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MEDEIROS, Suzan laly Gomes — “Sintese enzimatica de biosurfactante e sua
aplicabilidade na indastria do petroleo”.
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Orientadora: Profa. Dra. Marta Costa

Resumo

Enzimas tém sido largamente utilizadas em biossintese/transformacdes de compostos
organicos em substituicdo aos métodos sintéticos classicos. Esta dissertacdo de
mestrado € o primeiro relato escrito em literatura de sintese enzimética para obtengéo
de biosurfactantes utilizando como substratos glicose, acido ricinoléico e éleo de
mamona, e como biocatalizador, foram empregadas lipases imobilizadas
(Thermomyces lanuginosa, Rhizomucor miehei e Candida antarctica B), proteases
(Bacillus subtillis alcalina e Bacillus subtillis neutra) e levedura (Saccharomyces
cerevisiae). A analise por CLAE (cromatografia liquida de alta eficiéncia) mostrou que
maiores conversdes foram alcangadas pelo uso da Bacillus subtillis alcalina. Testes de
laboratério, para avaliar sua aplicabilidade, indicaram que os biosurfactantes
produzidos apresentam boa estabilidade em presenca de NaCl e temperaturas de 55 e
25°C, sado efetivos na reducdo da tensdo superficial e angulo de contato, mas
possuem pouca capacidade espumante, quando comparados aos detergentes
tradicionais. Estes resultados sugerem que os surfactantes obtidos tém potencial
aplicacdo como agente de molhabilidade e estabilizador de fluidos de perfuragéo.

PALAVRAS-CHAVE: biocatdlise, biosurfactante, enzimas, glicose, 6leo de mamona,
sacarose.
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application in the petroleum industry”.
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ABSTRACT

Enzymes have been widely used in biosynthesis / transformation of organic
compounds in substitution the classic synthetic methods. This work is the first writing in
literature of enzymatic synthesis for attainment the biossurfactants, the use glucose
sucrose, ricinoleic acid e castor oil as substratum, and as biocatalyst, used immobilized
lipase Thermomyces lanuginose, Rhizomucor miehei and the Candida antarctica lipase
B; alkaline protease and neutral protease from Bacillus subtillis and yeast
Saccharomyces cerevisiael. The analysis of HPLC (high performance liquid
chromatography) showed that highest conversions were reached of used the alkaline
protease from Bacillus subtillis. Laboratory tests, to evaluate the applicability, indicated
that the produced biosurfactantes had good stability in presence of salts (NaCl) and
temperature (55 e 25°C), they are effective in the reduction of the superficial tension
and contac angle, but they have little foaming capacity, when compared with traditional
detergents. These results suggest that the prepared surfactants have potential
application as wetting agent and perforation fluid stabilizer.

Key words: biocatalysis, biosurfactant, castor oil, enzymes, glucose, sucrose.
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1 INTRODUCAO E OBJETIVOS

Nos ultimos anos, observa-se um crescente interesse no desenvolvimento de
processos envolvendo modificacdo de 6leos e gorduras (triglicerideos). Isto pode ser
atribuido, principalmente, ao fato desses materiais serem de origem natural,
abundantes e empregados como matérias-primas nas industrias quimicas,
farmacéuticas e alimenticias (GUNSTONE, 1999).

Diversos processos tém sido desenvolvidos pelo setor industrial para
manipular essas misturas de triglicerideos, cuja estrutura basica pode ser
redesenhada por modificacdo quimica (hidrogenacéo, hidrélise ou transesterificacao)
dos acidos graxos. Estas reacGes necessitam normalmente de condi¢des drasticas,
tais como, pressdo/temperatura altas e catalisadores quimicos; condicbes que
normalmente séo evitadas quando se trata de aplicacbes em larga escala, como na
indastria. Para atender esses requisitos, avang¢os importantes tém sido alcangados
pela enzimologia moderna no desenvolvimento e aplicacdo de enzimas como
catalisadores. A alta eficiéncia de atuag¢do, em condi¢gbes mais brandas possibilita,
assim, o uso de processos enzimaticos nas industrias, especialmente de detergentes,
couros, panificacdo e farmacéutica com desempenho similar ao dos catalisadores
classicos, das reacdes heterogéneas (LIE KEN JIE et al, 1991; MOJOVIC et al, 1993;
PANDEY et al, 1999).

A escolha do biocatalisador é geralmente efetuada entre microorganismos
VivOos ou enzimas que possuam propriedades significativas, tais como, alta eficiéncia
catalitica (elevando a velocidade de reacdo de 10° a 10' vezes), seletividade, atuem
em condi¢des brandas de temperatura (30 a 70 °C) e pressdo atmosférica, tenham
facil recuperagéo e reabilitagédo, rendimentos altos e baixos niveis de contaminagéo do
produto e meio-ambiente (POSORSKE, 1984; LANGRAND et al, 1988; WISEMAN,
1985).

Um grande nimero de pesquisadores vem estudando a sintese enzimatica
de produtos contendo acucares ramificados. Park e colaboradores usaram estratégias
de sintese quimio-enzimatica para incorporar sacarose em poliacrilatos e poliaminas.
A utilizacdo de enzimas foi empregada por Yutaka e colaboradores para obtencéo de
éster de acucar contendo grupo vinila, enquanto Patil e colaboradores sintetizaram um
poliéster linear contendo sacarose. Posteriormente, Matsumura e colaboradores

efetuaram a copolimerizacdo de anidridos dicarboxilados, com abertura de anéis
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oxiranas, formando poliéster com grupos carboxila. Por terem alta massa molar e
serem sollveis em agua, estes materiais sdo importantes em diversas aplicagées na
industria (PATIL et al, 1991; YUTAKA et al, 1998; MATSUMURA et al, 1999; PARK et
al, 2001).

Outro campo de aplicacdo importante desta tecnologia é a producdo de
ésteres de acidos graxos e aguUcares; esses apresentam larga aplicagdo como
emulsificantes em alimentos, cosméticos e produtos farmacéuticos. Além de seu efeito
conservante, ésteres de carboidratos e acidos graxos tém sido associados como
agentes antineoplasicos e inibidores do crescimento de plantas, e tém-se apresentado
como uma vertente bastante promissora, em funcdo da importancia de inimeros
ésteres na vida cotidiana (CHAMOULEAU et al, 2001; JAEGER et al., 1994; YAHYA et
al., 1998).

Os ésteres de aclUcares sdo biosurfactantes, ou seja, sdo moléculas
anfipaticas constituidas de uma porgdo hidrofébica, freqlientemente uma cadeia
hidrocarbdnica, e uma porcéo hidrofilica, que pode ser ibnica (anibnica ou catidnica),
ndo-ibnica ou anfétera. Em fungéo disso, eles tendem a se distribuir nas interfaces
entre fases fluidas com diferentes graus de polaridade (6leo/agua e agua/6leo)
formando um filme molecular que reduz as tensdes interfacial e superficial, atribuindo
propriedades Unicas, tais como detergéncia, emulsificacdo, lubrificacdo, capacidade
espumante, capacidade molhante, solubilizacdo e dispersdo de fases (DESAI &
BANAT, 1997; NITSCHKE & PASTORE, 2002).

Quando comparados aos surfactantes sintéticos, o emprego de
biosurfactantes em aplicacdes industriais apresenta vantagens. Sao atéxicos,
inodoros, biocompativeis, biodegradaveis e contribuem para o aumento dos créditos
das chamadas “Reducdes Certificadas de Emiss@es” (CERS). As CERs sdo metas que
precisam ser atingidas pelos paises em desenvolvimento definidos a partir do MDL
(Mecanismo de Desenvolvimento Limpo) estabelecido no artigo 12 do Protocolo de
Kyoto, que entrou em vigor em 16 de fevereiro de 2005, sendo, um instrumento que
busca a reducdo de gases causadores do efeito estufa, responsaveis pelo
aquecimento global da terra, e a contribuicdo para o desenvolvimento sustentavel de
paises em desenvolvimento (MICHAELOWA, 2001).

Na industria do petréleo, utiliza-se biosurfactantes e biopolimeros contendo
acucares ramificados tanto nos processos de recuperacdo melhorada de petroleo

(extracdo de volumes adicionais de hidrocarbonetos liquidos ou gas natural usando
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outros métodos de recuperacdo que ndo use a deplecao natural ou a manutencao de
pressdo), como, também, incorporados em formulagbes de Oleos lubrificantes, em
pastas cimentantes para pog¢os de petrdleo, na biorremediagcdo, na dispersdo do
derramamento de 6leo e na remocgdo e mobilizacdo de residuos de 6leo em tanques
de estocagem, como substitutos aos surfactantes e polimeros convencionais.
(MCPHALEN & JAMES, 1988; BANAT et al, 1991).

Em casos de derramamento de 6leo, os biosurfactantes com baixos valores
de HLB (balanco hidrofilico/lipofilico da molécula surfactante) sdo usados para
aumentar a interacdo superficial agua/6leo (A/O), acelerando a degradacdo desses
pela acdo de microorganismos, promovendo a biorremediacdo de aguas e solos
(REHM & REED, 1996; BOGNOLO, 1999).

O objetivo dessa dissertacdo de mestrado se constituiu, entdo, na obtencdo
de produtos biodegradaveis e de baixa toxicidade ao meio ambiente com acao
surfactante através da esterificacdo da D-glicose com acido graxo (ricinoléico) e
interesterificacdo de triglicerideos usando lipases, proteases e fungo. Os
biosurfactantes obtidos foram analisados por metodologias qualitativas e quantitativas,
tais como, cromatografia em camada delgada (CCD), cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR), tensdo superficial e sua CMC (concentracdo micelar critica) respectiva,
estabilidade em sal e temperatura, angulo de contato e formagéo de emulsdes agua/
Oleo e Oleo/dgua. A otimizacdo do processo foi realizada através de estudos
estatisticos variando razdo molar, tempo, temperatura, concentracdo de enzima, e

tendo como variavel resposta, a conversao.
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2 Revisdo Bibliogrdfica

“Em tudo somos atribulados, mas nao angustiados; perplexos, mas
ndo desesperados; perseguidos, mas ndo desamparados; abatidos,
mas nao destruidos;” Il Corintios 4: 8, 9
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Surfactantes

Surfactantes sdo moléculas anfifilicas, do grego: amphi = "nos dois lados", "de
dois tipos"; philos = "forte afinidade", ou seja, compostos que apresentam na mesma
molécula uma parte apolar (hidrofébica), denominada cauda, com afinidade por
moléculas apolares, e uma parte polar (hidrofilica), cuja atragdo é por moléculas
polares, denominada cabe¢a (TARAHOMJOO & ALEMZADEH, 2003).

De acordo com a regidao polar ou hidrofilica, os tensoativos podem ser
classificados em ibnicos (catidbnicos e anibnicos), anféteros ou nao ibnico. A parte
apolar ou hidrofébica, em geral sao hidrocarbonetos, podendo ser cadeias alifaticas,
grupos aromaticos ou policiclicos. Esta parte da molécula tem uma baixa solubilidade
em agua devido ao "efeito hidrofébico", provocado nao tanto pela atracéo entre grupos
apolares, mas principalmente pela dificuldade em romper as fortes interacbes entre as
moléculas de agua (HELENIUS & SIMONS, 1975; LICHTENBERG et al., 1983).

Os surfactantes apresentam propriedades peculiares e, em consequéncia de
sua estrutura anfifilica, tendem a se distribuir nas interfaces das fases fluidas
formando, entre elas, um filme molecular ordenado, reduzindo assim, a tensao
interfacial e superficial. Estas propriedades fazem com que os surfactantes sejam
adequados para um grande numero de aplicagdes industriais, entre elas destacam-se,
detergéncia, emulsificagcdo, lubrificacdo, capacidade espumante, capacidade
molhante, solubilizagado e dispersao de fases. A maior utilizagdo destes produtos é na
industria de produtos de limpeza, sabao e detergente, petréleo, cosméticos e produtos
de higiene (MORAES & REZENDE, 2004; TARAHOMJOO & ALEMZADEH, 2003).

Recentemente, em funcdo de uma legislacdo ambiental cada vez mais
restritiva, testes de biodegradabilidade e toxicidades aquaticas tém sido usados como
critérios importantes na sele¢cdo dos tensoativos a serem empregados nos detergentes
domésticos e industriais (MADSEN et al., 1996).

Biosurfactante: Sintese enzimatica e aplicabilidade na industria do petréleo PPGQ/UFRN
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2.2 Biosurfactantes

A grande maioria dos surfactantes disponiveis comercialmente é sintetizada a
partir de derivados de petréleo. Atualmente, nos paises industrializados ha um
consumo de 70-75% desses produtos, enquanto que, nos paises em desenvolvimento,
predomina o uso de surfactantes de origem natural. Existe uma tendéncia mundial
para a substituicdo de materiais sintéticos pelos naturais. Buscam-se, sobretudo,
produtos mais brandos, biodegradaveis e com alta especificidade para uma dada
aplicagao (BOGNOLO, 1999).

Varios compostos com propriedades tensoativas sao sintetizados por
organismos vivos, desde plantas (saponinas) até microrganismos (glicolipidios) e,
também, no organismo humano (sais biliares), sendo considerados surfactantes
naturais (BOGNOLO, 1999). Os compostos de origem microbiana que exibem
propriedades tensoativas, isto é, diminuem a tensao superficial e interfacial possuem
alta capacidade emulsificante e sdo metabdlitos secundarios de bactérias, fungos e
leveduras sendo denominados biosurfactantes (CAMEOTRA & MAKKAR, 1998).

As principais classes de biosurfactantes (DESAI & DESAI, 1993) sao
glicolipidios, lipopeptidios e lipoproteinas, fosfolipidios e acidos graxos, surfactantes

poliméricos e surfactantes particulados (Tabela 1).

TABELA 1 — Principais grupos de surfactantes de origem natural e sintética.

Naturais Sintéticos
Alquil poliglicosideos Alcanolaminas
Biossurfactantes Alquil e aril éter carboxilatos
Amidas de &cidos graxos Alquil aril sulfatos e Alquil aril éter sulfatos
Glucamidas Alquil etoxilados
Lecitinas Alquil sulfonatos
Derivados de proteinas Alquil fenol etoxilados
Saponinas Aminooxidos
Sorbitol e ésteres de sorbitan Betainas
Esteres de sacarose Copolimeros de 6xido de etil/propileno
Sulfatos de alcoois graxos naturais Acidos graxos etoxilados

FONTE: NITSCHKE & PASTORE, 2002.
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Vérias células microbianas apresentam elevada hidrofobicidade superficial,
sendo consideradas, por si s6, como biosurfactantes, por exemplo, microrganismos
degradadores de hidrocarbonetos. Algumas espécies de Cyanobacterium e alguns
patégenos, como Staphylococcus aureus e Serratia sp., bactérias do género
Acinetobacter, produzem vesiculas extracelulares que tém funcdo importante na
captacao de alcanos para a célula (KAPPELI & FINNERT, 1979).

Os biosurfactantes possuem também uma porg¢édo hidrofébica, usualmente,
uma cadeia hidrocarbdnica de um ou mais acidos graxos (saturado, insaturado,
hidroxilado ou ramificado) ligada a uma por¢ao hidrofilica que pode ser éster, hidroxila,
fosfato, carboxilato ou carboidrato (BOGNOLO, 1999; CAMEOTRA & MAKKAR, 1998).
Os biosurfactantes, em sua maioria, sdo neutros ou anidnicos, variando desde
pequenos acidos graxos até grandes polimeros. A Tabela 2 evidencia as principais
classes de biosurfactantes e alguns microrganismos envolvidos em sua sintese
(DESAI & BANAT, 1997).

TABELA 2 — Principais classes de biosurfactantes e os microrganismos envolvidos.

Tipo de Biosurfactante Microrganismo

Glicolipidios

Ramnolipidios Pseudomonas aeruginosa

Soforolipidios Torulopsis bombicola, T. Candida

Trehalolipidios Rhodococcus erythropolis, Mycobacterium sp.
Lipopeptidios e lipoproteinas

Peptidio-lipidio Bacillus licheniformis

Viscosina Pseudomonas fluorescens

Serrawetina Serratia marcescens

Surfactina, Subtilisina Bacillus subtilis

Polimixina Bacillus polymyxa
Ac.graxos, lipidios e fosfolipidios

Acidos graxos Corynebacterium lepus

Lipidios neutros Nocardia erythropolis

Fosfolipidios Thiobacillus thiooxidans
Surfactantes poliméricos

Biodispersan, Emulsan Acinetobacter calcoaceticus

Liposan Candida lipolytica

Carboidrato-lipidio-proteina Pseudomonas fluorescens
Surfactantes particulados

Vesiculas Acinetobacter calcoaceticus

Células Vérias bactérias

FONTE: FONTE: NITSCHKE & PASTORE, 2002.
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2.2.1 Funcéo fisiologica dos biosurfactantes

Embora a exata funcdo fisiologica dos biosurfactantes oriundos do
metabolismo secundario de microorganismos ainda nao tenha sido completamente
elucidada, alguns microrganismos tém fungdes especificas, que podem estar
associadas aos metabdlitos secundarios produzidos pelos mesmos. Sdo exemplos

destas funcoes:

= Emulsificagdo e solubilizagao de hidrocarbonetos ou compostos insoluveis em
agua — podem se reproduzir nestes substratos (FRANCY et al., 1991);

= Transporte de hidrocarbonetos — funcao atribuida aos biosurfactantes ligados a
parede celular de Candida tropicalis, onde um aumento significativo da porgao lipidica
do polissacarideo de membrana foi detectado quando a mesma crescia em alcanos;
indicando que o complexo polissacarideo-acido graxo presente na superficie celular
estaria envolvido no transporte de hidrocarbonetos (KAPPELI & FIECHTER, 1977).

= Aderéncia-liberacdo da célula a superficies — uma das mais importantes
estratégias de sobrevivéncia dos microrganismos é sua habilidade em colonizar um
nicho ecoldgico onde possa se multiplicar. Esses podem utilizar surfactantes ligados a
parede para regular as propriedades da superficie celular com o objetivo de aderir ou
se desligar de um determinado local, de acordo com sua necessidade, para encontrar
novos habitat com maior disponibilidade de nutrientes ou se livrar de ambientes
desfavoraveis (ROSENBERG & RON,1999).

= Atividade antibiotica — demonstrada por varios biosurfactantes, principalmente da

classe dos lipopeptidios e glicopeptidios (LIN, 1996).

2.2.2 Propriedades dos biosurfactantes

Apesar da diversidade na composicdo e propriedades quimicas, algumas

caracteristicas sdo comuns a maioria dos biosurfactantes (BOGNOLO, 1999).

= Atividade superficial e interfacial — sdo mais eficientes que os surfactantes
convencionais (detergentes anibnicos sulfatados), pois produzem menor tensao
superficial em menores concentragbes (COOPER & PADDOK, 1984);
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= Tolerancia a temperatura, pH e forca ibnica — apresentam elevada estabilidade
térmica e a variagcbes de pH, podendo ser utilizados em ambientes com condi¢des
mais drasticas. Por exemplo, o lipopeptidio de B. licheniformis, JF-2, & estavel a
temperaturas em torno de 75 °C por até 140 h e pH entre 5 e 12 (HOROWITZ et al.,
1990);

= Estabilidade em presenca de sais — suportam concentra¢cdes de 10% de NaCl,
enquanto que uma concentragao salina de 2-3% é suficiente para inativar surfactantes
convencionais (BOGNOLO, 1999);

= Biodegradabilidade — sao facilmente degradaveis na agua e no solo, sendo
adequados, portanto, para aplicagdes de biorremediacdo e tratamento de residuos
(MULLIGAN & GIBBS, 1993);

= Toxicidade — tém baixa toxicidade, podendo ser usados em alimentos, cosméticos
e produtos farmacéuticos. Nestes casos, minimizam os efeitos alérgicos
caracteristicos de produtos artificiais, motivo freqlente de reclamagdes por parte dos
consumidores (CAMEOTRA & MAKKAR, 1998; FLASZ et al., 1998).

2.2.3 Aplicacdes industriais

Para obter uma medida do balango de tamanho e intensidade das partes
hidrofilica e hidrofébica de um agente tensoativo, Griffin, em 1949, quantificou
empiricamente o "balancgo hidrofilico-lipofilico" (HLB), do inglés: hydrophilic-lipophilic
balance. A quantificacdo desta grandeza é feita em uma escala de 0 (totalmente
lipofilico) a 20 (totalmente hidrofilico), podendo ser calculada através da Equacéo 1,
que avalia a estrutura média do tensoativo, ajudando a prever a utilidade deste para
aplicagdes particulares (GRIFFIN, 1949; YAN et al., 2001).

20* M,
M

HLB = (1)

Onde,

M, = Massa molar da fracao hidrofilica da molécula;

M = Massa molar total da molécula.
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A Tabela 3 mostra um resumo das fungdes dos biosurfactantes, de acordo com
seu HLB.

TABELA 3 — Correlagao entre valor do HLB e fungao do biosurfactante.

Valor do HLB Funcéo
1-3 Anti-espumante A
3-6 Emulsificante Agua/Oleo (a/o) %
7-9 Agente de molhabilidade 5
8-18 Emulsificante Oleo/ Agua (o/a) g
13-15 Detergente ®
15-18 Solubilizante

FONTE: SILVA, 20083.

Na Tabela 4, observam-se as principais aplicagdes industriais dos
biosurfactantes correlacionadas com sua funcionalidade (BANAT, 2000; BANAT et al.,
2000).

TABELA 4 — Principais aplicagbes comerciais dos biosurfactantes.

Funcbes Campos de aplicacao

. . Cosméticos, tintas, biorremediacdo, Oleos,
Emulsionantes e dispersantes

alimentos.
Solubilizantes Produtos farmacéuticos e higiene.
Agentes molhantes e penetrantes Produtos farmacéuticos, téxteis e tintas.
Detergentes Produtos de limpeza, agricultura.

Produtos de higiene, cosméticos e flotagdo de
Agentes espumantes

mineérios.
Agentes espessantes Tintas e alimentos
Seqliestrantes de metais Mineragao
Fator de crescimento microbiano Tratamento de residuos oleosos.
Desemulsificantes Tratamento de residuos, recuperagao de petroéleo.
Redutores de viscosidade Transporte em tubulacodes, oleodutos.
Dispersantes Misturas carvao-agua, calcareo-agua
Fungicida Controle biolégico de fitopatdgenos
Agente de recuperacgao Recuperacao terciaria de petroleo (MEOR)

FONTE: NITSCHKE & PASTORE, 2002.
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2.2.3.1 Utilizagéo do biosurfactante na industria do petréleo

2.2.3.1.1 Limpeza de reservatérios

Residuos e fragcoes de 6leos pesados que sedimentem no fundo de tanques de
estocagem sdo altamente viscosos e podem se tornar depdsitos sélidos que ndo séo
removidos através de bombeamento convencional. A remoc¢ao requer lavagem com
solventes ou limpeza manual, ambas perigosas, demoradas e caras. Um processo
alternativo de limpeza é o uso de biosurfactantes que promovem a diminuigdo na
viscosidade e a formacao de emulsdes O/A, facilitando o bombeamento dos residuos
e, apos a quebra da emulsdo, a recuperagao do 6leo. Os sélidos resultantes carregam
uma quantidade limitada de 6leo residual pela acdo detergente do biosurfactante,
tornando o descarte destes residuos menos problematico (BOGNOLO, 1999). A
utilizacdo de biosurfactantes para a limpeza de tanques, em substituicido aos
surfactantes convencionais, promove a limpeza e recuperacdo de 90% dos

hidrocarbonetos presentes no residuo (BANAT et al., 1991).

2.2.3.1.2 Recuperagao melhorada do petréleo (EOR — Enhanced oil recovery)

Na recuperagcdo melhorada do petréleo (EOR), pode-se langar mao também de
microrganismos, ou seu produto de metabolismo, para producao de surfactantes que
reduzem a tensao superficial éleo-rocha, minimizam as forgas capilares que impedem
a movimentacdo do 6leo por emulsificacdo e/ou quebra do filme de 6leo retido nas
rochas, aumentando, conseqlientemente, a recuperacdo do 6leo residual (BANAT,

1995). A utilizacao desses biosurfactantes pode envolver estratégias como:

= Injecdo de microrganismos produtores de biosurfactantes no reservatério e
subsequlente propagacao in situ;

= Injecdo de nutrientes no reservatério, estimulando o crescimento de
microrganismos;

= Producao de biosurfactantes em reatores e introdugao posterior no reservatorio.
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Nos dois primeiros exemplos, € necessario que o reservatorio contenha
bactérias em quantidade suficiente e, no ultimo caso, sdo necessarias etapas iniciais
de producao, purificagio e inje¢ao do surfactante (BANAT, 1995; BANAT et al., 2000).

Para serem uteis na EOR in situ, os microrganismos devem-se desenvolver em
condi¢des extremas, como alta temperatura, pressao, salinidade e baixa concentracéo
de oxigénio. Varios microorganismos adaptados a condigcbes extremas e com
capacidade para recuperagao de 6leo tém sido isolados e estudados (JENNEMAN et
al.,, 1983). O mecanismo in situ deve-se, provavelmente, a multiplos efeitos dos
microrganismos no ambiente e no Oleo. Estes efeitos incluem formacdo de gas e
aumento da presséo, producgdo de acido e degradagédo da matriz calcarea, reducao na
viscosidade do 6leo e da tenséo interfacial (JACK, 1988; KHIRE & KHAN, 1994).

2.2.3.1.3 Inversd@o de molhabilidade de superficie

Molhabilidade €&, usualmente, definida como uma tendéncia do fluido se
espalhar ou aderir sobre a superficie sélida. Essa informacdo é de fundamental
importancia para entender os problemas com o fluxo multifasico, desde a migragao do
6leo na rocha de origem até os mecanismos de producgéo primaria e os processos de

recuperacao de o6leo pesado (CRAIG, 1971).

Variagdes na molhabilidade sado freqientemente relatadas pela presenca ou
auséncia de um filme de 4gua entre o 6leo e a superficie sélida. Kaminsky e Radke,
em 1997, atribuiram importancia fundamental ao filme aquoso na prevencao da
molhabilidade da superficie sélida pelo 6leo. Para esses autores, a presenca de um
fino filme aquoso previne o contato entre o 6leo e a superficie, restringindo o
fendbmeno de inversdo da molhabilidade (KAMINSKY & RADKE, 1997).

Hirasaki, em 1991, argumentou que a molhabilidade pode ser determinada pela
espessura do filme de agua. Se o filme que separa o 6leo da superficie solida for
estavel, o sistema continua molhado por agua. Se o filme for instavel, podera se
romper possibilitando a saida de algumas camadas de agua, deixando entdo que o

oleo entre em contato com a superficie solida (HIRASAKI, 1991).
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Buckley et al. relataram que a existéncia do filme de agua estavel, que possui
espessura na faixa de 1-100 nm, é conseqliéncia da repulsdo entre as duplas
camadas elétricas, ou seja, € necessario que as cargas superficiais da interface sdélido-

agua e da interface agua-o6leo sejam de mesmo sinal (BUCKLEY et al., 1998).

Componentes polares do 6leo podem sofrer adsorcdo ou deposicdo na
superficie soélida. Os asfaltenos sdo considerados responsaveis pela alteragcdo na
molhabilidade, devido a presenca de seus grupos polares e apolares que podem
interagir com a superficie solida (SANTOS, 2003).

A influéncia da temperatura na molhabilidade foi analisada por Basu et al. em
um sistema trifasico de vidro/agua/betume (fase inicial do éleo no reservatorio). Eles
descrevem que medidas estaticas do angulo de contato sdo menos sensiveis a
temperatura do que medidas dindmicas. Os autores argumentam que o angulo de
contato dindmico do betume depende da viscosidade e da tensao interfacial entre o
betume e a agua, enquanto que o angulo de contato estatico depende apenas das
tensdes interfaciais relacionadas pela equacgéao de Young (Equacgao 2) (BASU et al.,
1996; ZISMAN, 1964):

Vv COSO =y, —rq (2)

Onde,

Y = Tensdo superficial do liquido;

¥s = Energia de superficie do solo;

Ys. = Energia de superficie do solo em um liquido.

Sao consideradas superficies molhaveis pela agua, aquelas que apresentam
angulo de contato menor que 90° superficies neutras, igual a 90° e superficies
molhaveis pelo 6leo, maior do que 90°, uma vez que o angulo de contato é medido na

fase aquosa, por convencgao da literatura (SHAW, 1992).

A Figura 1 ilustra a definicdo do angulo de contato entre uma gota liquida e
uma superficie plana e horizontal. Nesta figura, ys € y., S0 a energia de superficie do
sélido e a tensao superficial do liquido em equilibrio com o vapor, respectivamente; ys

€ a energia da interface solido-liquido.
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FIGURA 1 - Definicdo do angulo de contato # entre uma gota liquida e uma superficie
plana e horizontal.

Quanto menor for o angulo de contato, mais molhavel pela agua sera a
superficie solida, entao, mais estavel sera o filme lubrificante de agua estabelecido no
transporte de 6leo pesado pelo método de core-flow. Esse método é visto atualmente
como alternativa viavel para o transporte e produgao de petrdleo altamente viscoso
presente no Brasil, pois sua grande vantagem é que se utiliza pequena quantidade de
agua, representando um passo significativo em direcdo a sua implantagao definitiva
(SILVA, 2003).

Um problema encontrado no método core-flow, relaciona-se com a tendéncia
do 6leo em aderir s paredes da tubulacdo. A medida que o 6leo se acumula em
pontos das paredes do duto, existe uma tendéncia de aumento da perda de carga,
chegando algumas vezes até ao bloqueio total da se¢ao de fluxo da tubulacio. Esse
grau de aderéncia nas paredes metalicas do duto esta diretamente relacionado com a

composicao do 6leo e com o material interno da tubulacao (SILVA, 2003).

Com isso, vem-se estudando a possibilidade de revestir esses dutos com
filmes aquosos, onde sao adicionados solugdes de agente de molhabilidade, produtos
hidrofilicos ou oleofdbicos, com o intuito de inverter sua molhabilidade, ou seja,
diminuir sua atratividade pelo 6leo (SILVA, 2003).

2.2.3.2 Biosurfactantes em aplica¢cdes biocida

O Sistema de Producao Integrada (PIF) é uma exigéncia de alguns mercados
importadores de frutas. Neste sistema é previsto o cultivo de frutas de alta qualidade e
sanidade, seguindo normas de sustentabilidade ambiental, mediante o uso de

tecnologias ndo agressivas ao meio ambiente e ao homem. A mudanca do perfil do
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consumidor, aliado a conscientizacdo dos riscos da presenca de residuos de
agrotoxicos em frutos, tém motivado cientistas na busca de alternativas

ecologicamente corretas para o controle de insetos-praga (RAGA, 2003).

A familia Tephritidae, conhecida como moscas das frutas verdadeiras, inclui
cerca de 4000 espécies arranjadas em 500 géneros. Entre os tefritideos prejudiciais a
fruticultura brasileira, destacam-se diversas espécies, em especial, a Ceratitis capitata,
que produz danos de grande proporgao as culturas de mamao, citros, maga, maracuja,
nectarina, néspera, péra, acerola e ameixa. Em sua fase larval danificam frutos,
ocasionando perdas significativas em pomares comerciais. Por isso, existe um
interesse crescente no desenvolvimento de novos produtos com caracteristicas

especificas, tais como, os biopesticidas (RAGA, 2003).

Segundo Boscolo, um novo biopesticida, considerado um exterminador de
pragas, € composto principalmente por ésteres derivado de agucares. Este tem acéo
tépica destruindo a camada de gordura do exoesqueleto e impedindo que os mesmos
desenvolvam defesas contra essas substancias. Ao se romper tal defesa, cuja
principal funcdo é evitar a perda de agua desses organismos, eles morrem por
desidratacdo. O produto tem efeito tanto ao atingir o corpo do animal quanto ao se
depositar na superficie dos vegetais. Por ser composto derivado de agucar, € atoxico
ao ser humano e ao meio ambiente, biodegradavel e de acéo seletiva, ou seja, néo
elimina os insetos predadores das pragas, como ocorre com o0s pesticidas téxicos
(BOSCOLO et al., 2006).

Em fungao da atividade bioldgica sobre insetos e vegetais, alguns sucroésteres
sao classificados como pesticidas naturais (CHORTIK et al., 1996; CHORTIK et al.,
1997). Uma série de sucroésteres alifaticos com cadeia alquilica, entre 7 e 12
carbonos, extraidos de vegetais da familia do tabaco (Nicotiniana sp) foi eficiente no
controle de pestes agricolas, como a mosca branca (Bemisia argentifolii), que esta se
tornando um sério problema para a agricultura do Brasil, pois ataca diversas culturas
como, por exemplo, a batata doce e o tomate (CHORTIK et al., 1996; LIU et al.,
1996). A vantagem deste tipo de pesticida é a sua biodegradabilidade e a atoxicidade
para o homem e meio ambiente. Neste sentido, pesquisas estdo sendo dirigidas para
um maior conhecimento de sintese em grande escala e caracterizacdo de suas
atividades bioldgicas de diversos sucroésteres (OSCARSON & RITZEN, 1996).

A surfactina, um dos mais conhecidos biosurfactantes, possui aplicagcbes como
bactericida, antifungico, antiviral e antineoplasico (ARIMA et al., 1968; PEYPOUX et
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al., 1999). O biosurfactante produzido por R. erythropolis inibiu o virus do herpes
simples e virus parainfluenza (NITSCHKE & PASTORE, 2002). A iturina, lipopeptidio
produzido por Bacillus subtilis, demonstrou atividade antifungica, afetando a morfologia
e a estrutura da membrana celular de leveduras (THIMOM et al., 1995). A inibicdo da
adesdo de bactérias entéricas patogénicas por biosurfactante produzido por
Lactobacillus também foi relatada (VALRAEDS-MARTINE et al., 1996).

2.2.3.3 Biosurfactantes na agricultura

Os biosurfactantes podem ser utilizados na agricultura como herbicidas,
pesticidas e em formulagbes, atuando como agente emulsificante de outros compostos

ativos que sao geralmente hidrofébicos (LIN, 1996).

Surfactantes oriundos das espécies de Bacillus foram utilizados para
emulsificar formulagcbes de pesticidas organofosforados imisciveis. Os rhamnolipidios
possuem um grande potencial para o controle biolégico de fitopatdgenos que
produzem zodsporos (PATEL & GOPINATHAN, 1986; NITSCHKE & PASTORE,
2002).

2.2.3.4 Biosurfactantes em produtos de higiene e cosméticos

A preparacdo de biosurfactantes pela acdo enzimatica sobre moléculas
hidrofébicas promoveu um novo direcionamento na producdo destes compostos,
principalmente para utilizacdo em produtos de higiene e cosméticos, devido a sua
compatibilidade com a pele (BANAT et al., 2000; BROWN, 1991).

Um produto comercial a base de soforolipidios/propilenoglicol apresentou
excelente compatibilidade dérmica, sendo utilizado como hidratante em cremes faciais
(YAMANE, 1987). Alguns soforolipidios sao utilizados como umectantes para
incorporagcdo em produtos de maquiagem. A KAO Co. Ltda desenvolveu um processo

fermentativo para produgcdo de soforolipidios que, posteriormente, sofrem
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esterificagao, resultando em um produto com aplicacdo em batons e como hidratante
para pele e cabelos (DESAI et al., 1997).

2.2.3.5 Biosurfactantes como umectante e dispersante de pigmentos

Nos processos téxteis, nenhuma das propriedades funcionais é mais
importante do que a detergéncia e a umectacdo. A umectagdo permite abrir as
estruturas compactas dos substratos téxteis para permitr a remocdo dos
contaminantes ou a penetragdo dos corantes e agentes de acabamento, e a

detergéncia remove, suspende e emulsiona os contaminantes (MENEZES, 2005).

Para um surfactante ter agdo de umectante, é necessario que reduza
significativamente a tensao superficial da agua, concentrando-se em toda a superficie
das particulas, provocando assim, um aumento da molhabilidade. Conseqliientemente,
havera a remogédo de gases, como o ar, e de outros contaminantes que estardo na
superficie das particulas (MENEZES, 2005).

Na auséncia de um agente redutor da tensdo superficial, a umectacdo €&
prejudicada, o que dificulta a penetracdo da agua nas particulas de pigmento,
provocando sedimentacdo. Este efeito € também importante na aderéncia da tinta em
superficies porosas como a madeira, em que o ar adere nas fibras hidréfilas e precisa

ser substituido pelo material de recobrimento (SILVA et al., 2003).

Um agente dispersante faz com que haja a manutencdo do movimento das
particulas umectadas no interior do liquido, que resulta em uma suspensao
permanente. O objetivo desta suspensao é que as particulas do pigmento, recobertas
por um tensoativo, ja nao se atraiam. O primeiro estagio da dispersdo de um pigmento
em tintas liquidas corresponde a separacédo das particulas de pigmentos, destruindo
aglomerados. O segundo é a estabilidade da emulsdo, ou seja, a manutencdo das
particulas separadas entre si, distribuidas uniformemente no meio liquido e, assim,

permanecendo ao longo do tempo (SILVA et al., 2003).

Uma boa dispersdo do pigmento contribui com o brilho do filme da tinta, pois
mantém ao minimo a irregularidade no filme seco. Os tensoativos escolhidos de modo

adequado, segundo as diferentes necessidades, conferem as propriedades de

Biosurfactante: Sintese enzimatica e aplicabilidade na industria do petréleo PPGQ/UFRN



Revisdo Bibliogréafica 37

emulsao e dispersao. A Tabela 5 mostra alguns tensoativos utilizados em dispersao de

pigmentos, com seus respectivos HLBs (SILVA et al., 2003).

TABELA 5 — Tensoativos utilizados em dispersao de pigmentos.

Produto HLB Aplicacéo
Nonilfenol etoxilado 13,3 Umectante
Nonilfenol etoxilado 14,1 Umectante, alastrante
Nonilfenol etoxilado 12,3 Age’}fﬂgﬁqgir‘]’g'j;nﬁgtt:é;gita °
Alcool laurico etoxilado 12,9 Umectante
Monooleato de sorbitan 43-8,6 Co-dispersante umectante

FONTE: SILVA et al., 2003.

2.3 Enzimas

Enzimas sdo catalisadores de reagdes quimicas em sistemas bioldgicos in
vivo, envolvendo reagcbes com substratos naturais e nao naturais in vitro. Sao
designadas proteinas com atividade catalitica de alta massa molar formadas por
subunidades conhecidas como aminoacidos, ligados entre si por ligacdes peptidicas
de natureza protéica, podendo ser encontradas em células animais ou de plantas, bem
como em microrganismos. Entretanto, quando a permeabilidade da membrana celular
€ insuficiente para a passagem do substrato ou quando ocorrem reacbes laterais
indesejaveis, é necessario conduzir a biotransformagcdo com enzimas isoladas ou
purificadas. Sua funcao é viabilizar a atividade das células, quebrando moléculas ou
juntando-as para formar novos compostos. A singularidade desses compostos decorre
do elevado grau de especificidade ao substrato em condi¢gdes moderadas, sob as
quais atuam. Apresentam elevado poder catalitico e possuem em suas estruturas
grupos polares, tais como COOH, OH, NH, SH e CONH,, que atuam como
catalisadores (STRYER, 1992; FABER, 1997).

O interesse em utilizar enzimas como catalisadores vém aumentando
gradativamente devido a sua alta versatilidade e as condi¢des suaves de temperatura

e pH em que se realizam as reagdes, apresentando grande importancia na pesquisa
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cientifica, nos diagnédsticos clinicos e na industria. Entre as muitas vantagens da
utilizacdo de enzimas, trés caracteristicas sdo consideradas as mais importantes:

quimiosseletividade, regiosseletividade e enantiosseletividade (FABER, 1997).

Entre todos os tipos de reacgbes catalisadas por enzimas, as transformagdes
hidroliticas, envolvendo a formagao de ligagbes imidicas e ésteres, podem ocorrer
facilmente usando-se proteases, esterases ou lipases, sendo, portanto, os
biocatalisadores mais empregados em biotransformagao. Entre as varias razées que
as tornam uma opg¢ao particularmente atrativa, pode-se citar ampla disponibilidade,
baixo custo, condicbes suaves de sintese e ampla especificidade para substratos
(FABER, 1997).

A aplicacao de biocatalisadores na industria € objeto de muitas investigagdes,
devido a alta atividade catalitica em comparagédo com os catalisadores convencionais,
e ao fato de atuarem com alta eficiéncia em condicdes reacionais bastante suaves.
Sua utilizacdo se deu no inicio do século XX, mas o interesse por estes sistemas s6
tomou forgca apds a publicagdo dos trabalhos de Zaks e Klibanov, no inicio dos anos
80 (ZAKS & KLIBALOV, 1984; 1985; 1988 a, b).

Aplicacbes analiticas também tém se beneficiado das reagdes enzimaticas em
meio organico. Lima e Angnes mostraram varias aplicagdes envolvendo reacdes
enzimaticas com biossensores amperométricos, 0os quais sdo empregados para a
resolugdo de problemas analiticos em diversas areas, como clinica, na analise de
alimentos e de amostras ambientais (LIMA & ANGNES, 1999).

2.3.1 Caracteristicas das enzimas

Desde a era de Pasteur, a pesquisa bioquimica tem mostrado que, embora
estejam sujeitas as mesmas leis da natureza que governam o comportamento de
outras substéncias, as enzimas diferem-se dos catalisadores quimicos comuns em
varios aspectos (MOTTA, 2003):

= As velocidades das reacdes catalisadas por enzimas sdo tipicamente 10° a 10"
vezes maiores que reagdes ndo catalisadas, e sdo, no minimo, varias ordens de

magnitude maiores do que a mesma reagao catalisada quimicamente.
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= Condi¢cdes de reacdo mais suaves — as reacdes catalisadas enzimaticamente
ocorrem em condi¢des brandas, temperaturas inferiores a 100°C, press&o atmosférica
e pH préximo da neutralidade. Em contraste, a catalise quimica frequentemente requer
temperaturas e pressoes elevadas, bem como valores de pH extremos.

= Maior especificidade — As enzimas apresentam um grau de especificidade
imensamente maior do que os catalisadores quimicos em relacdo a identidade dos
seus substratos (reagentes) e dos seus produtos, ou seja, as reagbes enzimaticas
apresentam pouca formagao de subprodutos.

» Capacidade de regulagédo — As atividades cataliticas de muitas enzimas variam em
resposta as concentracbes de substancias diferentes dos seus substratos. Os
mecanismos destes processos de regulacdo incluem o controlo alostérico, a
modificacdo covalente das enzimas e a variagdo nas quantidades de enzima

sintetizada.

2.3.2 Classificacdo e nomenclatura das enzimas

A Unido Internacional de Bioquimica e Biologia molecular (IUBMB) coloca
todas as enzimas em seis grandes classes, assim como subclasses. Para cada
enzima, sao atribuidos dois nomes e um numero de classificagdo de quatro
subdivisbes, onde o primeiro numero designa a qual classe a enzima pertence; o
segundo numero indica o tipo de ligagdo que a enzima atua; o terceiro numero é uma
subclassificagdo do tipo de ligagcao e o quarto nimero é apenas um numero de série
(FURIGO & PEREIRA, 2001).

A Tabela 6 apresenta a classificagdes das principais das enzimas, subclasses,

o tipo de reacgéao catalisada e os grupos funcionais em que atuam.
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TABELA 6 — Principais classe, subclasses e sub-subclasses das enzimas.

Classe Subclasse Sub-subclasse
N° Classificacdo N° Tipo dereacao catalisada N° Atuacéo
1 Desidrogenase em O-H 1; 3 CH-OH
2 Dehidrogenase em formaldeido 1;3;4 H-C=0
3 Oxidoredutase em oxigénio 3 CH-CH
4 Oxidoredutase em diamina 1,3 CH-NH:
1 Oxidorredutase 5 Dehidrogenase em tetrahidrofolate 1;3 CH-NH-
6 Oxidoredutase em ferrihemoproteina  2; 4; 6 NADPH
7 Oxidoredutase de oxigénio 3 NAD/NADP
8 Dehidrogenase 1;3 Doadores de S
9 Oxidoredutase de nitrato 6 Outros
10 Ascorbase 3 Difendis
11 Oxidoredutase dos H»0- 1 Peroxido receptor
1 Metiltransferase 1-3 Cq
2 Glicoaldeidotransferase 1 H-C=0; C=0
3 Aciltransferase 1;2 Cc-C
2 Transferase 4 Gilicosiltransferase 1;2 Glicosil
5 Glutationa S-transferase 1 Aril ou alquil
6 Aminotransferase 1 Nitratos
7 Fosfotransferase 1-4; 7 Fosfatos
8 Thiosulfato S-transferase 1 Enxofre
1 Carboxilesterase (lipase) 1-4;6;11;16;21;27;30 Esteres
2 (Gilicosidase 1-3 Carboidratos
3 Hidrolases 3 Epoxihidrolase 1-3 C-0-C
4 Aminopeptidase 11;13-17;19;21-24 C-N
5 Amidohydrolase 1-4 C-N
6 Fosfohidrolase 1 Anidrido acético
1 Carboxilase 1-3 -C-C-
4 Liases 2 Carboidrase 1;2 -C-O-
3 Desaminase 1 -C-N-
4 Glioxalase 1 -C-S-
1 Racemase e epimerase -
5 Isomerases 3 Oxidoredutase intramolecular -
4 Redutase intramolecular -
2 Tioquinase 1 C-S
6 Ligases 3 Ambnia-ligase 1;5 C-N
4 COgy ligase 1 Cc-C
FONTE: Sigma-Aldrich Co., 2007.
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Por exemplo, no caso da lipase Candida antarctica, seu nome sistémico é
Triacilglicerol lipase e seu nome alternativo pode ser Lipase, Tributirase ou
Triglicerideo lipase. Seu numero de classificagdo enzimatica € EC 3.1.1.3, onde EC é
abreviatura de Enzyme Commission; o primeiro digito (3) denota o nome da classe
(hidrolase); o segundo digito (1) a subclasse (carboxilesterase); o terceiro digito (1),
hidrolases que atuam sobre ligagdes éster presentes em acilglicerdis; e o quarto digito
(3), posicao de ataque na qual ele atua (JAEGER et al., 1999).

2.3.2.1 Lipases

As lipases (triglicerol acil-hidrolases, EC 3.1.1.3) sdo classificadas como
hidrolases que atuam sobre ligagdes éster presentes em acilglicerdis, liberando acidos
graxos e glicerol, constituindo uma classe especial de esterases. A diferenciagao entre
uma lipase e uma esterase (EC. 3.1.1.1) esta no fato de que a primeira catalisa
reacdes de substratos insoluveis em agua, enquanto que uma esterase age em
substratos soluveis (JAEGER et al.,, 1999; ALVAREZ-MACARIE et al., 1999).
Entretanto, a diferenciacédo entre lipases e esterases ainda nao esta completamente
definida. Em 1958, Sarda e Desnuelle propuseram definir as lipases a partir de sua
caracteristica cinética, que € a propriedade de ativagdo na presenga de substratos
insollveis em agua e emulsionados, ou seja, na presenga de uma interface
lipideo/agua. Segundo estes autores, as lipases seriam ativadas na presenca de
ésteres emulsionados, enquanto as esterases nao apresentariam esta ativagao,
exercendo sua fungao hidrolitica sobre substratos soluveis em agua (SARDA &
DESNUELLE, 1958).

As lipases sdo encontradas em tecidos de varios animais e plantas, e podem
ser produzidas por fermentagdo usando varias espécies de microrganismos, tais com
os fungos Aspergillus mucor, Rhizopus penicillium, Geotrichum sp, por leveduras de
Tulopis sp e Candida sp e bactérias como Pseudomonas sp, Achromobacter sp e
Staphylococcus sp. Do ponto de vista econémico e industrial, as lipases de fontes
animal e vegetal sdo preferiveis, devido ao custo do seu isolamento (CASTRO &
ANDERSON, 1995).
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O sitio catalitico é formado pela triade catalitica Ser-His-Asp/Glu, que se repete
em todas as estruturas, e é frequientemente protegido na molécula por uma “tampa”
hidrofébica, que ao interagir com a interface lipideo/dagua sofre uma mudanca
conformacional, expondo o sitio ativo. A presencga da “tampa” na estrutura da enzima
e as propriedades de ativagcao interfacial passaram a ser fatores determinantes para a

caracterizacao de lipases (BRADY et al., 1990).

Mais recentemente, entretanto, observou-se que a presenca da “tampa” nao
esta necessariamente correlacionada com a ativagao interfacial, sendo que as lipases
de Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia glumae e Candida antarctica B, que
apresentam a “tampa” em suas estruturas, ndo sofrem ativagao interfacial. Por outro
lado, as cutinases, enzimas consideradas lipases “verdadeiras”, ndo apresentam a
“tampa” e ndo precisam da interface para exercer a atividade hidrolitica (JAERGE &
REETZ, 1998; CYGLER & SCHRAG, 1997).

As lipases sdo muito utilizadas em sintese organica devido a sua grande
disponibilidade e baixo custo. Além disso, atuam em uma faixa de pH relativamente
grande, sdo muito estaveis neste meio, apresentam especificidade, regiosseletividade,
quimiosseletividade e enantiosseletividade. Possuem a habilidade de catalisar
reacoes de esterificagdes, transesterificagcoes (acidolise, interesterificacido, alcodlise),
amindlise e tiotransesterificacdo em solvente organico anidro, sistema bifasico e em
solucao micelar com alta especificidade. O deslocamento do equilibrio na reacéo, no
sentido direto ou inverso, é controlado pela quantidade de agua presente na mistura
reacional. As lipases tém sido extensivamente investigadas com relacdo as suas
propriedades bioquimicas e fisiolégicas e, mais recentemente, para aplicagdes
industriais (PANDEY et al., 1999; GANDHI, 1997).

Nos ultimos anos, com o intuito de aumentar a atividade catalitica de lipases,
foram apresentados na literatura varios procedimentos de imobilizacdo ou
modificagbes na estrutura nativa, sendo que estes processos envolvem diferentes
graus de complexidade e eficiéncia. Os métodos de imobilizagdo requerem uma
interacao fraca ou a formacao de ligagdes covalentes entre a lipase e o suporte. A
engenharia genética de lipases envolve a modificacdo do gene que codifica para a
enzima. Esta tecnologia inclui a habilidade de isolar e expressar os genes de interesse
e modificar algum aminoacido que ocupe um sitio importante para a atividade
catalitica da enzima (VILLENEUVE et al., 2000; WINKLER & GUBERNATOR, 1994).
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2.3.2.2 Proteases

As proteases representam uma classe de enzimas com importantes papéis em
processos fisiologicos. Além disto, elas possuem aplicacdo comercial, estando entre
os trés maiores grupos de enzimas industriais, sendo responsaveis por 60% da venda
internacional de enzimas (BEYNOM & BOND, 2001).

Tendo em vista os recentes acordos mundiais para uso de tecnologias nao
poluentes, as proteases comegaram a ser usadas em larga escala no tratamento do
couro, em substituicdo aos compostos toxicos e poluentes até entdo usados. Na
industria farmacéutica, as proteases sdo usadas em pomadas cicatrizantes e tém um
uso potencial para outros medicamentos. Proteases hidrolisam as proteinas em
peptideos e aminoacidos, facilitando a sua absorcao pelas células (BEYNOM & BOND,
2001).

As enzimas proteoliticas ou proteases catalisam a quebra das ligagbes
peptidicas em proteinas. Sdo enzimas da classe 3, as hidrolases, e subclasse 3.4, as
peptideo-hidrolases ou peptidases. Estas enzimas constituem uma grande familia (EC
3.4), dividida em endopeptidases ou proteinases (EC 3.4. 21-99) e exopetidases (EC
3.4.11-19), de acordo com a posicao da ligacdo peptidica a ser clivada na cadeia
peptidica. Estas endopeptidases podem ser ainda subdivididas de acordo com o
grupo reativo no sitio ativo envolvido com a catalise em serina- (EC 3.4.21), cisteina-
(EC 3.4.22), aspartico-proteinases ou endopeptidases (EC 3.4.23) e
metalloproteinases ou metalloendopeptidases (EC 3.4.24). As enzimas cujo
mecanismo de ag¢ado nao esta completamente elucidado sao classificadas no subgrupo
EC. 3.4.99 (RAWLING & BARRET, 1994 c).

As exopeptidases atuam somente nos finais das cadeias polipeptidicas na
regiao N ou C terminal. Aquelas que atuam na regido amino terminal livre liberam um
unico residuo de aminoacido (aminopeptidases), um dipeptideo (dipeptidil-peptidases)
ou um tripeptideo (tripeptidil-peptidases). As exopeptidases que atuam na regido
carboxi terminal livre liberam um Unico aminoacido (carboxipeptidases) ou um
dipeptideo (peptidil-dipeptidases). Algumas exopeptidases sdo especificas para
dipeptideos (dipeptidases) ou removem residuos terminais que sao substituidos,

ciclizados ou ligados por ligagdes isopeptidicas, que sao ligagbes peptidicas
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diferentes daquelas entre uma a-carboxila € um a-amino grupo, e estes tipos de
enzimas sao denominados omega peptidases (RAWLING & BARRET, 1994 a, b, d).

As Endopeptidases atuam preferencialmente nas regides internas da cadeia
polipeptidica, entre as regides N e C terminal. A presengca de grupos a-amino ou a-

carboxila tem um efeito negativo na atividade da enzima.

Proteases sao encontradas em varios microrganismos, como virus, bactérias,
protozoarios, leveduras e fungos. Os microrganismos representam uma excelente
fonte de proteases devido a sua grande diversidade bioquimica e facilidade de
manipulacao genética. Numerosas proteinases sao produzidas por microrganismos
distintos, dependendo da espécie, ou mesmo por diferentes cepas de uma mesma
espécie. Proteinases diferentes também podem ser produzidas pela mesma cepa,
variando as condigdes de cultura. A maioria das serina proteinases comerciais,
principalmente as alcalinas e neutras, sdo produzidas por microorganismos que
pertencem ao género Bacillus subtilis. Proteases microbianas contam
aproximadamente por 40% da venda total mundial de enzimas, pois sao preferidas
uma vez que elas possuem a maioria das caracteristicas desejadas para aplicagdo em
biotecnologia (RAO et al., 1998).

2.3.3 Cinética da catalise enzimatica

2.3.3.1 Fatores que influenciam a agdo enzimética

A cinética enzimatica € a parte da Enzimologia que estuda a velocidade das
reagdes enzimaticas bem como os fatores que a influenciam. Os principios gerais da
cinética das reagdes quimicas aplicam-se as reagdes catalisadas enzimaticamente,
embora estas também mostrem um padrao distinto que n&o € usualmente encontrado

nas reagdes ndo enzimaticas: saturagdo com o substrato (SAILEY & OLLIS, 1986).

Biosurfactante: Sintese enzimatica e aplicabilidade na industria do petréleo PPGQ/UFRN



Revisdo Bibliogréafica 45

2.3.3.2Influéncia do pH

As moléculas biolégicas sao particularmente sensiveis a variagcbes de pH
porque sao constituidas por diversos grupos quimicos que ionizam em pH
aproximadamente igual a 7,0. O motivo pelo qual a selegdo natural escolheu
biomoléculas tao sensiveis a variagdes de pH esta, em parte, relacionado com a
importancia de reagdes de transferéncia de prétons em catalise enzimatica (SAILEY &
OLLIS, 1986).

A condigcdo para que um grupo quimico participe eficientemente em uma reacgéo de
transferéncia de prétons é que o mesmo seja apto a doar ou receber protons.
Adicionalmente, este grupo quimico deve ser capaz de retornar prontamente ao
estado de ionizagao anterior a transferéncia de prétons, regenerando assim o estado
enzimatico ativo. Para que um grupo quimico preencha estes requisitos, o mesmo
deve possuir um pK, aproximadamente igual ao pH do ambiente. Consequentemente,
catélise enzimatica é necessariamente sensivel as variacbes do pH, influenciando

diretamente na velocidade de reagdo, como mostrado na Figura 2 (MOTTA, 2003).

A H 6timo

Velocidade da reacao

v

pH

FIGURA 2 — Influéncia do pH sobre a velocidade de reagdo enzimatica (MOTTA,
2003).

A dependéncia entre a estrutura e a fungdo de biomoléculas com relagédo ao
pH é um desafio importante a compreensdo e manipulagcdo de propriedades
biomoleculares. Em proteinas, a variagdo de pH é de origem predominantemente
eletrostatica. Assim, a determinagdo de cargas fracionarias de grupos quimicos em
funcao de propriedades como conformacao e pH do ambiente seriam de enorme valor

para a elucidacdo de inumeros processos bioldgicos. Como exemplo pode-se citar,
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além dos mecanismos de catalise enzimatica, o enovelamento de proteinas e o
reconhecimento molecular. Diversos residuos constituintes da estrutura nativa de
proteinas apresentam um comportamento de ionizagao diferente daquele quando
isolados em solugao, devido a influéncia do ambiente eletrostatico da proteina sobre o
grupo ionizavel (DAVES & McCAMMON, 1990).

2.3.3.3 Influéncia e sele¢do do solvente organico

A selecado do solvente organico € um fator importante na catalise enzimatica
em meio ndo aquoso, devido a interferéncia direta do solvente na atividade,
estabilidade e especificidade da enzima (AYRES-BARROS, 2002; CASTRO et al,
1995). Os solventes menos nocivos as enzimas s&o os mais hidrofobicos, por nédo
interagirem significativamente com a agua necessaria a enzima (LAANE et al, 1987).
Solventes hidrofilicos tendem a retirar a 4gua essencial da camada protéica, levando a
perda da atividade enzimatica. As enzimas, quando em suspensao em solventes
hidrofdbicos, requerem substancialmente uma menor quantidade de agua para
manutencdo de sua atividade, em comparagdo as enzimas suspensas em solventes
hidrofilicos (AYRES-BARROS, 2002; CASTRO et al, 1995).

Na Tabela 7 sao apresentados os principais critérios a considerar na selegao
de um solvente organico, incluindo critérios fisico-quimicos, bioldgicos, seguranga,
logisticos e econémicos (FERNANDES et al., 2001).
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TABELA 7 — Critérios para a sele¢ao do solvente organico.

Fisico - Quimico
= Capacidade de extragao (coeficiente de particao)
= Capacidade de solubilizacdo de substratos e/ou produtos
= Pontos de ebuligao
= Tensao superficial
= Viscosidade reduzida
= Densidade

Biol6gicos
= Toxicidade para o biocatalisador
Seguranca

= Toxicidade
= |nflamabilidade

Logistica

= Facilidade de obtengao
= Eliminagdo de residuos (reciclagem)

Econdmicos

= Baixo custo
FONTE: AIRES- BARROS, 2002.

A toxicidade da fase pode ser reduzida através da utilizacdo de nutrientes e
in6culos mais concentrados, para compensar a extragao de nutrientes, e diminuindo a
area interfacial, usando assim, uma agitagdo mais suave e/ou diminuindo a razao
volumétrica de fases organica/aquosa, de modo a reduzir os fenbmenos de agregacao
e emulsao (FERNANDES et al, 2001).

2.3.3.4 Efeito da 4gua na atividade e estabilidade do biocatalisador

Mesmo em um meio ndo-convencional, constituido essencialmente por uma
fase organica, a quantidade de agua no sistema influencia fortemente a atividade
catalitica da enzima. Para baixos teores de agua, a atividade enzimatica é geralmente
baixa. Normalmente, a atividade enzimatica aumenta com o aumento da camada de
hidratagdo da enzima, o que é devido a acao lubrificante da agua que aumenta a
flexibilidade interna da enzima. A curva tipica de variacdo da atividade especifica da
enzima em funcdo da atividade da agua, normalmente, apresenta um maximo. A

diminuicao de atividade pode ser devida a limitagdes quanto a transferéncia de massa,
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em fungao do transporte do substrato através de uma fase aquosa, ou agregacao das
particulas de catalisador (WISEMAM, 1985).

A estabilidade enzimatica normalmente diminui com o aumento da quantidade
de agua, participando, assim, de uma variedade de mecanismos que causam a
desnaturacao da proteina, conduzindo a inativacdo das enzimas (FERNANDES et al,
2001).

2.3.3.5 Efeito da temperatura

A influéncia da temperatura sobre a cinética de reagao enzimatica deve ser
entendida em duas fases distintas: com a elevagao da temperatura pode-se observar
aumento na velocidade de reagao, pois as moléculas envolvidas no sistema tém uma
energia cinética mais elevada. Isto faz com que aumentem a probabilidade de colisao
entre as moléculas e que uma maior proporgdo de moléculas tenha a energia de

ativagao necessaria para a reacao ocorra (Figura 3, curva a).

O efeito positivo do aumento da temperatura na energia das moléculas é
contrariado pela desnaturagdo das moléculas de enzima. Temperatura mais elevadas
provoca a destruicdo das interagdes que mantém a estrutura tridimensional da
proteina, podendo levar a um efeito irreversivel na atividade catalitica (Figura 3, curva
b). A temperatura que provoca a desnaturagéo esta, geralmente, um pouco acima de
sua temperatura 6tima, que para a maioria das enzimas esta temperatura é de 30-
40°C.

Essa influéncia da temperatura sobre a atividade da enzima é, geralmente,
representada em termos de atividade ou velocidade de reagcdo em funcdo da
temperatura, ou seja, a maioria das reacdes quimicas se processa a uma velocidade
maior & medida que a temperatura aumenta. A Figura 3 ilustra esse efeito sobre a
atividade enzimatica e a temperatura 6tima de reacdo que é a interagdo entre dois
fatores com efeito contrario, o aumento da velocidade de reagao pela temperatura e a

inativacdo das moléculas de enzima (MOTTA, 2003).
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FIGURA 3 — Efeito da temperatura sobre a atividade enzimatica (MOTTA, 2003).

O efeito da temperatura nas enzimas depende de um numero de fatores,

dentre eles, pH, forca ibnica do meio, presenga ou auséncia de ligantes e

concentracao do substrato, que frequentemente protege as enzimas da desnaturagao.

Toda enzima tem uma temperatura étima para que atinja sua atividade maxima, ou

seja, € a temperatura maxima na qual a enzima possui uma atividade constante por

um periodo de tempo, como representado na Figura 4.
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FIGURA 4 — Variacao da quantidade do produto formado com o tempo a diferentes

temperaturas (NOVONORDISK,1995).
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2.3.3.6 Efeito da concentracdo do catalisador (enzima)

A velocidade de uma reacédo enzimatica depende da concentragdo de enzima,
[E]. Se realizarmos uma série de ensaios com diferentes concentragbes de enzima,
obteremos resultados idénticos aos da Figura 5 (SAILEY & OLLIS, 1986).

[V]A

4[Eq]

2[E1]

[E4]

FIGURA 5 — Velocidades de reacdo enzimatica com diferentes concentragdes de
enzima (SAILEY & OLLIS, 1986).

Tragando um grafico com as velocidades obtidas na Figura 5, em funcao das
concentracdes de enzima, verifica-se que a variagao € linear, como ilustrado na Figura
6.

[Vol
(8E1, 8Vo)
(4E1, 4V0)

(2E1, 2Vo)

(E+, vo)

»

[E]"

FIGURA 6 — Velocidades de reagdo enzimatica em funcdo das concentragbes de
enzima (SAILEY & OLLIS, 1986).
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2.3.3.7 Efeito da concentracdo de substrato

A concentracdo do substrato de uma reagdo enzimatica, [S], € outro fator que
afeta a velocidade de reacdo, pois se fixarmos a concentragdo de enzima, um
aumento na concentracdo de substrato provocara inicialmente elevagdo muito rapida
na velocidade da reacdo. Se realizarmos uma série de ensaios com diferentes

concentracdes de substrato, obteremos resultados idénticos aos da Figura 5.

Quando se duplica a concentragdo do substrato [S] partido de concentracbes
reduzidas, o valor da velocidade inicial sera duplicado, isto é, aproxima-se de uma
cinética de primeira ordem; com o aumento da concentragdo de substrato, a
velocidade comega a variar cada vez menos, tendendo a uma velocidade maxima
(vmax), aproximando, assim, de uma cinética de ordem zero, ou seja, a velocidade, a
qual independe da concentragao de substrato (SAILEY & OLLIS, 1986).

A Figura 7 ilustra o efeito da concentracdo de substrato na velocidade de
reacdo enzimatica relacionado com a curva de Michaelis-Menten. A velocidade
maxima, Vmax, corresponde a assintota da curva, que é o valor para o qual tende a
velocidade a medida que se aumenta a concentragdo de sustrato; a constante de
Michaelis, Ky, € uma medida de afinidade da enzima por um determinado substrato,

ou seja, & a concentragao de substrato para o qual vg = Vnay/2.

A
o | Velocidade maxima (Vos:)
18 /
S Y
b Cinética de
S |Vmax/2 ordem zero
e |
IS
o |
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3 | s
= | > _Cmghca de
> | ( primeira ordem
|
|
|
\ ¥, >
K Concentracdo de substrato

FIGURA 7 — Efeito da concentracido de substrato na velocidade inicial de uma reacao

enzimatica relacionado com a curva de Michaelis-Menten (SAILEY & OLLIS, 1986).
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Com baixa concentracdo de substrato, a relacdo entre a velocidade e
concentragao de substrato é quase linear obedecendo a cinética de primeira ordem,
isto &, a velocidade da reacao ¢é diretamente proporcional a concentracdo do substrato

[S], como mostrado na Equacéo 3.

Considerando \:<m—éx= K . vy =k[S] (4)

Onde, k é a constante de velocidade de primeira ordem (mim™).

A Equacao 4 indica que quando [S] € muito pequeno e continua decrescendo,

a velocidade absoluta diminui a cada momento.

Em altas concentragbes de substrato, a velocidade da reagdo é maxima e

independe da [S]; obedece a cinética de ordem zero (Equagéao 5).

VO :Vméx (5)

O fato de vy depende de [S], tem a ver com a formargdo de um complexo
enzima-substrato (E-S) como produto intermediario das reagcdes enzimaticas (Equagao
6).

k1 K
E+S ——» ES » E+P
T *

(6)

Em condicbes de velocidade inicial, a concentracdo do produto formado [P] é
quase zero, de modo que podemos considerar ES —» E + P como unidirecional’
(SAILEY & OLLIS, 1986). De acordo com este modelo, quando a concentracao de
substrato é suficientemente elevada para converter todo o enzima na forma ES, o
segundo passo da reacdo torna-se limitante, de modo que a velocidade global de
reacao torna-se cada vez mais insensivel ao aumento de [S], aproximando-se de uma

velocidade maxima, vVmax. A equagdo que traduz o comportamento da curva de v em
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funcao de [S] (curva de Michaelis-Menten) é a equagéo de Michaelis-Menten (Equagao
7).

S]

max [

Vo = K, +[S] (7)

Onde,
Vo: velocidade inicial para cada [S];

Kw: Constante de Michaelis, que engloba as constantes ki, k, e ks. E o valor de [S]
para o qual vo= Vnha/2, € € uma medida da afinidade da enzima por um determinado

substrato;

Vmax. Velocidade maxima da reagao é o valor para qual tende a velocidade a medida

que se aumenta [S];
[S] : Concentragao do substrato.

A Figura 8 é uma simplificacdo da teoria de Michaelis-Menten, valida para a
maioria das enzimas. Em primeiro lugar, o complexo ES engloba um conjunto de
intermediarios, desde que o substrato se liga, incluindo as varias transformagbes que

sofre, até que este se liberta.

€ -~0-¢-6-¢-C -
E

ES’ EP’ P

ES da teoria de M- M

FIGURA 8 — Intermediarios incluidos no complexo ES.

Por outro lado, esta andlise € valida quando se varia apenas a concentragao de
um substrato. Quando houver mais que um substrato, estuda-se cada um

isoladamente, com os outros em concentragao de saturacao.
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5 CONCLUSOES

= As enzimas utilizadas como catalisadores apresentaram um comportamento
satisfatorio na conversdo da D-glicose em ricinoleato de D-glicose. A reagado foi

monitorada por cromatografia em camada fina (TLC).

= A espectroscopia na regido do infravermelho (IV) confirmou a formacdo do
produto. Observaram-se absor¢bes em aproximadamente 3400 cm™, caracteristica
das hidroxilas presentes no anel do aclcar, e em 1730 cm™, correspondente a
carbonila de éster. Analises de RMN 'H e '3C se fazem necesséario para uma

caracterizacdo mais refinada das estruturas;

= O planejamento experimental foi realizado na tentativa de quantificar a influéncia
das variaveis (temperatura, tempo de reacdo, concentracdo do catalisador e razdo
molar do substrato/glicose). Os resultados confirmaram as observacfes de
laboratério; para as reacbes catalisadas em temperaturas e concentracbes de

catalisador (enzima) mais elevadas, maiores conversdes foram obtidas;

= Medidas de tensdo superficial foram realizadas com os produtos obtidos em
diferentes condicdes de reagdo. Em todos os casos, observou-se redugdo da tensdo
superficial, o que comprova a eficiéncia dos biosurfactantes. Os resultados obtidos
indicaram reducdo na tensdo superficial da agua de 72 mN/m para 33-36 mN/m, com
os derivados do &cido ricinoléico, e de 34-43 mN/m para os derivados do 6leo de

mamona, sugerindo que, provavelmente, foram formados produtos diferentes.

= As andlises de HPLC mostraram que a protease de Bacillus subtilis alcalina
apresentou maior eficiéncia catalitica, maior conversdo da D-glicose em éster. Os
resultados de tensdo superficial indicaram que o melhor biocatalisador produziu
também o melhor biosurfactante; nas concentracdes empregadas, ocorreu a maior
reducdo na tensao superficial da agua, de 72 mn/m para 33 mN/m. Este produto foi
selecionado para realizacdo das analises da capacidade espumante, desemulsificante,

biopesticida e estabilidade, a 55 °C, e em solugéo salina;

» Os testes em solucBes salinas concentradas foram satisfatrios no que diz respeito

a solubilidade. Observou-se que, a medida que se aumenta a concentracdo do

biosurfactante, ocorre reducdo de tensdo até atingir uma concentragdo salina 6tima; a
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partir deste ponto, ndo ocorre mais diminuicdo da mesma mesmo que a solucéo salina
figue mais concentrada. Para o ricinoleato de D-glicose, a tensdo superficial chegou a
28mN/m, para 72 g/L de NaCl e, no caso do éster de mamona, a 115 g/L de NacCl,

observou-se tensao superficial de 29mN/m;

» A influéncia da temperatura s6 foi perceptivel no valor da tensédo superficial na
CMC. Houve uma redugdo significativa de 45mN/m para 40mN/m, com o ricinoleato de
D-glicose, e de 43mN/m para 38mN/m, na solucdo aquosa do éster do Oleo de

mamona,

= O ricinoleato de D-glicose e 0 éster do 6leo de mamona monstraram ser 6timos
redutores de angulo de contato; acima da CMC, o angulo de contato independe da

concentracao, reduzindo de 40° para 0°;

= Nenhum dos biosurfactantes foi efetivo como agente espumante. A quantidade de
espuma formada foi inferior aos surfactantes convencionais, ndo se mostrando estavel
com o passar do tempo. Este resultado é satisfatério porque a presenca de espuma
em fluido de perfuracdo nao é desejavel, pois resulta em leituras incorretas de peso

especifico, reologia, volume, etc, acarretando sérios danos ao pogo;

» Os biosurfactantes apresentaram eficiéncia contra a espécie ceratittis captata e a

concentracao inibitéria foi proporcional ao porte da mosca;

= Como preventor de emulséo, os testes nao foram conclusivos. A amostra de 6leo
empregada ndo tinha propriedades desejaveis devido ao seu baixo percentual de
agua. Outras analises com amostras contendo diferentes percentuais de agua sao
necessarias. Em testes de hidrofobicidade, observou-se que toda a agua adicionada

ao Oleo foi separada pelo biosurfactante;

= A variacdo encontrada para a regido de microemulsdo nos diferentes sistemas
microemulsionados utilizados foi pouco significativa, pois a solubilizacdo da fase
oleosa foi de aproximadamente 25%. Esse resultado pode ser satisfatorio nos casos
em que a solubilizacdo de alguns farmacos em solu¢cédo aquosa é bastante reduzida, e
o0 sistema microemulsionado pode ser utilizado para aumentar a velocidade de
liberacdo desses farmacos, oferecendo beneficios que incluem o aumento da
solubilidade, de absor¢cdo e do controle da biodisponibilidade de principios ativos,

diminuindo assim a toxicidade e aumentando a eficacia clinica dos farmacos.
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6 Sugestoes para trabalhos
futuros

“O gue atenta para o ensino, acha o bem, e o que confia no Senhor,
esse é feliz.” Provérbios 17:20



Sugestdes para trabalhos futuros 127

6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Caracterizacdo estrutural dos biosurfactantes através do RMN *H e *C para a

confirmacao da regiosseletividade de cada enzima utilizada como biocatalisador.

» Determinacdo do angulo de contato em outras superficies.

= Aplicagdo do biosurfactante em fluido de perfuracgéo.

= Teste de biopesticida com outras espécies de inseto.
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