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Resumo

Um dos problemas mais desafiadores que a sociedade enfrentard nos préximos anos € o impacto
das mudancgas climéticas. Devido a crescente preocupacao sobre o futuro, a busca continua
por formas de superar a crise ambiental global tornou-se imprescindivel e, assim, diversas
acOes estdo sendo tomadas em todo mundo para reverter essa situagdo. Frente ao cendrio
atual, tem havido um intenso interesse nas inovacdes disruptivas ecologicamente amigaveis
que sdo particularmente importantes no desenvolvimento de maquinas elétricas de poténcia
(MEPs) como, por exemplo, o transformador de distribui¢do de poténcia (TDP). Os TDPs
utilizam fluidos dielétricos para refrigeracao do equipamento, como o 6leo mineral isolante
(OMI). De uma perspectiva ambiental, em razao as inimeras desvantagens do uso do OMI, t€m
sido envidados esforcos concernentes a procura por fluidos isolantes alternativos. Os liquidos
isolantes a partir de dleos vegetais (OVs) sdo considerados substitutos confidveis ao OMI e
constituem uma abordagem relevante para promover a sustentabilidade. Diante desse contexto,
nesse trabalho pretende-se realizar modificacdes moleculares no 6leo de coco de babacu (OCB)
com a finalidade de se obter um biofluido isolante ecologicamente correto para utilizacdo em
TDPs. Com esse propésito, foi realizada a encapsulacdo de lipase (LIP) em microcapsulas de
poliglicerol hiper-ramificado (HPG) através da tecnologia microfluidica. As microcapsulas de
HPG-LIP foram caracterizadas através das seguintes técnicas: MEV, ATR-FTIR e TGA. A
otimizac¢do dos parametros celulares microfluidicos para imobilizacao da LIP foi realizada por
rede neural artificial (RNA). As microcdpsulas de HPG-LIP resultantes sdao esféricas e tem
diametro médio de 29 um com distribuicdo de tamanho monomodal. As condicdes 6timas
determinadas por RNA foram: concentracdo de HPG de 10% (peso), carga de LIP de 20% (peso)
e taxa de fluxo total na célula microfluidica de 1,0 mL/h. Nessas condi¢des, a capacidade maxima
de LIP que pode ser microencapsulada é de 85%. O K,, aparente e o V,,;, aparente do HPG-LIP
foram 1,13814 mM e 0,49 U/mg, respectivamente. A reutilizacdo do HPG-LIP mostrou 81,5%
da atividade retida mesmo apds 10 ciclos. Com base nos resultados obtidos, a microfluidica
guiada por RNA pode ser util para produzir microcapsulas de HPG-LIP para aplicacdes em
biotecnologia. Dessa forma, as microcdpsulas preparadas foram utilizadas como biocatalisadores
enzimaticos nas reagOes de sintese para obtencao do biofluido isolante baseado no OCB em
reator batelada.

Palavras-chave: Transformador de poténcia. Biofluido. Microfluidica. Lipase. Microcdpsulas

de poliglicerol hiper-ramificado.
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Abstract

One of the most challenging problems that society will face in the coming years is the impact
of climate change. Due to the growing concern about the future, the continuous search for
ways to overcome the global environmental crisis has become indispensable and, therefore,
several actions are being carried out worldwide to reverse this situation. Because of the current
scenario, there has been intense interest in ecologically friendly disruptive innovations that
are particularly important in the development of electrical power machines (EPM), such as
the power distribution transformer (PDT). PDTs use dielectric fluids to cool the equipment,
such as insulating mineral oil (IMO). From an environmental perspective, due to the numerous
disadvantages of using IMO, efforts have been made regarding the search for alternative insulating
fluids. Insulating liquids from vegetable oils (VO) are considered reliable substitutes for IMO
and are a relevant approach to promoting sustainability. Given this context, this work intends to
perform molecular modifications in babassu coconut oil (BCO) to obtain an environmentally
friendly insulating biofluid for use in PDTs. For this purpose, lipase (LIP) encapsulation was
performed in hyperbranched polyglycerol (HPG) microcapsules using microfluidic technology.
The HPG-LIP microcapsules were characterized by the following techniques: SEM, ATR-FTIR
and TGA. The optimization of the microfluidic cell parameters for immobilization of LIP
was carried out by artificial neural network (ANN). The resulting HPG-LIP microcapsules
are spherical and have an average diameter of 29 um with monomodal size distribution. The
optimum conditions determined by ANN were: HPG concentration of 10% (wt), LIP loading
of 20% (wt) and total flow rate in the microfluidic cell of 1.0 mL/h. Under these conditions,
the maximum capacity of the LIP that can be microencapsulated is 85%. The apparent K,, and
apparent V,,;, of the HPG-LIP were 1.138,14 mM and 0.49 U/mg, respectively. The reusability
of HPG-LIP showed 81.5% of the activity retained even after 10 cycles. Based on the results
obtained, microfluidics guided by RNA could be useful to produce HPG-LIP microcapsules
for applications in biotechnology. Thus, the prepared microcapsules were used as enzymatic
biocatalysts in the synthesis reactions to obtain the BCO-based insulating biofluid in a batch

reactor.

Keywords: Power transformer. Biofluid. Microfluidic. Lipase. Hyperbranched polyglycerol

microcapsules.
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1 Introducao

A partir do século XX, a humanidade vivenciou as consequéncias das alteracdes ambi-
entais ocorridas, principalmente, devido as atividades desenvolvidas pelo homem. A exaustdao
dos recursos naturais, o aumento crescente da emissdo de gases poluentes na atmosfera, a es-
cassez de dgua, a contaminacao do solo, o aquecimento global e o acimulo de residuos sélidos
sao alguns dos principais problemas ambientais enfrentados pela sociedade mundial. Desse
modo, a problemética ambiental global desperta grande preocupacdo em toda a populagio e
exige imediata aten¢do. Diante disso, torna-se evidente o desafio da humanidade em encontrar
solucdes vidveis para tentar resolver ou, a0 menos, minimizar os problemas ambientais. Desta
forma, surge nesse contexto, uma abordagem que visa o desenvolvimento de tecnologias que
apresentem a busca simultinea pela inovacao e pela melhoria da sustentabilidade, chamada de
inovagdo disruptiva [1]. De acordo com Nasiri, Tura e Ojanen (2017), as inovacgdes disruptivas
promovem o desenvolvimento econdmico com equilibrio entre as dimensdes social e ambiental,
possibilitando assim, a criagdo de negdcios rentdveis que oferecam a melhoria da qualidade
de vida da populacdo, respeitando a diversidade cultural e utilizando os recursos ambientais

disponiveis de forma consciente, preservando-os para as presentes e futuras geragdes [1].

Convém destacar, tendo em vista o desenvolvimento de tecnologias disruptivas ecolo-
gicamente amigdveis, a importancia dessa abordagem na produ¢do das maquinas elétricas de
poténcia (MEPs). H4 uma ampla gama de MEPs, e podem-se citar como exemplos, os reatores,
os disjuntores, os capacitores € os transformadores de distribuicdo de poténcia (TDPs) [2, 3].
Dentre esses, o equipamento considerado indispensdvel no sistema de conversiao de energia
devido a sua primordial importancia é o TDP [4-8]. De acordo com a Associacdo Brasileira
de Normas Técnicas (ABNT) NBR 5356 (1993), o transformador € um equipamento elétrico
estatico capaz de converter tensdo e corrente alternadas, através de inducao eletromagnética,
entre duas ou mais bobinas, sem interferéncia na frequéncia [9]. Desta maneira, a interligacdo de
sistemas elétricos de diferentes niveis de tensdo € permitida, tornando possivel assim, a geracao,

transmissao e distribui¢do de energia elétrica [8, 10].

Como toda MEP, o TDP pode ter sua temperatura elevada durante seu funcionamento,
devido a geracao de calor. As principais fontes de geracdo de calor em um transformador sao
devido as perdas elétricas e magnéticas dos componentes presentes nesse equipamento [4,7].

O aquecimento do transformador pelo aumento de temperatura pode danificar o isolamento



principiando a ocorréncia de falhas e envelhecimento do equipamento, prejudicando assim, o
tempo de vida do transformador [4, 5, 10]. Para evitar o efeito Joule, que ocasiona temperaturas
excessivas no TDP, € necessaria a utilizacdo de técnicas eficientes de resfriamento, como por
exemplo, o uso de dleos isolantes [4, 5, 10]. Sendo assim, os liquidos dielétricos sdo empregados
nas MEPs, com a finalidade de proporcionar o isolamento elétrico, atuando dessa forma, como

um liquido refrigerante [2].

O 6leo mineral isolante (OMI) € uma mistura complexa de hidrocarbonetos (nafténicos,
parafinicos e arométicos) de origem petroquimica, amplamente usado como liquido dielétrico
nos TDPs, disjuntores, reatores e capacitores isolados por grandes volumes de OMI [2, 11].
Segundo o estudo conduzido por Nunes Jr., Monteiro e Lopes (2005), os equipamentos elétricos
instalados em 102 subestacdes de transmissao de energia operam com cerca de 3.000.000 de
litros de OMI somente no estado de Sao Paulo [12]. Frente ao exposto, € relevante observar o
elevado volume de OMI necessario para o funcionamento das diversas miquinas elétricas. Nesse
contexto, € interessante destacar que de todas as MEPs que utilizam isolantes como dielétrico, o

transformador € o equipamento que envolve a utilizacdo de maior volume de OMI.

H4 mais de um século, o OMI é usado como liquido dielétrico no TDP, pois apresenta
propriedades fisico-quimicas e elétricas adequadas ao transformador [4, 5,7, 8, 10, 13]. Em
contrapartida, é importante salientar algumas caracteristicas negativas inerentes a utilizacao do
OMI, tais como, menor biodegradabilidade, toxicidade, escassez futura, etc [4,5,7,8,10]. Além
disso, o OMI apresenta alto risco de incéndio, uma vez que a ocorréncia de falha nos TDPs,
isolados por grande volume de OMI, pode causar incéndio seguido de explosdo, gerando assim,
um sério problema para a seguranca das instalacoes elétricas [8, 10, 12]. Consequentemente, hd a
possibilidade de ocorrer derramamento de 6leo mineral residual para o meio ambiente, situacao
essa que merece uma maior atengdo, pois pode causar sérios riscos a satide humana e ainda gerar
grande contaminag¢do ambiental [8, 12]. Sendo assim, todas essas desvantagens apresentadas pelo
OMI encorajaram o desenvolvimento de estudos com a finalidade de investigar fluidos isolantes

alternativos [4,5,7,8, 10].

Devido a necessidade de encontrar uma alternativa viavel ao 6leo de base mineral, a
modifica¢do quimica de 6leos vegetais (OVs) com o intuito de obter fluidos isolantes de transfe-
réncia térmica para as MEPs, por meio do uso de uma matéria-prima de origem renovével, € vista

como uma importante abordagem para promover a sustentabilidade. Os liquidos isolantes a partir



de OV sdo considerados substitutos confidveis ao OMI, uma vez que apresentam propriedades
bastante atrativas: sdo provenientes de fonte renovavel e com grande disponibilidade, apresentam
baixa toxicidade, possuem alta biodegradabilidade e pequeno impacto ambiental. Portanto, além
desses fluidos alternativos atenderem as caracteristicas dielétricas, eles ainda possuem altos
pontos de combustdo, maiores do que 300°C, sendo considerados fluidos de seguranca, pois

inibem seu flasheamento na presenca de uma chama aberta em dreas pouco ventiladas [4,5,8,10].

Um OV que merece especial atencdo € o 6leo de coco de babacu (OCB). O babagu
pertence a familia palmdceae e € nativo das regides Nordeste, Norte e Centro-Oeste do Brasil,
predominando principalmente na regido Nordeste [14, 15]. No entanto, embora ndo tenha sido
citado anteriormente, ¢ importante mencionar que Minas Gerais, estado da regido Sudeste, merece

destaque, uma vez que apresenta uma expressiva drea plantada de palmeira de babagu [15].

Diante das perspectivas apontadas sobre a obtencdo de biofluidos para MEP, em particular
o TDP, este trabalho consiste em desenvolver modificacdes moleculares assistidas por computador
do OCB aos niveis de epoxidacdo, alcoxi-hidroxilagdo e amidacdo para utilizacdo em TDP,
levando-se em conta o desenvolvimento de reacdes ambientalmente amigéveis pela utilizacao
da catdlise enzimdtica. Apesar de alguns estudos abordarem a obten¢do de biodiesel a partir
do 6leo de babacu [16-18], o ineditismo deste trabalho se deve basicamente ao fato de nao
terem sido encontrados, até o presente momento, trabalhos publicados envolvendo modificagcdes
moleculares ecologicamente corretas do OCB para obten¢ao de fluidos isolantes para utiliza¢io
em TDP. Além disso, ndo foi encontrado também nenhum estudo envolvendo biofluidos isolantes
para TDP baseados no OCB molecularmente modificado por biocatalisadores enzimadticos, até o

momento na literatura mundial.

No presente trabalho, primeiramente foi feita a preparacao dos biocatalisadores enzi-
madticos através da microencapsulacao da lipase (LIP) usando o poliglicerol hiper-ramificado
(HPG) e técnicas microfluidicas guiadas por redes neurais artificiais (RNA). Dessa forma, a
originalidade deste estudo ainda decorre da produgdo das microcapsulas de HPG-LIP aliada a
uma RNA. A utilizacao de RNA consegue prever a eficiéncia de encapsulamento (EE) da LIP
em microcapsulas de HPG. Subsequentemente, foi realizada a sintese do biofluido de OCB em

reator batelada, utilizando as microcdpsulas de HPG-LIP previamente preparadas.



2 Objetivos

2.1 Objetivo Geral

O objetivo geral desta Tese consiste em realizar modificacdes moleculares no éleo de
coco de babacu (OCB), através da reagdo de transesterificacdo biocatalitica a fim de se melhorar

as caracteristicas de transferéncia térmica do OCB.

O produto obtido pode ser chamado de biofluido dielétrico, uma vez que une as carac-
teristicas de fluido isolante e biodegradabilidade para utilizac@o segura em transformadores de

distribuicdo de poténcia (TDP).

2.2 Objetivos Especificos

Para atingir os objetivos gerais, os seguintes objetivos especificos sdo enunciados:

a) Desenvolver técnica de preparo de suporte sintético adequado para a imobilizacdo da

lipase, enzima cataliticamente ativa em processos de transesterificacao.

b) Caracterizar o suporte biocatalitico através de técnicas de microscopia eletronica de
varredura (MEV), espectroscopia na regido do infravermelho (ATR-FTIR) e andlise termogravi-

métrica (TGA).

¢) Estudar as reacdes de transesterificacio do OCB em reator enzimatico tipo batelada;

avaliando o efeito das varidveis/parametros reacionais em escala laboratorial.

d) Analisar a eficiéncia de encapsulamento e a capacidade de reuso da enzima imobili-

zada.

e) Determinar os pardmetros cinéticos para a enzima imobilizada.



3 Revisao Bibliografica

3.1 Transformador de distribuicdo de poténcia (TDP)

As maquinas elétricas de poténcia (MEPs) sdo dispositivos capazes de converter energia
mecanica em energia elétrica ou vice-versa. O transformador de distribuicao de poténcia (TDP) é
uma MEP que realiza essa conversao através de um campo magnético [19]. O TDP € considerado
extremamente importante, visto que sua utilizacdo € indispensavel no sistema de fornecimento de
energia elétrica [4—-8,20,21]. De acordo com a International Eletrotechnical Comission 60076-1
(IEC, 2011), o transformador de poténcia é um aparelho estitico que, por meio de indugdo
eletromagnética, consegue transformar um sistema de tensdo e corrente alternadas em outro
sistema com equivalente frequéncia, porém com valores distintos de tensdo e corrente [22]. Essa

conversao tem por finalidade a transmisséo e distribui¢do de energia elétrica [22].

Fundamentalmente, o transformador € um dispositivo elétrico constituido por duas ou
mais bobinas de fios enrolados ao redor de um nticleo ferromagnético [10,19]. Esses enrolamentos
sdo eletricamente isolados entre si e possuem diferentes nimeros de espiras [23]. Geralmente,
essas bobinas estdo conectadas através de um mesmo fluxo magnético dentro do niicleo [10, 19].
Ao enrolamento de entrada, designado como primdrio, é aplicada uma fonte de tensdo alternada,
estabelecendo assim, uma corrente [19,23,24]. Essa corrente dd origem a um fluxo magnético
variavel alternado com a mesma frequéncia da fonte. O fluxo magnético gerado, por sua vez,
induz uma nova tens@o no enrolamento de saida, denominado secunddrio, cujo valor vai depender
do nimero de espiras existentes nesse enrolamento, bem como, da magnitude do fluxo e da
frequéncia [19, 23, 24]. Caso haja mais do que dois enrolamentos, o terceiro enrolamento
serd chamado de terciario, e assim sucessivamente [19,24]. Em suma, pode-se dizer que o
transformador consegue converter a tensdo da fonte em uma tensdo maior ou menor em relagcdo a

tensdo primdria, consoante o nimero de espiras presentes nos seus enrolamentos [23].

Devido a sua fundamental relevancia na planta de transmissdo e distribuicdo de energia
elétrica e da sua complexidade, o TDP € considerado, claramente, o equipamento com maior valor
de aquisi¢do utilizado no fornecimento de energia elétrica [4, 6,25]. Assim sendo, € expectdvel
que os transformadores funcionem de forma confidvel e eficiente ao longo de vérios anos. A vista
disso, € necessario que esse dispositivo seja mantido de maneira adequada, ou seja, em condicdes

de trabalho que possibilitem seu desempenho satisfatorio [6, 10]. No entanto, deve-se levar em



conta o fato de que os transformadores operam em situacdes bastante adversas, a saber: campos
elétricos elevados, alta temperatura de trabalho, etc [23]. Diante do exposto, € imprescindivel que
o transformador apresente certa robustez para vencer os problemas mencionados. Além disso, a
manutencao periddica apropriada do equipamento €, indiscutivelmente, uma pratica que deve
ser realizada com a finalidade de preservar e prolongar a vida util do TDP, minimizar prejuizos

financeiros e reduzir os riscos de uma falha catastréfica inesperada [26].

Como toda MEP, o TDP, em condi¢des normais de funcionamento, pode apresentar
perdas de energia elétrica. Segundo a ABNT NBR 5356-1 (2007), existem basicamente trés tipos
de perdas nos transformadores: perdas em carga, perdas em vazio e perdas totais, essa dltima
refere-se a soma das anteriores [27]. As perdas em carga ou perdas no cobre sdo as perdas de
calor no condutor, sendo causadas pela corrente de carga e correntes parasitas no condutor [28].
Elas podem ser associadas as perdas que ocorrem por Efeito Joule em virtude da resisténcia
o6hmica dos enrolamentos [28,29]. As perdas em carga sdo consideradas as mais significativas
em relacdo as demais e dependem da carga elétrica do transformador [28,29]. Matematicamente,
a perda em carga pode ser representada na Equacdo 1, considerando-se que o transformador

apresente os enrolamentos primério e secundario [29].
Pcarga :RpI§+RsI§+Pcp + P (1)

Sendo que:

Pearga= Perdas em carga;

R, e R,= Resisténcias referentes aos enrolamentos primdrio e secundario, respectivamente;
I, e I;= Correntes referentes aos enrolamentos primdrio e secundario, respectivamente;
P.,= Perda por correntes parasitas;

P,= Perdas adicionais nas ferragens, bobinas, etc.

As perdas em vazio ou perdas no niicleo podem ser subdivididas em dois tipos: perdas
por correntes parasitas (efeito Focault) e perdas por histerese [29]. As perdas por correntes
parasitas referem-se as perdas devido ao aquecimento resistivo do nicleo do transformador [19].
Ja as perdas por histerese podem ser relacionadas ao aquecimento em virtude da alternancia
do dominio magnético do nicleo [19]. A Equagdo 2 apresenta as perdas totais do nucleo do
transformador [29].

Pvazi():PF+PH

Prazio = (2,2 f*-B*-d*-1073) + (Kg-B'° . f) 2)



Sendo que:

P,4zio= Perdas em vazio;
Pr=Perda por correntes parasitas;
Py= Perdas pelo efeito histerese;
f=Frequéncia;

B= Inducdo maxima no ntcleo;
d= Espessura da chapa;

K= Coeficiente de Steimmetz.

Finalmente, pode-se obter a Equacao 3 referente as perdas totais (P,,;), somando os

dois tipos de perdas analisados.
PBotal = Pcarga + Pvazio (3)

No TDP h4 grande dissipacdo de energia elétrica e parte significativa dessa energia
perdida traduz-se na geracdo de calor nao uniforme ao longo de seus enrolamentos, o que suscita
o aumento da temperatura do transformador em funcionamento [4]. O aquecimento do TDP
pode gerar falhas e danificar ou até mesmo deteriorar o seu sistema de isolamento, promovendo
assim, a diminui¢do do tempo de vida do equipamento [4, 10]. Com o propdsito de controlar
essas perdas de energia no TDP, recorre-se ao uso de fluidos dielétricos para a refrigeracdao desse
dispositivo [4]. Oleos isolantes sdo comumente utilizados como meios de resfriamento térmico e

isolamento elétrico em transformadores [4, 5, 10].

O sistema de isolamento e refrigeracdo é uma das partes mais importantes presentes em
um transformador de poténcia, sendo composto essencialmente por um fluido, geralmente, o
6leo mineral isolante (OMI) e por um isolante sélido [30]. A Figura 1 apresenta o transformador
e o seu tanque contendo o 6leo isolante. E necessério frisar a necessidade de utilizar um éleo
isolante, tal como o OMI, nesse sistema devido a ele garantir o isolamento elétrico, bem como,
proporcionar uma refrigeracao interna eficiente [31]. Desta maneira, uma forma de evitar falhas
durante o funcionamento do TDP € realizar o monitoramento e a manutencdo periddica do
sistema de isolamento e refrigeracdo. Consequentemente, esse procedimento contribui também

para o prolongamento da vida util deste equipamento [26, 30].



(a) (b)

Figura 1 - Transformador de distribuicdo (a) e tanque contendo niicleo ativo imerso no fluido
isolante (b).
Fonte: adaptado OMIDO, A. R. [32].

3.2 Oleo Mineral Isolante (OMI)

O OMI ¢ usado a cerca de 100 anos como dielétrico liquido em TDP em virtude dele
apresentar caracteristicas fisico-quimicas e elétricas adequadas ao transformador [5, 8, 10, 33].
Além disso, ele possui a fun¢do de atuar como meio isolante € manter a temperatura de operagao
do transformador sem ultrapassar os limites permitidos [5,7, 8, 13,34]. O OMI ¢ obtido através
do refinamento de uma fragdo de hidrocarbonetos compreendida entre 300 °C e 400 °C durante a
destilagdo do petroleo bruto [10,30]. As caracteristicas deste 6leo sdo determinadas pelo intervalo
de ebuli¢do da fragcdo coletada durante o refinamento, bem como, pelo tipo e pelo grau desse

processo [10].

Como o OMI ¢ derivado do petrdleo, ele € composto por uma mistura complexa de
hidrocarbonetos, que podem ser parafinicos, nafténicos, aromadticos e suas combinagdes [11, 35,
36]. Ele pode ser classificado como nafténico ou parafinico, de acordo com a ASTM D 2140
(1991), através de medidas referentes a densidade, viscosidade, indice de refracdo e também
por meio da correlagdo entre estes resultados em um diagrama terndrio [37]. Outra maneira de
realizar essa classificacdo € utilizando a técnica de espectroscopia na regido do infravermelho

com o propésito de determinar o seu conteido parafinico [31].

O OMI classificado como sendo parafinico apresenta em sua estrutura hidrocarbonetos
saturados (alcanos) de cadeia linear com ou sem ramificacdo [30, 38]. J4 o OMI nafténico é
constituido por hidrocarbonetos saturados de cadeia ciclica com uma ou mais cadeias laterais
lineares ou ramificadas [30]. As estruturas dos hidrocarbonetos parafinicos e nafténicos podem

ser vistas na Figura 2. Os 6leos minerais classificados como nafténicos sdo os mais usados em



transformadores de poténcia em virtude de suas propriedades, a saber: baixa viscosidade, baixo
ponto de fluidez, melhor poder de solvente, boa condutividade térmica, alto ponto de fulgor,
baixo custo de producao em larga escala, dentre outras [30,38]. Em relacdo aos 6leos minerais
parafinicos, por eles apresentarem viscosidade mais elevada e resistirem melhor a oxidacdo do
que os nafténicos, eles sdo usados em aplica¢des nas quais a temperatura alcanga cerca de 140

°C em uso continuo, por exemplo [35].

CH~ CH,— (CH,)n — CH, N
CH,

CH— (CH,)n— CH,
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|
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I 2\CHZ/
’ (a) (b)

Figura 2 — Representacdo da estrutura de hidrocarbonetos parafinicos (a) e nafténicos (b).

O sucesso da utilizacdo do OMI nos TDPs se deve principalmente a sua disponibilidade e
baixo custo, aliado a sua boa performance como dielétrico e seu desempenho no resfriamento [33].
Entretanto, o OMI possui algumas desvantagens, tais como: apresenta baixo ponto de fulgor e
fogo e baixa rigidez dielétrica [5, 8, 10]. Além disso, outro ponto que merece destaque, por ser
potencialmente negativo em relagdo a utilizacdo do OMI, estd relacionado as questdes ambientais,
pois esses fluidos dielétricos ndo cumprem as leis de satide e as novas leis ambientais, ja que este
tipo de 6leo apresenta baixa biodegradabilidade (o nivel ndo € superior a 30%) [5,7,8, 10]. Outra
preocupacdo que deve ser considerada é que o 6leo mineral a base de petréleo possui recursos
limitados no mundo, o que culmina na sua escassez futura [4, 7]. No contexto ambiental ainda,
€ importante mencionar que a ocorréncia de uma grave falha nos TDPs, isolados por grande
volume de OMI, pode acarretar incéndio ou explosdo, e como consequéncia ha a possibilidade de
rompimento parcial ou total do tanque do transformador, permitindo assim, que o 6leo mineral
residual vaze para o meio ambiente [8, 12,34]. Segundo Nunes Jr., Monteiro e Lopes (2005),
essa situacdo é consideravelmente preocupante nas construgdes feitas antes de 1982, pois as
subestacdes construidas nesse periodo ndo possuiam caixas de contencdo de 6leo [12]. Os
problemas causados, em caso de derramamento de 6leo na natureza, geram grande preocupacao
devido ao impacto ambiental ocasionado, o qual reflete diretamente na contaminagao do solo e

da 4dgua do local e nas redondezas do acidente [8,33].

Portanto, diante das privagdes enfrentadas com a utilizacdo do OMI em aplicagcdes em
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transformadores — limitagdes dos produtos petroliferos, baixa biodegradabilidade, material ndo
renovavel, problemas de descarte com 6leos usados, problemas em caso de derramamento e
toxicidade — fica evidente a necessidade de substituir o OMI por fluidos isolantes alternativos
[4,7,8,34,36]. Dentre os fluidos desenvolvidos com este intuito, uma vertente que vem sendo
usada a nivel mundial é o uso de ésteres naturais produzidos a partir de 6leos vegetais (OVs)

para dissipacao de calor [4,5,7,8, 10, 34,39,40].

3.3 Fluidos a base de ésteres

Os fluidos baseados em ésteres podem ser usados como dielétricos alternativos em
substitui¢cao ao uso do OMI em transformadores. Esses compostos sdo sintetizados a partir
de 4cidos organicos e alcoois, podendo ser classificados como fluidos dielétricos de éster
sintético ou de éster natural [10, 36]. Os fluidos de éster sintético sdo baseados em poliol
éster e possuem estabilidade térmica e boas propriedades a baixa temperatura [10]. Ja os fluidos
isolantes dielétricos de éster natural sdo a base de sementes de plantas (OV), podendo também
ser derivados de gorduras e 6leos liquidos [10,33]. Eles sdao formados pela ligagcdo quimica de
trés acidos graxos com uma molécula de glicerol, e sdo conhecidos como triglicerideos [10, 36].
As estruturas do éster sintético e do éster natural podem ser vistas na Figura 3. Ambos os fluidos
de éster possuem propriedades dielétricas apropriadas para serem usados em transformadores

elétricos e sao mais biodegradaveis do que o OMI [10,33,41].

0
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| |0
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0
R = cadeia saturada R’, R"” e R"” = cadeia de 4cidos graxos
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Figura 3 — Representacdo da estrutura do éster sintético (a) e do éster natural (b).
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3.3.1 Fluidos baseados em 6leo vegetal (OV)

Tendo em vista a necessidade de buscar alternativas vidveis ao OMI em aplicagdes em
TDP, devido aos diversos problemas associados com a sua utiliza¢ao, estdo sendo estudados
varios tipos de liquidos alternativos ao 6leo mineral. Com essa perspectiva, a abordagem mais
frutifera que surge nesse contexto e merece especial atengdo, é o uso de fluidos isolantes
dielétricos baseados em OV, uma vez que eles atendem as leis ambientais e apresentam muitos
beneficios tanto a seguranca quanto a sadide [10,39,42]. Além disso, de acordo com Raeisian
et al. (2019), o crescente interesse nesses Oleos se justifica no fato deles serem considerados
candidatos promissores a proxima geracao de 6leos de isolamento em transformadores [4]. Isso
porque eles sdo biodegraddveis, possuem baixa inflamabilidade, sdo recicldveis e renovaveis,
menos toxicos para o humano e para o meio ambiente (solo e d4gua), e ainda auxiliam na abertura
de outro mercado de produtos agricolas, o que contribui para geragdo de empregos na area

rural [40,42].

Ha muitas pesquisas sendo desenvolvidas com o proposito de estudar a possibilidade de
utilizar o OV como substituto do OMI, visto que o uso do OV como dielétrico em transformadores
minimizaria os problemas ambientais e contribuiria para o desenvolvimento sustentdvel. Uma
dessas pesquisas foi realizada no trabalho conduzido por Fernandez et al. (2013), no qual foi
feita uma investigacdo a respeito das propriedades e caracteristicas basicas dos seguintes 6leos:
girassol, coco, canola, colza, dend€, palma, soja, cartamo, semente de algodao, semente de
amendoim e azeite. Os autores concluiram em seu estudo que os 6leos de soja, girassol, canola
e colza foram os que mostraram as melhores propriedades para produzir fluidos isolantes em

aplicagdes em transformadores de poténcia [10].

Hossain e Khan (2015) pesquisaram a utilizagdo do 6leo de soja, 6leo de coco, 6leo de
palma e do 6leo de casca de arroz como alternativas ao 6leo mineral em um transformador elétrico.
Eles realizaram diversos testes que incluiam: ponto de fluidez, ponto de fulgor, ponto de fogo,
viscosidade, tensdo de ruptura dielétrica, permissividade e fator de dissipa¢cdo. De acordo com
os resultados encontrados nesse trabalho, foi concluido que os 6leos examinados t€ém potencial
para substituirem o 6leo mineral como liquido isolante e refrigerante em transformadores, pois
a partir dos dados obtidos pdde-se verificar que os OVs investigados possuem propriedades
aceitdveis para utilizacdo em equipamentos de alta tensdo. No entanto, os autores advertem que

0os OVs podem ter suas propriedades melhoradas se forem processados e purificados. Sendo
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assim, eles afirmaram que os OVs apresentam desempenho preferencial quanto comparado ao

oleo mineral [43].

Rafiq et al. (2015) realizaram um trabalho de revisdao bem abrangente sobre os OVs
usados como 6leo de transformador e analisaram as suas principais propriedades elétricas,
fisicas e ambientais. Eles ainda desenvolveram um comparativo entre o desempenho do OV e
do 6leo mineral, bem como destacaram as principais vantagens do uso do OV como 6leo de
transformador. Os autores concluiram, apds a realizacao da pesquisa, que os fluidos baseados
em OV atendem as exigéncias de um liquido de transformador ecologicamente correto e, dessa

forma, a sua utilizacdo auxilia na redu¢@o do impacto ambiental causado pelo uso do OMI [8].

Mariprasath e Kirubakaran (2016) estudaram a viabilidade do uso do OV pongamia
pinnata ndao comestivel como um dielétrico liquido alternativo em transformadores. Os autores
realizaram em seu estudo uma grande revisao das propriedades dos fluidos isolantes alternativos,
logo depois fizeram medidas estimativas das propriedades do 6leo de pongamia pinnata e essas
propriedades foram comparadas com as do OMI. Posteriormente, os autores ainda realizaram
uma pesquisa sobre a degradacdo de materiais isolantes imersos no 6leo estudado e no 6leo
mineral usando anélises de DRX e MEV. Através desse estudo, a conclusdo que os autores
chegaram foi a de que o 6leo de pongamia pinnata poderia ser usado como um fluido alternativo

para transformadores de poténcia [5].

Raeisian et al. (2019) investigaram se o OV de residuos de ésteres metilicos poderia ser
usado como uma alternativa vidvel na substituicio do OMI em transformadores de distribuicao.
Os autores realizaram um estudo com base em diversas caracteristicas do material, incluindo:
densidade, capacidade de calor, viscosidade, condutividade térmica, tensao de ruptura e ponto
de fulgor. Essas caracteristicas foram comparadas com as do OMI. A partir dos resultados
obtidos, os autores conseguiram afirmar que o OV de residuos de ésteres metilicos € uma
alternativa adequada para substituir o uso do 6leo mineral como meio de resfriamento em

transformadores [4].

Madavan et al. (2022) realizaram um estudo misturando os OVs de azeite de oliva e
de coco ao 6leo mineral em varias propor¢des. Os parametros analisados neste artigo foram:
viscosidade, ponto de fulgor, ponto de ignicao, rigidez dielétrica e teor de dcido. Os resultados
foram bastante satisfatérios e mostraram que o éster natural produzido apresentou melhor

desempenho do que o 6leo mineral. Outro ponto levantado no estudo foi que com o aumento da
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propor¢do de mistura, o isolamento liquido do éster melhorou consideravelmente [44].

3.3.1.1 Principais propriedades dos fluidos baseados em 6leo vegetal (OV)

Os fluidos isolantes dielétricos a base de OV apresentam propriedades excelentes, tais
como: biodegradabilidade, baixa toxicidade, renovabilidade, disponibilidade, pequeno impacto
ambiental e alto ponto de combustao [21,36]. Dessa forma, pode-se perceber que os problemas,
as limitagdes e os efeitos negativos inerentes a utilizagcdo do OMI, em aplicacdes no TDP, sao
resolvidos substituindo o 6leo mineral pelo 6leo vegetal. Dentre os principais OVs que t€m sido
utilizados na dissipacdo de calor nos transformadores de poténcia, destacam-se os seguintes

6leos: soja, girassol, canola, coco, palma, milho, colza e amendoim [10, 38].

Em relagdo a estrutura, os OVs sdo triglicerideos de banda, podendo ser classificados
como saturados ou insaturados dependendo da sua composi¢do de 4cidos graxos [5]. O que
define as propriedades fisico-quimicas e elétricas desses 6leos sdo os dcidos graxos presentes
em sua estrutura [5, 39]. Desta forma, os OVs que apresentam uma maior concentracdao de
acidos graxos saturados tém maiores valores de viscosidade, ponto de congelamento e ponto de
fluidez [5, 10, 39]. Eles ainda apresentam uma melhor estabilidade oxidativa e um alto ponto de
fusdo [10,39]. Em oposicao, os 6leos que possuem uma maior concentracio de dcidos graxos
insaturados t€ém menor viscosidade e propriedades melhores a baixa temperatura [5,10]. Ademais,

essa classe € instdvel a oxidag@o e possui um baixo ponto de fusdo [39].

Os fluidos dielétricos de éster natural baseados em OV apresentam propriedades seme-
lhantes e algumas diferentes em compara¢do ao OMI. Lewand (2004), em seu estudo, comparou
as propriedades do OMI com a do fluido dielétrico de éster natural chamado fluido ECO, baseado
em um 6leo de canola com alto teor de acido oleico, e com outros ésteres naturais, a saber: BIO-
TEMP e Envirotemp FR3 [45]. O BIOTEMP e Envirotemp FR3 sdo fluidos ja comercializados,
sendo que o primeiro é uma mistura de 6leos de soja, cidrtamo e girassol com elevado teor oleico
e o segundo € baseado no 6leo de soja [42]. A Tabela 1 apresenta as principais propriedades

fisicas e elétricas dos fluidos mencionados presentes nesse estudo [45].

Como pode ser visto na Tabela 1, os ésteres naturais baseados em OV apresentam
excelentes propriedades em relacdo ao 6leo mineral convencional [4]. Uma grande vantagem que
deve ser destacada € que os ésteres naturais apresentam pontos de fulgor e fogo acima de 300 °C,

sendo assim, maiores do que o OMI. Dessa forma, eles atendem as recomendagdes do Codigo
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Tabela 1 — Propriedades fisicas e elétricas de diferentes dielétricos.

Testes ASTM OMI BIOTEMP Fluido ECO Envirotemp FR3
Ponto de fulgor (°C), D 92 [46] >145 328 321 326
Ponto de fogo (°C), D 92 [46] 1804 358 341 362
Tensao interfacial (mN/m), D 971 [47] >40 26 26 24
Ponto de fluidez (°C), D 97 [48] <(-40) -12¢ -12 221
Viscosidade a 40 °C, D 445 [49] <11,0 41,4 92b 33,8
Ruptura do dielétrico (kV), D 877 [50] > 30 38 45 51
Fator de poténcia a 20-25 °C (%), D 924 [51] <0,05 0,0093 0,09 0,061
Fator de poténcia a 100 °C (%), D 924 [51] <0,30 0,590 0,30 1,850
Constante dielétrica a 25 °C, D 924 [51] 2,2 3,1 2,86 3,1
Ruptura por impulso (kV), D 3300 [52] >145 134¢ 148 -

¢ Sem depressores de ponto de fluidez adicionados;
b Realizado pelo método ASTM D 88 [53];
¢ Teste executado usando um ponto de polaridade negativa.
Fonte: adaptado Lewand, L. R. [45].

Elétrico Nacional dos EUA e podem ser considerados fluidos dielétricos menos inflamaveis, de

acordo com a Factory Mutual Global (FM) e com o Underwriters Laboratories (UL) [33,45].

Conforme pode ser observado na Tabela 1, os valores referentes a constante dielétrica e
ao fator de poténcia a 100 °C para alguns ésteres naturais sao maiores do que para o OMI [45].
O aumento do fator de poténcia em alguns ésteres naturais pode ser justificado devido ao maior
conteudo polar presente neles em relagdo ao 6leo mineral [45]. Podem ser vistos na referida
tabela também que o ponto de fluidez e a viscosidade dos ésteres naturais sdo bem maiores do
que para o OMI. O ponto de fluidez de um éster natural ndo deve ser proximo ao de um OMI,
mas deve ser baixo para assegurar que o 6leo consiga circular e desempenhe, assim, o seu papel
de meio de isolamento e resfriamento [4,45]. Ja em relagdo a viscosidade, um fluido dielétrico
deve apresentar viscosidade baixa para que haja uma orientag¢do apropriada do calor dentro do
transformador, devido a esse parametro estar associado as fun¢des de resfriamento [4,45]. Diante
disso, um fluido com menor viscosidade promove uma dissipacdo de calor mais eficiente [45].
Dessa maneira, nao € possivel usar um éster natural diretamente como substituto do OMI em
transformadores [45]. Para que isso seja vidvel € necessario que esses ésteres sejam aperfeicoados,

o que ¢ feito, normalmente, através do processo de transesterificacao [4].

Os OVs apresentam alta quantidade de 4cidos graxos livres e, em virtude disso, se eles
forem usados nos transformadores sem a realiza¢do de um pré-tratamento, eles poderiam provocar
problemas no equipamento [4,54]. Esses dcidos graxos livres poderiam, por exemplo, reagir com
as partes metalicas do transformador e formar sal, danificando, desse modo, o transformador [4].

Frente a isso, o processo de transesterificacdo é muito usado para evitar esse problema, pois ele
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possibilita que os dcidos graxos livres presentes no OV reajam com élcool na presenca de um
catalisador, formando ésteres e glicerol [54]. Esse processo consegue diminuir a viscosidade
do OV significativamente, permitindo assim, a circulacdo do 6leo dentro do transformador de

maneira mais répida e eficiente [4].

3.3.2  Produg¢do mundial de 6leos vegetais (OVs)

Segundo o United States Department of Agriculture (USDA, 2023), nas safras de 2016/17
a safra 2022/23, o principal produtor mundial de OV € claramente a Indonésia com participagdo
de 23,84% da produgdo global atual (2022/23), equivalente a 51,57 milhdes de toneladas [55]. A
China (13,09%), Malésia (9,96%), Uniao Europeia (8,84%), Estados Unidos (6,14%), Brasil
(5,41%) e outros (32,72%) também se destacam na producdo de OV no mundo [55]. Em relacao
ao consumo doméstico, de acordo com projecdes de abril 2022/23 do USDA (2023), o maior
consumidor de OV global € a China que consome 39,61 milhdes de toneladas (19,06%), seguido
da Unido Europeia (12,22%), India (11,13%), Indonésia (11,08%), Estados Unidos (8,98%),
Brasil (4,80%) e outros (32,73%) [55].

Conforme o USDA (2023), os principais OVs incluem: algoddo, amendoim, coco, colza,
girassol, oliva, palma, palmiste e soja [55]. O 6leo de palma € atualmente o OV mais produzido
(Tabela 2) e consumido no mundo, de acordo com as estatisticas do USDA (2023) [55]. A
producao do 6leo de palma, também conhecido no Brasil como dendé, na safra de 2022/23 do
meés de abril foi de 77,56 milhdes de toneladas [55]. A partir da observagdo da Tabela 2, € possivel
verificar que a participacdo dos 6leos produzidos a partir da palma, ou seja, o 6leo de palma
e de palmiste, possuem um percentual atual de aproximadamente 40% da produc¢ao mundial,
enquanto o 6leo de soja possui apenas cerca de 30%, sendo o segundo 6leo mais produzido no

mundo [55].

Os maiores produtores de 6leo de palma no mundo sdo paises localizados no sudeste
asidtico, a Indonésia e a Maldsia, responsdveis por aproximadamente 85% da producao mundial
[55]. A Tailandia, Colombia e Nigéria representam 7,9% da produgdo, e os 7,1% restantes sao
divididos entre 36 paises, incluindo o Brasil [55,56]. No Brasil, 88% da plantacdo de palma
estd no Pard, seguido dos estados da Bahia (11%) e de Roraima (1%) [57]. O 6leo de palma
¢ empregado em diversas dreas industriais, a saber: cosméticos, higiene, limpeza, alimentos,
textil, siderurgia, biodiesel e farmdcia [57]. Dentre essas utiliza¢des, o uso para fins alimenticios

merece destaque, pois € a aplicagdo mais expressiva, estima-se que mais de 70% do 6leo de
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Tabela 2 — Evolucao da producdo mundial dos principais 6leos vegetais em milhdes de
toneladas ao longo das ultimas cinco safras, da safra de 2018/19 a estimativa para a
safra 2022/23.

Producdao/Ano 2018/19 2019/20 2020/21 2021/22  Abril 2022/23  Partic. (%) 2022/23

Palma 74,17 73,04 73,09 74,05 77,56 35,86
Soja 56,07 58,50 59,27 59,14 59,27 27,41
Canola/Colza 27,98 28,30 29,28 29,00 32,36 14,96
Girassol 19,62 21,13 19,03 19,85 20,58 9,52
Palmiste 8,58 8,52 8,43 8,47 8,85 4,09
Amendoim 5,83 6,22 6,40 6,42 6,39 2,95
Algodao 4,94 5,09 4,81 4,96 4,95 2,29
Coco 3,79 3,61 3,58 3,73 3,70 1,71
Oliva 3,16 3,15 2,93 3,27 2,61 1,21
Total 204,14 207,56 206,82 208,89 216,27 100,00

Fonte: adaptado USDA [55].

palma produzido no mundo seja destinado a alimentacdo [56,57]. A palma apresenta muitas

vantagens, sendo que as principais sao: [56]

e A cultura da palma tem importante papel social, uma vez que consegue reduzir a pobreza
das regides produtoras e evitar o €xodo rural;

e A drea necessdria para o plantio da palma é bem menor do que para outras oleaginosas,
sendo que algumas culturas precisam de dreas 10 vezes maiores do que € necessério para a
palma;

e A palma € fonte de energia renovavel e possui grande desempenho ambiental.

Apesar das inimeras vantagens decorrentes do plantio da cultura de palma, os efeitos
negativos também devem ser considerados devido aos enormes prejuizos causados ao meio
ambiente. A expansao do plantio da palma, em virtude do aumento do consumo global do 6leo,
promove o aumento do desmatamento, o qual por consequéncia gera sérios problemas ambientais,
como por exemplo, mudancas climéticas, perda da biodiversidade, aumento da emissdo de gases
de efeito estufa em razdo dos incéndios realizados para limpar a drea da floresta, a qual sera

usada para aumentar a producao do éleo de palma, dentre outros [58].

3.3.3 Producdo de 6leos vegetais (OVs) no Brasil

No Brasil, segundo projecdes do USDA (2023) da safra de abril de 2022/23, foram
produzidos 10,26 milhdes de toneladas de OV e o consumo doméstico no pais foi de 9,8 milhdes
de toneladas [55]. O 6leo de soja € claramente o mais produzido e consumido no pais, sendo que

a producao estimada para a safra 2022/23 preve o valor de 7,93 milhdes de toneladas, dos quais



17

7,95 milhGes de toneladas devem ser consumidos internamente [55].

A soja € uma oleaginosa que possui baixo rendimento na producio de éleo por tonelada
de matéria-prima. A producao do 6leo de soja por hectare € inferior ao do 6leo de palma, uma
vez que o rendimento da palma € cerca de quatro vezes o da soja. Isso pode ser justificado devido
ao fato da soja ndo apresentar um adensamento energético bom em comparacdo com outras
oleaginosas. Apesar disso, deve-se levar em conta que a soja apresenta varias vantagens, que

incluem: baixo custo e manejo facil durante a sua produgdo [59].

Embora a soja tenha origem em regides de clima temperado, apés um melhoramento
genético, essa oleaginosa comegou a ser cultivada em climas subtropical e tropical [60]. De
acordo com a previsdo da Companhia Nacional de Abastecimento (Conab, 2023), a regido
Centro-Oeste foi a principal produtora de soja em 2022/23, apresentando uma participagcao de
49,70%, em seguida, aparecem as regioes Sul, Nordeste, Sudeste e Norte, com 25,66%, 9,90%,
8,53% e 6,21% da producdo nacional, respectivamente [61]. O 6leo de soja extraido do grao de
soja € destinado a produc¢do de biodiesel, além de ser empregado no setor alimenticio e ser usado
em diversos setores industriais, tais como, farmacéutico, cosmético, adubos, veterinaria, tintas e

vernizes, etc [62].

Além dos 6leos de soja e de palma, outros OV's também sao produzidos no Brasil. Dentre
esses OVs, vale destacar, o 6leo de algodao e o de amendoim, com estimativa de safra para 2021
de 656 mil toneladas e 59 mil toneladas, respectivamente [63,64]. Ademais, hd no pais produgao
de 6leo de palmiste, girassol, oliva, coco, canola, dentre outros. No entanto, ndo estdo disponiveis

os dados da producio desses OVs concernentes as safras atuais na fonte especializada no setor.

No Brasil, o OV que vem ganhando destaque € o 6leo de coco de babacu (OCB). Os frutos
da palmeira de babacu (Orbignya phalerata Martius), de onde € extraido o OCB, pertencem a
familia palmdceae [14]. O coco de babacu possui quatro partes que podem ser aproveitadas, a
saber: endocarpo (59%), mesocarpo (23%), epicarpo (11%) e améndoa (7%) [15]. Cada améndoa
do coco pesa, aproximadamente, 3 a 4 g e € constituida por cerca de 60 a 68% de 6leo, podendo

atingir 72% em condi¢des mais benéficas para plantio da palmeira [15].

O babacu € uma planta nativa brasileira, considerada um dos principais produtos da
extracdo vegetal do pais [65]. As palmeiras de babacu estdo localizadas nas regides Norte,
Centro-Oeste e Nordeste. Dentre essas regioes, o maior produtor de babacu do pais é o Nordeste,

sendo que o estado que possui mais produtividade € o Maranhdo [15,66]. Em relacdo a area
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plantada, o Nordeste possui aproximadamente 12 milhdes de hectares plantados da palmeira
de babacgu [67]. O estado de Minas Gerais merece especial aten¢do por ser o unico da regiao

Sudeste que apresenta uma significante drea plantada pela palmeira de babacu [15].

Em 2007, de acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), a
producdo de babagu no Brasil chegou a 114.874 toneladas de améndoas de babagu [66]. No ano
de 2011, a améndoa de babacu foi considerada o segundo maior produto florestal ndo madeireiro,
logo depois do agai [65], com uma producgao de 102.499 toneladas de babagu [66]. No ano de
2017, segundo o IBGE, a produc¢do da améndoa de babagu decaiu consideravelmente, atingindo
menos que a metade da producdo de 2007, a producdo anual resumiu-se a 54.330 toneladas,
sendo que a regiao Nordeste apresentou 95% da producgao desse ano [66]. No ano de 2018, a
producdo da améndoa de babacu foi de aproximadamente 50.800 toneladas [66]. A quantidade
produzida de améndoa de babacu em 2019 foi de 48.706 toneladas [66]. A regido Nordeste
continuou sendo o maior produtor de améndoa de babagu com 98,97% da produ¢ao nacional,
sendo que o Maranhdo permaneceu o estado com maior producdo (92,7%) [66]. As outras regides
que também produziram améndoa de babacu em 2019 foram a Norte (0,87%), Sudeste (0,15%)
e Centro-Oeste (0,01%) [66]. Em relacdo a utilizagdo do OCB, ele é usado amplamente na

producdo de cosméticos, produtos farmacéuticos e para fins alimenticios [15].

3.3.4 Fluido dielétrico baseado no 6leo de coco de babagu (OCB)

O ¢6leo de coco € um éster natural totalmente biodegraddvel, niao téxico, usado para
fins alimenticios, encontrado principalmente em paises tropicais [7]. A Tabela 3 apresenta a
composicdo de dcidos graxos presentes no 6leo de coco [68]. Diferentemente dos outros OVs, o
6leo de coco apresenta elevada porcentagem de acido graxos saturados, sendo o dcido laurico
(C12:0) o mais predominante. A maior quantidade de 4cidos graxos saturados suscita no aumento
do seu ponto de fusdo e, dessa forma, como hd uma maior estabilidade 6leo-ar, a resisténcia a

oxidacdo € mais fraca [7, 68, 69].

O ¢6leo de coco pode ser classificado em trés principais categorias, a saber: 6leo de coco
virgem, 6leo de copra e 6leo de coco refinado, branqueado e desodorizado (RBD) [7]. Essas
classificagdes sdo feitas conforme o processo de fabricacdo desse 6leo [7,68,70]. O 6leo de coco
virgem € produzido a partir do método imido, no qual o 6leo é extraido da améndoa de coco
fresco e maduro, sendo que o seu preparo nao inclui o refino e modificacdes do 6leo [7, 68, 70].

O dleo de copra € obtido pelo método seco, em que a améndoa do coco fresco é aquecido e
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Tabela 3 — Composicdo de dcidos graxos presentes no 6leo de coco de babagu.

Acidos graxos Nome comum Composicao (%)
Capréico C6:0 ND
Caprilico C8:0 5,0
Céprico C10:0 6,0

Laurico C12:0 44,0
Miristico C14:0 17,0
Palmitico C16:0 8,0

Palmitoleico Cl6:1 ND
Margérico C17:0 ND
Heptadecendico (cis-10) Cl17:1 ND
Estedrico C18:0 4,5

Oleico C18:1 14,0
Linoleico C18:2 2.0
Linolénico C18:3 ND
Araquidico C20:0 ND

ND: ndo detectavel, definido como < 0,05%
Fonte: adaptado Lima, J. R. O. et al. [67]

seco [7,70]. Ja o 6leo do tipo RBD € produzido através do refino, branqueamento e desorizacao

do 6leo extraido da copra [7,70].

Algumas propriedades do 6leo de coco e dos 6leos vegetais podem ser vistas na Tabela 4.
A propriedade fisica mais importante desse 6leo € o ponto de fluidez que € relativamente alto
em comparagdo com os demais OVs, fato esse que também esté relacionado a alta quantidade
de 4cidos graxos saturados presentes em sua composicdo, sendo esse o0 seu principal ponto
negativo [7,68]. Apesar do 6leo de coco apresentar alto ponto de fluidez, nao foi informado
ocorréncia de problemas relacionados a essa questao nos transformadores protétipos em operagao
na drea de Wathara em Kesbewa, Sri Lanka, desde janeiro de 2001, preenchidos com 6leo de
coco do tipo RBD (Figura 4) [7,68]. Contudo, caso seja necessario, € possivel reduzir o ponto de

fluidez do 6leo através de modificagdo quimica ou adicao de aditivos adequados [7,68].
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Tabela 4 — Propriedades quimicas, fisicas e térmicas do 6leo de coco e dos 6leos vegetais.

Propriedade Oleo de coco refinado Oleos vegetais
Viscosidade a 40 °C (cSt) 29 33-45
Viscosidade a 100 °C (cSt) 2,4 4-8

Densidade (g/cm3) 0,92 0,87-0,92

Ponto de fluidez (°C) 23 -19a-33

Ponto de fulgor (°C) 298 315-328

Ponto de fogo (°C) 329 350-360
Rigidez dielétrica (kV) 60 74

Condutividade térmica (W/m - K) 0,321 0,16-0,17

Fonte: Matharage, B.S.H.M.S.Y. et al. [7]; Mahanta, D. K. et al. [21] e Kumar, A. D. et al. [68]

Figura 4 - Transformador preenchido com 6leo de coco instalado em 2001 em Wathara,
Kesbewa, Sri Lanka.
Fonte: Matharage, B. S. H. M. S. Y. et al. [7].

Grande parte das propriedades apresentadas pelo 6leo de coco (Tabela 4) esta dentro
dos valores estabelecidos pela IEC 60296 (2003), como € o caso do ponto de fulgor, ponto
de fogo e rigidez dielétrica [71]. No entanto, a viscosidade do 6leo de coco € maior do que
o recomendado, porém, ainda é menor em comparacdo com outros OVs, de acordo com a
referida tabela [7]. O 6leo de coco também por possuir maior percentual de dcidos graxos livres,
apresenta uma condutividade mais elevada, o que pode ser melhorada por meio da desidratacio e

da neutralizacao [7].

Muitas pesquisas sobre o potencial do 6leo de coco como dielétrico alternativo ao OMI
foram realizadas [7,21, 69, 72-79]. Nos trabalhos desenvolvidos, foi possivel mostrar que o

6leo de coco € capaz de substituir o 6leo mineral convencional nos transformadores de poténcia
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[7,21,69,72-79]. Apesar dos resultados positivos obtidos nessas pesquisas, deve-se salientar
que os 6leos de coco nao foram utilizados diretamente nas aplicagdes nos TDPs, eles foram
submetidos a processos adicionais antes de serem usados nesses equipamentos [72,74,75]. Dentre
os procedimentos adicionais utilizados, pode-se citar: purificagdo, neutralizacio e tratamento
térmico [72, 74, 75]. Outros métodos que podem ser usados para melhorar as propriedades
dos OVs sdo: modificagdes quimicas por meio da epoxidacdo, transesterificacdo e modificacao
estrutural [80]. Esses processos foram realizados com o propdsito de adequar as propriedades do
6leo de coco ao padrio e atender as especificacdes recomendadas, a fim de torna-lo capaz de
desempenhar as funcdes pertinentes aos 6leos de transformadores. Através da implementacao
desses tratamentos foi possivel melhorar a regidez dielétrica e diminuir a condutividade e acidez
do 6leo de coco [72,74,75]. Nao obstante, existam vdrios trabalhos sobre a utilizagdo do 6leo
de coco como fluido isolante em transformadores elétricos, o uso do OCB, nesse contexto de
estudo, € mais recente e ainda muito incipiente [81,82]. O desenvolvimento de fluidos isolantes
para utilizagdo em TDP baseados em OCB pode ser realizada utilizando enzimas, o que por sua

vez, contribui para a producdo de 6leos isolantes ecologicamente corretos.



22

4 Fundamentos do calculo de reatores

Considerando que a utilizacao da enzima livre encarece o processo devido ela possuir
elevado prego e o Brasil ainda ndo té-la em quantidade industrial suficiente, entdo, nesse trabalho,
optou-se por utilizar o método microfluidico para encapsulacio da lipase (LIP) em microcapsulas
de poliglicerol hiper-ramificado (HPG) que serdo utilizadas, posteriormente, como biocatalisado-
res enzimaticos na sintese do biofluido isolante baseado no OCB em um reator batelada. Além
disso, nesse trabalho, houve a necessidade de empregar a rede neural artificial (RNA) com o
proposito de otimizar os paradmetros celulares microfluidicos para imobilizar a LIP. Diante do

exposto, este capitulo destaca os principais topicos relacionados com essa pesquisa.

4.1 Enzimas

Desde a antiguidade, as enzimas presentes na natureza eram utilizadas nas mais diversas
atividades como, por exemplo, na producao: do queijo, da massa fermentada, da cerveja, do
vinho, etc [83,84]. Um grande marco da histdria da enzima foi quando Eduard Buchner, em
1897, conseguiu extrair enzimas presentes na célula de levedura, responsdveis por catalisar a
fermentagdo alcodlica, provando, dessa maneira, que essas moléculas eram capazes de fermentar
o acucar em alcool, mesmo depois de serem removidas [85]. Somente depois de anos, o termo
enzima foi utilizado por Frederick W. Kiihne para denominar as moléculas detectadas por
Buchner [85]. Em 1926, J. B. Summer apresentou indicios da natureza proteica das enzimas,
no entanto, essa ideia ndo foi aceita na época em questdo [85]. Apenas na década de 1930
€ que definitivamente foi estabelecida por J. Northrop e Moses Kunitz que as enzimas eram

proteinas [85].

Com o decorrer dos anos, o progresso da biotecnologia moderna possibilitou o desen-
volvimento de enzimas com propriedades mais sofisticadas e adaptaveis as novas condicdes
dos processos industriais, o que tornou vidvel a introducao das enzimas em um maior nimero
de aplicagOes que antes elas ndo poderiam ser inseridas [84, 86]. Desse modo, as enzimas sao
extremamente importantes e podem ser exploradas em ampla gama de aplicacdes nos mais
diversos setores, a saber: producdo de alimentos, producdo de bebidas, producdo téxtil, produgcao
de papel e celulose, producao de detergente, producao de produtos farmacéuticos, producdo de

produtos quimicos, produ¢do de cosméticos, etc [83,87-91].
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Nesse contexto, é notavel o avanco das enzimas frente aos catalisadores quimicos em
razdo das suas excelentes propriedades que incluem: elevada atividade, seletividade e especifici-
dade [90,92,93]. Ademais, essas biomoléculas ainda permitem que as reacdes sejam realizadas
com um nimero menor de etapas e empregando pequenas quantidades de reagentes toxicos e
perigosos, pois as enzimas atuam como catalisadores altamente versateis [90,93]. As enzimas
também sdo consideradas catalisadores sustentdveis por serem biocompativeis, biodegraddveis e
serem produzidas a partir de matérias-primas renovaveis [94]. Sendo assim, os processos catali-
sados por enzimas, além de serem limpos, ainda conseguem sintetizar produtos com a mesma,
ou melhor, qualidade do que os processos convencionais, € com economia de matéria-prima,
energia, produtos quimicos e dgua [91]. A vista disso, o uso das enzimas é muito vantajoso, uma

vez que o processo enzimdtico € ecologicamente correto e viabiliza a reducdo de custos [90, 94].

4.2 Imobiliza¢do de enzimas

Nao obstante todas as vantagens apresentadas pelas enzimas, a sua aplicacdo em escala
industrial € ainda bastante prejudicada em razdo das suas limitacdes, como: baixa estabilidade
térmica em longo prazo, dificil recuperacdo, perda da sua atividade catalitica apds um ciclo e
estreita faixa de pH [83, 88,92,94,95]. Em virtude desse cendrio, uma ferramenta altamente
eficaz vem sendo desenvolvida com a finalidade de melhorar significativamente as propriedades
enzimadticas e superar essas deficiéncias, ¢ a chamada imobiliza¢do enzimatica [83, 88,90,92,95,

96]. Nessa técnica, as enzimas s@o ligadas a um suporte s6lido insolivel no meio reacional [90].

A imobiliza¢do enzimdtica em aplicacdes industriais é demasiadamente benéfica, pois
possibilita a ocorréncia de processos continuos, melhora a acessibilidade da enzima aos substratos,
facilita 0 manuseio mais conveniente da enzima, por ela estar em uma conformagao sélida,
etc [83,93,94]. Essa técnica ainda apresenta inimeras vantagens que incluem: a melhoria da
estabilidade, atividade, especificidade e seletividade das enzimas, aumento da tolerancia ao
pH e a temperatura, aperfeicoamento da capacidade de reutilizacdo da enzima por um longo
periodo de tempo, facilidade em separar o substrato do produto ao final do processo e obten¢ao
de produtos com maior pureza [83,87,90,92-94,96-98]. Além disso, as enzimas imobilizadas
também sdo termoestaveis, proporcionando, dessa forma, que elas possam ser armazenadas por
um tempo maior do que as enzimas ndo imobilizadas [99]. Assim, as enzimas imobilizadas se

mostram mais robustas e resistentes as mudangas ambientais do que as enzimas livres presentes
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em solugdo [83]. Por estas razdes, a imobilizacdo enzimética € muito utilizada, uma vez que

torna o processo menos oneroso € mais competitivo [87,90,97].

4.2.1 Materiais de suporte para imobilizacao enzimatica

A respeito dos materiais empregados como suportes na imobiliza¢do enzimadtica, uma
ampla diversidade de materiais estd atualmente disponivel para este fim, sendo divididos como:
organicos, inorganicos, hibridos e compésitos [90]. Esses materiais podem ser classificados em
dois grandes grupos, a saber: materiais cldssicos e novos materiais. Os materiais cldssicos sao
0s mais comumente usados, enquanto 0s novos sao aqueles materiais que sdo projetados com

propriedades especificas para serem utilizados em uma determinada aplicacdo [90].

Os materiais cldssicos organicos usados como suporte se subdividem em: materiais
sintéticos e materiais renovaveis de origem natural [90]. Dentre os materiais sintéticos mais
empregados como suportes, encontram-se os polimeros sintéticos. Esses polimeros sdo desen-
volvidos por meio da reacdo de polimerizacdo, a qual possibilita a selecio dos mondmeros
desejados para satisfazer os requisitos tanto da enzima que serd usada quanto do processo no
qual a enzima imobilizada sera aplicada [89, 90, 95]. Existe uma grande variedade de grupos
funcionais presentes na estrutura dos polimeros que incluem: hidroxila, carboxila, epdxi, amina,
diol, grupo carbonila, grupos alquilo hidrofébicos e grupos trialquil amina [89,90]. Esses grupos
exercem uma forte interferéncia no tipo de imobilizacdo que serd aplicado, pois sao eles que pro-
movem uma interacdo mais favordvel e eficaz com a enzima, além de possibilitarem a ocorréncia
da funcionalizac¢ao da superficie do polimero [90]. Ademais, a quantidade e o tipo de grupos
funcionais existentes nesses polimeros estabelecem o carater hidrofilico/hidrofébico do suporte,
e assim, a sua capacidade de determinar interagdes polares ou hidrofébicas com a superficie
das enzimas [89,90]. As enzimas sdo imobilizadas com polimeros sintéticos principalmente
pelos métodos de adsorc@o e mediante ligacdes quimicas covalentes [90]. O uso dos polimeros
sintéticos como suporte contribui para a obten¢do de uma enzima imobilizada com melhor estabi-
lidade térmica e um longo tempo de uso [90]. Entretanto, apesar disso, deve-se salientar que esse
tipo de suporte € considerado dispendioso e requer um maior periodo de preparagdo [90]. Os
polimeros sintéticos normalmente usados sao: dlcool polivinilico (PVA), poli (metilolacrilamida),
polipropileno, resinas, etc [83,89,90,95]. O HPG também pode ser empregado como suporte

para imobilizacdo de enzimas.

Uma opgdo atrativa ao uso de polimeros sintéticos, como suporte de imobilizagdo de
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enzimas, € a utilizacdo de biopolimero [89, 90]. Os biopolimeros sdo polimeros naturais que pos-
suem muitas vantagens, tais como, biodegradabilidade, biocompatibilidade, ndo toxicidade, facil
obtencao e baixo custo [90]. Outra caracteristica importante € que a estrutura dos biopolimeros €
constituida por uma grande variedade de grupos funcionais reativos (grupos carbonila, hidroxila
e amina), o que estabelece uma reacao direta entre a enzima e o suporte [90]. Além disso, eles
ainda apresentam elevada afinidade com proteinas devido a sua estrutura quimica, o que resulta
em uma intera¢do mais adequada com as enzimas, favorecendo uma maior atividade catalitica
no processo de imobilizacdo enzimatica [83,90]. Os biopolimeros sdo usados como suportes
na imobilizac¢do por adsor¢do, ligacdo covalente e aprisionamento [90]. Alguns exemplos de
biopolimeros sdo: celulose, coldgeno, quitosana, queratina, proteinas, alginato, dextrano, agarose,

etc [83,89,90,94,97].

Entre os materiais inorganicos mais usados como suporte na imobilizacdo de enzimas,
pode-se citar a silica, pois ela apresenta elevada resisténcia térmica e quimica, alta drea superficial,
estrutura porosa, alta disponibilidade, baixo custo, bem como 6timas propriedades mecanicas
e, assim, pode ser empregada em uma ampla quantidade de aplicacdes [83,90,95]. O uso da
silica como suporte permite que os sistemas biocataliticos desenvolvam uma maior retengao
de atividade catalitica, uma melhor resisténcia térmica e de pH [90]. Outro ponto positivo € a
possibilidade de a silica ser usada de muitas maneiras diferentes como suporte que incluem:

silica sol-gel, nanoparticulas de silica coloidal, silica gel, etc [90,93].

Os minerais sdo também materiais inorganicos usados como suportes no processo de
imobilizacdo enzimatica. Em geral, as vantagens inerentes ao seu uso sdo: disponibilidade,
alta biocompatibilidade, estabilidade térmica, resisténcia mecanica, baixo custo, etc [90, 95].
Dentre os minerais, os mais utilizados sdo os materiais argilosos, tais como, bentonita, caulita,
montmorilonita, mica, mulita, hidroxiapatia e outros [90, 95]. Normalmente, os minerais sdao
empregados como suportes na imobilizacdo de enzimas com a finalidade de realizar tratamentos
de residuos e efluentes, biossensores, etc [90]. Outro material inorganico € o material baseado
em carbono que também € muito usado como suportes de enzimas imobilizadas, em razao da sua
estrutura porosa, elevada drea superficial, alta capacidade de adsor¢do e presenca de varios grupos
funcionais [90]. Em geral, € utilizado principalmente o carvao e o carvao ativado modificado ou

nao [90].

Em relacao aos suportes classificados como novos materiais organicos, vale destacar: os
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materiais eletrofiados e as membranas poliméricas. Ja os suportes empregados na imobilizagao
de enzimas pertencentes a classe dos novos materiais inorganicos podem-se citar: as particulas
magnéticas, 0S materiais mesoporosos, as nanoparticulas, os materiais ceraimicos, os nanotubos
de carbono, o grafeno e o 6xido de grafeno [90]. Além desses materiais mencionados, ainda
existem outros novos materiais que incluem: os materiais hibridos organicos-organicos, hibridos

organicos-inorganicos e hibridos inorganicos-inorganicos [90].

A vista da ampla quantidade de materiais de suporte existentes, deve-se selecionar o
material mais adequado para desempenhar o papel de suporte de acordo com a aplicagdo a
qual a enzima imobilizada serd destinada [90]. E necessério escolher um material de suporte
que apresente grupos funcionais que consigam reagir com os grupos presentes na superficie
da enzima, desde que esses grupos reativos nao afetem a sua estrutura [90,92]. Além disso, é
preciso que os suportes apresentem também essa série de fatores: estabilidade térmica e quimica,
regeneracao, reutilizacdo, disponibilidade, baixo custo, insolubilidade sob condicdes de reacao,

biocompatibilidade, etc [90,92].

Em suma, é importante enfatizar que o material de suporte usado exerce forte influéncia
nas propriedades inerentes do sistema biocatalitico e, por isso, € imprescindivel que a sele¢do
desse material seja feita de forma minuciosa, atentando-se sempre aos requisitos requeridos para
sua utilizacdo [90]. Sendo assim, as propriedades tanto da enzima quanto do material do suporte
possibilitam uma interacdo adequada entre ambos, o que reverbera na obtencdo de uma enzima
imobilizada que possua caracteristicas quimicas, bioquimicas, mecénicas e cinéticas apropriadas

para uma finalidade especifica [83, 89, 94].

4.2.1.1 Poliglicerol hiper-ramificado (HPG)

O HPG € um polimero hiper-ramificado que tem recebido grande atencdo do ponto
de vista cientifico e industrial, nos ultimos anos, em uma ampla gama de aplicagdes tecnolo-
gicas e na medicina avangada, por ser considerado um biomaterial promissor com excelente
biocompatibilidade, estabilidade quimica, baixa toxicidade e rota sintética simples [100-102].
Além disso, o HPG ainda possui backbone de poliéter alifatico altamente flexivel, varios grupos
hidrofilicos, morfologia tridimensional esférica e numerosos grupos de hidroxila para posterior

funcionalizacdo [103, 104].

Os HPGs constituem uma classe de polidis de poliéter sintetizados por condi¢des de
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reacdo de eterificagdo com a participacdo de grupos hidroxila primérios e secundarios do
glicerol [105]. Em geral, o HPG € sintetizado a partir de mondmeros, sendo o glicidol o mais
empregado na sua producgdo [106, 107]. Apesar disso, o glicidol representa uma ameaca ao
meio ambiente [107]. Dessa forma, uma alternativa relativamente interessante € utilizar o
carbonato de glicerol, um mondmero preparado utilizando glicerol, e considerado ecologicamente
correto [106, 107]. O glicerol € um subproduto formado na industria de biodiesel, sendo um
material bastante atraente para sintese de novos mondmeros e polimeros devido ao seu baixo

custo e alta disponibilidade [106].

Uma possivel maneira de sintetizar polimeros hiper-ramificados € através da polimeri-
zacao por abertura de anel de mondmeros do tipo AB; ou também chamada de polimerizacao
por abertura de anel multi-ramificado [108]. Essa abordagem tem mostrado um alto potencial
para sintese controlada de polimeros hiper-ramificados [108]. A polimerizac¢do por abertura de
anel pode ser catidnica ou anidnica, contudo, somente pelo método anidnico sdo sintetizados

poliglicerdis com pesos moleculares e estrutura desejaveis [109].

O processo de polimerizac¢ao, geralmente, acontece em trés etapas, a saber: iniciacao,
propagacdo e término [110]. Na primeira etapa, € empregado um dlcool, como iniciador, que
serd parcialmente desprotonado por uma base forte, formando assim, o alc6xido que serd usado
para iniciar a polimerizagdo [108, 110]. De acordo com pesquisas realizadas, pode-se dizer que
somente 10% da desprotonacao do grupo hidroxila sdo o suficiente para comecar 0 processo
de polimerizagdo [107, 108]. E interessante mencionar que a desprotonagio parcial permite
que haja controle da concentracdo de sitios ativos no processo de polimerizacdo, o que resulta
no crescimento de todas as extremidades da cadeia, e também € possivel ter controle do peso
molecular e estreitamento da polidispersidade [107,108,110]. Na proxima etapa da polimerizagao,
hd a adicdo lenta do mondmero e, assim, o alcéxido reage com o anel epéxido do mondmero por
meio de seu grupo terminal ndo substituido, formando um alcéxido secundario [107, 108]. De
acordo com o mecanismo representado na Figura 5, esperava-se que a polimerizac¢ao progredisse
através do alcéxido recém-formado no hidréxido secundério, formando, dessa maneira, polimeros
lineares [110]. Entretanto, a rdpida troca de prétons durante a reacdo de polimerizacao de ep6xido
acontece entre alcoxidos secunddrios e primdrios e as diferentes extremidades da cadeia crescem
concomitantemente, gerando assim, estruturas com ramificacdes [103,107,110]. A transferéncia
de prétons ocorre por meio intra e intermolecular e acarreta no crescimento dos grupos hidroxila

existentes [107]. A adi¢do completa do mondmero viabiliza a continuag@o da reacio até que todo
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mondmero seja consumido [110]. A dltima etapa do processo de polimerizacdo acontece quando
a reacdo € extinta com a adi¢do de uma resina de troca idnica com a fun¢do de neutralizar os

alcoxidos [110].

Iniciagdo ROH + H,COK* ——» ROH +ROK"
- H,COH

OK*
Transferént OK* OH
Transferéncia RO OH =™ RO OK*
intramolecular

Transferénma IROH + 2RO-K+¥ —m——— ROK* + 2ROH
intermolecular

Figura 5 — Representacdo do mecanismo da polimeriza¢do anidnica por abertura de anel
multi-ramificado do glicidol.
Fonte: adaptado Sunder, A. et al. [108].

Os HPGs, quando em solugdo, apresentam comportamento micelar, uma vez que sdo
constituidos por um interior hidrofébico rodeado por uma camada superficial hidrofilica [111].
Além disso, eles ainda possuem outras propriedades potencialmente importantes, como cavi-
dades com grande drea superficial e interacoes eletrostaticas. Dessa maneira, a sua montagem
direcionada com moléculas biolégicas como proteinas e enzimas serd uma abordagem muito
interessante para a imobilizacdo de enzimas pela técnica de microencapsulacdo, porque esses
biocatalisadores ja estdo carregados e suas interacdes eletrostdticas sdo uma estratégia muito

conveniente para a sua producao.

4.2.2 Técnicas de imobiliza¢do de enzimas

Existem diversos métodos de imobilizacdo de enzimas que podem ser classificados em
duas categorias, de acordo com a interagdo entre o suporte € a enzima, sao eles: método fisico
e método quimico [83, 98]. No método quimico ha ligagdes mais fortes entre o suporte € a
enzima, podendo-se citar, como exemplo, a técnica de ligacdo covalente [83,95,96,98]. Ja o
método fisico € aquele no qual essas interacdes sdo fracas e algumas das principais técnicas sio:
a adsor¢do e o aprisionamento [83,95,96,98]. Sendo que o aprisionamento abrange as técnicas
de microencapsulacdo e aprisionamento em matriz [98]. A Figura 6 apresenta um esquema

com as técnicas mais comumente usadas de imobilizacdo da enzima. A escolha da técnica de
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imobilizacdo, bem como do material de suporte, deve ser realizada com base no tipo, tanto
do processo catalitico, quanto da enzima que serd utilizada, uma vez que as caracteristicas de
cada um ird determinar um método que melhor se adapte [90]. Ha vdrias outras técnicas para
imobilizar enzimas que sdo a combinagdo dos métodos listados anteriormente, sendo que sua
elaboracao foi desenvolvida para uma aplicacdo particular utilizando uma enzima ou suporte

especifico [83].

(@) (b)

<o =

b | s B e N o

©) (d)

@ —» Enzima

Figura 6 — Principais métodos de imobiliza¢ao de enzimas: ligaciao covalente (a), adsor¢ao (b),
microencapsulagdo (c) e aprisionamento (d).
Fonte: adaptado Zhang, B. et al. [98].

O método de imobilizagdo por ligacdo covalente € aquele no qual os grupos funcionais
ndo ativos da enzima sdo ligados covalentemente aos grupos reativos presentes na superficie do
suporte [83, 88]. Como a energia de ligacdo € alta nesse método, a enzima é firmemente fixada
e, assim, esse método é capaz de melhorar significativamente a estabilidade da enzima em um
longo periodo [88,89,93,94,96,98]. No entanto, essa técnica apresenta algumas desvantagens,
tais como: processo de imobilizagdo dificil, se a enzima for desativada irreversivelmente, ela e o
suporte ndo poderao ser utilizados novamente, pois a enzima foi quimicamente modificada; alto
custo do processo, etc [93,94,98]. Os principais materiais de suporte empregados nesse método

de imobilizacdo sdo: poliacrilamida, vidro poroso, silica porosa, dentre outros [88].

Na técnica de adsorcdo, as enzimas sdo ligadas ao suporte por meio de forgas fracas,
como as de Van de Waals, interag¢des i0nicas, ligagdes de hidrogénio, interacdes hidrofébicas,
etc [88,95,98]. Esse método € o mais usado devido as suas vantagens, tais como, facilidade na

preparagdo do processo, nao € necessdrio o uso de aditivos quimicos, alta atividade, suporte pode
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ser regenerado, nao hd modificacio da estrutura da enzima, possibilitando assim, que a enzima
retenha sua atividade, método mais rapido e possui baixo custo [88, 95, 98]. Por outro lado, as
principais desvantagens sao: enzimas imobilizadas possuem baixa estabilidade, sdo fortemente
dependentes de fatores como, por exemplo, pH, temperatura e forca idnica [95,98]. Os materiais

comumente usados como suportes sdo: alumina, carvao ativado, resinas de troca idnica, etc [88].

Ja a técnica de aprisionamento consiste em aprisionar a enzima dentro de matrizes porosas
para que assim, a sua estrutura nao sofra nenhuma interferéncia externa [83, 88, 89,94, 112]. As
vantagens da utilizacao dessa técnica sdo: simplicidade, disponibilidade de diversas matrizes
e as propriedades da enzima ndo sofrem alteracdes [112]. Ademais, a enzima aprisionada tera
uma maior protecdo da estrutura proteica e atividade bioldgica em comparacao a imobilizagao
realizada pelo método de adsor¢do [113]. Contudo, apesar desses pontos positivos, o desempenho
da enzima pode ser prejudicado devido a restricdo de transferéncia de massa e a possibilidade de
vazamento da enzima [98, 114]. Além disso, essa técnica ndo é recomendada para aplicacdes em

grande escala [112].

A microencapsulagdo surge, nesse contexto, como uma alternativa a técnica de aprisio-
namento, pois evita que as enzimas vazem e sejam contaminadas, e ainda pode ser empregada
em escala industrial [114]. Essa técnica de imobilizagdo consiste em encapsular a enzima em
uma membrana fina e semipermedvel que permite a passagem do substrato e produto, mas
ndo da enzima [112, 114, 115]. Dessa maneira, a enzima encapsulada apresenta uma melhor
estabilidade térmica, mecanica e catalitica em relacdo ao pH e a temperatura nos ambientes de
lavagem [83, 98, 116]. Outros pontos positivos inerentes a utilizagdo dessa técnica sdo: processo
rapido, as condi¢des de reacao requeridas sdo moderadas, aumento da taxa de reutilizacdo da
enzima, melhoria da funcionalidade em biorreatores e aumento da lucratividade dos processos de
fabricacdo [83,98,116]. As deficiéncias do uso dessa técnica sdo: risco de inativagdo da enzima

durante a imobilizacdo e alto custo de processamento [112].

Na maioria dos métodos de microencapsulacido ndo hé a possibilidade de monitorar as
caracteristicas das capsulas fabricadas, sendo assim, elas sdo determinadas de forma empirica
[117,118]. Desse modo, o tamanho, as propriedades mecanicas e outras caracteristicas das
capsulas produzidas, a partir desses processos, serdo consideravelmente variados, até mesmo na
producdo de cdpsulas de um mesmo lote [117,118]. Além disso, esses métodos ainda possuem

outras desvantagens, tais como: rendimento instavel, procedimento tedioso, falta de repetibilidade
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do processo, etc [119]. Os principais métodos de microencapsulacdo que apresentam essas
limitagdes sdo: spray drying, coacervagao complexa, coextrusdo, dentre outros [115]. A fim de
contornar esse problema, um método promissor de microencapsulagdo que pode ser empregado

por ndo apresentar tais limitacOes, € a emulsificacdo microfluidica [117, 118].

4.2.2.1 Emulsificacdo microfluidica

Uma emulsdo € formada pela mistura de dois ou mais fluidos ndo misciveis entre si,
na qual as goticulas de um dos fluidos est@o dispersas no outro [120]. Existem dois grupos de
emulsdes: emulsdes simples e emulsdes multiplas. As emulsdes simples podem ser classificadas
de acordo com a distribuicdo espacial relativa das suas fases. Os sistemas que consistem em
gotas de dleo dispersas em uma fase aquosa sao denominados de emulsdo 6leo em dgua (O/A) e
os sistemas formados por gotas de dgua dispersas em uma fase de 6leo sao chamados de emulsao
dgua em 6leo (A/O) [121]. Ja as emulsdes multiplas, também conhecidas como emulsdes duplas,
sdo emulsdes constituidas por 6leo em dgua em 6leo (O/A/O) ou dgua em 6leo em dgua (A/O/A).
Como exemplo, o sistema A/O/A consiste em gotas de dgua dispersas em gotas de 6leo, nas

quais essas gotas de 6leos estdo dispersas em uma fase aquosa externa [121].

Geralmente, nos métodos para sintese de emulsdes, com o propdsito de reduzir o tamanho
das gotas, sao empregadas tensdes de cisalhamento ou impactos provocados através de agitacao
mecanica ou manual [120]. Porém, como essas tensdes ndo sao homogéneas e nao sdo controladas
com precisdo, as gotas das emulsdes formadas sdo altamente polidispersas [120]. O controle
insuficiente da distribui¢do do tamanho das microcédpsulas acarreta sérios problemas, o que
implica na limita¢do das suas aplicacdes praticas [122]. Isso acontece, pois muitas das suas
propriedades, tais como, cinética enzimatica, interacdes interparticulas, reologia e vida util,

dependem do tamanho das capsulas sintetizadas [122].

Diante dessas circunstincias, torna-se imprescindivel empregar uma nova estratégia para
produzir emulsdes monodispersas de forma simples, eficiente € com maior controle do tamanho
e da estrutura das gotas, como € o caso da abordagem microfluidica [119, 120, 122]. Nos ultimos
anos, as tecnologias microfluidicas tém recebido muita aten¢do da comunidade cientifica devido
a sua aplicabilidade em variados campos que incluem: sintese de materiais, encapsulamento de

drogas, cristalizacdo e reatores quimicos [123].

A emulsificagdo microfluidica € uma ferramenta direta e robusta que permite a sintese de
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emulsdes com alta monodispersidade das dimensdes geométricas, repetibilidade do processo
e excelente controle de fluxo [117, 118, 123]. Além desses pontos positivos, essa estratégia
ainda tem se mostrado extremamente benéfica em aplicagdes biotecnoldgicas, uma vez que
com a redugdo para o nivel em microescala hd economia de volumes de reagentes, do tempo
de reagdo e do custo do processo, bem como diminui¢cdo dos residuos gerados, o que minimiza
significativamente o impacto ambiental, cumprindo assim, um dos principios estabelecidos pela

quimica verde [124].

Por meio de abordagens microfluidicas pode-se produzir microcdpsulas enzimaéticas
monodispersas para aplicacdes em larga escala em processos de biotecnologia [122]. As mi-
crocapsulas sintetizadas apresentam forma esférica, com tamanhos entre 1 e 1000 um [115].
Elas apresentam uma estrutura nucleo-casca, a qual consegue separar o fluido contido no nu-
cleo do ambiente externo, protegendo-o de contaminantes [125]. As microcapsulas podem ser
produzidas quando a fase intermedidria formar cascas sé6lidas [126]. Em alguns casos, a fase
intermedidria € polimerizada através da adi¢cdo de um fotoiniciador que possibilita que, mediante
estimulos externos como, por exemplo, pela exposicdo a luz ultravioleta, ela seja transformada
em microcdpsula sélida e, dessa forma, ela consegue ser armazenada por um longo intervalo de

tempo [125, 126].

O mecanismo da producio de emulsdes a partir de dispositivos microfluidicos € estabele-
cido por um desenho geométrico e cada configuragao € definida de acordo com a necessidade
pretendida no projeto [127]. Sendo assim, a estrutura da microcapsula desejada sera determinada

pela composi¢do e caracteristicas geométricas dos moldes dos dispositivos microfluidicos [126].

Estudos tém mostrado que as emulsdes podem ter grande potencial nas aplicagdes para
imobilizacdo da LIP devido ao seu facil preparo e capacidade de produgdo em larga escala [128].
Na abordagem microfluidica, as LIPs também estdo sendo empregadas como, por exemplo, no
trabalho de Xu et al. (2012), no qual os dispositivos microfluidicos foram usados na producio de
LIPs imobilizadas em microesferas de quitosona monodispersas, o que resultou em um sistema

promissor com melhor reprodutividade [119].

4.3 Lipase (LIP)

A atenc¢do extensiva da pesquisa tem se concentrado nas enzimas em virtude da sua grande

importancia, sendo que o grupo das LIPs vem se destacando consideravelmente em vista do
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seu potencial em aplicacdes biotecnoldgicas [129]. As LIPs (triacilglicerol éster hidrolases E.C,
3.1.1.3) sdo biocatalisadores versateis que podem ser encontrados em tecidos de animais, micro-
organismos e vegetais [99, 130]. Elas conseguem converter os triglicerideos em diglicerideos
ou monoglicerideos, dcidos graxos e glicerol [99, 131]. A LIP é muito estdvel, pois mesmo em
condi¢des nao favordveis, temperaturas extremas e valores de pH do meio de reacdo em uma
faixa relativamente grande, ela consegue se manter ativa [99, 131]. Ela € utilizada para catalisar
diversas reacgdes, sendo que segundo Gandhi (1997), ela pode ser classificada em duas principais
categorias, a saber [132]:

i) Hidrdlise:

RCOOR' + H,0 +» RCOOH + R'OH

ii) Sintese:
a) Esterificacdo:
RCOOH + R'OH +» RCOOR' + H,0
b) Interesterificagao:
RCOOR' + R’COOR* <> RCOOR* + R"COOR’
¢) Alcodlise:
RCOOR' +R’OH <> RCOOR” +R'OH
d) Aciddlise:
RCOOR' +R’COOH <+ R°"COOR' + RCOOH
Em que: as reagdes b, ¢ e d sdo frequentemente agrupadas em um tnico termo: transesterificacao

[132].

Devido a essas caracteristicas — maior especificidade do substrato em relacao aos catalisa-
dores quimicos, versatilidade, opera¢do em condi¢cdes mais amenas, excelente atividade catalitica
e estabilidade em meios ndo aquosos — a LIP pode ser empregada em diversas aplicagdes em
laboratdrios de pesquisa e também em industrias, tais como, farmacéuticas, quimicas, cosméticas

e alimenticias [99, 113,130, 133-135].

4.3.1 Reacoes de esterificagdo catalisadas por LIP

As reacdes de esterificacdo catalisadas pela enzima LIP tém ganhado grande notoriedade
nos mais diversos campos em virtude da relevante importancia dos produtos derivados [99, 136].

O interesse despertado na comunidade cientifica por essas reacdes se deu, especialmente, em
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razao do aumento da utilizacdo dos ésteres organicos na indudstria quimica e na biotecnologia
[99, 130, 136]. Para que essas reagdes sejam vantajosas, ¢ imprescindivel que alcancem alto

rendimento do éster, bem como menor tempo de reacao [99].

Sabe-se que as reagdes enzimdticas sao afetadas por diversos fatores experimentais, sendo
assim, € fundamental encontrar as condi¢des 6timas de reacdo para que, dessa forma, seja possivel
obter uma maior eficiéncia do processo em estudo [137]. Com essa finalidade, é necessario
analisar alguns fatores que podem influenciar diretamente a reacdo de esterificacao catalisada
pela LIP, interferindo significativamente no rendimento do éster, sdo eles: concentragdes dos
substratos (4cido e dlcool) e da LIP, razdo molar do 4cido usado em relagdo ao dlcool empregado,
pH e temperatura da reacdo, comprimento da cadeia dos substratos, meio de reacio, teor de dgua,
etc [99, 137]. Além disso, os processos catalisados pela enzima LIP devem considerar alguns
parametros, que incluem: estabilidade e forma da LIP, transferéncia de massa, seletividade,
dentre outros [99]. Logo, é de suma importancia estudar todos esses fatores para ser possivel que
a reacdo de esterificacdo possua rendimento e cinética satisfatérios [133]. Entretanto, deve-se ter
em mente que nao € ficil obter as melhores condi¢des para alcangar o rendimento mdximo, uma
vez que € preciso levar em conta os efeitos individuais e as interagdes de todos os fatores citados

anteriormente [138].

As reacdes de esterificagdo catalisadas por LIP sdo fortemente afetadas pelo pH e pela
temperatura da reacdo [99]. O valor do pH pode ser influenciado pelos substratos empregados,
pela temperatura e também pelo tempo de reacgdo, e ele pode interferir nos grupos funcionais
da enzima [99]. O valor desse parametro dependera do tipo de LIP utilizada, sendo que LIPs
provenientes de fontes microbianas apresentam seu 6timo em pH alcalino, enquanto LIPs
lisossOdmicas de mamiferos exibem pH 6timo acido [99]. Ja a temperatura, nessas reacoes, pode
ser afetada pela concentracdo enzimadtica, viscosidade, teor de umidade do meio reacional,
etc [138]. A temperatura influencia diretamente na taxa da reacao, na estabilidade da enzima
e na solubilidade do substrato [99]. Em altas temperaturas, a enzima pode se tornar inativa, e
consequentemente, pode haver diminuicdo da sua atividade e da taxa de reacdo de esterificacdo

[99,138].

O rendimento do éster pode ser maior em casos nos quais sao empregados alcodis
primdrios com um comprimento crescente da cadeia. Porém, conforme relatado por Chaibakhsh

et al. (2009), o metanol pode impedir a esterificacdo catalisada pela LIP [137]. Esse fato pode
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ser explicado devido ao metanol equivalente a cerca de 1/2 molar ndo ser solivel em dleo e, por
essa razao, ele permanecer disposto no mesmo na forma de gotas insoldveis e as LIPs quando
entrarem em contato com essas gotas poderdo ser inativadas [139]. O glicerol, subproduto da
reacdo, também € insoldvel no 6leo, e dessa maneira, ele pode ser adsorvido na superficie da
LIP, com decorrente diminuicao da atividade da mesma e da estabilidade operacional [139].
Para evitar as adversidades acarretadas com o uso do metanol, algumas estratégias podem ser
adotadas, tais como: adicionar o metanol de forma gradual e uso de solventes organicos como, por
exemplo, o terc-butanol, ja que ele consegue solubilizar o excesso de metanol e, assim, elimina o
problema ocasionado pela insolubilidade desse dlcool e inativa¢do da LIP [99,137,139,140]. Essa
ultima alternativa eliminaria, além do efeito negativo do uso do metanol, ainda o do subproduto
glicerol [139]. De acordo com Stergiou et al. (2013), estudos experimentais demonstraram que na
esterificacdo catalisada pela LIP, o rendimento do éster também pode ser melhorado, aumentando
a proporc¢ao alcool/acido até que um valor critico seja alcangado [99]. Esse valor depende tanto

da enzima empregada no processo, quanto da composi¢do e do tipo do meio reacional [99].

Esforcos t€m sido envidados para o desenvolvimento de melhorias na qualidade e no
rendimento do éster catalisado pela enzima LIP imobilizada através do estudo da cinética da
reacdo [99]. O estudo cinético € essencial para elucidar o modelo da reagdo, bem como obter
informacdes a respeito da taxa de formacdo do produto necesséria para projeto, desenvolvimento
de reatores adequados e determinacdo das condi¢des ideais para obtengdo do produto desejado
[99]. Viérios trabalhos relatados na literatura mostram estudos em que as reacdes de esterificacio
catalisadas pela LIP baseiam-se no modelo cinético referente ao mecanismo de Michaelis-
Menten, no mecanismo Pingue-Pongue Bi-Bi, dentre outros [99,141]. Em processos pertencentes
a sistemas nao multifasicos e isotrépicos, o modelo cinético pode ser descrito baseando-se nos

termos do mecanismo de Michaelis-Menten [99].

As reagdes de esterificacdo sdo realizadas, geralmente, utilizando a LIP imobilizada,
uma vez que ela proporciona diversas vantagens em comparagdo a utilizacdo dessa enzima nao
imobilizada, como ja relatado anteriormente, a saber: estabilidade da LIP, facilidade da separacio
dos produtos, aumento do rendimento do produto, maior atividade enzimética, etc [99, 133, 142].
Outro beneficio que também deve ser ressaltado nesse contexto, com o uso da LIP imobilizada
em veiculos insoliveis em dgua, € a possibilidade de evitar os prejuizos causados pela ocorréncia
de dgua no meio da reacdo [99, 143]. A dgua € um dos sub-produtos da reagdo, e a vista disso, €

um pardmetro importante que deve ser cuidadosamente controlado. Nao obstante, os solventes
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organicos normalmente sejam quase completamente anidros, eles ainda podem apresentar uma
pequena quantidade de dgua. Dessa forma, a d4gua, produzida no decorrer dessas reagdes, pode
afetar a atividade da LIP e também proporcionar uma redu¢do da taxa de reacdo e do rendimento
do éster, ndo favorecendo assim, a esterificacdo [99, 134, 143]. Portanto, é fundamental que
aconteca a remog¢do de dgua no decorrer da reacdo a fim de obter uma reacdo com maior
eficiéncia. Ademais, a atividade das LIPs imobilizadas tem evidenciado melhores capacidades
de esterificacdo e estabilidade térmica em relacdo as LIPs livres, o que pode ser justificado
devido a uma conformag¢ao mais adequada da enzima no meio reacional [99, 133]. Em geral, as
LIPs podem ser imobilizadas empregando a maioria dos suportes (se¢ao 4.2.1) e das técnicas de

imobiliza¢do enzimatica (se¢ao 4.2.2) mencionados anteriormente [129, 135, 142].

4.4 Cinética das reacOes catalisadas por enzimas: a equacdo de Michaelis-

Menten

H4 mais de um século a metodologia adotada por Leonor Michaelis e Maud Leonora
Menten sobre o poder catalitico e a seletividade de enzimas foi proposta e, atualmente, ainda é
comumente usada, sendo alvo de grande interesse em dreas de biologia de sistemas, enzimologia,
medicamentos, etc [144]. Neste modelo, o substrato reage com a enzima, formando o complexo
enzima-substrato (ES) que se decompde ou reage com outra substincia, e assim, a enzima
€ regenerada e os produtos da reacdo sao formados [145]. O complexo ES foi proposto, em
1880, por Charles-Adolphe Wurtz, sendo muito importante, pois a partir dele é possivel explicar
matematicamente o comportamento cinético das reacgdes catalisadas por enzimas e descrever
teoricamente os mecanismos das enzimas [85]. Para explicar esse modelo, considera-se uma

reacdo enzimatica simples, conforme pode ser visto na Equagao 4 [144, 145].

_ki ka
LA T L P ¥
e-X s-X X
Sendo que:
E=Enzima;

S= Substrato;

k1= Constante de velocidade de formac¢do do complexo;

k_1= Constante de velocidade de dissocia¢do do complexo;

ko= Constante de velocidade de decomposi¢ao do complexo formando o produto;

ES= Complexo enzima-substrato;
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P= Produto;

v= Velocidade de formag¢ao do produto;
s= Molaridade inicial do substrato;

e= Molaridade inicial da enzima;

x= Molaridade do complexo no instante t.

A partir da Equacao 4, pode-se escrever a Equagdo 5.

dx
E:lq‘(e—x)~(s—x)—k_1‘x—k2-x 5)
Supondo-se que a concentragdo do substrato € muito maior do que a da enzima e, dessa
forma, muito maior do que a do complexo enzima-substrato (s >> x) e também que a hipétese
de Briggs e Haldane possa ser estabelecida, ou seja, a concentracdo do complexo mantém-se
constante apds um inicial regime transiente que dura pouco tempo (dx/dt = 0), tem-se a Equagio

6. A constante de Michaelis (K},) é a medida da atragdo existente entre a enzima e o substrato e,

por isso, € também conhecida como constante de afinidade [144—146].

ki-e-s e-s ©)
X = =
ki-s+k_1+k K,+s
Em que a constante de Michaelis:
k_1+k
K, = K11k (7)
ki

E possivel calcular a velocidade de formacio do produto (Equacdo 8) utilizando a

Equacdo 6.

e-s
v:kz-x:kz-(K +S> ®)
m

Considerando-se que toda a enzima se transformou em complexo (x = ¢), tem-se o

maximo valor da velocidade (V,,,4,), conforme a Equacdo 9.

dex-s

pu— 9
VSR oS ®)

A equagdo cinética de Michaelis-Menten (Equacio 9) descreve como a taxa de reagdo
catalisada por uma enzima é proporcional a concentragdo do substrato [144, 147, 148]. Estima-se
que a constante de Michaelis seja igual a concentragiao do substrato e, assim, a velocidade da

reacdo seja a metade da velocidade maxima [145, 147]. A caracterizagdo das reagdes enzimaticas
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descritas pela cinética de Michaelis-Menten € feita através dos parametros V,,,4, € K,;,, sendo que

Vinax depende da concentracao total da enzima e K, nao depende desse fator [146].

A fim de facilitar a andlise dos parametros presentes na equacdo de Michaelis-Menten,
utiliza-se o método de Lineweaver-Burk para linearizar essa equagdo, conforme pode ser visto na
Equacdo 10 [147,148]. A partir dessa equacdo, pode-se considerar que 1/v varia linearmente com
1/s e que os coeficientes linear e angular da reta sdo iguais a 1/V,u4 € Kin/Vinax, respectivamente

[145].

= (10)

Caso haja um inibidor da reacdo enzimdtica, a influéncia da sua presenca deve ser
considerada, uma vez que essa substancia tende a diminuir a velocidade da reag¢do. O inibidor
reversivel pode ser competitivo ou ndo competitivo. O inibidor competitivo € aquele que compete
com o substrato pelo sitio ativo da enzima. Contrariamente, o outro tipo de inibidor ndo ocupa o
sitio ativo da enzima, sendo assim, ndo compete com o substrato, pois ele ocupara outro sitio da
enzima [145]. As Equacdes 11 e 12 referem-se as velocidades de formagdo do produto (v;) para

a reacdo enzimatica reversivel com inibidor competitivo e ndo competitivo, respectivamente.

s

K <1+Kil,)+s o

Vi = Vingx -

Vindx s

(1) T (12)

Vi =

As equagdes de Lineweaver-Burk na presenca de inibidor competitivo e ndo competitivo

podem ser vistas nas Equacgdes 13 e 14, respectivamente [149].

1 1 K, ( i ) 1
— =t ()= (13)
Vi dex Vma’x Ki N
1 1 K 1 ]
_:( 4o .-).<1+i) (14)
Vi Vmcix Vma’x N Ki

Esse modelo € validado para a maioria das reagdes enzimaticas simples contendo um
unico substrato [150]. Entretanto, um sistema com dois substratos pode ser aproximado por
um sistema pseudo-substrato, em casos nos quais a concentracdo do substrato € bem maior do

que a constante de Michaelis desse componente [151]. Desta forma, esse sistema em questao
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pode ser descrito por um mecanismo de um substrato, ou seja, o de Michaelis-Menten [151].
Através do uso desse modelo é possivel obter, de forma rdpida, os parametros cinéticos das
reagOes de esterificacdo catalisadas pela lipase [152]. No trabalho desenvolvido por Goddard,
Bosley e Al-Duri (2000), a cinética da lipase imobilizada da esterificacao de 4cido oleico e
etanol em um reator de leito empacotado continuo foi baseada na aplicacdo das premissas de
Michaelis-Menten [151]. Foi constatado que houve inibi¢ao competitiva do etanol [151]. Quando
€ usado élcool de cadeia curta, como o etanol, € possivel que haja inibicdo enzimatica pelo

substrato e, dessa forma, deve-se considerar o efeito da inibi¢do pelo dlcool [151].

4.5 Calculo de Reatores de leito fixo (LF) e Reatores batelada

4.5.1 Reatores enzimaticos

A enzima imobilizada, ensejada pelo desenvolvimento de variadas técnicas e suportes
de imobilizacdo, possibilita a utilizacdo de vdrios tipos de reatores, a saber: reator batelada,
reator agitado continuo, reator de leito fixo (LF) e reator de leito fluidizado [153]. Dentre os
reatores supracitados, este trabalho abordard com mais detalhes o reator batelada e o reator de LF.
Segundo Stergiou et al. (2013), os reatores contendo lipases imobilizadas podem ser classificados
nos seguintes casos, especialmente: i) lipase confinada por uma membrana surfactante a um
solvente organico contida em uma fase aquosa e ii) lipase imobilizada em uma matriz sélida

dispersa dentro de um solvente organico ou dentro de uma fase aquosa [99].

Frente a diversidade de tipos de reatores, € interessante salientar que ndo existe um reator
ideal para a enzima imobilizada, pois a selecao do tipo de reator enzimatico mais apropriado para
determinada aplicacdo dependerd de uma série de fatores, tais como, custo do reator, reutilizagdao

ou ndo da enzima, parametros referentes a temperatura, pH, concentracio do substrato, etc [153].

O reator batelada € aquele no qual ndo ha entrada e saida de reagentes ou produtos no
decorrer da reacdo, apresenta concentracao uniforme, possui altas conversdes em um longo
periodo de tempo e € flexivel [146, 153, 154]. Nesse tipo de reator, a enzima imobilizada pode
ser separada facilmente da mistura final da reagdo, através de filtracdo, por exemplo [153]. Esse
reator, aplicado em reagdes enzimdticas, apresenta dificuldade de producio em escala industrial
em um longo prazo, e por isso, ele é, em geral, empregado em operagdes em pequena escala, testes
de novos processos que ainda estdo sendo desenvolvidos, fabricacdo de produtos de alto valor

agregado e em processos dificeis de serem convertidos em operacdes continuas [146,155,156].
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Além do reator batelada ndo poder ser usado em operagdes em larga escala, ele apresenta ainda

outra ponto negativo, alto custo de mao de obra [154].

Em contrapartida, essas desvantagens nao sdao encontradas no reator de LF com enzimas
imobilizadas, uma vez que ele pode ser utilizado em reagdes enzimdticas em grande escala
em longo periodo de tempo e apresenta baixo custo [156—158]. Ademais, o reator de LF ainda
apresenta muitas outras vantagens que incluem: possibilidade de uso de modo continuo de
operacao, maior controle do processo, permite a reutiliza¢do da enzima sem ser preciso realizar
a separacdo prévia, alta produtividade, melhoria da qualidade, pureza e rendimento do produto,
segurancga operacional, possui fécil fabricagdo, manutengdo e operagdo [155—-158]. Nesse tipo
de reator, apds o empacotamento da enzima imobilizada, ela se manterd estaciondria e sera

bombeada uma solu¢do de substrato através dela [153].

4.5.2 Cinética de reatores enzimaticos

O célculo de reatores desenvolvido foi realizado considerando os seguintes fatores:
reacao irreversivel, fluxo ideal, inexisténcia de efeitos inibitérios, reacdo catalisada por apenas

uma enzima e cinética obedecendo ao mecanismo de Michelis-Menten [153].

4.5.2.1 Balango molar

Considerando-se que o balango molar da espécie quimica especifica de interesse (j) em
um volume envolvido pelas fronteiras do sistema, em qualquer instante de tempo (z), pode ser
observado na Equagdo 15 [146].

Entrada - Saida + Geragdo = Actimulo
dN;

Fjy—Fj+Gj= I 15)

Sendo que:
G j= Velocidade de geragdo da espécie j;

N;= Numero de mols da espécie j no sistema no tempo ¢.

Supondo-se que todas as varidveis do sistema sejam espacialmente uniformes em todo o
volume do sistema, pode-se dizer que a velocidade de geracdo da espécie j € igual ao volume de

reacdo (V) e a velocidade de formagdo da mesma espécie (r;) (Equagdo 16).

Gj:rj-V (16)
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A forma integral da Equacdo 15 pode ser escrita conforme a Equagdo 17, a qual é

conhecida como Equacgdo geral do balanco molar para uma espécie quimica j.

v dN:
Fjo—Fj+/O rj'dVZd—t’ (17)

4.5.2.2 Reator batelada

Sabe-se que, no reator batelada, ndo hé entrada e nem saida de reagentes ou produtos,
como mencionado anteriormente, nao hé variacdo na velocidade de reacdo dentro do volume do
reator e a reagdo acontece na fase liquida, sendo assim, o balan¢o molar para espécie j para este

tipo de reator serd conforme a Equacdo 18 [146, 153, 154].
dC;
— d_tj = —r; (18)
Sendo que:
C ;= Concentra¢dao molar da espécie j;

rj= Velocidade de formagdo da espécie j.

A Equacio cinética de Michaelis-Menten (Equagdo 9) pode ser reescrita conforme a

Equacio 19.

Vinix - Cj
e x -J 19
] Kn+C;j (9)

Substituindo a Equagdo 19 na Equacao 18, reorganizando os termos e integrando, tem-se

que a Equacdo 20.
t 1 Ci K C
/dt:— /’( mC0 ac;
0 Vinax Cj, CJ
o) 1 (62) ()
t=\——]+ ‘In( —— (20)
( Vmcix Vma’x 1-X
Sendo que:
Cc,—C
X=-L— 1)
Cjo

E possivel determinar V4 e K, através da Equagdo 22, dividindo os membros da

Equagdo 20 por t - Ky, / Vg € rearranjando-os. Os termos V4, € K;,;, podem ser definidos através
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da inclinag@o e da interse¢@io com o eixo vertical da reta obtida pela plotagem de 1/7-1In[1/(1 —

X)] versus X /t.

Do) = Vs XC (22)
: 1-X) " Kn 1Ky

A Equag@o cinética de Michaelis-Menten em relag@o a concentra¢do do substrato ()

pode ser reescrita conforme a Equacao 23.

1 50\ Vimax (s0—)
Z.In(=2) = — 23
‘ n(s> K, K, (23)

4.5.2.3 Reator de leito fixo (LF)

Considerando-se que o reator de LF é um reator tubular preenchido com catalisador, em
que os regentes sdo consumidos constantemente e que o reator opera em regime permanente,

chega-se a forma diferencial do balango molar desse reator (Equacdo 24) [146, 153, 154].

dF;

Sendo que:
Fj= Vazdo molar da espécie j;
W= Massa do catalisador.
Sabendo-se que:
dF; = —Fj,-dX (25)

Substituindo-se a Equacdo 25 na Equacgdo 24, reorganizando os termos e integrando,

tem-se a Equacao 26.

/W aw  dX
0 Fj N —rj
dX
K = — (26)
Fj,  —rj
Considerando-se que:
Fjo = Cjo -0 @7)
\% w
= — = —— (28)
0 00p
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dX = — =4 (29)

Sendo que:

Q= Vazio volumétrica da alimentacgao;

p= Massa especifica do catalisador.

E possivel obter a Equagio 30, a partir da substituicdo das Equacdes 27, 28 e 29 na Equagio 26,

rearranjando os termos e considerando que p = 1.

%:_(ﬂﬁ) (30)
~

Substituindo-se a Equacao 19 na Equacgdo 30, reorganizando os termos e integrando,

tem-se a Equacdo 31, considerando que X é dado pela Equacao 21.

m+C
a ‘/Wlax/ !

_ X-Cj, K, 1
ta_( Vinéx )—}_[(dex)‘ln(l_x)} G

Para o reator de leito fixo é possivel também determinar V,,,;, € K, através da Equacao

32, dividindo os membros da Equacao 31 por t, - K;;; /V;n4x € rearranjando-os.

Do () 2 Yiar  X-Ci (32)
ta 1_-x Km Km 'ta

A Equacio 33 descreve o modelo cinético de Michaelis-Menten em relacio a concentra-

¢ao do substrato (s).

L (S_()) _ Vmax _ S0=$ (33)
Km Km'ta

4.6 Redes neurais artificiais (RNA)

As RNAs sdo ferramentas de modelagem computacional que simulam a estrutura neural
de organismos inteligentes, sendo assim, sdo altamente relevantes para resolver uma ampla
variedade de problemas cientificos e em campos da industria espacial, medicina, engenharia,
neurologia, etc [159-161]. As RNAs sdo capazes de fazer melhores previsdes de forma mais
rdpida e pratica do que outros métodos estatisticos convencionais, uma vez que as redes neurais

conseguem modelar sistemas nao-lineares e multidimensionais complexos [159, 160].
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A estrutura da RNA ¢ inspirada no cérebro humano que é composto por bilhdes de
neurdnios interconectados em rede e, por meio de reacdes bioquimicas, eles tém a capacidade
de receber, processar e transmitir as mais diversas informacdes [159, 160]. Andloga as redes
neurais bioldgicas, a RNA € formada por neurdnios ou nés artificiais dispostos em camadas
densamente conectadas entre si [159, 161]. A rede € constituida por uma camada de entrada
que se refere aos dados de entrada, uma ou mais camadas intermedidrias ou ocultas, que
sdo aquelas onde o processamento de fato acontece, € uma camada de saida, que é onde o
processamento serd concluido [160, 162]. Nessa rede neural, as informagdes sdo recebidas
pelos nés de entrada que a enviam para os neurdnios ocultos, os quais nao tem interferéncia
com meio externo, e eles processam a informag¢do e mandam-na para a camada de saida [161].
A conexdo entre os neurdnios € realizada mediante sinapses e os valores atribuidos a essas
conexdes sao definidos como pesos sindpticos que por sua vez sao utilizados para armazenar o

conhecimento [159, 160, 163].

A RNA possui dois elementos fundamentais: a arquitetura e o algoritmo de aprendizagem
[164]. A escolha da arquitetura da rede deve ser feita de acordo com a aplicagdo pretendida
com a implementacdo da RNA. Em relacdo a topologia da rede devem-se definir algumas
variaveis, a saber: o numero de nds da camada de entrada, o namero de camadas ocultas e o
nimero de neurdnios em cada camada [165]. A escolha do nimero de nés da camada de entrada é
considerada a varidvel mais importante, pois se refere aos dados de entrada que serdo empregados
para alimentar a rede neural [165]. A selecdo desses parametros deve ser realizada de forma

minuciosa, uma vez que elas interferem no desempenho da RNA [165].

Outros pontos que devem também ser decididos para implementar uma RNA sdo: a
func¢do de ativacao dos neurdnios das camadas oculta e de saida, o algoritmo de treinamento, o
método de padronizagdo, o conjunto de treinamento e de teste, o critério de parada do treinamento
e a medida de desempenho da rede [165]. A funcdo de ativacdo refere-se a uma fungdo matematica
que pela combinacao linear envolvendo as varidveis de entrada e os pesos geram um valor de
saida do neurdnio [164, 165]. H4 varias fungdes de ativagdo, sendo as mais comuns: a fungdo

tangente hiperbolica e a fun¢do logistica [165].

Todas as informagdes que a rede precisa aprender estdo disponiveis no conjunto de dados,
o qual € constituido pelo conjunto de treinamento e pelo conjunto de teste [160, 162]. O conjunto

de dados coletados deve ter um nimero grande de dados significativos e abranger o dominio
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do problema, envolvendo os casos rotineiros e também as excecoes, para que assim, ndo haja
ambiguidade e erros [162, 165]. O conjunto de treinamento € um grupo que combina padrdes
de entrada e saida e os utiliza para realizar o treinamento da rede e ajustar os parametros da
mesma [160, 165]. J4 o conjunto de teste consegue verificar o desempenho da rede sob condi¢gdes
reais de uso [162, 165]. E possivel também criar uma subdivisio do conjunto de treinamento
que seria o conjunto de validacao, o qual é muito usado para determinar a eficiéncia da rede em
relacdo a sua capacidade de generalizacdo no decorrer do treinamento e ainda pode ser usado

para definir o momento de parada do treinamento da rede [162, 165].

Existem diversas arquiteturas de RNAs que serdo determinadas pelo nimero e modo
como os neurdnios estio interconectados, bem como, pelo peso associado a essas conexdes e
pelo nimero de camadas que compde a rede [162]. Uma das estruturas mais simples de RNA sdo
as redes feedforward de camada tinica que como o0 nome sugere, possuem somente uma camada
de neurdnios, podendo ser também denominada de perceptron com uma tinica camada [163].
Quando ha mais de uma camada oculta, t€m-se as redes neurais feedforward multicamadas ou
perceptrons de multicamadas (MLPs) [162, 163]. Através dessa estrutura de rede € possivel
melhorar a resolucdo de problemas mais complexos devido a adi¢do de camadas ocultas na

rede [159,162,163].

As RNAs tem capacidade de aprender a realizar tarefas especificas a partir de exemplos e,
assim, elas podem ser treinadas com o intuito de encontrar solu¢des para problemas complexos
[159, 163]. Logo apds a defini¢do da arquitetura da rede, € necessério escolher o algoritmo
de aprendizagem da rede [165]. O algoritmo de aprendizagem € empregado para treinar uma
rede neural [162, 163]. A partir desses algoritmos sdo determinados os pesos sindpticos e €
feito o processo de aprendizagem [162]. Um exemplo de algoritmo de aprendizagem muito
popular € o algoritmo de retropropagacdo (backpropagation) que pode ser utilizado para treinar
as redes neurais feedforward multicamadas [159, 160, 162]. Esse algoritmo ¢ um método de
aprendizagem supervisionado usado para treinar dados somente para previsao [159, 160]. Nesse
processo de aprendizagem da rede, os pesos sdo reajustados com a finalidade de reduzir o erro
quadrético médio (MSE) ou erro relativo médio (MRE) ocasionado entre o resultado obtido
nos dados de saida e o valor de saida alvo desejado, ou seja, resultados alvo [161, 165]. Esse
treinamento consegue melhorar a performance da rede neural por meio da redugdo do erro através
da modificacdo dos pesos [160]. Cada ciclo de todos os padrdes de um conjunto de dados de um

treinamento € denominada de época (epoch) [160, 162].
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5 Materiais e Métodos

Neste capitulo € apresentada a metodologia utilizada para realizac¢do deste trabalho. Os
procedimentos foram realizados no Laboratério de Alta Tensdo (LAT) da Universidade Federal
de Itajuba (UNIFEI) e no Centro de Biotecnologia do Instituto de Pesquisas Energéticas e
Nucleares (CB-IPEN). Em relacdo aos reagentes utilizados, todos eram de grau analitico e foram

usados sem purificac@o adicional.

5.1 Sintese do HPG

O HPG foi sintetizado através do método de polimerizacdo por abertura de anel multi-
ramificado, utilizando um procedimento adaptado descrito na literatura [105]. Inicialmente, o
diglicerol (3-(2,3-dihidroxipropoxi) propano-1,2-diol, Fischer-TCI) foi usado como iniciador
central por meio de sua parcial desprotonacdo com metéxido de potdssio (Sigma-Aldrich) na
razao molar de 1:3 por 3 h, a 25 °C. Logo depois, o carbonato de glicerol (GC, Sigma-Aldrich)
foi lentamente adicionado, 1 mL - h~!, na razdo molar de 12:1 (GC/nucleo), por 24 h, a 150 °C.
Ap0s o resfriamento, o produto foi dissolvido em metanol e neutralizado por filtragdo através
de uma troca catidnica utilizando a resina Amberlite (Amberlit ®) IRC 120H). O metanol foi

destilado a 40 °C sob pressdo reduzida de 0,5 mmHg.

O HPG sintetizado possuia massa molecular média de 2,51 kDa e polidispersidade média

de 1,32.
Ressonéncia magnética nuclear de prétons ('H-RMN) (400 MHz, Varian, DMSO_,,
ppm): 3,2-3,7 (m, prétons de poliglicerol), 4,4-4,8 (IH, OH).

Ressonancia magnética nuclear de carbono (13C-RMN) (400 MHz, Varian, DMSO_y,
ppm): 69,4, 70,3-70,5, 72,2 (CH,0) ppm; 78,2, 77,0 (CHO) ppm; 60,8-61,1 (CH,OH); 68,8,
70,5 (CHOH).

5.2 Sintese do HPG metacrilado (HPG-MA)

O HPG-MA foi sintetizado por funcionalizacio de grupos hidroxila do HPG com glicidil
metacrilato (GMA, Sigma-Aldrich) conforme descrito por Oudshoorn et al. (2006) [166]. Inicial-
mente, 10 g de HPG foram dissolvidos em 90 mL de dimetilsulfé6xido (DMSO, Sigma-Aldrich)
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a temperatura ambiente (25 °C) sob atmosfera de nitrogénio. Apds dissolugdo de 2 g de 4-(N,
N-dimetilamino) piridina (DMAP, Sigma-Aldrich), 5 g de GMA foram adicionados e a solu¢ao
foi agitada a 25 °C, por 48 h. Em seguida, a reacdo foi interrompida pela adi¢do de 3,5 mL
de 4cido cloridrico (HCI, Synth, 37%) para neutralizar o DM AP evitando a hidrdlise alcalina
do éster metacrilico de HPG (HPG-MA). A mistura de reagdo foi dialisada (MWCO 12.400
Da) contra agua deionizada a 4 °C por duas semanas. Finalmente, HPG-MA foi liofilizado
e armazenado a -20 °C antes do uso. O grau de substitui¢do (DS, a porcentagem de grupos
hidroxila derivados) das amostras de HPG-MA foi de cerca de 30%, conforme confirmado a

partir do espectro de 'H-RMN (400 MHz, Varian, DMSO_,, ppm): 5,9-6,2 (grupo metacrilato).

5.3 Dispositivo microfluidico e encapsulamento de LIP

Um chip, com dimensdes de canal de 300 um de largura e 150 um de altura, adotou
uma geometria de jungcdo Y (6 = 60°) e foi fabricado através do processo de impressao 3D
padrdo (impressora B9 Creator 3D v1.1) sob o projeto AutoCAD desenvolvido pela 3-D Criar
Co (CIETEC-SP, Brasil). Bombas de seringa (Injetta, SP) foram utilizadas para controlar as

vazdes. O chip tinha uma altura de 300 um em toda a extensao.

As microcdpsulas de HPG-LIP foram fabricadas com base no sistema de emulsdo dupla
agua/dleo/dgua, que usa trés fluidos diferentes. J& que um dos objetivos deste trabalho era o
encapsulamento da LIP, o fluido interno era composto de soluc¢do de LIP (10 mg/mL) que foi
preparado adicionando a quantidade adequada de p6 de LIP a solu¢do de tampao fosfato salino
(PBS, 50 mM, pH 7,0). Sendo que a LIP utilizada foi a lipase de Candida rugosa (p6 liofilizado,
>40.000 unidades/mg de proteina).

O fluido externo, que serve como fase continua, era 40% em peso de polietilenoglicol
200 (PEG 200, Sigma-Aldrich) e 1% em peso de alcool polivinilico (PVA, Sigma-Aldrich, peso
molecular: 13-23 kDa, 87-89% hidrolisado) em dgua deionizada. O fluido médio formador de
casca para microcdpsulas de HPG-LIP era composto de 99% em peso de HPG-MA e 2% em

peso de 2,2-dimetoxi-2-fenilacetofenona como fotoiniciador (Sigma-Aldrich).

Foram geradas gotas monodispersas de HPG-LIP quando o fluido interno e os fluidos
médios foram cisalhados hidrodinamicamente pelo fluido externo. Uma vez geradas, as goticulas
de HPG-LIP foram irradiadas por exposi¢do a radiacao ultravioleta (UV) (Iampada B-100SP
Modelo LWUYV, comprimento de onda de 365 nm, 30 mW/cm?, Fisher Scientific) durante 10
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segundos da geracio da gota para minimizar o vazamento e coalescéncia da mesma. A medida
que as gotas da emulsdo dupla de HPG-LIP viajavam pelo capilar de saida, a exposi¢ao ao UV
foi aplicada com uma lampada UV para reticular rapidamente as cascas. As capsulas coletadas
foram pds-curadas sob exposi¢do a UV por uma hora para garantir a reticulagdo completa.
Depois disso, o HPG-LIP resultante foi lavado com 10 mL de PBS (50 mM, pH 7,0) por 3 vezes
(cada um em um banho de 4gua com agitacdo por 30 minutos, e as lavagens juntamente com a
solu¢do de reacdo foram coletadas para a determinacao da concentracdo de enzima). Por fim, as
microcépsulas foram liofilizadas (JJ Cientifica, L.JJ04) por 24 h e armazenadas em frascos de
vidro até sua posterior caracterizagdo. A Figura 7 mostra uma ilustracdo esquemética do método

de preparagdo de microcdpsulas de HPG-LIP usando a técnica microfluidica.

OH OH

OH OH

. “j%} E?, A
g ’ OLVJO o OH HO} OJ\ O/QC’/(,

H
HO\,)‘\/O\/J H o fo] O#L
] } A oA o L J )
HO- HO™ HO o o} X )\ o
o, B-diglycerol - O\/J GMA HO (o] [¢]

a o, 0 & OH b
) H:C-0K- he 0 £ DMSO/DMAP it
[+] (o} HO o J OH
Ho o o & D’Q
OH

n

b) ?& HO_{/\\//O}H PEG200
RSy —{-CHZ?H—J‘— i
oH

Capilar Capilar

Fluido médio Fluido externa

|

} +
=55 050
5000}

Fluido interno Gotas de emulsio dupla

Figura 7 — Ilustracdo da sintese quimica de HPG-MA a partir de carbonato de glicerol (GC) (a)
e ilustracdo esquematica para a produ¢do de HPG-LIP usando um dispositivo
microfluidico (b).
Fonte: a Autora.

As concentracdes de proteina nas solu¢des foram determinadas com reagente azul
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brilhante de Coomassie, seguindo o método de Bradford (1976) [167]. O reagente de Bradford
foi usado conforme recebido. A quantidade de LIP na microcdpsula de HPG foi determinada
medindo as concentragdes inicial e final de proteina nas solucdes e lavagens de LIP. A albumina
de soro bovino (BSA, Sigma-Aldrich) foi usada como padrao para construir a curva de calibragdo.
A capacidade de imobilizacdo de LIP no HPG foi definida como a quantidade de proteina (mg)
por grama da microcdpsula. Cada valor relatado era a média de pelo menos trés experimentos, €

o desvio padrdo estava dentro de ca. £ 1%.

5.4 Caracteriza¢ao das microcdpsulas de HPG-LIP

5.4.1 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As microcapsulas de HPG-LIP foram observadas usando microscopia eletronica de
varredura (MEV). Inicialmente, as microcdpsulas foram suspensas em n-hexano e sonicadas
em temperatura ambiente (25 °C) por 30 segundos para dispersar as particulas individuais. Em
seguida, uma gota da suspensdo de microcapsulas resultante foi colocada em um stub de aluminio
coberto com uma fita de carbono de dupla face e o solvente foi deixado evaporar sob vicuo em
um dessecador a temperatura ambiente (25 °C). As amostras foram revestidas com uma camada
de ouro usando um aplicador catddico por 10 minutos. Apds a etapa de preparacio das amostras,
elas foram examinadas utilizando o microscépio eletronico de varredura Phillips XL.30 FEGSEM
(JSM-6701F). A distribuicao de tamanho das particulas do HPG-LIP foi determinada usando o
software ImageJ V1.50 [168]. Para a determinacdo do didmetro médio, as micrografias foram
analisadas com aumento de 500X considerando trés campos diferentes de uma mesma amostra.

Foram obtidas mais de 3 imagens (para cada medida >50 microesferas).

5.4.2 Espectroscopia na regido do infravermelho por transformada de Fourier com reflectancia

total atenuada (ATR-FTIR)

As amostras das microcdpsulas de HPG com e sem a enzima LIP foram analisadas em
um espectrofotdmetro Shimadzu, modelo IRTracer-100 Fourier Transform Infrared Spectropho-
tometer equipado com acessorio de Reflectancia Total Atenuada (ATR) do PIKE MIRacle, como
pode ser visto na Figura 8. As amostras foram analisadas na faixa de nimero de ondas de 4000
cm~! a 600 cm~!, o que tornou possivel observar as bandas de absorcdo dos grupos funcionais

presentes nas amostras.
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Figura 8 — Espectrofotometro Shimadzu IRTracer-100 acoplado ao acessorio ATR.
Fonte: a Autora.

5.4.3 Andlise termogravimétrica (TGA)

As andlises termogravimétricas das amostras do HPG-LIP foram realizadas utilizando
um analisador Shimadzu, modelo TGA-50 Thermogravimetric Analyzer, conforme pode ser visto
na Figura 9. A andlise termogravimétrica foi feita com o objetivo de investigar a estabilidade
térmica das amostras, bem como calcular a sua energia de ativacdo. Os experimentos foram
realizados de 25°C a 800°C sob atmosfera de nitrogénio com fluxo de 30 mL/min. A massa da
amostra de HPG-LIP era de aproximadamente 20 mg. Para realizacdo desta andlise, as amostras

foram acondicionadas em cadinhos de platina.

H4 varios métodos para determinagdo dos parametros cinéticos, sendo que a ASTM E
1641-18 (2018) recomenda o cdlculo desses parametros através da utilizacdo dos métodos de
Ozawa e Kissinger [169]. Sendo assim, neste estudo foram empregados os métodos supracitados
a fim de obter a energia de ativagao das amostras estudadas. A andlise cinética de TGA através

desses métodos foi realizada em vérias taxas de aquecimento, ou seja, 5, 10, 20 e 30 °C/min.
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Figura 9 — Analisador térmico Shimadzu TGA-50.
Fonte: a Autora.

5.4.3.1 Meétodos Cinéticos

Os métodos desenvolvidos para o cédlculo de parametros cinéticos de decomposi¢cdo
térmica de materiais empregam dados obtidos da andlise térmica diferencial. Nesses modelos, a
taxa de conversao da massa inicial da amostra (da/dt) € uma funcao linear de uma constante de
taxa que depende da temperatura k(T) e uma funcdo de conversdo que independe da temperatura
f(a), conforme a Equagdo 34 [170-173].

do
—-=kT)-f(a) (34)

A taxa, k(T), é determinada pela temperatura dada pela equagao de Arrhenius como pode

ser visto na Equagdo 35 [170-173].
k=A-e®l (35)

Sendo que:

k= Constante de velocidade da reacdo na temperatura T (s~ 1);
A= Fator pré-exponencial ou de frequéncia (s~!);

Es= Energia de ativagdo (J/mol);

R= Constante universal dos gases (8,314 J/K - mol);

T= Temperatura absoluta (K).

Combinando-se as Equagdes 34 e 35, tem-se que:

do —Ep
E:A.f(a).e RT (36)
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Se a temperatura da amostra for modificada quando € aplicada uma taxa de aquecimento,
definida como ¢ = dT /dt, entdo, a varia¢do do grau de conversdo pode ser analisada em fungio
da temperatura, tendo em vista que essa temperatura depende da taxa ¢ [170, 171]. Rearranjando
a Equacdo 36, tem-se a Equacao 37.

da A —Ey
- = — 1. o) -e RT 37
= (5) s a7

A Equacio 37 pode ser expressa de acordo com a Equagado 38, sendo que g() € a forma
integrada da fun¢@o de dependéncia de conversao [170].

_ (" da AT ()
gla) = A f(OC)_(P/o e dT (38)

A partir dessas equagdes citadas, € possivel desenvolver varios modelos para calculos
cinéticos de decomposi¢do térmica de materiais. Nesse trabalho, foram utilizados os métodos de
Ozawa e Kissinger devido a eles serem considerados métodos simples e precisos para obtengao

da energia de ativacdo [174].
5.4.3.1.1 Método de Kissinger

Em 1956, Homer E. Kissinger desenvolveu um método cinético para decomposi¢cao
térmica com o intuito de determinar os parametros cinéticos de um determinado material,
baseando-se na andlise das mudancas nos dados termogravimétricos ocasionadas pela variagdao
da taxa de aquecimento [170, 171, 175]. De acordo com Kissinger, o cdlculo dos pardmetros

cinéticos pode ser feito através da Equacgao 39 [170, 171, 173].
[ AR . 1 Ex

T,ix= Temperatura méxima;

Sendo que:

Onar= Taxa maxima de reacdo;
n= Ordem da reacao.
Através do grafico de In(¢ /T2, ) versus 1/Tyay, 0 valor da energia de ativagio pode

ser determinado por meio do coeficiente angular da reta, —E, /R, obtido mediante regressdo

linear [170,171,173,175].
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5.4.3.1.2 Meétodo de Ozawa

Outra maneira de obter os parametros cinéticos do material é empregando o método
de Ozawa. O método proposto por Takeo Ozawa, em 1965, foi desenvolvido para determinar
a energia de ativacdo diretamente dos dados de perda de peso e temperatura provenientes de
diferentes taxas de aquecimento [175, 176]. A partir da Equagao 38 com resolugdo da integral,

na forma de logaritmo, € possivel obter a Equacao 40 [170,172,173,175,176].

Eq 1 [Ey

log ¢ = log (AT) —log(g(a)) —0,4567-7- (?) —2,315 (40)

Plotando o gréfico log(¢) versus 1/T é possivel obter a energia de ativagio através do

coeficiente angular da reta (—0,4567 - E4 /R), como no método anterior [176].

5.4.4 Redes neurais artificiais (RNA)

A fim de prever a eficiéncia de encapsulamento (EE) e a atividade relativa (AR) no
processo microfluidico, o uso de RNA torna-se importante para o projeto de microcdpsulas de
HPG-LIP. Neste trabalho, uma RNA com arquitetura feedforward do tipo perceptron multicama-
das (MLP), treinada com o algoritmo backpropagation com funcao de custo de entropia cruzada
(cross-entropy cost function) com trés camadas de nds de processamento e 32 neurdnios foi
usada como ferramenta de classificacdo. Foram usadas como varidveis de entrada uma camada

de entrada que aceita a composicao de HPG, taxa de fluxo e carregamento de LIP.

A RNA foi programada em Python (versdo 2.7.12) com as bibliotecas Tensor Flow
e Keras [177]. A arquitetura RNA-MLP usou uma camada oculta feita de 64 neur6nios e a
funcdo de ativacdo utilizada foi a tangente hiperbdlica. Conjuntos de dados (216 conjuntos
experimentais) foram obtidos do estudo e foram divididos em matriz de entrada e matriz de
destino. As varidveis de entrada foram taxa de fluxo, composicao de HPG e carregamento de LIP.
As EE e AR correspondentes foram usados como alvo. Os conjuntos de dados foram divididos
em subconjuntos de treinamento (metade), validagdo (um quarto) e teste (um quarto), cada
um contendo 108, 54 e 54 amostras, respectivamente. A otimizagdo foi alcangada quando a
rede atinge o valor minimo de erro quadrédtico médio (MSE) ou erro relativo médio (MRE). O

treinamento da rede foi realizado em 600 épocas e meta de erro igual a 0,000001.
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Estatisticas

Os testes de atividade do HPG-LIP foram realizados em triplicata e os dados foram
submetidos a andlise de variancia (ANOVA). As médias foram comparadas pelo teste de Tukey

no software GraphPad Prism 4. Um valor de p <0,05 foi considerado significativo.

5.5 Ensaios de atividade da LIP

5.5.1 Hidrdlise de p-nitrofenil (pNPL)

A atividade relativa (AR) para o HPG-LIP foi determinada de acordo com o método
relatado na literatura [178]. Foi pesado 0,1 g de HPG-LIP em tubos de centrifuga de polipropileno
misturados com 5 mL de tampao PBS (100 mM, pH 7,0). Em seguida, foram adicionados 100
uL de laurato de p-nitrofenil (pNPL) (100 mM) diluido em 2-propanol. Os conteudos foram
misturados e os tubos incubados em banho-maria a 60 °C por 10 minutos. Para a mensuragdo
do p-nitrofenol (pNP) liberado do substrato, foi preparado um controle (triplicata) sem HPG-
LIP. A reacdo enzimatica foi encerrada com a adi¢do de 2 mL de Na,CO3 (0,5 M) seguida de
centrifugacdo por 10 minutos (10.000 rpm). O sobrenadante de 0,5 mL foi diluido 10 vezes com
dgua deionizada e a absorbancia medida a 410 nm em um espectrofotdometro UV-VIS (Cary
50, Shimadzu) contra um branco sem HPG-LIP e tratado em paralelo. A taxa de reagdo foi
calculada a partir da inclinacdo da curva de absorbancia em funcio do tempo. Foi utilizado um

I'em~! para pNP, que foi determinado a partir

coeficiente de extingdo molar de 14,5 - 10° M~
da absorbancia da solucdo padrao de pNP no meio de reagao. Um miligrama de LIP gerando
1 mmol de pNP por minuto € definido como uma unidade de enzima. A atividade enzimaética
relativa foi definida como a razdo entre a atividade da enzima imobilizada e a atividade da enzima
livre. A atividade especifica foi definida como unidades de enzima por miligrama de proteina. A

retencdo da atividade foi determinada como a razio entre a atividade da quantidade de enzima

acoplada no HPG-LIP pela atividade da mesma quantidade de enzima livre.

5.5.2 Hidrélise do 6leo de coco

As atividades da LIP imobilizada foram realizadas empregando o 6leo de coco como
substrato. A mistura de reacdo para determinacdo da atividade da enzima imobilizada foi
constituida por 2,50 mL de tampao fosfato, pH 6,0 (atividade 8,7 mmoL - min’l), 70 mg de

biocatalisador (peso seco) e 0,50 mL de 6leo de coco (volume final 3,00 mL). As misturas de



55

reacdo foram agitadas e incubadas por 20, 45, 90 e 200 min em banho maria nas seguintes
temperaturas: 25, 40 e 60°C. Em seguida, a hidrdlise enzimética foi interrompida adicionando
1,5 mL de metanol. Os dcidos graxos formados foram quantificados por titulagdo com hidréxido

de potassio (0,05 mol/L), utilizando a fenolftaleina como indicador.

As atividades da LIP sdo expressas em unidades internacionais (UI), em que 1 UI é
definida como a quantidade de enzima necessdria para produzir 1 pmol de 4cidos graxos livres
por minuto, nas condi¢des de ensaio (30°C, pH 7) e, portanto, foram determinadas de acordo
com a Equacdo 41.

(Vkor — Vo) - Nxor - 1000 -2
my, -t

A= (41)

Sendo que:

A= Atividade da LIP (umol/min - g);

Vkon = Volume de KOH gasto na titulagdo da amostra (mL);
Vo= Volume de KOH gasto na titulacdo do controle (mL);
Nkon= Normalidade da solucao de KOH (mol/L);

2 é um fator de correcao;

mp= Massa da enzima (g);

t=Tempo de reacdo (min).

Os ensaios foram realizados no reator batelada (Figura 10).
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Figura 10 — Reator batelada utilizado neste trabalho.
Fonte: a Autora.

5.6 Reutilizacao de HPG-LIP

A reutilizacdo da LIP imobilizada foi verificada conforme descrito na secdo 5.5.1 e as
condi¢des experimentais foram as mesmas. Apds cada ciclo de reagdo, as enzimas imobilizadas
foram retiradas do meio de reacdo e lavadas trés vezes com o tampao fosfato (10 mM, pH 7,0).
Posteriormente, as enzimas imobilizadas foram colocadas em meio fresco e ao final de cada

ciclo as atividades enzimaticas foram determinadas.

5.7 Citotoxicidade - método de contato indireto

O teste das microesferas de HPG-LIP em termos de citotoxicidade foi realizado de
acordo com o ensaio de [3 — 4,5 — dimetiltiazol —2 — il — 2,5 — brometodedifeniltetrazlio]
(MTT) para quantificar a biocompatibilidade [32]. As microesferas de HPG-LIP foram mantidas
por 30 min sob luz ultravioleta para evitar contaminagdo bacteriana. Os extratos das microesferas
de HPG-LIP foram preparados seguindo as recomendacdes da ISO 10993-12 na proporcao de

0,2 g/mL de meio de cultura celular a 37 °C e 5% de (CO;) por um periodo de extragdo de
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24,48 h e 96 h. Fibroblastos de tecido conjuntivo de camundongo L.929 obtidos da American
Type Culture Collection (ATCC) foram usados para testes de cultura de células. As células
L929 foram rotineiramente cultivadas em RPMI 1640 suplementado com 5% de soro fetal
bovino (FBS; Sigma-Aldrich), penicilina (100 U /mL), estreptomicina (100 it g/mL) e 0,25 u
g/ml de anfotericina B (Sigma-Aldrich). As células L929 foram incubadas a 37 °C e atmosfera
umidificada com 5% de (CO,). Em cada pogo de uma placa de cultura de 96 pogos, 3 - (10°)
células foram semeados e incubados e em seguida colocados em contato com extratos de HPG-
LIP por 24, 48 ¢ 96 h em DMEM (Sigma-Aldrich), suplementado com 10% (v/v) de soro
fetal bovino (FBS) e 1% de gentamicina. O meio sem microcdpsulas de HPG-LIP também foi
incubado e diluido como acima para servir como controle negativo. A razido de viabilidade
da célula 1.929 foi analisada por espectrofotometria UV-Vis (Varian, Cary 50) com base na

densidade 6ptica (OD) em valores de 570 nm. A viabilidade celular foi estimada de acordo com:
x = ViabilidadeCelular(%) = ———— (42)

Sendo que:
ODs70.7 = Densidade optica média medida em 100% das amostras testadas;

ODs7,(—) = Média dos valores de densidade 6ptica medidos no controle negativo.

5.8 Caracterizac¢do do 6leo de coco de babacu (OCB)

O dleo de coco extravirgem (COPRA) foi caracterizado pelas técnicas ATR-FTIR e TGA.
Os equipamentos empregados para a realizacdo dessas andlises foram os mesmos utilizados nas
investigacOes realizadas com as microcdpsulas de HPG-LIP. Foram usadas também as mesmas
condi¢des da andlise termogravimétrica, ou seja, as amostras de 6leo de coco foram aquecidas a
partir de 25 °C a 800 °C nas seguintes taxas de aquecimento: 5, 10, 20 e 30 °C/min. Os testes
foram realizados em atmosfera de N> com fluxo de 30 mL/min e a massa da amostra foi de
cerca de 20 mg. Foram usados também os métodos de Ozawa e Kissinger para obter a energia de

ativacao da amostra de 6leo de coco.

5.9 Transesterificacao do 6leo de coco

A reacdo de transesterificacdo do 6leo de coco utilizando etanol, empregando a microcap-
sula de HPG-LIP como catalisador, foi realizada com o intuito de modificar esse 6leo, reduzindo

assim, a sua viscosidade.
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Os ensaios de transesterificacdo foram conduzidos em reator batelada com capacidade de
25 mL. O reator possui um revestimento duplo, no qual flui 4gua de um banho com temperatura
controlada para manter a temperatura desejada do reator. O reator foi acoplado a um condensador,

com a finalidade de evitar a perda de etanol por evaporagao.

Inicialmente, o 6leo de coco virgem foi adicionado no reator sob agitacao magnética
constante de 300 rpm. O 6leo de coco foi aquecido até a condi¢do de temperatura experimental
ser atingida. Neste momento, o dlcool e o catalisador foram adicionados ao 6leo e foi iniciada
a contagem do tempo de rea¢gdo. Com a finalidade de monitorar a reacio de transesterificacao,
aliquotas de cerca de 300 uL. da mistura reacional foram coletadas em intervalos periddicos.
Sequencialmente, as amostras foram lavadas com 4gua destilada e centrifugadas, com o propdsito

de separar a fase orgénica do glicerol.

Neste trabalho, optou-se por realizar o monitoramento da rea¢ao de transesterificagao
empregando o método FTIR, considerado uma abordagem fécil, precisa, confidvel, barata e
rdpida. A banda de carbonila (C=0) de ésteres alifiticos estd localizado entre 1750 e 1735 cm™~!

e, desta forma, essa regido foi escolhido como marcador de transesterificagao [179-181].

Com a finalidade de isolar a contribuicao dos ésteres etilicos da contribuicao dos dcidos
graxos livres, foi realizada a segunda derivada dos espectros de absorcdo [179]. Sabe-se que
na segunda derivada, a intensidade dos picos negativos € proporcional a intensidade original,
mas € inversamente proporcional ao quadrado da meia largura no espectro medido [179, 182].
Sendo assim, € esperado que a segunda derivada de FTIR melhore a precisdo de componentes
nitidos, como a de ésteres etilicos, e reduza a contribui¢do de bandas largas, como nesse caso,

dos triglicerideos e dcidos graxos livres [179, 182].

Os espectros de absor¢do FTIR foram obtidos utilizando o mesmo equipamento usado
na secdo 5.4.2. Os espectros da derivada segunda foram obtidos apés a utilizagdo do método de
suavilizacdo de Savitsky-Golay (polindnio de segunda ordem e 11 pontos de janela) dos espectros

de absorcdo utilizando o software Origin.

5.10 Reacgdes de transesterificagao

As condicdes operacionais adotadas foram baseadas em trabalhos dispostos na literatura
e nos testes iniciais realizados, sendo eles: propor¢dao molar entre 6leo e etanol de 1:5, 1:10 e

1:15, tempo de reacdo de 60 min a 120 min, 2% (m/m) de catalisador e temperatura de reacdo de
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40 °C. As reacdes foram monitoradas usando o FTIR. As reacdes de transesterifica¢do realizadas

nas diferentes condi¢des podem ser vistas na Tabela 5.

Tabela 5 — Reac0Oes de transesterificagdo realizadas em diferentes propor¢des molares entre dleo

e etanol e tempo de reacgdo.

Reacio Oleo:Etanol Tempo (h)

R1
R2
R3
R4
RS
R6

1:5

1:5
1:10
1:10
1:15
1:15

1

N ==
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6 Resultados e discussao

6.1 HPG-LIP

As microcdpsulas de HPG-LIP sintetizadas, neste trabalho, por meio da técnica micro-

fluidica, podem ser observadas na Figura 11.

Figura 11 — Microcédpsulas de HPG-LIP sintetizadas neste trabalho.
Fonte: a Autora.

6.2 Caracterizacao do HPG-LIP

6.2.1 MEV

A ideia principal da abordagem proposta para o encapsulamento de LIP em microcap-
sulas de HPG € a exploracdo de peculiaridades estruturais do polimero hiper-ramificado, como
espaco vazio de tamanho molecular, que sdo adequados para o aprisionamento de enzimas. As
andlises de MEV das microcapsulas de HPG-LIP obtidas podem ser vistas na Figura 12.Varios
aspectos caracteristicos dessas particulas devem ser observados: (i) uma morfologia préxima ao
esférico, (ii) tamanho consistente, com um didmetro médio em torno de 29 um, e (iii) rugosidade
pronunciada de sua superficie externa. Essas caracteristicas estruturais e morfoldgicas das micro-
cépsulas de HPG-LIP parecem estar diretamente relacionadas ao aumento espontaneo da drea
interfacial durante a exposi¢ao aos raios UV, levando a formacao de microcapsulas uniformes

com superficies texturizadas [183].
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Figura 12 — Imagens MEV das microcédpsulas de HPG-LIP.
Fonte: a Autora.

Usando o MEV foram analisados o didmetro médio e a distribuicao de tamanho das
microcdpsulas de HPG-LIP sintetizadas, conforme mostrado na Figura 13. As microcdpsulas de
HPG-LIP apresentaram uma distribui¢do monomodal com aproximadamente 29 yum. Na verdade,
em reacoes heterogéneas catalisadas por enzimas, o tamanho da particula e a uniformidade das
microcdpsulas tém um efeito importante na taxa de reacdo, devido a uniformidade do fluxo de

difusdo para todas as particulas em reagao [184].
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Figura 13 - Histograma de distribui¢do de tamanho de particulas das microcdpsulas de
HPG-LIP preparadas em célula microfluidica.
Fonte: a Autora.

6.2.2 ATR-FTIR

A espectroscopia ATR-FTIR foi aplicada para verificar o encapsulamento de LIP pelo
HPG, conforme mostrado na Figura 14. No espectro de FTIR referente ao HPG € possivel
observar que ele foi dominado pela vibragdo de alongamento de grupos éter alifatico (C-O-C) a
1000 cm™~! e a vibragio caracteristica de alongamento OH em torno de 3350 cm~! [185-189].
As bandas em torno de 2300 cm™! e 1500 cm™! sdo correspondentes a0 modo de vibracio
alifatica C-H em CH, e grupos hidroxila presentes na estrutura do HPG. E importante evidenciar
que os picos presentes nas regides espectrais supracitadas sdo os principais picos atribuidos a

estrutura do poliglicerol hiper-ramificado [187, 189].

De acordo com a figura 14, o espectro das microcdpsulas HPG-LIP apresenta uma banda
de absorgdo forte em torno de 1700 cm™!, que pode ser atribuida ao alongamento C=0 da
amida I, e a banda de absorciio na regido préxima a 1520 cm ™! que pode ser associada ao grupo
de amida II relacionada as ligacdes N-H e C-N [190]. A esse respeito, alguns pesquisadores
afirmam que a absorcao nessas regides representa a estrutura secunddria da lipase nativa, a mais
importante das quais sdo as estruturas f3-sheet e a-helix [191]. Bandas de absorg¢do fracas e

médias sdo observadas em 1200 - 1400 cm~! que podem ser atribuidas a ligacdo amida IIT [190].
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Figura 14 — Espectro de infravermelho das amostras HPG (a) e HPG-LIP (b).
Fonte: a Autora.

De modo geral, os resultados obtidos a partir da andlise de FTIR indicam que o en-
capsulamento da LIP pelo HPG foi bem sucedido. A presenca das bandas amida I e amida II
também podem ser prova de que a LIP encapsulada pode ter preservada sua atividade [191-193].
Os resultados apresentados estdo de acordo com investigagdes anteriores relatadas na litera-

tura [194-201].

6.2.3 TGA

Medidas de TGA foram realizadas para obter informagdes sobre a estabilidade térmica
das microcdpsulas de HPG-LIP. As curvas termogravimétrica (TG) e termogravimétrica derivada

(DTG) para HPG-LIP obtidas neste estudo sdo mostradas na Figura 15 e 16, respectivamente.

Pode-se perceber nas curvas TG e DTG que os perfis de perda de peso exibiram essenci-
almente trés eventos principais de decomposi¢ao em quatro taxas de aquecimento 5, 10, 20 e
30 °C sob atmosfera de nitrogénio. As curvas de perda de peso foram divididas em trés regides
(Figura 15): regido I (25-200 °C), regido II (200450 °C) e regido III (600-800 °C). A Figura 15

mostra que, na regido I, o HPG-LIP perde massa, a temperaturas abaixo de 100 °C, relacionada
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Figura 15 — TG das amostras do HPG-LIP nas diferentes taxas de aquecimento.
Fonte: a Autora.
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Figura 16 — DTG das amostras do HPG-LIP nas diferentes taxas de aquecimento.
Fonte: a Autora.

a evaporagdo da dgua adsorvida e ligada nas microcdpsulas e representa aproximadamente 5%

da perda de massa total em média das amostras. A regido Il mostra alta perda de massa com o
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aumento da temperatura para HPG-LIP e representa aproximadamente 65% da perda de massa
total na média das amostras. O evento da regido II corresponde a degradagao do HPG-LIP, que
consistiu em varios processos simultaneos, como despolimerizagdo, desidratacdo e decomposi¢ao
das unidades de HPG e LIP. Na regido III, uma ligeira variacdo na massa foi observada apds a

degradacdo térmica do suporte (HPG) e do biocatalisador encapsulado (LIP).

Nas curvas TG e DTG obtidas é possivel observar o ponto no qual houve a maior
perda de material das amostras em diferentes razdes de aquecimento. Este ponto corresponde
a temperatura de maxima degradacdo e foi encontrado para cada amostra conforme pode ser
visto na Tabela 6. A partir das andlises termogravimétricas, foi verificado que a temperatura
de méaxima degradagdo varia em funcao das taxas de aquecimento em cada amostra, sendo que
ha um aumento dessa temperatura com o aumento da razao de aquecimento. De acordo com
Conceicao et al. (2007), uma explicacdo plausivel para este comportamento € que a distribui¢ao
de calor na amostra se torna menor com o aumento da taxa de aquecimento [202]. Logo, sdo
necessdrias temperaturas mais elevadas para conseguir distribuir uniformemente o calor na
amostra e alcangar a sua temperatura de degradacdo [202]. Assim, as curvas TG sdo deslocadas

para valores mais altos de temperatura devido a transferéncia de calor [175,202].

Tabela 6 — Temperatura de maxima degradacdo para cada amostra em diferentes taxas de
aquecimento e energia de ativacao das amostras.

Amostras/ Temperatura (°C) E4 (kJ /mol)
taxas de aquecimento () 5°C/min  10°C/min 20°C/min 30°C/min Kissinger Ozawa
HPG-LIP 337,1 348,2 366,1 370,9 1524 154,8

Com o prop6sito de determinar a energia de ativagdo aparente (E4) que representa a
energia necessdria para iniciar a quebra da espinha dorsal das cadeias de HPG-LIP, foram
empregados o método de Kissinger e o método de Ozawa. Os gréficos presentes nas Figuras 17 e
18 foram construidos com base nos dados experimentais adequadamente aplicados as Equacdes
39 e 40, respectivamente. Com os parametros descritos nos graficos dispostos nas Figuras 17 e
18 foram obtidas as E4 através dos dois métodos. A Tabela 6 apresenta as energias de ativacdo

das amostras calculadas pelos diferentes métodos.
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Figura 17 — Grifico referente a regressao linear do método de Kissinger para determinacao da

energia de ativacao para degradacdo térmica do HPG-LIP.
Fonte: a Autora.
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Figura 18 — Grifico referente a regressao linear do método de Ozawa para determinagdo da

energia de ativagdo para degradacao térmica do HPG-LIP.
Fonte: a Autora.
Comparativamente, pode-se verificar que os valores da E4 obtidos pelos métodos de
Kissinger e de Ozawa sdo muito proximos. Esse resultado sugere que independentemente da

metodologia usada nesse trabalho para a defini¢do da energia de ativagdo, cada amostra apresenta
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praticamente a mesma estabilidade térmica.

Para este estudo, ambos os métodos escolhidos mostraram 6tima concordancia quando
empregados para determinar as energias de ativacdo das amostras. De maneira geral, € possivel
observar também que os coeficientes de correlagdo obtidos sdao de boa qualidade e indicam que

os modelos cinéticos empregados neste trabalho se aproximam bem dos processos reais.

Uma vez que as microcapsulas de HPG propostas se destinam ao uso em processos de
biotecnologia, o HPG-LIP € totalmente estdvel em torno da temperatura de atividade ideal para

LIP imobilizada em reator de leito fixo, que normalmente varia entre 52 °C e 68 °C [203].

6.2.4 Eficiéncia do encapsulamento (EE) da LIP

Na producdo de microcdpsulas por meio da técnica microfluidica, a EE € frequentemente
dependente da taxa de fluxo e da composic@o do polimero. Foram investigados a influéncia das
condi¢des de taxa de fluxo, bem como, das composi¢des de HPG nos resultados da eficiéncia de
encapsulamento da LIP, a fim de compreender de forma abrangente as capacidades do dispositivo

microfluidico para esta aplicagdo.

Conforme pode ser observado na Figura 19, a EE da LIP em torno de 85% foi significati-
vamente afetada pela composicdo de HPG e pela taxa de fluxo da célula microfluidica. A razdo
para isso € a capacidade limitada de interacdo entre a LIP hidrofébica e o HPG em altas concen-
tracOes de polimero e taxas de fluxo, respectivamente. De acordo com a Figura 19, a capacidade
maxima de LIP que pode ser encapsulada é de aproximadamente 85% em relagcdo a concentracio
de HPG de 10% em peso e taxa de fluxo total de 1,0 mL/h. Apds o encapsulamento, a atividade
especifica da LIP pode ser completamente recuperada (100 4= 2%) para as microcdpsulas de
HPG-LIP. A explicagdo mais provavel para isso € um encapsulamento mais completo e rapido
da LIP nas microcdpsulas de HPG, minimizando as intera¢des prejudiciais entre a proteina e a

dgua no processo.

As condi¢des de operacao adequadas da célula microfluidica para obter a efici€ncia
maxima de encapsulamento foram alcancgadas pelo uso de redes neurais artificiais (RNAs). Em
particular, as RNAs foram usadas para otimizar os parametros apropriados da célula microfluidica
com o propésito de aumentar o rendimento da producao de microcdpsulas de HPG-LIP. Em
seguida, o efeito de varidveis independentes, como concentracao de HPG (% em peso), taxa de

fluxo microfluidico (mL/h) e carga de LIP (% em peso) na EE e na atividade de encapsulamento da
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Figura 19 - Influéncia da composicdo de HPG e taxa de fluxo na eficiéncia de encapsulagdo de
LIP. Os dados foram obtidos a temperatura ambiente (20 °C).
Fonte: a Autora.

LIP foram investigados. Conforme os resultados obtidos, os parametros celulares microfluidicos
para imobiliza¢do da LIP otimizados pela RNA foram: concentracdo de HPG de 10% em peso,

carga de LIP de 20% em peso e taxa de fluxo total na célula microfluidica de 1,0 mL/h.

A Figura 20 apresenta a andlise de regressao obtida com a finalidade de determinar a

relacdo entre os alvos (dados experimentais) com a rede de saida (valores de previsdo) sob uma
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condicdo otimizada. O gréfico da figura mostra que a rede € capaz de prever eficientemente a EE
e AR no processo microfluidico, devido a um alto coeficiente de correlagio (R% = 0,9983/R%,

=0,99595) entre os valores experimentais e previstos pela rede.
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Figura 20 — Comparagdo entre os valores experimentais e previstos da eficiéncia de
encapsulamento (EE) (a) e da atividade relativa (AR) (b) pela RNA-MLP.
Fonte: a Autora.
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6.3 Determinacao dos parametros cinéticos da LIP

Assumindo que a reag@o de hidrélise de pNPL pela LIP encapsulada obedeceu a cinética
de Michaelis-Menten, a constante de Michaelis aparente (K,,;) e a velocidade méaxima (V)
foram calculadas por regressao linear. A linha reta da Figura 21 mostra os graficos de Lineweaver-
Burk da LIP livre e do HPG-LIP. O pardmetro cinético de acordo com a Figura 21 foi tabulado
na Tabela 7 com o coeficiente de correlagio de Pearson (R?) da reagdo de 0,995. Apés a
imobiliza¢do, o valor de K, diminuiu ligeiramente (Tabela 7), indicando uma boa preservagao
da afinidade entre HPG-LIP para o substrato pNPL. Além disso, a taxa de reacdo maxima (V,,,4y)
e o nimero de turnover (K.q,) do HPG-LIP foram significativamente maiores do que o para
a LIP livre (Tabela 7). A eficiéncia catalitica (K., /K,,) do HPG-LIP aumentou mais de 20
vezes, em comparacdo com a da enzima livre (LIP). A maior eficiéncia catalitica observada de
HPG-LIP pode ser atribuida ao confinamento molecular da LIP dentro das microcdpsulas HPG,
que € um efeito combinado de altas frequéncias de colisdo entre as moléculas de substrato e
uma interacao significativa entre a LIP e a parede da microcdpsula [204]. Vale ressaltar que as
constantes cinéticas K, e V,,;, para LIP livre e HPG-LIP foram determinadas testando-as em
varias concentracOes de substrato pNPL, conforme descrito na se¢do de materiais € métodos

(secdo 5.5.1).

Tabela 7 — Pardmetros cinéticos da hidrélise de pNPL usando HPG-LIP.

Parametros cinéticos HPG-LIP LIP

Vinge (UM - min~—") 10,66 0,50
K,,(mM) 115494  1164,32
Keq (min~1) 2282,65 107,07
Kear | Kin 1,98 0,09

6.4 Determinacdo da atividade da LIP

Foi verificada a influéncia da temperatura e do tempo na atividade da LIP imobilizada.
ApOs o ensaio da atividade da LIP imobilizada ser realizado no reator batelada foi possivel
calcular os valores da atividade da enzima de acordo com a Equacdo 41, sabendo-se que o
volume de KOH gasto na titulacdo de controle foi igual a 3,1 mL. Os resultados das atividades
hidroliticas da LIP medidas em varias temperaturas, variando de 25 °C a 60 °C, e em diferentes

tempos de reacdo, entre 20 min e 200 min, sdo mostrados na Figura 22.
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Figura 21 — Graficos Lineweaver—Burk para a LIP livre (a) e para o HPG-LIP (b).
Fonte: a Autora.

A partir da observacao da Figura 22, é possivel constatar que a temperatura e o tempo de
reacdo tém efeitos bastante significativos na a¢ao da LIP. Pode-se observar que, de maneira geral,
em todas as condi¢des experimentais houve uma diminuicao continua da atividade da LIP em

fun¢do do tempo. Este efeito € mais pronunciado em condi¢des de alta temperatura.

Com base nos resultados obtidos, pode-se notar que, quando a temperatura de reagdo foi
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Figura 22 - Efeitos da temperatura na atividade da LIP imobilizada ao longo do tempo de
reacao.
Fonte: a Autora.
de 25 °C a 40 °C, no tempo de 20 min, houve um aumento considerdvel na atividade da LIP
imobilizada em cerca de 50%. Assim, 40 °C e 20 min correspondem a temperatura e tempo
Otimos para atividade da LIP imobilizada nas condi¢des estabelecidas no ensaio. Resultados
semelhantes foram relatados por Ting et al. (2006), uma vez que eles encontraram 40°C como a
temperatura 6tima para a LIP de Candida rugosa imobilizada em quitosana [205]. Nos estudos
de Nie et al. (2006) utilizando LIP de Candida sp. imobilizada em uma membrana téxtil e de
Kabbashi et al. (2015) empregando a LIP de Candida cylindracea imobilizada em suporte de
carvao ativado, a temperatura 6tima obtida também situava-se em torno de 40°C [206, 207].
No trabalho de Yong et al. (2008), a lipase de Candida rugosa, imobilizada em microesferas

magnéticas hidrofilicas, apresentou a temperatura ideal na faixa de 35 — 40 °C [208].

Em relagdo a LIP de Candida rugosa livre, de acordo com Ting et al. (2006), a tempe-
ratura 6tima é de 35 °C [205]. Comparando as temperaturas 6timas da enzima imobilizada e
livre, pode-se observar que a enzima imobilizada apresentou aumento de 5 °C na temperatura
6tima, o que sugere que a LIP apresentou melhor resisténcia a inativacdo quando imobilizada no
suporte de HPG [205]. Esse resultado foi causado por alteragcdes nas propriedades da LIP devido

ao método de imobilizacao empregado.

E perceptivel ainda, nesse estudo, que a atividade da LIP imobilizada ndo foi muito
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afetada em temperaturas abaixo de 40 °C. Por outro lado, a atividade da enzima foi claramente
modificada na temperatura de 60 °C, apresentando valores baixos, especialmente em tempos
maiores que 45 min. Esse fato pode ser explicado devido as altas temperaturas de reagdo

ocasionarem a desativacao térmica da LIP [209-211].

6.5 Reutilizacdo de HPG-LIP

A vantagem mais 6bvia das microcdpsulas de HPG-LIP sobre a LIP livre € que elas podem
ser reutilizadas, resultando em custos de produ¢do mais baixos. A capacidade de reutilizacdo
foi investigada conduzindo os experimentos de acordo com o protocolo de ensaio de atividade.
Os dados de reutilizagdo de HPG-LIP sdao mostrados na Figura 23. Pode-se verificar na figura
que a atividade diminui gradualmente ap6s 12 ciclos de hidrélise de pNPL. Apés 10 ciclos de
hidrélise repetida de pNPL, a atividade de HPG-LIP ainda permanece em 81,5%. O tamanho dos
poros torna-se gradualmente maior apds o uso repetido, resultando no aumento do vazamento da
LIP e reducdo da atividade do HPG-LIP [114]. Presume-se neste trabalho que a estrutura das
microcdpsulas de HPG-LIP € altamente estdvel e, portanto, parece minimizar o vazamento de

LIP, levando a um maior rendimento apds vdrios ciclos.
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Figura 23 — Capacidade de reutilizacdo do HPG-LIP.
Fonte: a Autora.
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6.6 Caracterizacao do OCB

6.6.1 FTIR

A Figura 24 mostra o espectro de infravermelho da amostra de OCB. As bandas de
absor¢ao presentes nesse material sdo claramente identificadas e podem ser vistas na Tabela 8.
Face aos resultados encontrados, pode-se salientar que o espectro do 6leo de coco apresenta
bandas caracteristicas de absor¢do para triglicerideos comuns, conforme o esperado e relatado

nos trabalhos cientificos dispostos na literatura [212-215].
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Figura 24 - Espectro de infravermelho da amostra de 6leo de coco.
Fonte: a Autora.
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Tabela 8 — Frequéncias e informacdes do espectro FTIR do 6leo de coco.

Frequéncia (cm™") Grupo funcional/Modos de vibracao
2962 Vibragdo de alongamento do grupo CHj alifatico
2924 Vibragdo de alongamento assimétrico do grupo CH, alifético
2852 Vibracao de alongamento simétrico do grupo CH, alifatico
1743 Vibracdo de alongamento do grupo de éster de carbonila C = O
1465 Vibragdes de flexao do grupo alifatico CH;
1417 Vibragoes oscilantes de ligacdes = CH de olefinas cis-dissubstituidas
1377 Vibragoes de flexdao do grupo CH3
1238 Vibragdo de alongamento do grupo C — O em éster
1160 Vibragao de alongamento do grupo C — O e vibragao de flexao do grupo CH,
1110 Vibracdo de alongamento do grupo C — O
962 Vibragdo de flexdo fora do plano de olefinas trans HC = CH
872 Vibragéo do grupo = CH;
721 Sobreposi¢do da vibragdo oscilante CH, e vibracdo fora do plano de olefinas cis HC = CH

Fonte: ROHMAN, A. et al. [212], GUILLEN, M. D.; CABO, N. [213,215], VLACHOS, N. et al. [214].

6.6.2 TGA

O processo de decomposi¢do térmica do OCB foi investigado no intervalo de temperatura
de 25 °C a 800°C em quatro taxas de aquecimento. As Figuras 25 e 26 apresentam as curvas TG e
DTG, respectivamente, obtidas sob atmosfera de nitrogénio nas diferentes razdes de aquecimento

para as amostras de OCB.
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Figura 25 — TG das amostras do 6leo de coco nas diferentes taxas de aquecimento.
Fonte: a Autora.
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Figura 26 — DTG das amostras do 6leo de coco nas diferentes taxas de aquecimento.
Fonte: a Autora.

Como pode ser observada nas Figuras 25 e 26, a decomposi¢do térmica das amostras de
6leo de coco nas diferentes taxas de aquecimento mostrou um padrao de degradacio anédlogo.
Pode-se verificar que houve um deslocamento do perfil da curva (Figura 25) com o aumento da
taxa de aquecimento. Para essa amostra a degradacdo térmica ocorreu, claramente, em um unico
estdgio na regido de temperatura entre 250 °C e 500 °C. Na temperatura de aproximadamente 257
°C ocorre o inicio da degradagdo térmica no 6leo de coco [68,216]. A partir dessa temperatura,
o hidrocarboneto oxigenado comeca a se decompor lentamente em hidrocarbonetos volateis de
baixo peso molecular, monéxido de carbono e diéxido de carbono [68,216,217]. De acordo
com Kumar, Shill e Chatterjee (2020), a degradacdo térmica do 6leo de coco acontece em uma
temperatura bem superior as temperaturas de ponto quente previstas para o transformador, sendo
assim, € possivel utilizar o 6leo de coco no transformador em aumentos de temperatura similares

aos aumentos dos fluidos baseados em éster natural [68].

A fim de determinar a £4 do OCB foram utilizados o método de Kissinger e 0 método de
Ozawa. As Figuras 27 e 28 apresentam os graficos construidos para uma série de experimentos
em diferentes taxas de aquecimento, utilizando as Equacdes 39 e 40, respectivamente. A partir

dos parametros dispostos nos gréficos, foi possivel obter a E4 através dos dois métodos. A Tabela
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9 apresenta as energias de ativagdo das amostras calculadas pelos diferentes métodos para o

OCB.

Pode-se constatar que os valores da E4 obtidos pelos métodos de Kissinger e de Ozawa
sdo bem parecidos. Além disso, os valores de correlagdo de ajuste de curva sio de qualidade,
indicando assim, que os métodos usados neste estudo apresentam boa concordancia com os
valores reais. Os resultados encontrados para o 6leo de coco, neste trabalho, estdo dentro da faixa

de energia de ativacao obtidos no estudo de degradacao térmica de 6leos vegetais relatados na

literatura [217,218].
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Figura 27 — Grifico referente a regressao linear do método de Kissinger para determinacao da
energia de ativacao para degradacdo térmica do 6leo de coco.
Fonte: a Autora.

Tabela 9 — Temperatura de mdxima degradacdo para cada amostra em diferentes taxas de
aquecimento e energia de ativacao das amostras.

Amostras/ Temperatura (°C) Es (kJ /mol)
taxas de aquecimento (¢)

5°C/min  10°C/min  20°C/min 30°C/min Kissinger Ozawa
Oleo de Coco 377,0 389,3 399,4 402,8 235,1 2340
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Figura 28 — Grifico referente a regressao linear do método de Ozawa para determinacdo da
energia de ativacao para degradacdo térmica do 6leo de coco.
Fonte: a Autora.

6.7 Reagdes de transesterificacdao

6.7.1 Estudos Preliminares

A fim de determinar a quantidade de catalisador a ser utilizada no experimento foi
realizado um estudo inicial. Para isso, as quantidades de 6leo e etanol foram mantidas fixas, na
proporg¢ao estequiométrica da reagdo (relacao dleo: etanol igual a 1:3) e variando a quantidade
de catalisador entre 2 a 10% (m/m), na temperatura de 40 °C durante 60 min. A Figura 29
apresenta a segunda derivada dos espectros FTIR nas diferentes condi¢des mencionadas. Foi
considerado que o aumento da concentracao resulta em um aumento na intensidade da banda
negativa referente ao pico préximo a 1740 cm~!. A partir da observagio desses graficos, é
possivel notar que houve uma maior intensidade no pico do espectro relativo a 2% (m/m) de
catalisador, sendo assim, foi utilizada essa quantidade de catalisador nas proximas etapas do

trabalho.

6.7.2 Reagdes de transesterificacao

A transesterificacdo de 6leos vegetais utilizando alcodis possibilita a ocorréncia de

mudancas nas caracteristicas da mistura, como por exemplo, a redu¢do da viscosidade. Conforme
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Figura 29 - (a) Espectros de absor¢do das reagdes de transesterificacdo variando a quantidade

de catalisador em 2, 5, 7 e 10% (m/m) na temperatura de 40 °C durante 1 he (b) a
segunda derivada dos espectros de absorcao reportados em (a).

Fonte: a Autora.

descrito anteriormente (6.7.1), o pico de absor¢do utilizado para monitorar as reagdes foi o

préximo a 1745 cm~!. As Figuras 30 a 35 apresentam os espectros de infravermelho obtidos

durante as reagdes de transesterificacdo. Como pode ser visto, os espectros foram obtidos usando

a segunda derivada com filtro Savitzky-Golay.
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Figura 30 - (a) Espectros de absorcao da reacdo de transesterificagdo com propor¢ao molar
entre 6leo e etanol de 1:5 e tempo de reacdo de 60 min (b) a segunda derivada dos

espectros de absorcao reportados em (a).
Fonte: a Autora.
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Figura 31 - (a) Espectros de absor¢ao da reacdo de transesterificagdo com propor¢ao molar
entre 6leo e etanol de 1:5 e tempo de reagcdo de 120 min (b) a segunda derivada dos
espectros de absorcao reportados em (a).

Fonte: a Autora.
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Figura 32 - (a) Espectros de absorc¢ao da reacdo de transesterificagdo com propor¢do molar
entre 6leo e etanol de 1:10 e tempo de reacido de 60 min (b) a segunda derivada dos
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Figura 33 — (a) Espectros de absorcdo da reacdo de transesterificagdo com propor¢ao molar
entre 6leo e etanol de 1:10 e tempo de reagao de 120 min (b) a segunda derivada
dos espectros de absor¢do reportados em (a).
Fonte: a Autora.
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Figura 34 — (a) Espectros de absor¢do da reacdo de transesterificacdo com propor¢dao molar
entre 6leo e etanol de 1:15 e tempo de reagdo de 60 min (b) a segunda derivada dos
espectros de absorcao reportados em (a).
Fonte: a Autora.
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Figura 35 — (a) Espectros de absorcdo da reacdo de transesterificagcdo com propor¢dao molar
entre 6leo e etanol de 1:15 e tempo de reagao de 120 min (b) a segunda derivada
dos espectros de absor¢do reportados em (a).
Fonte: a Autora.

Os espectros apresentados nas Figuras mostram as bandas de absor¢do referentes a
carbonila em torno de 1740 cm~!. Como podem ser obervados nas Figuras, as concentracdes do
produto aumentaram a medida que a reacdo progredia. A reacdo que apresentou maior conversiao
foi a presente na Figura 30 com proporcao molar entre 6leo e etanol de 1:5 e tempo de reagdo de

60 min.
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7 Conclusoes

Este estudo teve como finalidade melhorar as caracteristicas de transferéncia térmica do
OCB, levando em conta o desenvolvimento de reacdes ambientalmente amigédveis pela utilizagao
da catélise enzimdtica, para a obten¢ao de fluidos isolantes utilizados em MEP, em particular
TDP. Desta forma, para atingir os objetivos desta Tese, primeiramente, foi empregado o método
microfluidico para encapsular a LIP em microcdpsulas de HPG e foi realizada a caracterizagao

desse material e também do 6leo de coco.

Neste trabalho, foi possivel demonstrar com sucesso o potencial da tecnologia baseada
na microfluidica para produzir microcdpsulas de HPG-LIP. A abordagem microfluidica permitiu
projetar microcapsulas de HPG com propriedades direcionadas aprimoradas, incluindo alta

eficiéncia de encapsulacao da LIP, monodispersidade, baixa porosidade e alta estabilidade.

Uma RNA-MLP foi utilizada para modelar e prever o processo de microencapsulacdo da
LIP. O modelo RNA-MLP mostrou boa concordancia com os dados experimentais. Os parametros
celulares microfluidicos para imobilizacdo da LIP otimizados pela RNA foram os seguintes:
concentracao de HPG de 10% em peso, carga de LIP de 20% em peso e taxa de fluxo total
na célula microfluidica de 1,0 mL/h. Sob essas condi¢des de operagao foi possivel obter uma
EE de 85% e AR de 100%, sendo essas as caracteristicas mais importantes das microcdpsulas
sintetizadas. O alto valor do coeficiente de correlagdo (R% E= 0,9983/Rf‘ » = 0,99595) entre os
valores experimentais de EE/AR e os resultados do modelo provaram que a RNA criou uma

previsdo razoavel.

As microcdpsulas de HPG-LIP sintetizadas apresentaram forma esférica, superficie ru-
gosa e possuiam didmetro médio de 29 um com distribui¢do de tamanho monomodal. O K,
aparente e o V4 aparente do HPG-LIP foram 1,13814 mM e 0,49 U/mg, respectivamente. A
atividade catalitica das microcdpsulas de HPG-LIP foi analisada e verificou-se que elas apresen-
taram melhor estabilidade térmica do que a LIP livre. Os estudos de reutilizacio mostraram que
a LIP imobilizada perdeu pouca atividade quando submetida a usos repetidos e, mesmo apds 10
ciclos de hidrdlise do pNPL, a atividade permaneceu em 81,5%. Este resultado confirmou que as

microcdpsulas HPG-LIP apresentaram boa durabilidade em uso repetido.

De maneira geral, esta pesquisa mostra que o HPG tem um grande potencial para produzir

microcdpsulas de HPG-LIP por meio da técnica microfluidica para processos de biotecnologia.



84

Tendo em vista os resultados obtidos, as microcdpsulas de HPG-LIP desenvolvidas foram
utilizadas como catalisadores enzimaticos nas reagdes de sintese para obtenc¢ao do biofluido do
OCB em reator batelada. O biofluido do OCB é um material ambientalmente seguro para os seres
humanos e para o meio ambiente e pode ser usado em aplicagdes que envolva a refrigeragcdo
de TDP. O biofluido se constitui uma alternativa promissora para producdo de fluidos com
propriedades isolantes elétricas com potenciais aplicacdes na elétrica de poténcia. Portanto,
espera-se que o desenvolvimento de biofluidos de OCB possibilite a geracdo de um material
inovador, competitivo e que, possivelmente, superem os 6leos isolantes de origem petroquimica

em termos de suas propriedades fisico-quimicas e sustentabilidade ambiental.
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8 Perspectivas futuras

1) Estudo das propriedades fisico-quimicas do biofluido produzido, tais como, a viscosi-
dade cinematica (ASTM D 445), massa especifica a 20°C (ASTM D 4052), ponto de fulgor vaso

fechado (ASTM D 93) e teor de ésteres por cromatografia gasosa.

2) Avaliar a qualidade do biofluido isolante de OCB quanto as suas caracteristicas
elétricas, segundo os pardmetros contidos nas normas American Society for Testing and Materials

(ASTM) da Engenharia Elétrica de Poténcia.

3) Empregar as condicdes reacionais investigadas para a producdo enzimatica de ésteres

metilicos em escala piloto.

4) Utilizar as condi¢Oes reacionais investigadas em laboratdrio e em escala piloto para a

produc¢do enzimatica do biofluido em escala industrial.

5) Realizar uma andlise econdmica da producdo de biofluido comparando o processo de
esterificacdo de Fischer (catdlise quimica convencional) € o processo enzimédtico adotado nesse

trabalho.

6) Estudar a producdo do biofluido em reator continuo de fluxo pistonado.
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