
mecanico ¢ condensador de bolas, foi montado e as solu¢des foram vertidas para o baldo e
misturadas com o auxilio de agitacdo mecanica a aproximadamente 450 rpm, em temperatura

ambiente e sob atmosfera de N2, obtendo-se uma solucao de coloragao avermelhada.

Sob as mesmas condi¢des, foi adicionada lentamente a mistura 650 mL de solucao de
NH4OH. Apoés o término da adicdo, a temperatura foi elevada a 70 °C e mantida nesta
temperatura por 1 hora. Apds 1 h de reagdo, obteve-se um precipitado preto. O precipitado foi
transferido para um béquer e lavado diversas vezes com agua destilada e deionizada. A lavagem
consistiu em adicionar dgua destilada e deionizada ao béquer contendo a magnetita, deixa-lo
em repouso por 1 h, em média, com um ima no fundo externo do béquer. Ap6s o tempo de
repouso, a agua foi vertida e descartada, enquanto a magnetita permaneceu no fundo do béquer
atraido pelo ima. Este procedimento foi repetido até que o sobrenadante apresentasse pH em

torno de 7. Em seguida, 20 gotas de HCI foram adicionadas a magnetita contida no béquer.

Posteriormente, parte do material foi transferido para outro béquer de 1 L e, em
seguida, coberto por papel aluminio para minimizar a incidéncia de luz sobre a magnetita. A
esta parte da magnetita, foram adicionados 150 mL de acido oleico sob agitagdo magnética
branda e sem atmosfera de nitrogénio a uma temperatura de 80°C. Apods o término da adicdo do
acido oleico, a mistura reacional permaneceu nesta temperatura por 30 minutos. Entdo, esta
mistura foi lavada com etanol diversas vezes para a retirada do excesso de acido oleico. Em
seguida, os materiais magnéticos em lama, tanto a parte modificada com é4cido oleico, quanto a
parte ndo modificada, foram transferidos para frascos cobertos por papel aluminio e
armazenados em um dessecador, de onde o ar foi evacuado e substituido por nitrogénio. O
procedimento de evacuacao e substituicdo ar atmosférico por nitrogénio foi repetido a cada

utilizagcdo da magnetita.
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3.2.2 Caracterizacdo da magnetita modificada e ndo modificada

A magnetita modificada e a magnetita ndo modificada preparadas nesta Dissertag¢ao
foram caracterizadas de acordo com o trabalho de Castanharo ef al. (2015) com adaptagdes. Os
espectros de FTIR foram obtidos a partir de pastilhas de KBr na faixa de radiacao infravermelho
entre 4000 ¢ 400 cm™'. O comportamento magnético foi avaliado por meio do magnetdometro de
amostra vibrante (VSM), onde cerca de 0,05 g das amostras foram adicionadas ao equipamento
e 0 campo magnético aplicado variou de —15000 G a 15000 G. O tempo total de cada analise

foi de 10 minutos, sendo os dados coletados a cada segundo, sob temperatura ambiente.

As resisténcias térmicas foram verificadas por termogravimetria (TG). Em torno de
15 mg das amostras foram submetidas a uma faixa de temperatura de 50 a 800°C, com
velocidade de aquecimento de 20°C/min, atmosfera de nitrogénio com fluxo de 100 mL/mim e
calibragdo com alumel a 154,2°C e niquel a 354,4°C. As estruturas cristalinas foram observadas
por difracdo de raios-X (XRD) com geometria capilar, aquecimento in-sifu € a analise de filmes.
As varreduras foram feitas na faixa de 2theta: 10 - 60 °, com tamanho do passo de 0,02 °/passo,
tempo do passo de 0,3 s/passo e velocidade do scan (tamanho do passo*60/tempo do passo) de
4 °/min. Os dados obtidos pela andlise foram submetidos ao software PANalytical X'Pert
HighScore Plus 3.0 e a equagao de scherrer foi empregada para estimar o tamanho dos cristalitos

(Equagdo 1).

K*A

te = B*cos (0)

(1)

Sendo, t.: tamanho de cristalitos; K: Constante relacionada a geometria dos cristais
(geralmente emprega-se 0,91 para geometrias desconhecidas); A: Comprimento de onda da
radiacao eletromagnética (1,54059 nm); B = Largura a meia altura do pico de difracao (também

denominada FWHM) e 6 = Angulo de difragao.
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3.2.3 Obtencdo dos suportes de poli(estireno-co-divinilbenzeno) magnéticos

Trés suportes poliméricos com propriedades magnéticas foram obtidos pela técnica
de polimerizagdo em semissuspensao aquosa, adaptada da metodologia publicada por
Castanharo ef al. (2015). A relagdo fase organica/fase aquosa foi de 1:4 v/v (50 mL / 200 mL).
A fase organica foi composta por iniciador 2,2’ — azo-bis-isobutironitrila (AIBN) 2% molar
(mols de AIBN em relagdo ao numero total de mols de mondmero), magnetita (10% m/v),
estireno (40% m/v), divinilbenzeno (60% m/v) e o diluente n-heptano, variando o grau de
dilui¢do (50%, 100 % e 150% v/v). A fase aquosa tinha composic¢ao fixa, consistindo em 200
mL de 4gua destilada e deionizada, 2% m/v de poli(alcool vinilico) (PVA) e 2% m/v de NaCl .

A Tabela 3 mostra a composi¢ao da fase organica dos suportes magnéticos.

Tabela 3 - Composicdo da fase organica para a preparagdo dos suportes magnéticos
Suporte Monémero Monémero Material Diluente Grau de Iniciador
Vinilico Divinilico Magnético diluicio

S1 S DVB Magnetita n-heptano 50% AIBN
S2 (40% m/v) (60% m/v) (10% m/v) 100% (2% m/v)
S3 150%

Legenda: S: Estireno; DVB: Divinilbenzeno; AIBN: 2,2’ — azo-bis-isobutironitrila.

Fonte: A autora, 2025.

Em um balao tritubulado de 250 mL foi adicionada a fase organica. Apos a adigao, a
temperatura foi elevada a 60°C e a mistura reacional foi mantida nesta temperatura por 30
minutos sob atmosfera de nitrogénio e agitacdo mecanica de 150 rpm para a pré-polimerizacao
da fase organica. A Figura 14 mostra uma imagem do sistema operacional da polimerizagao.
Terminado o tempo de pré-polimerizacdo, a fase aquosa foi adicionada ao reator contendo a
fase organica. A temperatura foi elevada a 80 °C e a polimerizagdo foi conduzida por 22 h, sob

atmosfera de nitrogénio e agitacdo mecanica de 400 rpm. Ao final da polimerizacao, os suportes
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magnéticos obtidos foram lavados abundantemente com agua destilada e posteriormente,

etanol. Em seguida, foram filtrados a vacuo e secos em estufa a 60°C por 24 h.

Figura 14 - Sistema operacional da polimerizagao

Nota: Banho termostatizado sobre um elevador. Sobre o banho, baldo tritubulado fixado a uma haste
com garra, acoplado a um condensador de bolas (por sua vez, associado a uma linha de nitrogénio)
e a um mancal e um impelidor unidos a um agitador mecanico.

Fonte: A autora, 2025.

3.2.4 Caracterizacdo dos suportes magnéticos

ApOs a secagem, os suportes magnéticos sintetizados foram caracterizados por
microscopia oOtica (OM), microscopia eletronica de varredura (SEM), espectroscopia por

energia dispersiva (EDS), espectrometria de absorcdo na regido do infravermelho com



62

transformada de Fourier (FTIR), termogravimetria (TG), difracdo de raios X (XRD),
magnetometria de amostra vibrante (VSM), analise de area especifica e porosidade (ASAP),

densidade aparente (Dap) e grau de inchamento ().

A microscopia Otica foi empregada para avaliar a morfologia dos suportes
magnéticos, utilizando um microscopio Optico Nikon eclipse E200, lente Nikon E Plan 4x/0.10
(OFN20 WD 30) com sistema de aquisi¢ao de imagens acoplado a um computador, por onde
foi feita a visualizagdo. As amostras foram colocadas em uma lamina de vidro e submetidas a
acao de um feixe luminoso para observacao e digitalizagdo das imagens. Foram feitas imagens
com um aumento de 40x. Esta analise permitiu a visualizacdo do aspecto externo das particulas

de copolimero; como a morfologia e a presenga de defeitos.

A morfologia dos suportes também foi analisada por SEM em que, previamente, as
amostras foram depositadas em uma fita de carbono, a fim de aumentar sua condutividade. Em
seguida, a amostra foi introduzida no aparelho onde um feixe de elétrons primarios, gerado por
um filamento tungsténio, varreu a amostra sofrendo modificagdes de acordo com as variagdes
da superficie do material, em alto vacuo, sob tensdo de aceleragao de 10 kV. Os detectores de
elétrons secundarios forneceram imagens de topografia da estrutura da amostra, enquanto os
detectores de elétrons retroespalhados forneceram imagens caracteristicas de variagdo de
composic¢do. Acoplado ao SEM, o EDS detectou os raios X emitidos pela amostra permitindo
a caracterizacdo quimica do material. Os espectros de FTIR foram obtidos a partir de pastilhas
de KBr utilizando uma razao amostra/KBr de 1/300 mg. Os espectros foram adquiridos usando
um total de 4 varreduras na faixa de radiacdo infravermelho entre 4000 e 400 cm™ e uma

resolucdo de 4 cm-'.

Os difratogramas de raios x foram obtidos sob as seguintes condi¢des de analise: faixa
de 20 = 10-60°, 0,02°/passo com tempo de passo de 0,3s/passo, velocidade de 4°/min e fonte de
cobre. Os dados obtidos pela andlise foram submetidos ao software PANalytical X'Pert
HighScore Plus 3.0. A degradacdo térmica dos materiais foi verificada por termogravimetria,
em que cerca de 15 mg de amostra foram colocadas em uma cépsula de platina, aquecida em
atmosfera de nitrogénio com fluxo de 100 mL/min, a uma faixa de temperatura de 50 °C a 800
°C e uma velocidade de aquecimento de 20 °C/min. Os padrdes de calibragdo foram: Alumel
(154, 2°C) (liga de 95% Niquel e 5% Aluminio) e Niquel (354, 4°C). O comportamento
magnético foi avaliado por meio do magnetdmetro de amostra vibrante (VSM), onde cerca de

0,05 g das amostras foram adicionadas ao equipamento e o campo magnético aplicado variou



63

de —15000 G a 15000 G, o tempo total de cada andlise foi de 10 minutos, sendo os dados

coletados a cada segundo, sob temperatura ambiente.

A area especifica dos suportes magnéticos foi determinada com base em resultados de
adsor¢do de nitrogénio (ASAP) a superficie dos suportes magnéticos formando uma
monocamada em diferentes pressdes relativas na temperatura do nitrogénio liquido. As
amostras foram pré-tratadas a 120°C por 4 horas para secagem e degaseificacdo antes de serem
submetidas ao aumento da pressao com nitrogénio gasoso. Curvas de isotermas foram
construidas correlacionando a quantidade de gas adsorvida aos suportes magnéticos (cm?/g) em
funcdo da pressao relativa (P/P0) empregada. O modelo proposto utiliza a equagdo de Kelvin
e relaciona o esvaziamento progressivo dos poros cheios de N2 liquido com o decréscimo da
pressdo. O método matematico adotado foi o de Barret, Joyner e Halenda (BJH) (Teixeira;
Coutinho; Gomes, 2001). A equagao de BET foi utilizada na faixa linear da curva para o calculo

da area especifica.

A determinacdo da densidade aparente (Dap) das particulas foi realizada em triplicata,
de acordo com a ASTM: American Society for Testing and Materials. D 1895-69: Annual Book
of ASTM Philadelphia: ASTM; 1975. A densidade aparente foi determinada pesando-se 10 cm?
do suporte magnético em proveta graduada de 10 cm?. Os suportes foram empacotados aos
poucos na proveta previamente pesada e em seguida, determinado o volume final ocupado. A

Equagao 2 foi empregada para determinar a densidade aparente (Dap) dos suportes magnéticos.

< |3

2)

ap —

Sendo, Dap: densidade aparente (g/mL); m: massa do copolimero (g); v: volume

aparente do polimero na proveta apos o empacotamento (mL).

O grau de inchamento (I) dos suportes magnéticos em agua e etanol foi determinado
em triplicata através de método descrito na literatura por Rabelo (1993). Cerca de 3 ml de
suporte magnético seco foi adicionado a uma proveta de 10 mL. Com o auxilio de um bastao
de vidro com extremidade de borracha, os copolimeros foram empacotados nas provetas para

realizar a leitura do volume inicial (Vi). Em seguida, adicionou-se lentamente pelas bordas da
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proveta o solvente (4gua ou etanol), aproximadamente quatro vezes o volume da amostra
compactada. Agitacdo manual e leves batidas com o bastdo de vidro com extremidade de
borracha foram empregadas para a eliminagdo das bolhas de ar. O suporte magnético
permaneceu em contato com o solvente por 48 horas, com a proveta selada com pléstico filme.
Apobs o tempo de contato, o volume final (Vf) foi verificado e o grau de inchamento foi

calculado através da equacao (Equagao 3):

1= Y, 100 3)

Vi

Sendo, I: grau de inchamento; Vi: volume do suporte magnético seco empacotado

(mL) e Vf: volume do suporte magnético em contato com o solvente apds 48 horas (mL).

3.3 Metodologia de preparo do biocatalisador magnético

3.3.1 Pré-tratamento dos suportes

O pré-tratamento dos suportes magnéticos € a etapa que antecede a imobilizacao
enzimatica, com o objetivo de melhorar e permeagdo da solugdo enzimética dentro dos poros
dos suportes (Pinto ef al., 2018). Este procedimento foi realizado conforme a metodologia
descrita por Cipolatti et al. (2018); Pinto et al. (2018); Manoel et al. (2016); Pinto;Freire;Pinto
(2014) e Cunha et al. (2014). Um tubo falcon de 50 mL de capacidade contendo 2 g de suporte
(S1, S2 ou S3) e 25 mL de etanol PA 95% foi mantido sob agitagdo de 30 rpm em um agitador

tipo Roller por 30 min (Figura 15). Apos o tempo de contato, os suportes foram filtrados, em
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funil de vidro equipado com papel de filtro pregueado suportado em um erlenmeyer de 250 mL,
e lavados abundantemente com 4gua destilada. Depois, os suportes foram mantidos em contato
com agua destilada sob agitagdo de 30 rpm em um agitador tipo Roller por 30 min. Em seguida,
foram filtrados. Por fim, os suportes foram mantidos em contato com tampao fosfato de sodio
S5mM pH 7 sob agitacdao de 30 rpm em um agitador tipo Roller por 30 min. Terminado o tempo
de contato, os suportes magnéticos foram filtrados e armazenados na geladeira (4 °C) até o uso

no processo de imobilizagao.

Figura 15 - Unidade experimental para o pré-tratamento dos suportes

Fonte: A autora, 2025.

3.3.2 Imobilizacdao de CALB nos suportes magnéticos

A técnica de imobilizagdo por adsor¢do e a determinacdo dos pardmetros de
imobilizacao foram conduzidos conforme os trabalhos de Pinto (2017); Cunha et al. (2014);
Cunha et al. (2011); Cunha et al. (2009) e Cunha et al. (2008). Primeiramente, uma solugao
enzimatica de 60 mL de lipase B de Candida antarctica (CALB) e tampao fosfato de sodio (5
mM e pH=7) foi previamente preparada com atividade inicial de 94,0 £ 10,7 U/gsuporte. A
imobilizacao foi realizada em tampao fosfato de sodio 5 mM e pH 7,0 (Fé et al., 2024; Ribeiro

etal.,2022, Pinto et al., 2020a). A imobilizagao foi realizada com 20 mL da solugdo enzimatica
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adicionada a tubos falcon contendo 2 g de suporte magnético. A interagdo foi conduzida por 5
h sob agitagdo a 36 rpm com auxilio de um agitador tipo Roller a 4 °C. Esta baixa temperatura

objetivou evitar uma possivel desnaturacao da enzima durante o processo de imobilizagao.

Para o acompanhamento da cinética de imobilizacdo, aliquotas de 250 uL do
sobrenadante em diferentes tempos de imobilizagao (0, 15, 30, 45, 60, 120, 180, 240 e 300
minutos) foram coletadas e armazenadas em microtubos para a avaliagdo da cinética de
imobilizacao por meio da atividade hidrolitica da enzima solivel no sobrenadante utilizando o
substrato laurato de p-nitrofenila (p-NFL) (Item 3.3.3) e a concentracdo de proteinas do
sobrenadante empregando o método de Bradford (Bradford, 1976). Os biocatalisadores
magnéticos obtidos a partir da imobilizagdo de CALB em suportes magnéticos foram filtrados
e lavados com dgua destilada para a remocao de enzimas nao adsorvidas presentes na superficie

dos biocatalisadores. Em seguida, foram secos em dessecador e armazenados na geladeira (4
°C).

3.3.3 Determinacdo da atividade hidrolitica da lipase solavel e dos biocatalisadores magnéticos

Primeiramente, em um espectrofotometro Jasco Mod. V-730bio acoplado a um banho
de aquecimento com recirculacdo e controle de temperatura, uma curva de calibragdo foi
construida relacionando diferentes concentragdes de p-nitrofenol (produto da hidrdlise do
laurato de p-nitrofenila) em uma solucao tampao fosfato de sdédio 25 mM a 30 °C (A=412 nm).
Desta forma, o fator de correlagdo (f) entre as variaveis, absorbancia e concentragdo de p-NF
em mM, pdde ser determinado e empregado nas equacdes para determinacdo dos parametros

de imobilizagao.

Para a dosagem da atividade hidrolitica das enzimas soliveis nas aliquotas do
sobrenadante da imobilizagdo, 0,005 mL das aliquotas foram adicionadas a uma cubeta de vidro
de 3 mL contendo 2,2 mL de solucdo tampao fosfato de sdédio (25 mM e pH=7) previamente

preparada. A cubeta foi acoplada ao espectrofotometro com temperatura controlada a 30°C e



67

adicionou-se 0,25 mL de substrato p-NFL (2,3 mM) previamente preparado (5 mL de
acetonitrila, 5 mL de dimetilsulfoxido e 0,0086 g de palmitato de p-nitrofenila), iniciando-se

assim, a reacdo de hidrolise. Esta analise foi feita em triplicata.

A evolugao das reagdes de hidrodlise foi acompanhada por curvas de absorbancia por
minuto fornecidas pelo equipamento durante 3 minutos de reagdo. O coeficiente angular
(abs/min) obtido foi utilizado para o calculo da atividade hidrolitica (Equacao 4). A atividade
hidrolitica (AH) expressa em U/mL corresponde a quantidade de enzima necessaria para
catalisar a formagdo de 1 pmol de produto (p-nitrofenol) por minuto de reagdo. O U/mL

corresponde a atividade hidrolitica da enzima soltivel em 1 mL de solu¢do enzimatica.

“4)

Sendo, AH: Atividade hidrolitica (U/mL); V¢ volume final do meio reacional (mL);
f: fator de correlagdo obtido a partir da curva de calibragdo do p-nitrofenol em tampao fosfato
de s6dio 25 mM a 30°C, V.: volume de solucdo enzimética devidamente diluida (mL) e a:

coeficiente angular obtido a partir da reta de avango da reag@o de hidrdlise.

A atividade hidrolitica dos biocatalisadores magnéticos (BioS1, BioS2 e BioS3)
também foi avaliada para o substrato p-NFL. Inicialmente, SmL de tampao fosfato de sodio (25
mM, pH = 7,0) e 25 mg de biocatalisador magnético foram adicionados a um béquer de 25 mL
sob placa aquecedora com agitacdo magnética moderada e temperatura a 30°C. Em seguida,
0,25 mL de substrato p-NFL foi adicionado ao béquer contendo a mistura reacional dando inicio
a reacdo de hidrolise. As reagdes hidroliticas em batelada foram feitas em triplicata para cada
biocatalisador e substrato a 30°C por 5 min cada. Ao final de cada reacdo os biocatalisadores
foram recuperados com o auxilio de um pegador de barras magnéticas e lavados com agua

destilada para posterior reuso.

Ao longo da reagdo, a cada 20 s aliquotas de 2500 uL foram coletadas e adicionadas
a uma cubeta de 3 mL acoplada a um espectrofotdmetro com temperatura controlada (30°C)

para a determinagdo da absorbancia (A=412 nm). Através das absorbancias do meio reacional
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relacionadas ao tempo em minutos foi possivel plotar um grafico de absorbancia por minuto
(abs/min) e em seguida, calcular o coeficiente angular da reta. A reta de abs/min reflete a
evolugdo da reagao de hidrolise e o coeficiente angular ¢ correspondente a velocidade inicial da
reacdo. Uma vez que o produto da hidrolise do substrato laurato de p-nitrofenila é o croméforo
p-nitrofenol, espera-se observar o aumento da absorbancia do meio reacional ao longo do tempo
de reacdo. O coeficiente angular de cada reta de abs/min foi empregado na equagao de Atividade
hidrolitica do biocatalisador. A determinacao da atividade de hidrolise dos biocatalisadores foi

realizada empregando a Equagao 5.

axVexf
AHbiO = ! (5)

Mpio

Sendo, AHyio: atividade hidrolitica do biocatalisador (U/gbio); V¢: volume final do
meio reacional (mL); f: fator obtido a partir da curva de calibracdo do p-nitrofenol em tampao
25 mM a 30 °C; muio: massa de biocatalisador (g); a: coeficiente angular da reta que descreve

o avancgo da reacao hidrolitica.

O rendimento de imobilizac¢do (Ri) dos biocatalisadores magnéticos foi determinado

empregando a Equacao 6.

_ Uteo*100
= e —

Ri s Uteo = Ue — Ug (6)

Sendo, Ri: rendimento de imobilizacao (%); Uteo: atividade enzimatica teoricamente
adsorvida ao suporte (U/gsuporte); Ue: atividade da solucdo enzimatica presente no sobrenadante
antes de iniciar o processo de imobilizacdo (U/gsuporte); Us: atividade da enzima presente no

sobrenadante ao final do processo de imobiliza¢do (U/gsuporte)-
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3.3.4 Determinacdo da concentracio de proteinas pelo método de Bradford

O método de Bradford, reproduzido amplamente pela literatura, foi empregado para
este acompanhamento cinético (Bradford, 1976). Primeiramente, o fator de correlagdo K foi
determinado por meio da curva de calibracao da albumina de soro bovino (BSA), empregada
como padrdo, no comprimento de onda A=595 nm. Posteriormente, uma mistura de 190 pL de
solugdo de Bradford comercial e 10 pL de cada aliquota coletada ao longo da imobilizacao foi
adicionada a pocos em microplaca de acrilico. Em seguida, a placa foi acoplada ao
espectrofotometro para a realizag@o da leitura com o seguinte comprimento de onda, A=595 nm.
As andlises foram realizadas em triplicata. O coeficiente angular obtido pela curva de calibra¢ao
de BSA foi empregado para determinar a concentragao de proteinas (mg/mL) em cada aliquota

por meio das absorbancias observadas.

3.3.5 Avaliacdo da atividade de esterificacdo e conversdo do acido oleico em oleato de etila

Os biocatalisadores magnéticos obtidos também foram avaliados quanto a atividade
de esterificagdo. Primeiramente, em um frasco de vidro de 10 mL foram adicionados os
substratos, acido oleico e etanol, em uma razao molar de 1:2, respectivamente. A mistura foi
homogeneizada em um agitador tipo Roller a 50 rpm e 40°C por 10 min. Em seguida, adicionou-
se 2,5% m/m de biocatalisador, dando inicio a reagdo. As reagoes foram conduzidas em batelada
com agitagdo em um agitador tipo Roller a 50 rpm e 40°C por 24 h. A temperatura do meio
reacional foi mantida com o auxilio de uma incubadora abrigando a unidade experimental
(frascos contendo o meio reacional comportados sob um agitador tipo Roller). A Figura 16

mostra a unidade experimental empregada.
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Ao longo de cada reagdo, aliquotas de 50 puL foram coletadas no tempo zero, 0,25
h e 24 h de reagdo. As aliquotas foram pesadas e em seguida, aproximadamente 20 mL de uma
mistura de etanol e acetona (1:1) (v/v) foi adicionada a erlenmeyers de 50 mL contendo as
aliquotas. Esta mistura de solventes foi empregada para interromper a reagao e extrair do acido
oleico ndo consumido presente no meio reacional. As amostras foram tituladas manualmente
empregando uma solucao de hidréxido de sodio 0,04 M e uma solugao de fenolftaleina 0,01 M
como indicador acido-base. Por meio do consumo de soda da titulagao foi possivel determinar
a atividade de esterificacao (U/gbio) do biocatalisador produzido e a acidez das aliquotas, que

por sua vez foi empregada para determinar a conversao de substratos em produtos (%).

Ao final da reacdo, os biocatalisadores magnéticos foram recuperados com o auxilio
de um ima com forca de tragdo de 80 kg, lavados duas vezes com 4gua destilada e 1 vez com
etanol 70% e em seguida, armazenados timidos a 4°C. A Equagdo 7 foi empregada para
determinar a acidez das aliquotas. A Equagao 8 foi aplicada para determinar o percentual de
conversao do acido oleico em oleato de etila apds 24 h de reagdo. A Equagdo 9 foi utilizada
para estabelecer a atividade de esterificacdo dos biocatalisadores magnéticos obtidos (U/gbio).
Vale ressaltar que a atividade de esterificagao foi calculada empregando o tempo reacional em
minutos onde havia aproximadamente 10% de conversao em cada reagdo. As reacdes foram

conduzidas em triplicata e as aliquotas coletadas em triplicata.

. m VNaoHi—=VNaoHf) * CNaoH * MM 46
Acidez (%) = (Vnaoni~Vnaony) * Cna
m 10 *xmg

(7

Sendo, Acidez: acidez de cada aliquota coletada do meio reacional (%); Vnaoni:
volume de titulante consumido para titular a amostra contendo a aliquota do tempo zero (0°),
aliquota coletada antes de adicionar o biocatalisador (mL); Vnaonr: volume de titulante
consumido para titular a amostra contendo a aliquota de determinado tempo reacional, depois
da adi¢@o do biocatalisador (mL); Cnaon: concentracdo real da solucao de hidroxido de sodio
apos ser padronizada com biftalato de potassio 0,04 M (mol/L); MMag: massa molar do &cido

graxo empregado (g); ma: massa da aliquota (g).
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(ACidezinicial - ACiderinal) *100

Conversao (%) =

(8)

Acidezinicial

Sendo, Acidezinicial: acidez das aliquotas coletadas no tempo zero, antes da adi¢ao do

biocatalisador; Acidezsnar: acidez das aliquotas coletadas no tempo de 24 h de reacao.

AE.. — (VNaoHi—VNaoHF)* CNaoH*V £*1000
bio

= )

Vextxm,

Sendo, AEpi.: atividade de esterificagdo do biocatalisador (U/gpio); VNaomi: volume de
titulante consumido para titular a amostra contendo a aliquota do tempo zero (0°), aliquota
coletada antes de adicionar o biocatalisador (mL); Vnaonf: volume de titulante consumido para
titular a amostra contendo a aliquota do ultimo tempo reacional (mL); Cnaon: concentracdo real
da solucdo de hidroxido de sodio apds ser padronizada com biftalato de potassio 0,04 M
(mol/L); Vy: volume final do meio reacional (mL); Ve: volume da aliquota retirada para titulagdo

(mL); t: tempo de reacdo (min); me: massa de biocatalisador utilizada na reagao (g).

Figura 16 - Unidade experimental empregada para as reacdes de esterificagao

" =

Nota:  Frascos reacionais sob um agitador tipo Roller, por sua vez contido em uma incubadora.
Fonte: A autora, 2025.
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E importante mencionar também que reagdes controle de esterificagio foram
realizadas. Reacdes foram conduzidas sem o biocatalisador e com o suporte magnético sem
enzima imobilizada para avaliar se ha conversdo espontanea de acido oleico em oleato de etila
em 24 h e se os suportes magnéticos (sem as enzimas imobilizadas) podem apresentar alguma
influéncia sobre a acidez do meio reacional, respectivamente, descartando a influéncia destes
parametros nos resultados de atividade de esterificacao e conversdo de substratos em produtos.
Para a determinagdo do percentual de conversdo de acido oleico em oleato de etila (C%) foi
considerado 24 h de reacdo para favorecer a logistica da execucdo das etapas experimentais
desta Dissertagdo. Alguns trabalhos na literatura consideram este tempo reacional para a
determinagdo do percentual de conversdo de substratos em produtos (Cipolatti et al., 2021;

Bento et al., 2017).

3.3.6 Estudo de influéncia da temperatura na esterificacdo

Um estudo sistematico empregando diferentes temperaturas foi realizado com o
objetivo de avaliar a influéncia da temperatura na atividade de esterificagdo do biocatalisador
magnético (BioS2). Em seguida, comparar com o desempenho da lipase B de Candida
antarctica livre comercial (Lipozyme® CALB) nas mesmas condigdes. Para este estudo, em
um frasco de 10 mL adicionou-se os substratos, acido oleico e etanol (razdo molar 1:2). A

mistura foi mantida sob agita¢do, a 50 rpm por 10 minutos.

As temperaturas empregadas foram as seguintes: 30, 40, 50 e 60°C. Apds o tempo
determinado para a homogeneizacao do meio reacional, aliquotas de 50uL foram coletadas e
em seguida, adicionou-se o biocatalisador. As seguintes quantidades de biocatalisador foram
empregadas para cada reagdo: 2,5% (m/m) do biocatalisador magnético (BioS2) ou 24 pL da
lipase livre comercial. A reacdo de esterificacao iniciou com a adi¢do do biocatalisador e foi
conduzida por 24 h. Aliquotas de 50 pL foram coletadas nos tempos zero, 0,25 h e 24 h, pesadas
e tituladas com solugdo de NaOH 0,04 M para posterior calculo da atividade de esterificagao

(U/gwio) € da conversao do acido oleico em oleato de etila (%).
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Vale ressaltar que as reagdes foram feitas em triplicata nas quatro temperaturas
propostas pelo estudo. As aliquotas do meio reacional também foram coletadas em triplicata e
adicionadas a 20 mL de uma mistura de acetona e etanol (1:1) a fim de extrair os &dcidos graxos
para a titulagdo. A massa do biocatalisador (BioS2) corresponde a 2,5% da massa dos substratos
empregados na reagdo. O volume de Lipozyme® CALB utilizado corresponde ao volume da
lipase livre comercial com atividade de esterificagao (U/mL) aproximadamente equivalente a
atividade de esterificacdo de 2,5 % m/m do biocatalisador obtido, BioS2 (U/gpio). A unidade
experimental foi a mesma empregada na avaliagdo da atividade de esterificacdo dos

biocatalisadores.

3.3.7 Influéncia da imobilizacdo sobre a especificidade das enzimas aos substratos acidos

graxos

Um estudo variando o tamanho da cadeia carbonica dos acidos graxos utilizados na
esterificacdo foi conduzido empregando o biocatalisador produzido (S2) e a CALB, com o
objetivo de avaliar o efeito da imobilizagdo sobre a especificidade ao tamanho de cadeia

carbonica de acidos graxos alifaticos.

Em um frasco de 10 mL, foram adicionados os substratos, 4cido graxo e etanol (razao
molar 1:5). A mistura permaneceu sob agitagdo em um agitador tipo Roller por 10 minutos, a
60°C e 50 rpm. Ap6s o tempo determinado para homogeneizacao do meio reacional, aliquotas
de 50 pL foram coletadas e 2,5% m/m do biocatalisador BioS2 ou Lipozyme® CALB foi
adicionado, iniciando assim a reacdo de esterificacdo. Decorridos 15 minutos de reacao,
aliquotas de 50 pL foram coletadas do meio reacional para titulagdo com solu¢do de NaOH
0,04 M e posterior calculo da atividade de esterificacao dos biocatalisadores (U/gbio). Apos 24
h de reacdo, aliquotas de 50 pL foram coletadas do meio reacional para pesagem, titulagdo e

posterior célculo da conversdo dos 4cidos graxos em seus respectivos ésteres etilicos (%).
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Para este estudo, os 4cidos graxos selecionados foram: 4cido caprico (C10:0), acido
laurico (C12:0), acido miristico (C14:0), acido palmitico (C16:0), acido estearico (C18:0) e
acido oleico (C18:1). Vale mencionar também, que a temperatura escolhida para conduzir as
reacdes (60°C) e a razdo molar entre os acidos graxos e o etanol (1:5) foram selecionadas a fim

de favorecer a solubilidade dos acidos graxos no estado solido.

E importante ressaltar também que as rea¢des foram feitas em triplicata para cada
acido graxo selecionado. As aliquotas foram coletadas em triplicata e adicionadas a 20 mL de
uma mistura de acetona e etanol (1:1) a fim de interromper a reagdo e extrair os acidos graxos
que nao reagiram para posterior titulagdo. A unidade experimental utilizada foi a mesma
empregada para a avaliacdo da atividade de esterificacdao dos biocatalisadores produzidos e para

o estudo de estabilidade em diferentes temperaturas.

3.3.8 Avaliacdo do reuso do biocatalisador

A reutilizagdo de BioS2 foi avaliada para reagdes de esterificagdo conforme
metodologia descrita no item 3.3.5. Apds cada ciclo, o biocatalisador foi separado
magneticamente, lavado duas vezes com agua destilada e uma vez com etanol 70%. A atividade
de esterificacdo (U/gpio) do primeiro uso corresponde a 100% da atividade do biocatalisador. A
atividade de esterificagcdo e o percentual de conversdo de 4cido oleico em oleato de etila apds

cada uso foram avaliados.

A Figura 17 mostra como foi realizada a recuperag@o dos biocatalisadores magnéticos
apos as reagdes de esterificagdo. Primeiramente, o meio reacional foi vertido sem a perda de
biocatalisador. Os biocatalisadores magnéticos permaneceram nos frascos de reagcdo via campo
magnético (Figura 17, A). Em seguida, os biocatalisadores foram lavados duas vezes com dgua
destilada empregando agitacdo manual (Figura 17, B). Depois, foram lavados uma vez com

etanol 70% também sob agitagdo manual (Figura 17, C) e, por fim, os biocatalisadores
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recuperados (Figura 17, D) foram deixados de 10 a 15 minutos sobre a bancada para a

evaporacao do excesso de etanol 70% empregado na lavagem e posterior reutilizacao.

Figura 17 - Recuperagdo dos biocatalisadores ao final das reagdes de esterificagdo

Legenda: A, B, C e D correspondem a sequéncia de etapas para a recuperacdo do biocatalisador
magnético, descritas e devidamente identificadas no paragrafo anterior.
Fonte: A autora, 2025.

3.3.5 Avaliacdo da dessorcdo da enzima imobilizada

Um estudo de dessor¢do foi conduzido para investigar a interacdo entre a lipase e o
suporte magnético (S2), conforme metodologia de Sugahara; Varéa, (2014) com modificagoes.
Primeiramente, 0,14 g do biocatalisador BioS2 foi agitado magneticamente a 200 rpm em 20
mL de tampao fosfato de sddio 25 mM (pH 7,0) contendo 0,1 M de Triton X-100 por 30 min a
40 °C. Apo6s o tempo determinado, os biocatalisadores foram filtrados e lavados com agua
destilada e etanol 70%. Em seguida, foram armazenados umido a 4 °C. Os biocatalisadores
foram avaliados quanto a atividade de esterificacao (U/gpio) € a conversao do acido oleico em

oleato de etila (%).

Aliquotas do sobrenadando foram coletadas antes da adi¢do do biocatalisador e ao
final do procedimento para a avaliacdo da atividade hidrolitica do sobrenadante (U/gsobrenadante)-

Vale ressaltar que o estudo foi conduzido em triplicata ¢ as condi¢des reacionais para a
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avaliacdo da atividade hidrolitica (U/gsobrenadante) € da atividade de esterificagdo (U/gpio)

correspondem as descritas nos itens 3.3.4.1 e 3.3.4.2 respectivamente.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Esta sessdo primaria foi dividida em trés sessdes secundarias. Primeiramente serdao
discutidos os resultados referentes a caracterizagdo da magnetita modificada e ndo modificada
sintetizadas nesta Dissertacdo. Em seguida, serdo discutidos os resultados pertinentes a
caracterizagdo dos suportes magnéticos obtidos por polimerizagdo em semissuspensao aquosa
de estireno e divinilbenzeno, contendo magnetita, variando o grau de dilui¢do em n-heptano.
Por fim, serdo conduzidas as discussoes relacionadas aos pardmetros de imobilizacdao obtidos
através da imobilizacdo da CALB nos suportes magnéticos sintetizados, seguida das discussdes

referentes aos estudos de avaliagdo do desempenho catalitico dos biocatalisadores obtidos.

4.1 Caracterizacao da magnetita

A andlise de FTIR foi empregada para a confirmagao da sintese de 6xidos de ferro e
da modifica¢do com acido oleico. A Figura 18 mostra os espectros obtidos para a magnetita

(M), a magnetita modificada (MAO) e o acido oleico puro (AO).
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Figura 18 -  Espectros de FTIR da magnetita (M), da magnetita modificada (MAO) e

do 4cido oleico (AO)
—M —MAO —AO
120 3300 2921 2851 1708 1401 587
- | I.'|I | | ’ ]
= 80 II | |
= |
(5 I
-g 60 I
= S
L — —
23 I . R e
g
[
*[N T VT
N
0
3900 3400 2900 2400 1900 1400 900 400

Numero de onda (cm™)

Fonte: A autora, 2025.

Como pdde ser visto, os espectros da magnetita (M) e da magnetita modificada (MAO)
apresentam em 587 cm™! a banda atribuida a ligagio Fe-O das particulas de magnetita, indicando
a sintese de oxidos de ferro. Nos espectros do AO e do MAO, as bandas 2921 e 2851 cm!
correspondem as ligacdes assimétricas e simétricas de CHa, respectivamente. A presenga da
banda observada em 1708 cm™! no espectro da MAO e também presente no espectro do AO,
pode ser atribuida a ligagdo C=0O do grupo carboxila, indicando a presenca de acido oleico na
superficie da magnetita. Vale ressaltar, que estas bandas ndo sdo observadas no espectro de

magnetita pura (M) (Queiroz, 2011; Wang et al., 2010).

A banda observada em 1401 cm’!, presente nos espectros do MAO e do AO, é
atribuida as vibracdes dos grupos C=0 de grupos carboxilatos (RCOQ"), indicando a presenca
de oleato adsorvido quimicamente na superficie das particulas de magnetita (Queiroz, 2011;
Wang et al., 2010). Nos espectros de M e MAO, a banda em 3300 cm™! corresponde a banda de

deformacao axial de -OH que pode ser atribuida a umidade presente nas amostras (Castanharo,
2015).

A Figura 19 mostra as curvas de degradagdo térmica e derivada da perda de massa da

magnetita modificada (MAO) e nao modificada (M). Conforme esperado, a curva de
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degradagdo térmica da magnetita (M) obtida revelou que ndo houve perda de massa no intervalo
de temperatura avaliado, de 50 °C a 800 °C, e a curva de degradacdo térmica da magnetita
modificada com acido oleico (MAOQO) apresentou quatro estagios de perda de massa, conforme

outros trabalhos na literatura (Lourengo-Neto, 2024; Urian, 2021; Castanharo, 2015).

Figura 19 -  Curvas de degradacgdo térmica e derivada da perda de massa da
magnetita modificada (MAO) e ndo modificada (M)

120 0,2

0,18
100

0,16

0,14

=]
(=}

0,12
60 0,1

0,08

Massa (%0)

40

(Do/%) ESSEIAP

----- M B 0,06
. 0,04
0,02

104 187 270 353 437 520 603 687 770
Temperatura (°C)

Fonte: A autora, 2025.

O primeiro estadgio de perda de massa da curva do MAO, com inicio de degradagado
(Tonset) @ 50 °C e velocidade méxima de degradag@o (Tmax) a 100 °C, resultou em uma perda de
massa de aproximadamente 7%. Isso indica a presenca de umidade na amostra, como detectado
também por FTIR. Vale ressaltar que apesar dos suportes magnéticos terem sido empregados
secos para a imobiliza¢do de enzimas, as amostras ndo foram devidamente secas em estufa para
a andlise termogravimétrica (Lourengo-Neto, 2024; Urian, 2021; Castanharo, 2015). O
segundo, com inicio de degradacdo (Tonset) @ 140 °C e velocidade maxima de degradagao (Tmax)
a 230 °C, resultou em uma perda de massa de aproximadamente 15%. Esta, pode ser atribuida
a perda de massa do &cido oleico livre ou fisissorvido na magnetita (Lobato; Mansur; Ferreira,

2017; Castanharo, 2015; Queiroz, 2011).

O terceiro estagio de perda de massa da curva do MAO, com Tonseta 300 °C € Trmaxa 350
°C, resultou em cerca de 5% de perda de massa. Pode ser atribuida a perda de massa do acido

oleico quimissorvido na magnetita (Castanharo, 2015; Queiroz, 2011; Roonassi, 2009), o que
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corrobora com os resultados dos espectros de FTIR. Finalmente, o quarto estagio de perda de
massa do MAO, com Tonset @ 650 °C € Tmax a 750 °C, resultou em cerca de 3% de perda de
massa. Pode ser atribuida a reducao das particulas de magnetita provavelmente causada por
gases provenientes da decomposi¢do do acido oleico, conforme descrito por outros trabalhos

na literatura (Urian, 2021; Lai, 2017; Lobato; Mansur; Ferreira, 2017; Ayyappan, 2008).

A difratometria de raios-X foi empregada para determinar a estrutura cristalina da
magnetita produzida. A Figura 20 mostra os difratogramas da magnetita modificada (MAO) e
da ndo modificada (M). Os 6xidos de ferro foram identificados nos difratogramas por meio das
raias nos angulos 20 de 30,2° 35,5°% 43,2° 53,6° e 57,3°. Os resultados sdo similares aos
descritos em outros trabalhos que avaliaram amostras de magnetita e maghemita (Urian, 2021;
Mendes et al., 2019; Lobato; Mansur; Ferreira, 2017), o que confirma a sintese de magnetita.
Vale ressaltar que para diferenciar magnetita de maghemita ndo € possivel por difratometria de
raios-X. a técnica de espectroscopia Mossbauer seria indicada. Embora ela ndo tenha sido
realizada, ha relatos na literatura de que o método utilizado nesta Dissertagao produz além de
magnetita, maghemita e goethita, como contaminante, na qual a magnetita € a maghemita sao
os o0xidos de ferro responsaveis pela caracteristica magnética do material (Silva et al., 2022;

Castanharo, 2015).

Figura 20 - Difratograma de raios X da magnetita modificada (MAO) e ndao modificada
M)
m-s
uw;
L]
140 — MAO
—M
120
100 ‘
% 80
E ) i
= = uw,
£ o " m ~
= o
= -+ e
40 h ‘l “
\ |
20 || ' |
o Y
10 20 30 40 50 60
20

Fonte: A autora, 2025.
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O tamanho médio de cristalitos foi estimado em 23,1 nm através da equacao de Scherrer
(Cullity, 1978). O resultado obtido sugere que houve sucesso na sintese de nanoparticulas de
magnetita (M). Isso ¢ importante porque ¢ esperado que nanoparticulas magnéticas de tamanho
inferior a 30 nm possuam propriedade superparamagnética (Urian, 2021; Castanharo, 2015). O
tamanho de uma particula pode ser estimado a partir do tamanho do cristalito usando a equagao
de Scherrer. No entanto, a equagdo de Scherrer ¢ uma aproximagdo que funciona melhor para
particulas quase esféricas (Ibiapino et al., 2013). Os dados obtidos por XRD podem ser

observados na Tabela 4.

Tabela 4 - Dados quantitativos de XRD da magnetita produzida (M)

Intensidade 20! FWHM? (20) d-spacing® (A) Tamanho
relativa (%) médio do
cristalito (nm)
100,0 35,5 0,2 2,5
Magnetita 30,3 30,2 0,4 3.0
23,8 57,3 0,4 1,6 23,1

20,6 43,2 0,4 2,0
8,1 53,6 0,8 1,7

Legenda: 'Angulo 2Theta, 2Largura a meia altura dos picos e *Distancia entre planos.

Fonte: A autora, 2025.

As curvas de magnetizagdo obtidas pela andlise de magnetometria de amostra
vibrante (VSM) da magnetita modificada (MAO) e ndo modificada (M) podem ser vistas na
Figura 20. Nao foi observada a presenca de ciclos de histerese nas curvas de magnetizagao das

amostras analisadas.
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Figura 21 - Curvas de magnetizacao da magnetita modificada (MAO) e ndo modificada (M)
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Fonte: A autora, 2025.

A magnetita obtida possui magnetizacdo de saturagdo (Ms) proximo de valores
consultados em literatura para nanoparticulas de maghemita e magnetita (Lorengo-Neta, 2024;
Costa et al., 2019; Castanharo, 2015; Formiga ef al., 2013). Observou-se também uma redugao
na magnetizagdo de saturacdo da magnetita modificada com 4cido oleico (47,62 emu/g) em
relagdo ao Ms da magnetita nao modificada (61,68 emu/g), o que pode ser explicado pela adigao
de 4cido oleico a massa total da amostra analisada. Uma vez que a magnetizacdo de saturagao
de uma amostra ¢ dada em relagdo a sua massa, ¢ esperado que uma amostra composta por
magnetita e qualquer outra substancia sem propriedades magnéticas possua uma magnetizagao
de saturacdo menor em comparagdo a uma amostra de magnetita pura (Lourenco-Neto, 2024;

Castanharo, 2015; Lobato; Mansur; Ferreira, 2017).

A anélise de VSM também revelou que os valores de magnetiza¢ao remanescente (Mg),
relagdo de remanescéncia (Mr/Ms) e forca coerciva (Hc) de ambas as amostras sao proximos

de zero, o que indica que a magnetita sintetizada apresenta comportamento
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superparamagnético. O comportamento superparamagnético da magnetita obtida evidencia que
as particulas apresentam tamanho nanométrico, uma vez que o superparamagnetismo ¢ um
fendmeno que ocorre em nanoparticulas magnéticas (Urian 2021; Lobato; Mansur; Ferreira,
2017). Estes resultados corroboram com os dados obtidos por XRD. Os dados quantitativos
obtidos por VSM, da magnetita modificada (MAO) e ndo modificada (M), podem ser

observados na Tabela 5.

Tabela 5 - Dados quantitativos de VSM da magnetita modificada (MAQO) e ndo modificada (M)

Amostra Ms (emu/g) MR (emu/g) Mr/Ms Hc (G)
M 61,680 0,590 0,009 15,960
MAO 47,620 1,190 0,039 15,960
Legenda: M, — Magnetizagdo de satura¢do; M, — Magnetizagdo remanescente; M/Ms — Relagdo de
remanescéncia e H.— Forga coerciva.
Fonte: A autora, 2025.

4.2 Caracterizacao dos suportes magnéticos

Para esta Dissertagcdo, foram sintetizados trés suportes de poli(estireno-co-
divinilbenzeno) com magnetita incorporada a matriz polimérica, variando o grau de dilui¢do
empregando o diluente n-heptano (50%, 100% e 150% em relacdo a massa molar de
monodmeros). Por meio da microscopia otica (OM) e da microscopia eletronica de varredura
(SEM) os suportes magnéticos foram avaliados em relagdo a sua morfologia externa; como
esfericidade, presenca de defeitos, coloracdo (particularmente nas micrografias de OM) e
formacdo de aglomerados de particulas. O SEM também foi empregado para a determinagao
do tamanho médio das particulas (Tabela 6). As micrografias de microscopia 6tica dos suportes
magnéticos sintetizados podem ser observadas na Figura 22. As micrografias de microscopia

eletronica de varredura destes suportes sdo mostradas nas Figuras 23, 24, 25 e 26.
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Figura 22 - Micrografias de microscopia o6tica dos suportes magnéticos sintetizados

Legenda: (A) Poli(estireno-co-divinilbenzeno) magnético/ 50% de n-heptano — S1; (B) Poli(estireno-co-
divinilbenzeno) magnético/ 100% de n-heptano — S2 e (C) e (D) Poli(estireno-co-
divinilbenzeno) magnético/ 150% de n-heptano — S3.

Nota: Todas as micrografias foram obtidas com 40x de ampliag@o.

Fonte: A autora, 2025.

Figura 23 -  Micrografias de microscopia eletronica de varredura dos suportes
magnéticos preparados com 50% de grau de dilui¢ao

Fonte: A autora, 2025.



Figura 24 - Micrografias de microscopia eletronica de varredura dos suportes
magnéticos preparados com 100% de grau de dilui¢do

Fonte: A autora, 2025.

Figura 25 -  Micrografias de microscopia eletronica de varredura dos suportes
magnéticos preparados com 150% de grau de dilui¢do

Fonte: A autora, 2025.

84
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As micrografias dos suportes magnéticos sintetizados com 50% de grau de dilui¢ao
(S1) (Figura 22, A e Figura 23) revelaram particulas polidispersas maiores que as microesferas
obtidas em S2 (Figura 22, B e Figura 24) e S3 (Figura 22, D e Figura 25), de morfologia
irregular com particulas esféricas menores incrustadas, cor uniforme indicativa de impregnacao
da magnetita na matriz polimérica e algumas esferas translucidas incrustadas que podem indicar
uma menor impregnac¢ao da magnetita (Figura 22, A). Os suportes magnéticos sintetizados com
100% de grau de diluigdo (S2) (Figura 22, B e Figura 24) apresentam particulas polidispersas
com morfologia esférica, cor uniforme indicativa de impregnacao da magnetita na matriz
polimérica e pontos mais escuros na superficie que podem indicar aglomerados de
nanoparticulas magnéticas (Figura 22, B), os pontos escuros sdo observados na micrografia de

SEM como protuberancias sobre a superficie rugosa de S2 (Figura 24).

Os suportes magnéticos sintetizados com 150% de grau de dilui¢do (S3) (Figura 22,
C — D e Figura 25) apresentaram grandes estruturas poliméricas irregulares e com aspecto
quebradico em maior quantidade (Figura 22, C), algumas particulas esféricas polidispersas de
coloracdo diversificada (Figura 22, D), o que indica uma impregnagao irregular da magnetita
entre as microesferas, além de algumas particulas esféricas quebradas e outras aglomeradas. A
estrutura quebrada do suporte S3 pode estar associada ao alto grau de dilui¢do empregado
(150%) em comparacao aos demais suportes (50 e 100%), uma vez que com o aumento da
diluicdo dos mondmeros em n-heptano espera-se a formagdo de polimeros com maiores
diametros de poros (Rabelo; Coutinho; 1994a; Rabelo; Coutinho, 1994b; Rabelo, 1993). Estes
espacos vazios maiores na estrutura polimérica podem diminuir a resisténcia mecanica do

material afetando sua integridade estrutural.

Cunha et al. (2025) prepararam suportes de poli(estireno-co-divinilbenzeno) nao
magnéticos por polimerizacdo em suspensdao aquosa empregando 100% de dilui¢do em n-
heptano. As micrografias de OM e SEM revelaram particulas microesféricas e polidispersas.
Em contrapartida, Bento ef al. (2017) prepararam suportes de poli(estireno-co-divinilbenzeno)
magnéticos por polimerizagdo em suspensdao aquosa empregando 50% de diluigdo em uma
mistura de n-heptano: tolueno (1:1). Mostraram através das micrografias de SEM que as
particulas obtidas eram polidispersas e disformes. Propuseram que a presenca de magnetita
(10% m/m) pode ter afetado a tensdo interfacial responséavel pela forma¢ao e manutencio de

particulas esféricas durante a polimerizagao por suspensao aquosa.
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A Figura 26 mostra as micrografias de S1 e S3 que permitem a visualiza¢do da estrutura
interna dos suportes através das cavidades, revelando a superficie interna rugosa e porosa destes
materiais, conforme outros trabalhos na literatura (Cunha et al., 2025, Torquato et al., 2020).
Vale ressaltar também que os resultados observados nas micrografias de SEM corroboram com

o0 observado nas micrografias de OM.

Figura 26 -  Micrografias de microscopia eletronica de varredura dos suportes
magnéticos sintetizados com 50% (S1) e 150% (S3) de dilui¢do em n-
heptano

Fonte: A autora, 2025.

A Tabela 6 apresenta os resultados de grau de inchamento em agua e etanol (%),
densidade aparente (g/mL), didmetro médio dos poros (A), volume médio dos poros (cm?/g) e
area especifica (m?/g) dos suportes magnéticos sintetizados. A Figura 27 mostra as isotermas
de adsorc¢do e dessor¢do de nitrogénio dos suportes magnéticos obtidas através do ASAP. A

Figura 28 mostra a distribui¢cdo do tamanho de poros dos suportes magnéticos.

Vale ressaltar que, o fendmeno de condensacdao capilar pode ser utilizado na
determinagdo da distribuicdo do tamanho de poros das particulas desde que alguma fungao
matematica correlacione o tamanho de poro com a pressao de condensacdo. A equagdo de
Kelvin ¢ a mais empregada para esse fim, contudo apresenta um limite maximo de aplica¢do na
ordem de 250 A, determinado pela dificuldade em se medir experimentalmente decréscimos

muito pequenos da pressao de vapor, sendo esta uma limitagcao importante do emprego de dados
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de fisiossor¢do de N2 no calculo de distribuicdo de tamanhos de poros das particulas usando

equagao de BJH (Teixeira; Coutinho; Gomes, 2001; Sing, 1985).



Tabela 6 - Caracteristicas dos suportes magnéticos obtidos

88

Suporte Grau de Grau de Grau de Densidade Didmetro Volume médio Area
Magnético diluicdo em n- inchamento em inchamento em aparente médio dos dos poros especifica
heptano dgua etanol (g/mL) poros (A) (cm?g™) (m?g)
(%) (%) (%)
S1 50 0 0 0,25+ 0,02 48 0,36 413
S2 100 0 0 0,28 £0,01 131 0,71 358
S3 150 0 0 0,26 £ 0,02 90 0,60 388

Legenda: S1, S2 e S3 correspondem aos suportes de poli(estireno-co-divinilbenzeno) magnéticos obtidos.
Fonte: A autora, 2025.
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Figura 27 - Isotermas de adsor¢do e de dessor¢do de nitrogénio dos suportes magnéticos
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Legenda: S1 - Poli(estireno-co-divinilbenzeno) magnético/ 50% de n-heptano; S2 - Poli(estireno-co-

divinilbenzeno) magnético/ 100% de n-heptano e S3 - Poli(estireno-co-divinilbenzeno)
magnético/ 150% de n-heptano.
Fonte: A autora, 2025.
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Figura 28 - Distribui¢cdo dos tamanhos de poros dos suportes magnéticos
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Legenda: S1 - Poli(estireno-co-divinilbenzeno) magnético/ 50% de n-heptano; S2 - Poli(estireno-
co-divinilbenzeno) magnético/ 100% de n-heptano e S3 - Poli(estireno-co-
divinilbenzeno) magnético/ 150% de n-heptano.

Fonte: A autora, 2025.

Conforme descrito na literatura, as isotermas de fisissor¢do caracteristicas de
particulas s6lidas podem apresentar diferentes formatos, que classicamente sdo agrupados em
seis tipos principais que podem ser associados a estrutura porosa das particulas analisadas
(Ribeiro et al., 2022; Torquato et al., 2020; Sing, 1985). Como pode ser visto na Figura 27, as
1sotermas dos suportes magnéticos S1, S2 e S3 se assemelham a uma isoterma do tipo IV,
frequentemente associada a solidos mesoporosos (Ribeiro ef al., 2022; Teixeira; Coutinho;
Gomes, 2001; Sing, 1985). Observa-se também que o fendmeno de histerese ¢ mais acentuado
para o suporte com poros menores (S1), pois ocorre uma maior diferenca entre os processos de
condensacdo e evaporagdo em comparacdo aos soOlidos com poros de tamanhos maiores

(Teixeira; Coutinho; Gomes, 2001; Sing, 1985).

A histerese entre as curvas de adsorcao ¢ de dessor¢do esta associada a condensacao
capilar nas estruturas dos mesoporos (Santos et al., 2021). De acordo com Sing et al. (1985)
os loops de histerese podem exibir uma ampla variedade de formas, que variam em fun¢ao do
formato dos poros, sendo divididos em quatro tipos principais, HI, H2, H3 e H4. Analisando

os perfis de isotermas dos suportes magnéticos obtidos nesta Dissertacdo, foi possivel
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classificar os perfis de loop de histerese como sendo do tipo H3 (ou tipo B) (considerado
intermediario entre o tipo de histerese H1 e H4). Este tipo de loop de histerese ¢ caracteristico
de agregados de particulas em forma de placa, dando origem a poros em forma de fenda (Ribeiro
et al., 2022; Santos et al., 2021; Sing, 1985). Na Figura 28 ¢ possivel observar que o suporte
S1 apresenta uma distribui¢do de poros mais estreita em comparagdo aos suportes S2 e S3, os
resultados sugerem que o aumento do grau de dilui¢ao dos suportes promoveu um aumento da
polidispersao do tamanho de poros, comportamento também observado no trabalho de Ribeiro

et al. (2022).

A Tabela 6 mostra que o aumento do grau de dilui¢do de 50 para 100 % (de S1 para
S2) resultou em aumento do volume dos poros, aumento do didmetro médio de poros e reducao
da area especifica, conforme descrito por outros trabalhos na literatura (Ribeiro et al., 2022;
Coutinho; Cunha; Gomes, 2004; Coutinho; Souza; Gomes, 2004). Tendo em vista que o n-
heptano possui baixa capacidade de solvatar as cadeias poliméricas em crescimento de
poli(estireno-co-divinilbenzeno), tende a formar polimeros com alto volume de poros

(Gokmen; Du Prez, 2012; Sherrington, 1998).

De modo geral, quanto maior o grau de dilui¢do dos mondmeros no diluente, maior a
porosidade dos materiais poliméricos (Rabelo; Coutinho; 1994a; Rabelo; Coutinho, 1994b;
Rabelo, 1993), devido as maiores distancias médias entre os aglomerados de nlcleos primarios
e microesferas das cadeias poliméricas em crescimento (Okay, 2000). Comumente, espera-se
que com o aumento do volume de poros ocorra um aumento da area especifica dos suportes,
porém o deslocamento do didmetro de poros para poros maiores (Figura 28) promoveu a
redugdo da area especifica dos suportes magnéticos S2 em comparagao aos S1, conforme

mostrado na Tabela 6.

Em contrapartida, o aumento do grau de dilui¢ao de 100 para 150% (de S2 para S3)
nao resultou em aumento do volume de poros (Tabela 6) e deslocamento dos poros para maiores
diametros (Figura 27), como seria o esperado. Este resultado pode estar relacionado ao fato das
particulas dos suportes magnéticos S3 ndo serem esféricas, a morfologia irregular das particulas

quebradicas pode ter comprometido os resultados do ASAP.

Os suportes magnéticos obtidos nesta Dissertacdo nao apresentaram grau de
inchamento em 4gua e etanol como mostrado na Tabela 6. O grau de inchamento de

poli(estireno-co-divinilbenzeno) (PS-DVB) pode ser ajustado variando a concentracdo do
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DVB. Pequenas concentragdes do agente reticulante em copolimeros de PS-DVB permitem que
o material inche em bons solventes e nao se dissolva neles. Porém, quanto maior o grau de
reticulacdo de PS-DVB, maior a quantidade de ligagdes cruzadas na matriz polimérica e maior
a resisténcia ao inchamento, mesmo em solventes quimicamente semelhantes (Okay, 2000). A
dgua naturalmente ndo ¢ um bom solvente para suportes de poli(estireno-co-divinilbenzeno),
em func¢do da natureza apolar desta matriz polimérica. O etanol pode apresentar certo grau de
inchamento em copolimeros de PS-DVB com baixo grau de reticulagao. Porém, os suportes
magnéticos sintetizados nesta Dissertacao apresentam 60% de DVB, o que justifica a resisténcia

ao inchamento em etanol.

De modo geral, os polimeros porosos apresentam menor densidade em comparagao a
matriz polimérica nao porosa devido aos espagos vazios presentes na estrutura polimérica seca.
E por sua vez, quanto menor a densidade aparente, maior ¢ a porosidade do material (Okay,
2000). Os suportes magnéticos sintetizados nesta Dissertacdo ndo apresentaram diferentes
densidades aparentes (Tabela 6), apesar das diferentes porosidades entre eles, indicando que
essas densidades foram afetadas pelo empacotamento de particulas irregulares com diferentes

morfologias e faixas de distribuicdo de tamanho (Ribeiro et al., 2022).

A espectroscopia de raios X por energia dispersiva (EDS) estima a composi¢ao
atdmica dos materiais. A espectroscopia dos suportes magnéticos revelou o carbono como
principal constituinte da matriz polimérica e atomos de ferro que indicam a incorporagdo da
magnetita nos suportes magnéticos, corroborando com a coloracao indicativa de impregnagao
da magnetita observada nas micrografias de OM. Os 4tomos de oxigénio presentes na
espectroscopia podem ser provenientes da magnetita (Fe3Os), da umidade na amostra ou
resquicios de ar atmosférico. Os atomos de ouro sao decorrentes da metalizagdo das amostras.
A Figura 29 mostra a composi¢do dos elementos analisados nos suportes magnéticos por

espectroscopia de raios X por energia dispersiva (EDS).
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Figura 29 — Composi¢ao dos elementos analisados nos suportes magnéticos por
espectroscopia de raios X por energia dispersiva (EDS)
o] ¢
S1 200 S2
Elementos  Massa (%) Atomos (%) Elementos  Massa (%)  Atomos (90)
200
c 56,56 81,67 o C 46,92 80,38
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ol (o) 7,89 10,86 o 8,29 10,66
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[+]
Fe Ru
' v . : Fe .FV . .
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Legenda: S1 - Poli(estireno-co-divinilbenzeno) magnético/ 50% de n-heptano; S2 - Poli(estireno-co-
divinilbenzeno) magnético/ 100% de n-heptano e S3 - Poli(estireno-co-divinilbenzeno)
magnético/ 150% de n-heptano.
Fonte: A autora, 2025.

A Figura 30 mostra o espectro de FTIR dos suportes magnéticos obtidos. As bandas

no espectro foram identificadas de acordo com os modos vibracionais e as estruturas quimicas

segundo Silverstein; Webster; Kiemle (2007). Os suportes magnéticos apresentaram hos

espectros de FTIR as bandas caracteristicas de PS-DVB, conforme outros trabalhos na literatura

que caracterizaram poli(estireno-co-divinilbenzeno) (Cunha et al., 2025; Bento et al., 2017). A

presenca da banda em 451 cm™! corresponde ao modo de vibracional de estiramento da ligagdo

O-Fe (Urian, 2021), o que indica a incorporagdo da magnetita nos suportes magneéticos,

conforme outros trabalhos na literatura (Lourengo-Neto, 2024; Urian, 2021). Estes resultados

corroboram com os resultados obtidos através da analise de EDS e das micrografias de OM. A

Tabela 7 mostra os valores tedricos das bandas de absor¢do na regido do infravermelho do

poli(estireno-co-divinilbenzeno) com magnetita.
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Espectro de FTIR dos suportes magnéticos obtidos
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Legenda: PS-DVB-MAO - Poli(estireno-co-divinilbenzeno) magnético (S2).
Fonte: A autora, 2025.
Tabela 7 - Valores tedricos das bandas de absor¢do na regido do infravermelho de

poli(estireno-co-divinilbenzeno) com magnetita

Numero de onda (cm™)

Grupo responsavel

3025-3068 vC-H do anel aromatico
2845-2948 vC-H de metileno
1934-1680 Sobreposigdo de bandas e combinagdes harmonicas de anéis
meta e mossubstituidos
1630 vC=C de anel aromatico
1600 vC-H e 6C-H do anel estirénico
1509 Anel aromatico p-substiuido
1491

vC-C do anel aromatico monossubstituido
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1483-1487 vC-C do anel aromatico p-substituido
1409 0C-H do grupo vinila
1151-1364 yC-H de metileno
1027 0C-H do anel aromatico monossubstituido
1015-1019 yC-H do grupo vinila
985 Grupo vinila monossubstituido
830 yC-H do anel aromatico p-substituido
795 yC-H do anel aromatico m-substituido
760 yC-H do anel aromatico monossubstituido
700 y do anel aromético meta ou monossubstituido
451 vO-Fe

Legenda: v — estiramento; J — deformagdo angular e y — deformacao angular fora do plano.

Fonte: Adaptado de Silverstein; Webster; Kiemle , 2007.

Os difratogramas de XRD obtidos para os suportes magnéticos revelaram raias
correspondentes & magnetita nas posi¢cdes 20 de 30,2°% 35,5% 43,2°% 53,6° e 57,3°. Os
resultados sdo similares aos descritos em outros trabalhos que avaliaram amostras de
magnetita e maghemita (Urian, 2021; Mendes et al., 2019; Lobato; Mansur; Ferreira, 2017),
o0 que confirma a incorpora¢do da magnetita aos suportes magnéticos, corroborando com os

resultados obtidos pelas analises de FTIR, EDS e micrografias de OM.

O difratograma dos suportes magnéticos revelou também uma raia larga que ¢
resultado da estrutura amorfa do material polimérico que constitui os suportes magnéticos
(Cullity, 1978), com picos tipicos de amostras de polimeros com caracteristicas de material
amorfo nas posicdes 20 de 18° e 20°, conforme verificado anteriormente por Bento ef al.
(2017) em amostras de PS-DVB magnéticas e Neves et al. (2011) em amostras de PS
magnéticas. Comparando os difratogramas da magnetita e dos suportes magnéticos nao foi

possivel observar mudangas na estrutura cristalina da magnetita durante o processo de
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polimerizacdo. O difratograma de raios-x da magnetita e dos suportes magnéticos pode ser

visto na Figura 31.

Figura 31 - Difratograma de raios X da magnetita (M) e dos suportes magnéticos (S)
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Fonte: A autora, 2025.

A Figura 32 mostra as curvas de degradagdo térmica e derivada da perda de massa
dos suportes magnéticos. A Tabela 8 apresenta as principais temperaturas de degradacgao
coletadas nesta andlise. A andlise termogravimétrica dos suportes magnéticos (S1, S2 e S3)
revelou que apesar das diferentes morfologias e porosidades, os suportes produzidos
apresentam temperaturas de degradagdo proximas. Os suportes S1 e S2, preparados com 50%
e 100% de grau de diluicao respectivamente, apresentaram apenas um estagio de degradacao,
com o inicio da degradagdo térmica (Tonset) aproximadamente a 390 °C. O suporte S3, preparado
com 150% de grau de dilui¢do, apresentou o inicio da degradacdo térmica (Tonset)
aproximadamente a 295 °C. A velocidade maxima de degradagdo (Tmax) diminui com o
aumento do grau de diluicdo dos suportes magnéticos. Além disso, pode-se considerar a

degradagdo total das cadeias poliméricas a aproximadamente 515 °C.
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Figura 32 - Curvas de degradagdo térmica e derivada da perda de massa dos suportes
magnéticos
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Legenda: S1 - Poli(estireno-co-divinilbenzeno) magnético/ 50% de n-heptano; S2 - Poli(estireno-co-

divinilbenzeno) magnético/ 100% de n-heptano e S3 - Poli(estireno-co-divinilbenzeno)
magnético/ 150% n-de heptano.
Fonte: A autora, 2025.

Tabela 8 - Temperaturas de degradagdo térmica dos suportes magnéticos

Suporte magnético Grau de diluicdo Teor de residuo
em n-heptano (%) Tonset! (°C) Tmax? (°C) (%)

S1 50 390 475 9

S2 100 390 465 8

S3 150 295 455 9
Legenda: ! temperatura inicial de degradagdo térmica e 2 temperatura em que a velocidade de degradagao

¢ maxima.

Fonte: A autora, 2025.

A resisténcia térmica dos suportes magnéticos produzidos pode ser conferida ao alto
grau de agente reticulante empregado na sintese (60 % de DVB), pois, em geral, as ligagdes
cruzadas conferem resisténcia mecanica e térmica a matriz polimérica (Formiga et al., 2013;
Machado; Lima; Pinto, 2007; Rabelo; Coutinho, 1994). Cunha et al. (2025) prepararam
microesferas de poli(estireno-co-divinilbenzeno) sem magnetita com 25% de DVB por
polimerizacdo em suspensdo aquosa. Obtiveram dois estagios de degradacdo térmica na analise

termogravimétrica, o primeiro com Tonset @ 145°C associado a evaporacdo da umidade na
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amostra e o segundo com Tonset 2 360°C associado a degradacao da matriz polimérica e posterior
decomposi¢do da amostra. Formiga et al. (2013) preparam copolimeros casca/ntcleo (casca de
PS-DVB e nucleo de PS-DVB com magnetita) e observaram que os suportes apds a formacao
da casca, apresentaram tendéncia a maiores valores de Tmsx €em comparagdo ao nucleo isolado.
Propuseram que este comportamento ocorreu em virtude de a casca conter cerca de 35 % de
DVRB, tornando assim, os suportes casca/nucleo mais resistentes a degradacao térmica quando

comparados ao nucleo isolado, que contém apenas 5% de DVB.

A Tabela 8 mostra que com o aumento do grau de dilui¢do de 50 para 100% (de S1
para S2) observou-se a diminui¢do da Tmax dos suportes magnéticos. A Tabela 6 mostrou que
S2 ¢ mais poroso que S1. De modo geral, polimeros mais porosos podem apresentar menor
Tonset € Tmax em fung@o de seus espagos vazios na estrutura polimérica. O suporte preparado
com 150 % de grau de dilui¢do (S3) apresentou menor Tonset € menor Tmax, €m comparagao aos
demais suportes produzidos, contudo a Tabela 6 mostrou que S2 foi o suporte obtido mais
poroso. A OM e o SEM revelaram que as particulas de S3 estdo majoritariamente quebradas,
ao passo que S2 apresenta particulas integras. O suporte S3 possivelmente demonstrou menor

Tonset € menor Tmax devido a estrutura quebradica de suas particulas.

A termogravimetria ndo ¢ uma técnica indicada para determinar com precisdo a
quantidade de magnetita incorporada nos suportes. Contudo, uma vez que a magnetita
sintetizada nao sofre degradacdo térmica nas condi¢des de analise, € possivel empregar o teor
de residuo (%) como uma comparacdo estimativa da incorporagdo de magnetita entre os
suportes magnéticos obtidos nesta Dissertagdao. Os suportes S1, S2 e S3 apresentaram 9, 8 ¢ 9
% de teor de residuo respectivamente (Tabela 8). As variagdes de grau de dilui¢do empregadas
nesta Dissertagdo ndo parecem ter influenciado no percentual de magnetita incorporada nos
suportes magnéticos, corroborando com os resultados percentuais de 4tomos de Fe presentes

nas amostras de suporte magnético obtidos através do EDS.

Os dados obtidos através da analise de VSM revelam que a magnetizacao de saturagao
dos suportes magnéticos S1, S2 e S3 foi de 3,4, 3,3 e 3,5 emu/g respectivamente, indicando que
os trés suportes apresentaram capacidade semelhante de incorporacdo da magnetita. Estes
resultados corroboram com o teor de residuo (%) observado na analise termogravimétrica (TG)
e com o percentual de &tomos de Fe observados através da analise de EDS, ambos indicam que
aincorporacao da magnetita na matriz polimérica dos suportes magnéticos nao sofreu influéncia

da variagdo do grau de diluicdo dos mondémeros no processo de polimerizagdo por
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semissuspensao aquosa, nas condigdes propostas nesta Dissertacdo. Os parametros obtidos pela

analise de VSM dos suportes magnéticos podem ser vistos na Tabela 9.

Tabela 9 - Parametros obtidos pela analise de VSM dos suportes magnéticos

Amostra Grau de Ms Mr Mg /Ms Hc (G)
diluicio em n- (emu/g) (emu/g)
heptano (%)

S1 50 3,4 0,13 0,038 6,5

S2 100 3,3 0,13 0,039 15,2

S3 150 3,5 0,14 0,040 15,9
Legenda: Ms — Magnetizagao de saturagdo; Mr — Magnetizagdo remanescente; Mr/Ms — Relagédo de

remanescéncia; Hc— Forga coerciva.

Fonte: A autora, 2025.

A redugdo da Ms dos suportes magnéticos em comparacdo a Ms da magnetita (61,68
emu/g) ou modificada com 4cido oleico (47,62 emu/g) pode estar relacionada ao material
polimérico que constitui os suportes. A determinagdo de Ms ¢ feita em detrimento da massa da
amostra, considerando que parte da massa das amostras corresponde ao material polimérico que
ndo apresenta comportamento magnético, a reducdo de Ms dos suportes ¢ esperada (Lobato;
Mansur; Ferreira, 2017), conforme descrito por outros trabalhos na literatura (Lourengo-Neto,

2024; Costa et al., 2019; Castanharo, 2015; Formiga et al., 2013).

A auséncia de ciclos de histerese e os valores de magnetizacao remanescente, da forga
coerciva e da relagdo de remanescéncia proximos de zero indicam que a capacidade
superparamagnética da magnetita sintetizada foi mantida nos suportes magnéticos mesmo apos
sua incorpora¢do na matriz polimérica (Lourengo-Neto, 2024; Castanho, 2015; Formiga et al.,
2013). A Figura 33 mostra as curvas de magnetizagcdo dos suportes magnéticos. Os resultados
indicam que os suportes magnéticos apresentam comportamento de um material
superparamagnético. Além disso, foi observado que os suportes magnéticos respondem ao

campo de um ima, conforme pode ser observado na Figura 34.
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Figura 33 - Curvas de magnetizacdo dos suportes magnéticos
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Legenda: SI- Poli(estireno-co-divinilbenzeno) magnético/ 50% de n-heptano; S2- Poli(estireno-co-
divinilbenzeno) magnético/ 100% de n-heptano; S3- Poli(estireno-co-divinilbenzeno)
magnético/ 150% de n-heptano.

Fonte: A autora, 2025.

Figura 34 - Comportamento dos suportes magnéticos na presenga de um campo
magnético em uma mistura de acido oleico e etanol 1:2 (A) e solucdo aquosa
de fosfato de s6dio 5 mM (B)

Legenda: S1 - poli(estireno-co-divinilbenzeno) magnético /50% de n-heptano; S2 - poli(estireno-co-
divinilbenzeno) magnético /100% de n-heptano; S3 - poli(estireno-co-divinilbenzeno) magnético
/150% de n-heptano.

Fonte: A autora, 2025.
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4.3 Caracterizacio dos biocatalisadores magnéticos

Os suportes magnéticos sintetizados neste estudo S1, S2 e S3, preparados por
polimeriza¢do em semissuspensao aquosa variando grau de diluicdo do diluente n-heptano em
50, 100 e 150%, respectivamente, foram empregados para a imobilizacdo da enzima comercial
lipase B de Candida antarctica (Lipozyme® CALB), com a finalidade de desenvolver
biocatalisadores magnéticos. Estes biocatalisadores foram denominados BioS1, BioS2 e BioS3,
respectivamente. Os parametros de imobilizagdo e a atividade em reagdes de hidrolise e

esterificagao foram avaliados.

A Figura 35 (A) mostra a reducdo da concentragdo de proteinas no sobrenadante ao
longo do processo de imobilizagdo enzimatica nos suportes magnéticos. A Figura 35 (B) mostra
a reducdo da atividade hidrolitica no sobrenadante ao longo do processo de imobiliza¢ao
enzimatica nos suportes. Esta reducdo da atividade hidrolitica do meio e da concentragdo de
proteinas do sobrenadante no processo de imobiliza¢dao indica a adsor¢do das enzimas aos
suportes. Estudos controle foram realizados com a solu¢do enzimdtica sem a adicdo dos
suportes nas mesmas condi¢coes empregadas no processo de imobilizagao. Nestes experimentos
controle na auséncia dos suportes ndo foi possivel observar variagdo da concentracdo de
proteinas e atividade hidrolitica do meio, indicando que o meio reacional ndo provocou a
inativacdo das enzimas, sugerindo que o decaimento da atividade enzimatica do sobrenadante
esta relacionado a interacdo deste com o suporte. Observou-se que a maior diminui¢cdo de
atividade e concentracdo de proteinas do sobrenadante ocorreu nos primeiros 15 minutos de
imobilizagdo para ambos os suportes (Figura 35), o que também foi observado em outros

trabalhos na literatura (Ribeiro et al., 2022; Pinto, 2017).
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Figura 35 -  Cinética de imobilizagdo da lipase B de Candida antarctica em suportes
magnéticos baseada na quantidade de proteina presente no sobrenadante ao
longo da imobilizac¢do (A) e na atividade hidrolitica do sobrenadante ao
longo do processo de imobilizagao (B)

sobrenadante (U/gsuporte)

Atividade enzimatica do

Concentragao de proteinas presente
no sobrenadante
(mg de ptn/ g de suporte)

0 50 100 150 200 250 300 0 500 100 150 200 250 300
Tempo (min) Tempo (min)

Legenda: S1 — poli(estireno-co-divinilbenzeno) magnético / 50% de n-heptano; S2 — poli(estireno-co-

divinilbenzeno) magnético/ 100% de n-heptano e S3 — poli(estireno-co-divinilbenzeno)

magnético/ 150% de n-heptano.
Fonte: A autora, 2025.

A Tabela 10 mostra os dados relacionados aos parametros de imobiliza¢do, atividades
enzimaticas e conversao do acido oleico em oleato de etila dos biocatalisadores magnéticos
obtidos. E possivel notar que apesar das diferentes areas especificas, didmetros e volumes de
poros dos suportes magnéticos produzidos, mostrados na se¢ao anterior (Tabela 6), ndo houve
variagdo de rendimento de imobilizacdo (%) e de carga enzimatica adsorvida (mg/mL) entre os
suportes (Tabela 10). Ribeiro et al. (2022) prepararam biocatalisadores a partir da imobilizagao
de CALB em suportes de poli(estireno-co-divinilbenzeno) e poli(clorometilestireno-co-
divinilbenzeno) obtidos por polimerizacdo em suspensao aquosa. Os autores demonstraram que
o diametro dos poros teve maiores influéncias para os valores de rendimento de imobilizagdo
do que a area especifica dos suportes e explicaram que diametros de poro maiores podem

favorecer o acesso da solucdo enzimatica na estrutura porosa interna das particulas de suporte.

Por outro lado, Pinto et al. (2020a) mostraram que suportes de PS/ PS-DVB e PS/PS
com a mesma composi¢do de comondmeros, de morfologia nicleo/casca, obtidos por uma
combinagdo de polimerizacdo em suspensao e polimerizagao em emulsdo, com diferentes areas
especificas (18,3 e 1,6 m?g! respectivamente) e didmetros de poros (217,8 e 357,5 A

respectivamente) forneceram valores proximos de rendimento de imobilizagdo (80 e 82 %). Em
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outro trabalho, Pinto; Freire; Pinto (2014) obtiveram suportes porosos nicleo/casca de PS/PS
com diferentes morfologias € observaram que mesmo 0s suportes com dareas especificas
menores (2,9 — 13 m?g!) apresentaram rendimentos de imobiliza¢do da CALB semelhantes aos
. , ; 2 1 1o r
suportes com maiores areas especificas (27,3 m“g™). Os autores atribuiram esse comportamento
a difusdo irrestrita das enzimas na estrutura porosa interna das particulas devido aos diametros
de poros relativamente altos dos materiais poliméricos mesoporosos € macroporosos € as
pequenas dimensdes da CALB, de aproximadamente 30A x 40A x 50A, massa molecular de

cerca de 33 KDa (Strelczyk et al., 2016, Uppenberg et al., 1994).

Nesta dissertacdo, considerando que os suportes e diametro de poros variando de 48
a 131 A e que a CALB apresenta um didmetro esférico médio de aproximadamente 39 A (Pedro
et al., 2023; Macario et al., 2005; Dumitriu et al., 2003), ¢ possivel supor que o acesso da
solugdo enzimatica ndo tenha sido desfavorecido pela estrutura de um suporte em comparacao
ao outro. Neste caso, as concentragdes iniciais de enzimas na soluc¢ao de imobilizagdo poderiam
exercer maior influéncia nos parametros de imobilizacdo (Ribeiro et al., 2022), ou seja,
diferentes concentracdes de enzima na solucdo do processo de imobilizacdo poderiam gerar
diferentes rendimentos de imobilizagdo (%) e cargas enzimaticas adsorvidas (mg/mL). Isto
porque as diferentes areas especificas (variando de 413 a 358 m?g"') tendem a permitir
diferentes cargas enzimaticas adsorvidas maximas nos suportes (quantidade maxima de enzima
adsorvida ao suporte sem perda de atividade por sobreposicao de enzimas), conforme relatado

por Bento et al. (2017).

Conforme mostrado na Tabela 10, as atividades hidroliticas também nao variaram
para todos os biocatalisadores obtidos (BioS1, BioS2 e BioS3) e foram inferiores em
comparagdo as atividades de esterificagdo. Este comportamento era esperado, pois a CALB ¢
uma enzima empregada preferencialmente em sinteses organicas, apresentando atividades
melhores em reagdes de esterificagdo conforme relatado por outros trabalhos na literatura
(RIBEIRO et al., 2022; Pinto et al., 2020a; Pinto et al., 2018; Pinto, 2017; Pinto; FREIRE;
Pinto, 2014). Vale mencionar que ao final das rea¢des de hidrdlise os biocatalisadores foram

recuperados magneticamente conforme ilustrado na Figura 36.
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Figura 36 - Recuperagdo dos biocatalisadores ao final da reagdo de hidrélise: (A) BioSl1,
(B) BioS2 e (C) BioS3

Fonte: A autora, 2025.

Cunha et al. (2014) prepararam biocatalisadores a base de CALB imobilizada em
suportes nucleo/casca PS-DVB/ PS-DVB com diferentes areas especificas e diametros de poros
e observaram que a area especifica teve uma influéncia mais forte na atividade hidrolitica dos
biocatalisadores do que o didmetro dos poros. Contudo, nesta Dissertagdo ndo foi observada
diferenca de atividade hidrolitica entre os biocatalisadores. E plausivel supor que o substrato p-
NFL tenha acessado apenas as enzimas imobilizadas na superficie externa das particulas e esta
area especifica externa pode provavelmente ser parecida para os diferentes suportes. A Figura

37 mostra a estrutura quimica dos substratos p-NFL e p-NFB.
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Figura 37 -  Estrutura quimica dos substratos p-NFL e p-NFB

/\/\/\/\/\)OLO/O/ .

Laurato de p-nitrofenila (p-NFL)

Butirato de p-nitrofenila (p-NFB)

Fonte: A autora, 2025.

Muitos trabalhos na literatura descreveram lipases com resultados de atividade
hidrolitica melhores para o substrato p-NFL em comparagdo ao butirato de p-nitrofenila (p-
NFB) (Fé¢ et al., 2024; Souza et al., 2014; Sarkar et al.; Rigo et al., 2012). F¢ et al. (2024)
afirmaram que isto ocorre porque a lipase imobilizada em uma conformagdo que favorece o
acesso de substratos maiores. Por outro lado, Cipolatti ef al. (2018) prepararam suportes de
poli(metacrilato de metila) e poli(metacrilato de metila-co-divinilbenzeno) variando o teor de
DVB e poli(estireno-co-divinilbenzeno) para a imobilizacio de CALB. Mostraram que os
biocatalisadores preparados a partir de poli(metacrilato de metila), polimero que apresentou
menor angulo de contato, indicando maior polaridade, apresentaram melhores resultados de
atividade hidrolitica e propuseram que o substrato p-NFL difunde melhor através dos poros de

suportes com superficies ligeiramente mais polares (Cipolatti et al., 2018).

Fé et al. (2024) prepararam suportes de poli(metacrilato de metila), poli(metacrilato
de metila-co-divinilbenzeno) e poli(estireno-co-divinilbenzeno) para a imobilizagdo de lipase
de Rhizomucor miehei (RML). Descreveram que o biocatalisador de hidrofilicidade
intermediaria, apresentou melhores resultados para a hidrolise do p-NFL. Foi proposto que a
hidrofilicidade intermediaria do poli(metacrilato de metila-co-divinilbenzeno) permitiu melhor
difusdo de p-NFL, em comparag¢do ao poli(metacrilato de metila) (menos hidrofobico) e ao
poli(estireno-co-divinilbenzeno) (mais hidrofébico). A hidrofilicidade/hidrofobicidade dos
suportes nao teve um efeito tdo pronunciado quando utilizado o p-NFB (F¢ ef al., 2024). Nesta

Dissertacdo, a baixa atividade hidrolitica, observada nos biocatalisadores magnéticos
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preparados pode ter alguma relacdo com a alta hidrofobicidade dos suportes, que por sua vez

podem nao estar permitindo uma adequada difusdo da solugdo aquosa de p-NFL.

A Tabela 10 mostra as atividades de esterificagao (U/gpio) € conversao de acido oleico
em oleato de etila (%) dos biocatalisadores magnéticos obtidos. Apesar de apresentarem o
mesmo rendimento de imobilizac¢do (%) e carga enzimdtica adsorvida (mg/mL), o
biocatalisador BioS3 apresentou uma atividade de esterificagdo maior em comparagao ao BioS1
e ao BioS2. O biocatalisador BioS1 alcangou percentuais de conversao na sintese do oleato de

etila inferiores em comparacao aos demais.

A atividade de esterificagao (U/gpio) € um valor relacionado a quantidade de produtos
formados nos primeiros minutos de reagdo, para esta Dissertagdo foram considerados os
primeiros 15 min reacionais. A conversdo consiste no percentual de substrato convertidos em
produtos, nesta Dissertacdo foram considerados 24 h reacionais. O biocatalisador BioS3
apresentou atividade de esterificacdo superior ao BioS1 e BioS2, contudo alcangou um
percentual de conversdo na sintese de oleato de etila semelhante a de BioS2. Estes resultados
revelam que BioS3 apresenta um inicio de catalise mais rapido em comparagdo aos demais
biocatalisadores, contudo, atinge o0 mesmo percentual de conversao de substratos em produtos

que BioS2 em 24 h de reagao.

Este comportamento pode indicar que a estrutura quebrada do suporte S3, preparado
empregando 150% de dilui¢do em n-heptano, pode estar favorecendo o acesso dos substratos
(4cido oleico e etanol) a estrutura interna dos suportes e com isso, possibilitando que a catélise
ocorra mais rapidamente. As particulas quebradas de S3 podem apresentar limitagdes de difusao
do 4cido oleico e do oleato de etila menores em comparagdo as particulas integras de S1 e S2,
uma vez que as particulas quebradas podem permitir um acesso mais rapido as enzimas
imobilizadas no interior dos suportes, o que pode justificar a maior atividade de esterificacdo

de S3.

A baixa conversao do acido oleico em oleato de etila (%) observada para o
biocatalisador BioS1, em comparagdo ao BioS2 e BioS3, pode estar associada a porosidade do
suporte S1 que ¢ menor em comparagao aos suportes S2 e S3 (empregados para a preparacao
de BioS2 e BioS3, respectivamente). A menor porosidade de S1 pode estar desfavorecendo a
difusdo de substratos e produtos através dos poros. Outros trabalhos na literatura descreveram

que as limitagdes de transferéncia de massa exercem grande influéncia no procedimento de
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imobilizacdo e desempenho final do biocatalisador (Ribeiro et al., 2022; Cipolatti et al., 2019;
Cunha et al., 2014). Por isso, ¢ plausivel supor que a estrutura do suporte S1 possa estar
desfavorecendo a transferéncia de massa de substratos e produtos do biocatalisador BioS1,
resultando em uma restrigao de acesso do substrato (4cido oleico) aos sitios ativos das enzimas

imobilizadas e consequentemente, em menor conversao de substratos em produtos.
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Tabela 10 - Parametros de imobilizacdo, atividades enzimaticas e conversdo de oleato de etila dos biocatalisadores magnéticos obtidos
Amostra Ue Uteo Rendimento de Concentracao de Concentracao de Atividade de Atividade de Conversao
(U/gsuporte) (U/gsuporte) imobiliza¢ao proteina inicial proteinas retida hidrolise do esterificacio do do oleato de
(%) (mg/gsuporte) no suporte biocatalisador biocatalisador etila (%)’
(mg/gsuporte) (U/gbio)3 (U/gbio)2
BioS1 94 £ 10 77+£13 82+4 5,0+£0,7 1,9+0,15 1,3+£0,3 477 £ 69 30£6
BioS2 94 £ 10 77+£13 815 5,0+£0,7 2,0+0,34 1,3+£0,2 493 £9 6310
BioS3 94 £ 10 78 +12 83+3 5,0+£0,7 3,0+£0,7 1,5+0,4 716 £ 84 66 £5
Legenda: BioS1 — poli(estireno-co-divinilbenzeno) magnético/ 50% de diluigdo em n-heptano; BioS2 — poli(estireno-co-divinilbenzeno) magnético/ 100% de diluigdo
em n-heptano; BioS3 — poli(estireno-co-divinilbenzeno) magnético/ 150% de diluicdo em n-heptano; Ue — Atividade hidrolitica do sobrenadante antes de iniciar
a imobilizagdo e Uteo — Atividade hidrolitica teoricamente adsorvida ao suporte.
Nota: 'A conversdo (%) e a Zatividade de esterificagdo (U/gbio) foram determinadas através da esterificagdo do oleato de etila. A 3atividade de hidrdlise foi

Fonte:

determinada através da hidrolise do laurato de p-nitrofenila.

A autora, 2025.
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O biocatalisador BioS2 foi escolhido para ser utilizado nos estudos que serdo
discutidos posteriormente, pois o suporte S2 (empregado para preparar o biocatalisador BioS2)
foi o Gnico que apresentou morfologia regular esférica, além de melhor integridade estrutural e
maior volume e didmetro de poros, em comparagao aos demais suportes (S1 e S3). A Figura 38

mostra uma ilustracao do suporte S2 (A) e do biocatalisador BioS2 (B), respectivamente.

Figura 38 - [Ilustragcdo do suporte S2 (A) e do biocatalisador BioS2 (B)

(A)

Suporte magnético Biocatalisador magnético

Fonte: A autora, 2025.

Um estudo de avalia¢do da influéncia da temperatura sobre a atividade de esterificagdo
e percentual de conversao de acido oleico em oleato de etila foi conduzido empregando o BioS2
e a CALB livre. A Figura 39 mostra o grafico de influéncia da temperatura na atividade de
esterificacdo e conversdo do 4acido oleico em oleato de etila. Comparando a atividade de
esterificacdo da CALB livre e do biocatalisador BioS2 (Figura 39, A), foi possivel observar que
as atividades de esterificacdo da CALB livre se mostraram superiores a atividade da enzima
imobilizada (considerando 15 min de reacdo) em todas as temperaturas avaliadas no estudo (30,

40, 50 € 60 °C).
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Figura 39 - Influéncia da temperatura na atividade de esterificagdo e conversao do
acido oleico em oleato de etila. Biocatalisador preparado a partir do suporte
magnético S2 e CALB livre — Enzima comercial Lipozyme® CALB

(novozymes)
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Fonte: A autora, 2025.

De modo geral, limitagdes de difusdo e transferéncia de massa de substratos e
produtos sdo esperadas com a imobilizagdo das enzimas em suportes Pporosos,
consequentemente afetando o desempenho dos biocatalisadores imobilizados em comparagao
as enzimas livres (Pinto et al., 2020a). Contudo, comparando a conversdo do acido oleico em
oleato de etila da CALB livre e do biocatalisador BioS2 (Figura 39, B) foi possivel observar
que apesar das atividades de esterificacdo da CALB livre terem sido maiores, a conversao do
acido oleico em oleato de etila (considerando 24 h de reagdo) foi superior para o biocatalisador

Bi0S2 em todas as temperaturas avaliadas no estudo.

Pedro ef al. (2023) imobilizaram CALB em suportes micro € mesoporosos a base de
silica ndo magnética. Investigaram o efeito das temperaturas de 30, 40, 50, 60 e 75 °C na sintese
de oleato de etila comparando a CALB livre e com a CALB imobilizada obtida. Observaram
maiores conversdes de oleato de etila para os biocatalisadores imobilizados em todas as
temperaturas estudadas, em comparacdo a enzima livre. Sugeriram que a imobilizagdo
melhorou a estabilidade térmica do biocatalisador e que este comportamento pode estar
relacionado a uma interagdo mais forte entre a enzima e o suporte, que por sua vez, promove
uma reducdo na mobilidade da estrutura tercidria da lipase, possivelmente protegendo-a dos

efeitos desnaturantes causados pela temperatura e pelo contato com o meio de reacao.
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De modo geral, a imobilizag¢ao pode alterar as propriedades bioquimicas das enzimas,
“protegé-las” do ambiente externo e modificar o desempenho do biocatalisador (F¢é et al., 2024).
Nesta Dissertacdo, a estrutura do suporte S2 parece garantir as enzimas imobilizadas uma
protecao do ambiente externo que provavelmente ¢ mais pronunciada considerando 24 h de
reacdo. A hipotese € que a exposi¢do da enzima livre ao ambiente reacional a longo prazo pode
ter afetado sua estrutura refletindo em menor conversdo de substratos em produtos. A
imobilizacdo da lipase no suporte S2 pode ter conferido estabilidade térmica a enzima,
garantido maiores conversdes do acido oleico em oleato de etila em todas as temperaturas

testadas.

Um estudo de avaliag¢do da influéncia do tamanho de cadeia dos 4cidos graxos sobre
a atividade de esterificacao e percentual de conversao de substratos em produtos foi conduzido
empregando o BioS2 e a CALB livre. Na Figura 40 (A) ¢ possivel observar que a CALB livre
apresentou atividades de esterifica¢do superiores em comparagao ao biocatalisador BioS2 para
todos os acidos graxos empregados neste estudo. Contudo, a Figura 40 (B) mostra que o
biocatalisador BioS2 alcangou melhores resultados de conversao de substratos em produtos (%)
para os acidos palmitico (CisH3202), estearico (CisH3602) e oleico (CigH3402), em comparacao
a CALB livre, que apresentou melhor conversao (%) para o acido caprico (C10H200:). A Figura

41 mostra a estrutura quimica dos acidos graxos empregados neste estudo.

Figura40 - Atividade de esterificagdo e conversdo de 4cidos graxos com diferentes
tamanhos de cadeia. Biocatalisador preparado a partir do suporte magnético
S2 e CALB livre — Enzima comercial Lipozyme® CALB (novozymes)
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Fonte: A autora, 2025.
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Figura 41 - Estrutura quimica dos acidos graxos utilizados
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Fonte: A autora, 2025.

Alguns trabalhos na literatura descrevem que a especificidade para acidos graxos com
menores tamanhos de cadeia carbdnica pode estar associada ao tamanho do bolso catalitico da
CALB, promovendo que substratos menores tenham melhor acesso ao sitio ativo (Kuroiwa et
al., 2024; Ortiz et al., 2019; Zisis et al., 2015; Stauch; Fisher; Cianci, 2015). Os resultados
sugerem que a imobilizacdo da enzima no suporte S2 melhorou a conversao de acidos graxos
com maiores tamanhos de cadeia carbonica. A hipdtese ¢ que a imobilizagao afetou a estrutura
do bolso catalitico das enzimas, possibilitando maior exposi¢do do sitio ativo e
consequentemente, favorecendo o acesso de substratos com maiores tamanhos de cadeia

carbOnica.

Uma das principais vantagens da utilizacdo de biocatalisadores imobilizados ¢ a
possibilidade de reutilizacdo da enzima em outro sistema catalitico (Sikora et al., 2017). A
Figura 42 mostra o reuso do biocatalisador BioS2. A atividade de esterificacdo (U/gpio) € a
conversao do &cido oleico em oleato de etila (%) do biocatalisador BioS2 foi avaliada em cinco
ciclos de utilizagdo. E possivel observar na Figura 42 (A) que o biocatalisador BioS2 manteve
sua atividade de esterificacdo em cinco ciclos de uso. Outros trabalhos na literatura obtiveram

resultados semelhantes (Silva et al., 2018; Bento et al., 2017; Sugahara; Varéa, 2014). Contudo,
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na Figura 42 (B) ¢ possivel observar que a conversao do acido oleico em oleato de etila reduziu
em aproximadamente 50% do primeiro para o segundo uso e em seguida, a conversdao se
manteve pelos proximos trés ciclos. Ou seja, o biocatalisador manteve 50% da sua conversao
de acido oleico em oleato de etila (%) por cinco ciclos de uso. Este comportamento foi
observado para outros biocatalisadores a base de lipases na literatura (Pedro et al., 2023;

Aguieras et al., 2013; Ghamgui et al., 2004; Watanabe et al., 2002).

Figura 42 - Reuso do biocatalisador (BioS2)
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Fonte: A autora, 2025.

Bento et al. (2017) mostram que a lipase de Candida rugosa imobilizada em
poli(estireno-co-divinilbenzeno) magnético ndo apresentou perda estatistica significativa de
atividade de esterificacdo apds sete reacdes consecutivas de esterificagdo do acido butirico com
butanol, em batelada. Silva et al. (2018) relataram que o biocatalisador a base de lipase de
Burkholderia cepacia imobilizada em poli(estireno-co-divinilbenzeno) magnético também nao
apresentou perda consideravel de atividade apds sete reacdes consecutivas de transesterificacao

do ¢6leo de coco. Estes resultados estao de acordo com o observado nesta Dissertagao.

Em contrapartida, Torquato et al. (2025) mostraram que o biocatalisador a base de
lipase B de Candida antarctica (CALB) imobilizada em poli(estireno-co-divinilbenzeno) nao
magnético apresentou uma redugdo de 25% na atividade de esterificacdo apos o primeiro ciclo

de reuso. Depois, o biocatalisador pode ser usado em outros dois ciclos sem perda significativa
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da atividade de esterificacdo na reagdo de esterificagdo de acido oleico e etanol (1:1) e ap6s o
quarto ciclo de reuso, a perda da atividade de esterificagdo foi igual a 81%. Propuseram que
este resultado indica a possibilidade de reducdo do custo total do processo ao aplicar este

biocatalisador em larga escala, em comparagao a enzima livre.

Quanto a avaliacdo do reuso por percentual de conversdo de substratos em produtos,
Cipolatti et al. (2021) imobilizaram lipase B recombinante de Candida antarctica (LIPB) em
diferentes particulas de silica mesoporosa ndo magnética e obtiveram 43,5% de conversao do
acetato de vinila em 24 h de reacao. O percentual de conversao se manteve por 10 ciclos de uso.
Por outro lado, Pedro et al. (2023) imobilizaram CALB e RML (lipase de Rhizomucor miehei)
em suportes micro € mesoporosos a base de silica ndo magnética. Observaram que ambos 0s
biocatalisadores mantiveram apenas 30% da conversao inicial apds 3 reusos na sintese de oleato
de etila e sugeriram que este comportamento pode estar relacionado a dessor¢do ou

desnaturagdo da lipase.

As lipases imobilizadas em suportes hidrofobicos t€ém o centro ativo mais exposto ao
meio (Pedro et al., 2023) e por isso, podem ser mais rapidamente inibidos pelos reagentes
(Rodrigues et al., 2019). José et al. (2011) observaram uma alteracdo estrutural secundéria na
CALB comercial (Novozym®435) apos contato com etanol. Os solventes polares podem
distorcer a molécula da enzima removendo a 4gua na microcamada que envolve o biocatalisador
(Aguieiras et al., 2013; Stergiou et al., 2013; Bezbradica et al., 2007). De modo geral, a
imobilizagdo em suportes hidrofobicos ¢ forte, mas as lipases podem ser dessorvidas de acordo

com as condi¢des de reacdo (Pedro et al., 2023).

Nesta Dissertacdo, a diminui¢do do percentual de conversdo de oleato de etila do
primeiro para o segundo uso pode estar associada a inibicdo da enzima pelo contato com o
etanol em excesso presente no meio reacional (acido oleico e etanol, 1:2) ou a dessor¢do das
enzimas imobilizadas na superficie externa dos suportes, uma vez que estudos mostram que as
lipases imobilizadas na superficie interna dos poros dos suportes estdo geralmente menos

sujeitas a lixiviagdo (Rodrigues et al., 2019).

Vale mencionar que, apés cada ciclo de utilizagdo o biocatalisador obtido nesta
Dissertacdo foi recuperado via campo magnético, empregando um ima de 80 Kg de tra¢do, sem
perda aparente do biocatalisador magnético. O biocatalisador obtido pdde ser facilmente lavado

duas vezes com agua destilada e uma vez com etanol 70% dentro do frasco de reacao, o que
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simplificou a reutilizagdo, que por sua vez, consistiu apenas na adicdo dos substratos (4cido
oleico e etanol 1:2) no frasco reacional que continha o biocatalisador magnético. Torquato et
al. (2025) descreveram o meio reacional constituido por acido oleico e etanol (1:1) como um
meio de reacdo viscoso € a recuperacao do biocatalisador a base de CALB imobilizada em
poli(estireno-co-divinilbenzeno) ndo magnético como um processo complexo. Propuseram que
o acumulo do éster de oleato de etila no suporte dificulta a lavagem do biocatalisador e a

recuperagao da enzima pelo processo de filtragao.

A estabilidade da interacdo entre a enzima e o suporte foi avaliada por meio da
agitacao vigorosa (200 rpm) por 30 min de BioS2 em solu¢ao contento o surfactante Triton-X.
As aliquotas do sobrenadante do procedimento de dessor¢cdo ndo apresentaram atividade
hidrolitica. A auséncia de atividade hidrolitica das aliquotas do sobrenadante pode estar
associada a diluicdo da concentragdo de enzimas no meio, dessa maneira as aliquotas sao
apresentam concentracao enzimatica suficiente no meio para a avaliagdo da atividade hidrolitica

pela metodologia proposta nesta Dissertagao.

O biocatalisador BioS2 apresentou uma atividade de esterificagao de 520,9 + 98,4
U/gpio (em 15 min de reagdo) e uma conversao do 4cido oleico em oleato de etila de 14,6 + 2,9
% (em 24 h de reagdo) apds o tratamento com o surfactante. Os resultados refletem uma forte
interacao entre as enzimas € o suporte, uma vez que mesmo depois do contato com o surfactante,
Bi0S2 permaneceu com atividade e percentual de conversdo. Outros ciclos de contato com o
surfactante, até a total dessor¢dao das enzimas, seriam importantes para determinar o perfil de
interagdo entre a CALB e o suporte obtido nesta Disserta¢do (S2). Um estudo mais aprofundado
sobre a interagdo da CALB com os suportes de poli(estireno-co-divinilbenzeno) magnéticos ¢
indicado para trabalhos futuros a fim de contribuir com a compreensao da estabilidade destes

biocatalisadores heterogéneos.

Os novos biocatalisadores magnéticos obtidos nesta Dissertacdo apresentaram
caracteristicas de recuperagdo e reuso, e resultados de atividade e percentual de conversao de
acidos graxos alifaticos em ésteres etilicos que sugerem seu potencial operacional e catalitico,
respectivamente, para diferentes reagdes de esterificacdo de interesse comercial. Os resultados
indicam que o emprego do biocatalisador magnético obtido em larga escala pode possibilitar a
redugdo dos custos totais de um processo de producao, em comparagao ao emprego da enzima
livre. Considerando o potencial dos biocatalisadores magnéticos, estudos futuros propondo

equipamentos e sistemas operacionais para a implementagao desta tecnologia na indudstria serdo
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importantes para compreender as vantagens e limitagdes deste processo em larga escala, a fim
de direcionar os estudos subsequentes de aprimoramento dos biocatalisadores magnéticos de

acordo com as caracteristicas necessarias para o emprego em escala industrial.

Um estudo futuro variando a concentracao de enzimas da solugao enzimatica empregada
no processo de imobilizagdo seria relevante para determinar o limite de carga enzimatica
adsorvida sem perda de atividade em cada suporte magnético obtido nesta Dissertagdo. Sendo
importante determinar o rendimento maximo de imobilizacdo de cada suporte obtido para
avaliar como estes parametros de imobilizacdo afetam o desempenho dos biocatalisadores
magnéticos, principalmente quanto as atividades de hidrolise e esterificacdo, considerando a
capacidade maxima de cada suporte. Pois, o entendimento da relagdo entre a morfologia dos
suportes magnéticos com a imobilizagdo das enzimas e o desempenho dos biocatalisadores
representam importantes avangos no desenvolvimento de biocatalisadores, contribuindo para o

progresso cientifico da biocatalise.
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CONCLUSOES

e Um novo biocatalisador magnético foi obtido a partir da imobilizagdo de CALB em

suportes de poli(estireno-co-divinilbenzeno) magnéticos;

e As diferentes morfologias dos suportes S1, S2 e S3 (preparados com 50, 100 e 150% de
dilui¢do em n-heptano, respectivamente) ndo promoveram variacdo de rendimento de
imobilizagdo (%) e concentragdo de proteinas retida (mg/gsuporte), aproximadamente

82% e 2,2 mg/gsuporte, rESPECtivamente;

e As diferentes morfologias dos suportes possivelmente influenciaram no potencial de
conversdo de oleato de etila (%C), uma vez que o BioS1 (preparado a partir do suporte
com menor didmetro e volume de poros, aproximadamente 48 A e 0,36 m’g’,
respectivamente) apresentou o menor %C (aproximadamente 30%). Ao passo que
BioS2 e BioS3 (obtidos a partir de suportes com maiores diametro de poros —
aproximadamente 131 e 90 A, respectivamente — e volume de poros — aproximadamente

0,71 e 0,60 m°g’!, respectivamente — obtiveram maiores %C (aproximadamente 60%);

e O estudo da esterificacao do acido oleico em diferentes temperaturas (30, 40, 50 e 60
°C) mostrou que a estrutura do suporte S2 provavelmente influenciou no percentual de
conversdao de oleato de etila (%C), em comparacio a CALB livre, em todas as
temperaturas avaliadas. Sugerindo uma prote¢do térmica as enzimas imobilizadas, uma
vez que o biocatalisador magnético obtido (BioS2) apresentou maior %C em todas as

temperaturas testadas, em comparagao a CALB livre (em 24 h de reacdo);

e Os resultados do estudo de especificidade ao tamanho de cadeia carbonica dos acidos
graxos (AG) sugeriram que a imobilizagdo da CALB no suporte S2 favoreceu o
percentual de conversdo de ésteres (C%) de AG com maiores tamanhos de cadeia
carbonica, em comparacao a CALB livre, uma vez que o biocatalisador magnético

obtido (Bi0S2) apresentou melhor C% para os acidos palmitico, estearico e oleico, em
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comparagdo a CALB livre, que por sua vez apresentou maior C% para o acido caprico

(AG com menor tamanho de cadeia carbonica empregado no estudo);

O biocatalisador magnético obtido (BioS2) manteve aproximadamente 50% de seu
percentual de conversdo de oleato de etila (%C) por 5 ciclos de uso, sendo facilmente
recuperado magneticamente a cada ciclo, sem perda de biocatalisador durante o
processo de recuperagdo e em seguida, lavado com agua destilada e etanol 70% para

posterior reuso.
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