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1 Introducéo

A busca por fontes de energias alternativas e renovaveis vem crescendo a cada ano,
devido aos problemas causados pela alta demanda no consumo de combustiveis fdsseis e pela
questdo econdmica que estas energias envolvem. No processo atual de producgéo de biodiesel,
a partir da rota catalitica homogénea, devem ser utilizadas matérias-primas com baixa acidez
e livres de umidade, ou seja, com alto grau de refino e elevado custo. Neste contexto, o
processo enzimatico de producdo de biodiesel se torna uma grande alternativa, pois possibilita
a utilizacdo de matérias-primas alternativas, mais baratas, como 6leos e gorduras de descartes
industriais. Neste sentido a Novozymes disponibilizou ao mercado no final de 2014, uma
solucdo enzimatica para a producdo de biodiesel, a qual podera utilizar qualquer tipo de
gordura. No entanto, para a utilizacdo desta solu¢do em processos industriais € necessario 0
conhecimento das caracteristicas bioquimicas das enzimas presentes, para que haja utilizacdo

em larga escala.

2 Objetivo
O objetivo geral deste trabalho é obter a caracterizacdo bioquimica da solucéo
enzimatica comercial Novozymes Eversa® utilizada no processo de producdo enzimatica de

biodiesel.
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3 Metodologia

ApoOs a determinacdo da atividade enzimatica, foi realizada a caracterizacdo
bioquimica desta solucdo, através do efeito do pH e temperatura na atividade enzimatica. A
estabilidade da solucdo enzimatica foi realizada a partir do efeito do pH, temperatura e
presenca de ions. Também estudou-se a estabilidade da solucdo enzimatica em relagdo a
estocagem. As metodologias utilizadas sdo de acordo com Pastore, Costa e Koblitz (2003) e
Muruci et al (2012), com algumas modificacdes para a realidade da enzima utilizada.

O efeito do pH na atividade enzimatica foi determinado alterando o pH do meio
reacional para os seguintes valores: 3,0; 4,0 e 5,0 utilizando tamp&o acetato de sddio e 6,0; 7,0
e 8,0 utilizando tampé&o fosfato de sodio. O efeito da temperatura na atividade enzimética foi
determinado alterando a temperatura da reacao para os seguintes valores: 30°C, 35°C, 40°C,
45°C, 50°C, 55°C, 60°C e 65°C. Para a avaliacdo do efeito do pH na estabilidade da solucédo
enzimatica, a mesma foi diluida 1:10 com diferentes tampdes (tampdo acetato de sodio e
tampdo fosfato de sddio), sendo posteriormente incubada & 35°C. Foram retiradas aliquotas
em alguns horarios para realizar a atividade enzimatica.

Para a avaliacdo do efeito da temperatura, a solucdo enzimatica foi incubada a 45°C,
50°C, 55°C e 60°C, sendo retiradas aliquotas em alguns horarios para ser determinada a
atividade residual. Para a avaliacdo do efeito da interferéncia de ions na atividade enzimatica,
adicionou-se no meio reacional CaCl, e MgSO, em concentragOes de 10 e 100 mM, e entéo
mediu-se a atividade enzimatica. Para os testes de estabilidade na estocagem, a solucéo
enzimatica ficou armazenada em geladeira e em temperatura ambiente, em intervalos de 3, 6,

15, 30, 60 e 90 dias, realizou-se as analises de atividade enzimatica residual.

4 Resultados e Discussdo

Os resultados demonstraram que conforme se aumenta a temperatura e o pH do meio,
hd melhora na atividade enzimatica. Dessa forma, o pH e a temperatura 6timas sao
respectivamente 8 e 65°C, conforme pode-se verificar na Figura 1. No entanto, € necessario
analisar se a enzima possui resisténcia nessa faixa de temperatura e pH por um longo tempo,
porque o processo de producédo de biodiesel necessita de aproximadamente 24 - 48 horas para

ocorrer as reagoes.
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Figura 1: Atividade enzimatica relativa (%) a partir da variacdo de pH e temperatura.
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Tanto no estudo da estabilidade do pH, como na estabilidade da temperatura nao foi
possivel perceber o comportamento da solucdo enzimética frente as alteracGes a qual foi
exposta, pois a alta variabilidade dos resultados ndo permitiu descrever o comportamento da
solucédo enzimatica.

Em relagdo & adicdo de sais, os resultados foram indistintos. Com a adi¢&o do ion
MgSO, a atividade da enzima mostrou melhor rendimento. Porém, no comportamento da
solucdo com o ion CaCl; na concentracdo de 10mM a variabilidade novamente deixa davida,
pois nesse caso a atividade diminuiu com o tempo, mas nesse mesmo sal e com uma
concentracdo maior (100mM) a atividade teve aumento.

Pelos resultados, houve a necessidade de melhorar a metodologia. Entdo, foram
realizadas varias cinéticas de acidez com este objetivo. Através delas, concluiu-se que a
emulsdo com tampdo fosfato prejudicava a atividade da enzima. Assim, para 0
prosseguimento dos estudos, obteve-se uma nova metodologia:

Deve ser utilizada uma emulséo de 6leo de soja (50 g) em agua destilada (50 g), a qual
deve ser aquecida por 5 minutos na temperatura de 45°C, apds adiciona-se 0,05 mL da
solucdo enzimatica bruta. A amostra fica em incubacéo por 10 minutos a 45°C e com agitacdo
de 200 rpm. Posteriormente, aproximadamente 10 g da amostra sdo centrifugadas por 10
minutos a 4500 rpm. Em seguida, 3 g dessa amostra serdo transferidas para um frasco de
Erlenmeyer onde sera adicionado 50 mL de &lcool etilico e 4 gotas do indicador fenolftaleina,
para posterior titulacdo com solucdo de hidroxido de potéassio 0,2 M, até a viragem do

indicador.
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A atividade enzimaética deve ser expressa pela Equagéo 1:

AE (U/mL) = I._VE—VZ:':'-:"T.'E:H\,- 1000 "

Onde:
Va = volume de KOH gasto na titulac&o apds a rea¢do (mL);
Vb = volume de KOH gasto na titulagdo do dleo de soja puro (mL);

M = molaridade KOH (mmol/mL); t = tempo (min); V¢ = volume de enzima (mL).

5 Concluséo

Os resultados demonstram que a solugcdo enziméatica Novozymes Eversa® é mais
eficiente em temperaturas altas, em torno de 65°C, em pHs também altos, por volta de 8.
Porém, quanto a estabilidade da solucdo enzimatica frente a temperatura e pH, e a estabilidade
de estocagem, ndo foram possiveis de serem especificadas devido a alta variabilidade dos
resultados. Referente a adicdo de cofatores, a solucdo enzimatica apresentou melhores
resultados de atividade com adi¢cdo de MgSO,. Pelo fato da bibliografia encontrada néo ser
satisfatoria, houve a adequacdo dos métodos utilizados, que mesmo assim apresentaram

grande variabilidade de resultados, evidenciando que mais estudos devem ser realizados.
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