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Neste trabalho foi investigada a produção do palmitato de frutose protegida catalisada por 

lipases, tendo-se como substratos o 2,3:4,5-O-diisopropileideno-β-D-frutopiranose (DAF) e o 

ácido palmítico (AP). A síntese foi realizada em sistema em batelada e em fluxo contínuo 

catalisada por biocatalisadores imobilizados comerciais em suporte sólido e pela lipase Cal B 

estruturada em micela reversa imobilizada em organogel. As reações em sistema em batelada 

foram otimizadas através de planejamentos experimentais. Conversões de 90% de palmitato 

de DAF foram obtidos pela enzima Lipozyme RM IM a 60°C, razão molar 1:1 entre 

substratos, 250 mg de enzima, em 24h de reação em sistema em batelada. Em condições de 

fluxo contínuo, valores semelhantes foram encontrados em 48 min. Um resíduo de ácidos 

graxos oriundo da indústria de refino de óleo de palma foi utilizado como matéria-prima para 

a produção de palmitato de DAF em sistema de fluxo contínuo com a enzima RM IM, 

obtendo-se 90% de conversão em concentração de até 500 mM de substrato, agregando-se 

valor ao produto final.  A síntese do palmitato de DAF catalisada pela enzima Cal B 

estruturada em micela reversa imobilizada em gel de HPMC gerou resultados de até 90% de 

conversão em concentrações de substrato de 5 mM com até 0,6 mg de lipase nos dois sistemas 

reacionais avaliados. 

Palavras-chave: lipases, palmitato de frutose protegida, batelada, fluxo contínuo, micela 

reversa, organogel. 
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In this study, we investigated the production of protected palmitate fructose catalyzed by 

immobilized lipases having the substrate as 2,3:4,5 -O- diisopropileideno - β -D- 

fructopyranose ( DAF ) and palmitic acid (PA). The synthesis was performed in batch system 

and continuous flow catalyzed by commercial biocatalysts immobilized on solid support and 

the lipase B Cal structured in reverse micelle immobilized organogel. Batch reactions were 

optimized using experimental designs whereas 90% of DAF palmitate conversion was 

obtained by RM IM at 60°C, under molar ratio 1:1 of substrates, 250mg of biocatalyst and 24 

hours of reaction time. Under continuous flow conditions , similar values were found in 48 

min . A fatty acid residue from palm oil refining industry was applied as raw material for the 

production of DAF palmitate under continuous flow system with enzyme RM IM, where 90% 

of conversion was achieved at concentrations up to 500 mM substrate , adding value to the 

final product. The Synthesis of DAF palmitate catalyzed by cal B lipase in reverse micelles 

and nanostructured in organogels of HPMC were able to generate results in 90% conversion 

of substrate concentrations of 5 mM with 0.6 mg of lipase in the two reaction systems 

evaluated. 

Keywords: lipases, palmitate protected fructose, batch, continuous flow, reverse micelle, 

organogel. 
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CAPÍTULO 1 

INTRODUÇÃO 

 

1.1. Introdução 

 

A indústria química mundial tem contribuído imensamente para a melhoria 

da qualidade de vida da humanidade, mas está sob crescente pressão para alterar as atuais 

práticas de trabalho em favor de alternativas mais ecológicas. A biotecnologia é uma dessas 

promissoras alternativas à indústria química tradicional, que atende aos apelos ambientais 

(GAVRILESCU; CHISTI, 2005). 

Recentemente um grande interesse tem-se voltado aos ésteres de ácidos graxos 

provenientes de açúcares, usualmente chamados de ésteres de açúcar. Estas moléculas 

despertam interesse, por serem tensoativos não-iônicos, biodegradáveis e que possuem boa 

propriedade emulsificante, estabilizante e quando aplicados em alimentos aumentam a sua 

vida de prateleira. Estes compostos, quando produzidos por via enzimática e de fontes 

renováveis são inodoros, não possuem gosto, são atóxicos e não são irritantes à pele e aos 

olhos, por isso têm aplicação em inúmeras áreas, incluindo farmacêutica, cosmetológica e 

indústria alimentícia (CSÓKA et al, 2005).  

Os ésteres de ácido graxo derivados da frutose apresentam algumas vantagens em 

comparação aos ésteres comerciais de sacarose como boas propriedades de superfície e 

valores de tensão interfacial (SOULTANI et al., 2003). Monoésteres de frutose também têm 

ação bacteriostática podendo ser utilizados na inibição da proliferação de bactérias causadoras 

de cárie, portanto com aplicabilidade em creme dental (WATANABE et al, 2000). 

O interesse na produção de ésteres contendo moléculas de açúcar e ácido graxo 

intensifica-se devido à necessidade da utilização de fontes renováveis em prol da química 

sustentável. Óleos e gorduras, por exemplo, são ricos em ácidos graxos que em muitas 

indústrias são rejeitos de processo (RAHMAN et al, 1997). Uma alternativa viável é utilizar 

esses materiais que são obtidos de fontes naturais como matérias-primas nas indústrias 

químicas, farmacêuticas e alimentícias agregando dessa maneira, valor a esses resíduos. 

Os métodos químicos para a síntese de ésteres de açúcar exigem a utilização de altas 

temperaturas na presença de catalisadores alcalinos, resultando em um alto consumo 

energético e na formação de subprodutos indesejáveis devido à baixa seletividade e utilização 

de solventes tóxicos (YAN et al, 2001). Consequentemente, nem todos os ésteres
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 quimicamente produzidos são permitidos para aplicação em alimentos, cosméticos e produtos 

farmacêuticos (HILL; RHODE, 1999). 

Os ésteres de carboidratos e ácidos graxos podem ser sintetizados enzimaticamente 

evitando os problemas gerados na síntese química (SARNEY; VULFSON, 1995).  O emprego 

de enzimas como biocatalisadores é uma alternativa promissora para a química sintética 

tradicional (FERNANDEZ-LAFUENTE, 2010). Para estabelecer um processo de 

biotransformação eficaz, faz-se necessário o estudo detalhado dos fatores que influenciam o 

desenvolvimento e a otimização do mesmo (AIRES-BARROS, 2002).  

Os solventes mais comumente utilizados com o intuito de evitar reações paralelas de 

hidrólise na esterificação enzimática de açúcares são dimetilformamida e piridina (FERRER 

et al., 1999). Estes solventes possuem alta toxicidade (TAI; BRUNNER, 2009) e geram um 

aumento da hidrofobicidade no sistema reacional, minimizando a solubilidade dos açúcares e 

a atividade enzimática (HUMEAU et al, 1998; DEGN; ZIMMERMANN, 2001). Dessa 

maneira, a maioria das esterificações enzimáticas necessita de um longo tempo de incubação.  

Uma alternativa para solucionar esse problema é a redução da polaridade dos carboidratos 

através de acetais que aumentam a solubilidade da molécula no meio melhorando as taxas 

reacionais, muitas vezes com a necessidade de menores tempos de contato (ADELHORST et 

al, 1990; DE GOEDE et al, 1994). 

A escolha de um solvente orgânico apropriado que maximize a atividade enzimática 

gerando uma boa solubilização de ambos os substratos também é um fator importante a ser 

considerado na esterificação enzimática (CASTILLO et al, 2003). Porém, a característica 

principal das lipases reside no fato delas não atuarem no interior da fase orgânica e sim na 

interface óleo/água ou na interface solvente apolar, como isooctano/água (ZOUMPANIOTI et 

al, 2006). Como alternativa, sistemas micro heterogêneos tais como microemulsões água em 

óleo (A/O), conhecidos como micelas reversas, têm sido propostos (XENAKIS et al, 2009). 

Micelas reversas possuem grande área interfacial que fornece um domínio aquoso onde as 

enzimas podem ser acomodadas, uma interface onde o sítio ativo das enzimas pode ser 

ancorado, e de uma fase orgânica não-polar, onde substratos e/ou produtos hidrofóbicos 

podem ser dissolvidos (XENAKIS et al, 2009; STAMATIS et al, 1999). Além disso, são 

termodinamicamente estáveis e opticamente transparentes. Assim, as micelas reversas 

tornam-se microreatores versáteis onde as lipases podem ser incorporadas tornando-as solúvel 

em meio orgânico sem a redução da sua atividade catalítica (LUISI; LAANE, 1986).  
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Os processos enzimáticos podem ocorrer em diferentes tipos de biorreatores, sejam 

eles em condições de batelada ou em fluxo contínuo. A utilização de lipases em reator em 

batelada, pode em alguns casos trazer prejuízos reacionais devido às perdas de proteína 

geradas por cisalhamento do suporte da enzima, devido ao sistema de agitação utilizado nesse 

tipo de reator, o que implica no aumento do custo do processo (WANDREY et al, 2000; 

CHARTRAIN et al, 2001). Para fins industriais, o sistema de fluxo contínuo apresenta 

vantagens sobre os reatores em batelada, como o maior controle de processo, alta 

produtividade e melhoria da qualidade, pureza e rendimento reacional. Dentre os diversos 

tipos de reatores que podem ser utilizados em sistemas contínuos, destacam-se os reatores de 

leito fixo que apresentam baixo custo, facilidade de construção, operação e manutenção. 

 Dentro deste contexto, foi estudada a esterificação enzimática do derivado da frutose, 

o 2,3:4,5-O-diisopropileideno-β-D-frutopiranose com o ácido palmítico em meio orgânico 

catalisada por lipases imobilizadas comerciais e em micelas reversas imobilizadas em 

organogel em sistema batelada e em fluxo contínuo objetivando a produção de palmitato de 

frutose protegido.  A utilização da frutose protegida como substrato na síntese de éster da 

frutose por via enzimática é inédito, contemplando assim essa lacuna na literatura.  

 

1.2.  Objetivo geral 

 

O objetivo geral do presente trabalho é estudar a produção de palmitato de frutose 

protegido catalisada por lipases imobilizadas comerciais e lipases imobilizadas em micelas 

reversas. 

 

1.3.  Objetivos específicos  

 

 Avaliar a solubilidade dos carboidratos utilizados como substrato em meio orgânico; 

 Avaliar as lipases comerciais livres e imobilizadas para a esterificação do ácido 

palmítico e 2,3:4,5-O-diisopropileideno-β-D-frutopiranose (DAF); 

 Maximizar as condições em sistema batelada (temperatura, massa de enzima e 

concentração de substrato) para a reação de esterificação em heptano entre o DAF e o ácido 

palmítico catalisada por lipases imobilizadas comerciais; 
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 Avaliar a lipase comercial imobilizada de Rhizomucor miehei, em solventes que 

maximizassem a concentração de substrato utilizando resíduo industrial como substrato em 

sistema de fluxo contínuo; 

 Utilizar um resíduo de ácidos graxos (RAG) oriundo de uma indústria de refino de 

óleo de palma como fonte de ácido graxo na esterificação com DAF; 

 Utilizar a lipase de Candida antarctica (Cal B) em micela reversa imobilizada em 

organogel como catalisador na esterificação entre ácido palmítico e DAF; 

 Maximizar as condições reacionais em sistema batelada (temperatura, agitação, 

quantidade de peneira molecular, concentração de substrato e quantidade de enzima) para 

aumento da conversão enzimática, utilizando a enzima em micela reversa imobilizada em 

organogel; 

 Investigar a utilização das lipases imobilizadas comerciais de Thermomyces 

lanuginosus e Rhizomucor miehei e da lipase Cal B em micela reversa imobilizada em 

organogel na reação de esterificação de ácido palmítico e DAF realizada em 

sistema de fluxo contínuo.
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CAPÍTULO 2 

REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1. Química sustentável 

 

A preocupação crescente com o meio ambiente tem gerado uma mobilização das 

indústrias e de órgãos ambientais na busca de processos e produtos ambientalmente seguros 

em prol da sustentabilidade. A utilização de uma matéria-prima renovável contribui 

significativamente para o desenvolvimento sustentável, uma vez que estamos vivendo uma 

era de esgotamento das reservas fósseis e de problemas ambientais com resíduos industriais 

(MEIER et al, 2007).  

Os princípios da química verde estão relacionados diretamente a sustentabilidade da 

indústria química. Eles refletem a necessidade de medidas eficientes para a implantação de 

processos que gerem menos prejuízos ambientais tanto nas universidades quanto nas 

indústrias (TANG et al, 2005).  As estratégias para o desenvolvimento de tecnologias limpas 

para os processos químicos têm como objetivo equilibrar os aspectos econômicos e 

ambientais (ANASTAS; EGHBALI, 2010). 

 Diante do crescimento das exigências ambientais as indústrias se vêem forçadas a se 

adaptarem para atendê-las e conseguirem manter a sua competitividade no mercado. Com 

isso, as aplicações da química verde ganham notoriedade dentro do conceito de 

sustentabilidade à medida que agrega valor aos produtos químicos e estes adquirem a 

preferência de mercado por satisfazerem às exigências de normas ambientais, de segurança e 

qualidade (SOUSA, 2006)  

Para atender os requisitos de uma economia sustentável é de suma importância o 

monitoramento de toda cadeia de produção da indústria, desde o cultivo e processamento da 

matéria-prima, até a destinação dos resíduos gerados. Assim, o beneficiamento dos resíduos, 

bem como a utilização em indústrias químicas e/ou farmacêuticas de uma matéria prima 

renovável tem sido mencionado como componente vital da sustentabilidade.  

Em 2011, a produção mundial de óleo de palma foi estimada em mais de 47 milhões 

de toneladas, em torno de 32% da produção mundial de óleos vegetais (UNITED STATES 

DEPARTMENT OF AGRICULTURE USDA, 2013). O processo de refinamento do óleo tem
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 por objetivo reduzir as impurezas para adequá-lo aos níveis comestíveis. Isto significa que, 

sempre que possível as perdas nos componentes desejáveis são mantidas mínimas para a 

produção de óleo comestível de alta qualidade que atende aos padrões da indústria. Para 

atingir este objetivo são gerados ácidos graxos livres como um subproduto dos processos de 

refinamento físico ou químico como pode ser visualizado no esquema da Figura 2.1. Esse 

resíduo de ácidos graxos pode ser utilizado em sua forma bruta ou purificado pela indústria 

química agregando valor ao mesmo (ITABAIANA et al., 2013a). 

 

Figura 2. 1: Processo de refino do óleo de palma. 

 

Nesse contexto os carboidratos bem como os derivados de óleos vegetais são os 

compostos que reúnem condições ideais para viabilizar o desenvolvimento industrial e 

econômico de produtos orgânicos. 
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2.2. Lipases 

  

2.2.1. Características gerais 

 

Lipases são enzimas classificadas como hidrolases (glicerol éster hidrolases E.C. 

3.1.1.3), capazes de catalisar reações de hidrólise e síntese em grupamentos ésteres de 

diversos compostos. Lipases são encontradas na natureza, produzidas por plantas, animais e 

microrganismos. Elas possuem um papel fundamental nas relações biológicas de lipídeos em 

microrganismos. São requeridas como enzimas digestivas necessárias para mobilização de 

gordura usada como reservatório de fonte de energia. Elas também são envolvidas no 

metabolismo intracelular de lipídeos no funcionamento biológico de membranas. As lipases 

têm sido extensivamente investigadas com relação a suas propriedades bioquímicas e 

fisiológicas (VILLENEUVE et al., 2000). 

A maioria das lipases pode ser ativada pelo fenômeno de ativação interfacial que se 

caracteriza pelo aumento da atividade lipolítica quando a solubilidade do substrato é excedida 

formando uma fase independente. Este fenômeno ocorre na interface água/lipídio e tanto a 

qualidade quanto a quantidade da interface têm papel importante na atividade catalítica dessas 

enzimas (SARDA; DESNUELE, 1958 citado por Paiva et al, 2000). 

Lipases de origem microbiana são amplamente utilizadas em aplicações 

biotecnológicas e em química orgânica (HASAN et al., 2006).  A principal forma de produção 

de lipases tem sido através de processos fermentativos apresentando maior capacidade 

produtiva e custo de obtenção reduzido. Alguns microorganismos utilizados para a produção 

dessas enzimas são fungos do gênero Rhizopus, Aspergillus, Penicillium, Geotrichum e 

Colletotrichum, leveduras do gênero Rhodotorula, Yarrowia, Cândida, Trichosporon, 

Aureobasidium, Saccharomyces e Williopsis e bactérias do gênero Acinetobacter, 

Pseudômonas, Staphylococcus, Bacillus e Serratia
 
(SAXENA et al, 2003; TREICHEL et al, 

2009).
 

O termo estabilidade das lipases já conhecidas depende de sua origem, sendo que as de 

procedência microbiana possuem maior estabilidade térmica
 

(VULFSON, 1994; 

KAZLAUSKAS, BORNSCHEUER, 1998). A temperatura de operação dessas enzimas pode 

variar desde a ambiente até 70°C, mas em sua maioria, possuem uma atividade de ótimo entre 

30 e 40°C. A estabilidade térmica das lipases também dependente da sua massa molecular que 

varia entre 20 a 75 kDa e da faixa de pH relacionada a atividade, variando entre 4 a 9.
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O uso de lipases nas indústrias permite o desenvolvimento de processos tecnológicos 

muito próximos aos eficientes processos executados pela natureza. As lipases constituem o 

mais importante grupo de enzimas com valor biotecnológico, devido à versatilidade de 

aplicações possíveis e facilidade de produção em larga escala (HASAN et al., 2006).
 
Assim o 

interesse industrial por tecnologias enzimáticas vem aumentando gradativamente. As áreas de 

engenharia de proteínas e enzimologia em meios não convencionais, são as principais 

responsáveis por esse avanço as quais ampliaram consideravelmente o potencial de aplicação 

de enzimas como catalisadores em processos industriais. 

 As reações de hidrólise, realizadas pelas lipases atualmente abrangem a maior parte 

das aplicações industriais (indústrias de detergentes e de alimentos), porém a 

transesterificação juntamente com as características enântio e régio seletivas das lipases vêm 

ganhando espaço nos mais diversos campos (indústria farmacêutica, de química fina, de 

cosméticos, oleoquímica, de couros, de polpa e papel e no tratamento de resíduos industriais) 

(CASTILHO et al., 2000). As áreas nas quais a aplicação das lipases vem tendo maiores 

destaques podem ser visualizadas na tabela 2.1
 
(WAKABAYASHI, 2004; BARON, 2003).

  

 

Tabela 2. 1: Algumas áreas e aplicação de lipases (WAKABAYASHI, 2004; BARON, 

2003). 

ÁREA APLICAÇÃO 

Farmacêutica 

síntese de intermediários de fármacos (ex. 

ibuprofeno e naproxeno, fármacos com 

atividade antiinflamatória); resolução de 

misturas racêmicas (ex. síntese de atenolol, 

fármaco anti-hipertensivo) 

Alimentos 
síntese de aromas (ex. maturação de queijos); 

síntese de edulcorantes (ex. aspartame) 

Detergentes 
remoção de manchas de gorduras dos 

tecidos; 

Agroquímica síntese de inseticidas e pesticidas 
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Tratamento de efluentes 
redução do teor de gorduras em efluentes da 

indústria de laticínios 

Oleoquímica 
hidrólise e interesterificação de óleos e 

gorduras 

 

As lipases são ferramentas potentes na catálise de diversas reações por serem estáveis 

e eficientes com diferentes substratos (JAEGER, DIJKSTRA, REETZ, 1999; 

BORNSCHEUER, KAZLAUSKAS, 1998; VILLENEUVE et al, 2000, FREIRE, 

CASTILHO, 2008). Além da hidrólise, as reações ditas "reversas" como esterificação 

(GONÇALVES et al, 2013), interesterificação (LI et al, 2010) alcóolise (NEANG et al, 2013) 

acidólise (BEBARTA et al, 2013), aminólise (STAVILA, LOOS, 2013) lactonização 

(ZHENG et al, 2009) e epoxidação (CORRÊA et al, 2012) têm enorme importância, pois se 

mantém ativas em meios contendo solventes orgânicos (FORESTI, FERREIRA 2007). 

Apesar de triglicerídeos de cadeia longa (com mais de 10 átomos de carbono) serem 

os seus principais substratos, as lipases atuam sobre uma gama de substratos não-naturais 

(ésteres não-lipídicos) e de diversos tamanhos. Essa versatilidade das lipases pelos mais 

diversos substratos sugere que sua estrutura polipeptídica seja flexível e possa adotar 

diferentes conformações dependendo das características físico-químicas do meio, o que 

dificulta a modelagem e previsão de interações estereoquímicas enzima-substrato (COSTA, 

AMORIM, 1999).  

2.2.2. Estrutura e mudança conformacional 

 

 Diversas lipases já foram elucidadas estruturalmente e nos fornecem importantes 

informações com relação ao seu mecanismo de catálise Rhizopus delemar, Geotrichum 

candidum, Humicola lanuginosa, Rhizomucor miehei,  Candida rugosa (hoje conhecida como 

C. cylindraceae), Pseudomonas glumae, Candida antarctica, Chromobacterium viscosum, 

pancreas de cavalo, pancreas humano e bovino (YAHYA et al, 1998). As lipases pertencem a 

família das α/β-hidrolases cujas atividades dependem principalmente de uma tríade catalítica 

usualmente formada por resíduos de Ser, His e Asp ou Glu. A serina como nucleofilo e 

resíduos ácidos de histidina e aspartato ou glutamato. O resíduo de serina usualmente aparece 

num penta-peptídeo conservado Gly-X1-Ser-X2-Gly, onde  X1 é uma Try ou  His. As  α/β-
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hidrolases também incluem enzimas lipolíticas (JAEGER et al, 1999; BORNSCHEUER et al, 

2002). 

Embora as lipases diferenciem-se na sequência de aminoácidos (estrutura primária), 

estas enzimas apresentam uma alta similaridade em sua arquitetura tridimensional (estruturas 

secundária e terciária). No geral as lipases apresentam em sua estrutura, uma folha-β central 

com o residuo de serina ativo em “loop” denominado cotovelo catalítico (Figura 2.2). Acima 

da serina há ou é formada após a ativaçao da enzima uma fissura hidrofóbica. A ativação, 

muitas vezes é um movimento de uma estrutura polipeptídica helicoidal  (α-helice) que age 

como uma ou várias tampas (conhecida como “lid”). Este mecanismo é uma parte da ativação 

interfacial que ocorre acima da concentração micelar critica do substrato e confere a atividade 

catalítica à lipase (SVENDSEN, 2000). O lado da tampa voltado ao sitio catalitico é composta 

por parte hidrofobica, enquanto que o lado oposto é hidrofílico estabilizado pelas interações 

das protreínas da superficie. A reorientação da estrutura da tampa ocorre devido ao aumento 

da hidrofobicidade da superfície na vizinhança do sitio ativo expondo-o. Essa abertura pode 

ser iniciada após a interação com uma interface apolar/polar. Essa interface pode tanto gerar 

inibição à lipase quanto aumentar sua tolerância a inibidores quando presentes em uma 

interface (YAHYA et al, 1998). 
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Figura 2. 2: Estrutura cristalina geral de lipase representada usando a Humicola lanuginosa. 

A folha-β está representada em azul, rodeada por algumas hélices em amarelo, o sítio ativo 

(resíduo de serina) e a tampa em vermelho. (SVENDSEN, 2000). 

 

2.2.3. Mecanismo reacional 

 

O mecanismo das reações catalisadas pelas lipases em reações de hidrólise, 

esterificação ou interesterificação que envolve a participação de dois substratos e dois 

produtos é normalmente descrito pelo modelo Ping-pong Bi-Bi conforme pode ser visualizado 

na Figura 2.3 (GAMA et al, 2003).  O modelo Ping-pong Bi-Bi proposto acontece em dois 

estágios: primeiro, um grupo funcional do primeiro substrato A é removido do substrato pela 

enzima E para produzir uma forma estável da enzima F (E - grupo funcional) e o primeiro 

produto P. No segundo estágio da reação, o grupo funcional é removido da enzima por um 

segundo substrato B para produzir o segundo produto Q (B - grupo funcional), regenerando a 

forma original da enzima, E. 
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Figura 2. 3: Mecanismo Ping-Pong Bi Bi de lipase catalisando reações envolvendo dois 

substratos e dois produtos. A e B: substratos; P e Q: produtos; E, F: enzima livre; FP, EQ: 

formas da enzima capazes de sofrerem reações unimoleculares com liberação de um produto 

(GAMA et al, 2003 citado por Aguieiras, 2011). 

 

A figura a seguir (Figura 2.4), proposta por Rotticci, (2000) descreve o mecanismo de 

catálise da enzima Cal B para uma reação de esterificação.  
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Figura 2. 4: Mecanismo catalítico da lipase de Candida antarctica (Cal B) baseado na tríade 

catalítica. A reação envolve dois estados de transição (TS1 e TS2) e um intermediário acil 

enzima (ROTTICCI, 2000). 

 

A reação ocorre em duas etapas: na primeira etapa, a enzima é acilada pelo substato 1 

para formar um intermediário acil-enzima e o produto 1 é liberado; na segunda etapa, a 

enzima acetilada é então desacilada pelo substrato 2, formando o segundo produto (Figura 

2.4).  

Na tríade catalítica Serina 105 – Histidina 224 – Aspartato 187, inicialmente, o 

oxigênio do grupo hidroxila da Serina ataca o átomo de carbono do grupo carbonila do 

substrato transformando numa ligação simples deixando o átomo de oxigénio com uma carga 

negativa formando dessa maneira um estado de transição de geometria tetraédrica em torno 

daquele carbono, através de pontes de hidrogénio entre o oxiânion e dois grupos NH de 

cadeias principais da Histidina. Com a formação deste estado de transição, ocorre a 

transferência de um próton da Serina para a Histidina. Em parte a carga que se desenvolve no 

estado de transição é neutralizada pelo aspartato. A ligação carbonila é então refeita, com o 

auxílio da forma protonada da Histidina que perde o próton, e dá-se o colapso do 

intermediário tetraédrico com expulsão do produto 1.  A formação do intermediário acil 
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enzima se dá pela ligação covalente do primeiro substrato à Serina. Completa-se assim a etapa 

de acilação. A etapa seguinte, de desacilação, acontece de forma semelhante, mas por ordem 

inversa. Ocorre o ataque nucleofílico à acil-enzima, por parte do reagente álcool (na reação de 

transesterificação) ou da água (na reação de hidrólise) iniciando o processo. Como resultado, 

forma-se mais uma vez com o auxílio da Histidina, de um novo intermediário tetraédrico que 

colapsa com libertação de um segundo produto (éster, na reação de transesterificação, e ácido, 

na reação de hidrólise). Assim a enzima regressa ao seu estado inicial (REBOCHO, 2008).  

 

2.2.4. Biocatálise em meios orgânicos 

 
Antigamente a catálise enzimática se restringia ao emprego de reações em meio 

aquoso. Dessa forma o potencial de utilização das enzimas em síntese orgânica era 

minimizado devido a baixa solubilidade de alguns substratos em água (GARCÍA-JUNCEDA 

et al, 2004). Com o intuito de aumentar a solubilidade de substratos hidrofóbicos iniciou-se a 

utilização de solventes orgânicos em reações enzimáticas (MAY et al, 2002). 

O uso de solventes orgânicos ao invés da água gera uma série de vantagens como a 

mudança do equilíbrio reacional favorecendo a esterificação ao invés da hidrolise, as reações 

competitivas são desfavorecidas prevenindo a decomposição de compostos sensiveis a água, 

as enzimas podem ser recuperadas por operações simples (centrifugação e filtração), as 

enzimas podem exibir maior estabilidade e a especificidade do substrato pode ser alterada 

(PEDERSEN et al., 2002). 

As reações enzimáticas realizadas em solventes são fortemente afetadas pela 

polaridade do meio orgânico. A alta atividade do biocatalisador é atingida em solventes 

relativamente hidrofóbicos, e nenhuma ou baixa atividade é observada em solventes 

relativamente hidrofílicos devido aos efeitos de desnaturação (CASTRO; ANDERSON, 

1995). 

 No entanto a solubilidade de substratos em um meio orgânico pode ser um fator 

limitante a algumas reações. Isso porque moléculas polares, como os carboidratos possuem 

uma baixa solubilidade nesses solventes (ARCOS et al, 1998). Assim, tanto a taxa quanto a 

velocidade reacional na esterificão de carboidratos é diretamente proporcional a solubilidade 

dos mesmos  (OOSTEROM et al., 1996).  
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2.2.5. Solubilidade da frutose em solventes orgânicos  

 

A Frutose é um monossacarídeo (C6H12O6), com os carbonos dispostos em anel, 

encontrada em frutas. A (2R,3S,4R,5R)-2,5-Bis(hidroximetil)oxolane-2,3,4-triol, nome 

IUPAC é também conhecida como levulose, pois uma solução saturada é capaz de 

transformar luz linearmente polarizada em luz circularmente polarizada, com giro vetorial 

para esquerda. Possui massa molar de 180,16 g/mol, é um sólido cristalino branco, densidade 

de 1,59 g/cm³ a 20
0
C e ponto de fusão entre 100 e 104

0
C (VETEC QUÍMICA FINA, 2012). É 

altamente solúvel em água, solúvel em acetona, pouco solúvel em álcool e praticamente 

insolúvel em benzeno, clorofórmio e éter dietílico. 

Como possui um grupo cetona, a frutose é considerada uma cetose,  e também hexose 

por possuir seis átomos de carbono, portanto é uma cetohexose. Tem uma estrutura em anel 

que pode se apresentar em duas formas, como pode ser observado na Figura 2.5. 

 

 

Figura 2. 5: Fórmula estrutural α-D-frutopiranose (a) e α-D-frutofuranase (b). 

 

A Frutose é também popularmente conhecida como ¨açúcar de dieta¨ por ser mais 

doce que a sacarose (FERREIRA, 1995). A frutose está fortemente presente nas uvas e 

também é encontrada em cereais, vegetais e no mel.   

Para que ocorram boas taxas de conversão reacional é necessária uma satisfatória 

solubilização dos substratos. Entretanto, a frutose apresenta baixa solubilidade em solventes 

orgânicos, ex. 10 g.L
-1

 em 2-metil-2-butanol (SCHECKERMANN et al., 1995). Nem todos os 

solventes polares são ideais para as reações de esterificação, aqueles que contêm grupos 

hidroxilas acessíveis podem competir com o substrato. Outros solventes para solubilizar a 

frutose, necessitam de um elevado tempo de contato com o substrato, ex. t-butanol, 24 horas 

em shaker, 55 
0
C, 200 rpm, 100 mM de frutose (FONSECA, 2008).  

http://pt.wikipedia.org/wiki/Luz
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Oosterom e colaboradores (1996) afirmaram que a velocidade tanto da esterificação 

quanto da transesterificação enzimática entre açúcares e compostos orgânicos é diretamente 

proporcional à solubilidade dos substratos, ou seja, quanto mais solúvel o carboidrato mais 

rápida é a reação. 

Com o intuito de atingir uma satisfatória solubilização da frutose, diferentes solventes 

orgânicos já foram testados por diversos autores (tabela 2.2). 

 

Tabela 2. 2: Valores de solubilidade de frutose em solventes orgânicos descritos pela 

literatura. 

Solvente Tempo (h) 
Temperatura 

(
0
C) 

Concentração 

(g.L
-1

) 
Autor 

acetona 12 40 0,8 
Arcos et al 

(1998) 

terc-butanol 24 55 18,3 
Tsukamoto et al 

(2008) 

2-metil 2-

butanol 
n. d. 60 25 

Soultani et al 

(2001) 

terc-butanol 200 65 18 
Dang et al  

(2005) 

terc-butanol 2 60 15,9 
Olive et al 

(2012) 

2-metil-2-

butanol 
n. d. 60 11 

Chamoleau et al 

(2001) 

terc-butanol n. d. 60 15,6 
Yoo; Park;Yoon 

(2007) 

2-metil-2-

butanol 
n. d. 90 25,5 

Coulon et al 

(1997) 

n. d. – não descrito 

 

Alguns autores afirmam que a presença do produto tanto de mono quanto de diéster, 

aumenta a solubilidade da frutose devido a mudança de polaridade do meio reacional 

(ZHANG; HAYES, 1999). Segundo Zhang e Hayes (1999), uma mistura de 40% (mono e 

diéster) e 60% (ácido oleico) pode gerar uma solubilidade de até 66,8 g.L
-1

 a 60
0
C, porém não 

foi relatado o tempo necessário para obter tal solubilidade 
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Com o intuito de aumentar a taxa de esterificação outros sistemas de solubilização da 

frutose são propostos. Pyo e Hayes (2008), por exemplo, estudaram através de isotermas de 

adsorção a solubilização da frutose em uma coluna empacotada com uma mistura do referido 

carboidrato e silica gel submetido a um fluxo de uma fase líquida composta de ácido oleico e 

mono/dioleato de frutose. Segundo os autores o conteúdo de frutose na fase líquida foi baixo, 

em torno de 0,1% (p/p), obtido quando se trabalhou com uma alta concentração de frutose na 

coluna e altas concentrações de éster na fase líquida.  

Uma alternativa para aumentar a solubilização da frutose é a utilização de líquidos 

iônicos como meio reacional. Entretanto, o custo elevado de tal solvente ainda é um entrave 

que acaba por inviabilizar a sua utilização em larga escala. Ha e colaboradores (2010) 

dissolveram a frutose em água e adicionaram líquido iônico sozinho ou uma mistura de 

líquidos ([Bmim][TfO] e/ou [Omim][Tf2N]) em temperatura ambiente.  Após agitação, a 

mistura foi submetida a 12 horas de vácuo a 60
0
C para a retirada da água. Os autores 

obtiveram uma solubilidade de 39.9 g.L
-1

 com tal metodologia. Lee e colaboradores (2007) 

também realizaram a solubilização da frutose em líquidos iônicos ([Emim][TfO], 

[Bmim][TfO], [Emim][BF4] e [Bmim][BF4]) utilizando dois métodos de solubilização, 

mediado ou não por água e obtiveram uma alta solubilidade de 98 g.L
-1 

e 233 g.L
-1 

de frutose, 

respectivamente.  

O dióxido de carbono acima de sua temperatura e pressão críticas também é utilizado 

como meio reacional. Porém, o sistema com CO2 supercrítico possui a limitação de somente 

solubilizar compostos apolares em níveis consideráveis. Quando se trabalha com moléculas 

polares há a necessidade da adição de um cosolvente para maximizar a solvatação do 

substrato. Šabeder et al (2005) utilizaram 2-metil 2-butanol como cosolvente em um sistema 

com CO2 supercrítico para dissolver a frutose e obtiveram uma solubilidade de 23 g.L
-1

.  

Entretanto, Habulin e colaboradores (2008) trabalharam com um sistema de dióxido de 

carbono supercrítico sem a adição de um cosolvente. Os autores realizaram as reações com 20 

mmol de frutose. Dessa maneira, se a solubilidade total do carboidrato fosse atingida, uma 

solubilidade em torno de 36 g.L
-1 

seria gerada, porém essas informações não foram descritas 

pelos autores. Segundo Habulin et al (2008), depois de decorrido o tempo reacional, o 

carboidrato não reagido era separado do meio reacional através de centrifugação. 
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2.2.6. Acetalização  

 

 A dificuldade de solubilização da frutose leva em muitos casos a uma baixa conversão 

e a necessidade de longos tempos reacionais (NETA et al, 2012). Uma tentativa para 

solucionar esse problema é a utilização de boronatos de açúcar como substrato. Esta 

abordagem foi utilizada com sucesso na acilação enzimática da frutose com ácido palmítico e 

esteárico (SCHECKERMANN et al, 1995; SCHLOTTERBECK et al, 1993). Os autores 

utilizaram ácido fenilborônico na formação dos boronatos de frutose para auxiliar na 

solubilização do carboidrato em hexano. No entanto, a síntese dos boronatos de açúcar é 

minuciosa, uma vez que diversos boronatos são possíveis como uma função de pH, 

concentração e temperatura reacional. 

Outra abordagem para aumentar a solubilidade da frutose em solvente orgânico é o 

uso de grupos protetores nas hidroxilas do carboidrato. A síntese dos cetais é robusta e leva a 

um produto estável e solúvel em meio orgânico e vários métodos já foram descritos na 

literatura (BRADY, 1971; BELDER, 1965; CHITTENDEN et al, 1992; ASAKURA, 

MATSUBARA, YOSHIHARA, 1996; RAUTER, 1995). A reação consiste na formação de 

cetais, utilizando-se acetona e um catalisador ácido, que leva a um derivado di-O-

isopropilideno. O diacetonídeo da frutose é uma cetohexose apresentado em duas formas 

piranosídicas como pode ser visualizado na Figura 2.6. As duas estruturas apresentadas na 

Figura 2.6 diferem apenas pela posição de esterificação que está diretamente relacionada a 

hidroxila livre. 

 

 

Figura 2. 6: Diacetonídeos I e II derivados da frutose. 

 

Além de melhorar a solubilidade do carboidrato em meio orgânico a acetalização da 

frutose pode contribuir para a diminuição do tempo reacional necessário à enzima. Esta 

abordagem foi usada com sucesso na síntese de ésteres de glicose, galactose, lactose e xilose 

por diversos autores como pode ser visualizado na tabela 2.3. 
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A catálise enzimática é regiosseletiva, uma vantagem quando comparada aos métodos 

químicos. As lipases normalmente possuem a seletividade as hidroxilas 1 e 6 da frutose 

quando a esterificação direta é realizada, gerando produtos de mono e diacilação. Porém 

autores alegam que quanto maior a relaçao mono/diéster do produto formado, melhores são as 

propriedades do surfactante (SOULTANI et al, 2003). Assim a acetalização de algumas 

hidroxilas apresenta mais uma vantagem ao garantir a total seletividade na esterificação e 

consequentemente a melhoria  das propriedades do tensoativo. 

 

Tabela 2. 3: Reação enzimática de acetais de diversos carboidratos com ácidos graxos. 

Substratos Solvente 
Taxa e tempo 

reacional 
Referência 

acetalização da xilose, glicose e 

galactose e acilação com ácidos 

graxos e seus respectivos metil 

ésteres 

sistema livre de 

solvente 

90% de rendimento 

em 24 horas 

Fregape et 

al (1991) 

acetalização da lactose e 

maltose e esterificação com 

ácidos graxos 

tolueno ou 

t-butil acetato 

77% de conversão 

em 30 horas 

Sarney et al 

(1994) 

acetalização da sacarose e 

esterificação enzimática com  

ácidos graxos 

sistema livre de 

solvente  e em 

diversos solventes 

27% em 48 horas 
Sarney et al 

(1996) 

acetalização da xilose e 

esterificação enzimática com 

ácido araquidônio 

sistema livre de 

solvente 

85% de rendimento 

em 24 horas 

Ward et al 

(1997)  

acetalização  da xilose e 

esterificação com diversos 

ácidos graxos 

em t-butanol e em 

sistema livre de 

solvente 

90% de conversão 

em 100 horas 

Gao et al 

(1999) 

acetalização da glicose  e 

esterificação enzimática com 

ácido palmítico 

mistura acetona e t-

butanol 

60% de rendimento 

em 80 horas 

Kobayashi 

et al (2010) 

 

 

 

2.3. Propriedade e aplicações éster de açúcar – Palmitato de frutose 

  

O palmitato de frutose apresenta estrutura típica de um surfactante não iônico 

possuindo grupo apolar constituído de cadeia carbônica longa e um grupo não iônico em sua 

extremidade (Figura 2.7). É um tensoativo com alto poder emulsificante obtido através da 
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reação de esterificação (AKOH; SWANSON , 1994) do ácido hexadecanóico (C16H32O2) com 

a frutose (C6H12O6).  

 

 

Figura 2. 7: Mono palmitato de Frutose. 

  

Os ésteres de ácido graxos derivados de açúcares possuem uma ampla faixa de valores 

de balanço hidrofílico e lipofílico, HBL (Figura 2.8), dependendo do tamanho da cadeia 

carbônica do ácido e da natureza do açúcar. Assim, alguns ésteres de frutose apresentam 

valores de propriedades de superfície maiores e ou iguais a alguns ésteres comerciais de 

sacarose.  Ésteres de frutose formados por cadeias curtas, por exemplo, possuem altos valores 

de tensão superficial, enquanto que aqueles formados por ácidos com longas cadeias de 

carbono apresentam valores similares de tensão superficial aos ésteres comerciais de sacarose. 

Assim, dependendo do tamanho da cadeia de carbonos e da razão monoéster/diéster obtidos 

na síntese, a utilização de ésteres de frutose pode ser mais vantajosa do que os ésteres 

comerciais de açúcar (SOULTANI et al, 2003). 
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Figura 2. 8: Valores de balanço lipofílico-hidrofílico (HLB) de emulsificantes em aditivos 

alimentícios (YAN, 2001). 

   

 

Palmitato de frutose é seguro ao consumo humano, não possui gosto, odor, toxicidade 

e não é irritante a pele e olhos, podendo dessa maneira, (CSÓKA, 2005 e O’BOYLE, 1986) 

ser utilizado em alimentos, cosméticos e produtos farmacêuticos (LORTIE, 1997; 

CHAMOULEAU et al, 2001).
 
Em alimentos de maneira geral podem ser utilizados como 

aditivos emulsificantes em sorvetes, sopas e maioneses em substituição aos ésteres comerciais 

de sacarose e em cosméticos como pastas de dente, loções, shampoos e batons (ŠABEDER et 

al 2005). 
 

Monoésteres de frutose também têm ação bacteriostática podendo ser utilizado na 

inibição da proliferação de bactérias, causadoras de cárie, possuindo grande potencialidade de 

aplicação em creme dental. Em um estudo realizado por Watanabe e colaboradores (2000) foi 

verificado que ésteres de frutose apresentam interessantes propriedades inibitórias de 

crescimento da bactéria Streptococcus mutans, causadora de cáries na presença de sacarose.  

A biodegradabilidade desse surfactante é um fator preponderante a ser considerado, 

visto que hoje há um grande apelo pela busca de compostos ambientalmente seguros. Dessa 

maneira, a produção de palmitato de frutose por via enzimática possui grandes 

potencialidades devido a utilização de fontes renováveis, de reagentes menos nocivos ao meio 

ambiente e condições reacionais mais brandas quando comparada a síntese química de ésteres 

de ácido graxos derivados de açúcares (ŠABEDER et al, 2005). 
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2.4. Métodos de produção éster de açúcar – Palmitato de frutose 

 

2.4.1. Via química 

 

  Em geral, os métodos químicos para a síntese de ésteres graxos derivados de açúcar, a 

maior parte deles patenteados, baseiam-se na utilização de solventes como, por exemplo, 

dimetilformamida (DMF), dimetilsulfóxido (DMSO) e piridina na presença de catalisadores 

alcalinos em altas temperaturas e objetivam uma eficiente esterificação ou transesterificação 

através de uma satisfatória solubilização dos açúcares (GLEN et al, 1955; FARONE, 

SERFASS, 1998; SEINO et al, 1986; CHORTYK, 2003; NOBILE, NOCE, 1966; GIBBONS, 

1956; JAMES, 1977; WAGNER et al, 1991; LORAND, 1934; WAGNER, MOTTE, DEAN, 

1990; MIZUTANI et al, 1973; NAKAMURA, NAKAHARA, 1990; YAMAMOTO, 

KINAMI, 1986; FARONE et al, 2002; PARKER, KHAN, MUFTI, 1976; MATSUMOTO, 

HATAKAWA, NAKAJIMA, 1991; FEUGE et al, 1973; D’AMATO, 1962; KEA, WALKER, 

1987; BABAYAN et al 1960; ISABELLE, GINO, 1990; HOYDONCKX, et al, 2004; HILL, 

RHODE, 1999; POLAT, LINHARDT, 2001). Apesar de algumas metodologias não serem 

específicas à esterificação da frutose, podem ser adaptadas à reação de interesse (esterificação 

da frutose com o ácido palmítico) devido às semelhanças das propriedades dos substratos.  

Hass e colaboradores (1959), por exemplo, desenvolveram a síntese química para 

obtenção de mono e di-ésteres por transesterificação que envolvia a utilização de solventes 

orgânicos como DMF, DMSO, ou dimetilpirrolidona (DMP) para solubilização dos 

substratos, sob catálise alcalina. Esse processo de síntese ficou conhecido como Hass-Snell e 

foi comercializado pela Day-Nippon Sugar Manufacturing Co. Ltd., no Japão em 1960 em 

alimentos industriais (HASS et al, 1959). 
 
Na época em alguns países como Alemanha e 

Estados Unidos os ésteres de ácidos graxos e açúcar eram proibidos de serem utilizados em 

alimentos devido a toxicidade das substâncias utilizadas em seu processo de síntese. 
 

A reação de transesterificação realizada com esses solventes necessita da remoção de 

qualquer traço de água através de aquecimento do sistema sob pressão reduzida, bem como 

dos sub produtos de transesterificação como metanol para obtenção do deslocamento 

adequado do equilíbrio reacional (PARKER et al, 1976). Com esses solventes aumenta-se os 

custos e o tempo
 
(FEUGE et al, 1973) operacional, pois são necessárias outras etapas de 

purificação do produto. A transesterificação com esse tipo de solvente necessita ainda, de um 

excesso de açúcar o que requer uma maior purificação do produto. 
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Osipow e Rosenblatt (1967) afirmam que a necessidade para a remoção de resíduos de 

solventes tóxicos provavelmente contribuiu para o lento progresso desta indústria e, portanto, 

uma micro emulsão poderia servir como uma opção viável para a solubilização dos substratos. 

Assim, desenvolveram um processo que envolve reação de uma micro emulsão transparente 

de sacarose com o éster metílico de ácido graxo na presença de propileno glicol como 

solvente (OSIPOW; ROSENBLAT, 1972) que ficou conhecido como processo Nebraska-

Snell. Esse método baseia-se em uma micro emulsão de metil tolueno em solução aquosa de 

sacarose preparada com a inclusão de um adequado emulsificante na mistura reacional. 

Carbonato de potássio é utilizado como catalisador e a água é removida por destilação a 

vácuo. Uma mistura reacional marrom após o período de aquecimento na presença do 

catalisador é obtida como produto. Essa mistura contém de 10% a 80% de ésteres de sacarose, 

o emulsificante e os subprodutos da reação. 

A remoção dos materiais contaminantes do produto não é difícil e a diferença de 

solubilidade entre eles facilita a purificação dos ésteres (Mizutani, 1973). Entretanto, os 

rendimentos são baixos e o grau de acilação dos ésteres obtidos não é normalmente 

homogêneo. Entre esses vários ésteres, os produtos mais valiosos são aqueles que apresentam 

um grau de substituição em uma ou duas hidroxilas, tendo um HBL equilibrado, podendo 

assim ser utilizados satisfatoriamente como emulsificantes. A separação desses ésteres de 

acordo com o seu grau de acilação é lenta e complexa (KEA; WALKER , 1987a). O custo 

associado da extração, também se torna um agravante, frente à baixa quantidade de mono e 

di-ésteres formados em algumas reações. 

Kea e Walker (1987b) desenvolveram um método menos agressivo que utiliza cloretos 

de ácidos graxos como doadores acila em solvente anidro na presença de ácido clorídrico para 

produzir ésteres não tóxicos para utilização em alimentos. O procedimento reacional é 

iniciado com a adição lenta de ácido clorídrico a mistura de açúcar e solvente a uma 

temperatura entre 90 e 116 
0
C, após a temperatura reacional é elevada a 250 

0
C. A essa 

temperatura a reação é completa após 35 minutos. Em temperaturas inferiores (entre 30 e 55 

0
C) o tempo necessário é de 24 a 60 horas. 

Outro método foi desenvolvido por Feuge et al. (1973) com o intuito de minimizar os 

problemas de purificação do produto. Feuge e colaboradores, (1973) em um processo de 

transesterificação em um sistema livre de solvente descreve o uso de sais de ácidos graxos de 

sódio, potássio ou lítio fundidos numa solução de açúcar. Esses sais são utilizados como 

solubilizantes e catalisadores a temperaturas entre 170 e 187 
0
C. Entretanto as taxas de 
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conversão de ésteres são baixas, o açúcar é destruído e os álcalis de metal são difíceis de 

serem removidos. 

 

2.4.2. Via enzimática 

 

 O uso de lipases para produção de ésteres de açúcar e ácidos graxos, especialmente 

palmitato de frutose tem despertado grande interesse de pesquisadores no intuito de explorar 

as vantagens desta metodologia alternativa às reações químicas para síntese desses 

emulsificantes. Técnicas por via enzimática apresentam inúmeras vantagens, dentre elas 

destaca-se o aumento da seletividade, da pureza do produto, a utilização de temperaturas mais 

brandas e de reagentes menos nocivos e conseqüentemente a geração de efluentes mais 

facilmente tratáveis (THEIL; SCHICK, 1991; WONG; WHITESIDES, 1994). Várias enzimas 

hidrolíticas, tais como lipases e proteases em condições de baixa concentração de água, 

podem catalisar a reação inversa (síntese). Essas enzimas atuam na interface orgânico-aquosa, 

e não necessitam de co-fatores para sua atividade. Apresentam grande importância no cenário 

da biocatálise atual, devido a sua grande capacidade de catalisar diversas reações, além de 

serem estáveis tanto em meio aquoso quanto em meio orgânico, com alta regio-, quimio- e 

enantioseletividade (CARVALHO et al, 2005). 

Existem alguns fatores que influenciam a conversão em uma esterificação enzimática, 

tais como o doador acila utilizado como substrato, o teor de água no meio reacional, a 

utilização ou não de solventes, a temperatura, a concentração de lipase, entre outros. Apesar 

de muitos trabalhos na literatura descreverem a síntese de ésteres de frutose utilizando lipases, 

é difícil fazer qualquer generalização a respeito das condições ótimas de reação, uma vez que 

as lipases podem responder de forma distinta a mudanças no meio reacional (FREIRE et al, 

2011).  

Šabeder e colaboradores (2006), por exemplo, estudaram os diferentes tipos de 

concentrações de lipase e parâmetros como solventes orgânicos, concentração do 

biocatalisador e de peneira molecular, temperatura e taxa de agitação na síntese do palmitato 

de frutose em meio orgânico. As reações foram realizadas em reator operado em batelada sob 

pressão atmosférica. As melhores condições foram encontradas usando 10% (p/p de 

substratos) de lipase de Candida antarctica B (Novozym 435) e 12,1% (p/p) de peneiras 

moleculares a 60°C com taxa de agitação de 600 rpm. A mais alta conversão foi obtida na 
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presença de metil-etil-cetona (82%) seguida de 69% em acetona e 64% em terc-butanol em 72 

horas de reação.  

Nas reações de esterificação, a água é um subproduto de fundamental importância, 

pois o equilíbrio químico reacional em alguns casos afeta a atividade enzimática da lipase no 

meio. Embora a atividade de água em um sistema enzimático em meio orgânico seja baixa, 

pequenas variações no conteúdo de água podem provocar grandes modificações na atividade 

enzimática. Um nível ótimo de água no meio reacional é de fundamental importância para a 

atividade enzimática. Chamouleau e colaboradores (2001) estudaram o efeito da atividade de 

água através do uso de peneira molecular na síntese de palmitato de frutose catalisada por 

lipase de Candida antarctica em batelada. O uso de peneiras moleculares aumentou o nível de 

desempenho da reação devido a retirada de água do meio deslocando o equilíbrio reacional 

para os produtos. No entanto, a seletividade da enzima foi afetada. Segundo os autores isso se 

deve ao fato de que a peneira molecular retira a água do meio reacional aumentando a sua 

hidrofobicidade interferindo na seletividade da lipase. O melhor resultado obtido foi em um 

meio reacional contendo atividade de água inicial de 0,07 , com rendimento de 28,5% com 

um tempo reacional de 24 horas. 

Já Sakaki e colaboradores (2006) realizaram a retirada da água do meio reacional 

através de uma coluna preenchida com zeólita NaA. Os autores submeteram o meio reacional 

(2-metil 2-butanol) à circulação na coluna e assim o conteúdo de água da mistura reacional 

diminuiu em 0,03% (p/p) melhorando a conversão de esterificação entre a frutose e o ácido 

palmítico. Um rendimento de 66% de mono e di-palmitato de frutose foram obtidos após 56 

horas de reação catalisada pela lipase Novozym 435.  

A razão molar inicial de ácido graxo e do carboidrato tem grande influência no 

rendimento da esterificação enzimática da frutose. Segundo Soultani, Engasser e Ghoul 

(2001) uma razão molar menor que 1:1 de frutose e ácido esteárico, provoca um decréscimo 

na conversão da esterificação. Quando a razão molar foi diminuída de 1:1 para 1:5 um 

decréscimo de 80 para 26% na conversão foi observado. Segundo os autores isso poderia ser 

atribuído a um efeito de inibição à lipase propiciado pelo doador acila ou devido a diminuição 

da concentração da frutose no meio. A inibição por esse substrato em baixas razões molares já 

foi relatada por outros autores (COULON et al, 1996; MUTUA, AKOH, 1993). 

Com o intuito de minimizar os efeitos de inibição do substrato gerados à lipase, Pauly 

e colaboradores (2002) desenvolveram um método para síntese enzimática de oleato de 

frutose através de reação de transesterificação sob condição de batelada alimentada 
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(patenteado sob o n
0
 US 6,355,455, United States Patent). Segundo os autores, para obter uma 

elevada concentração de produto, é preferível que não se coloque a quantidade total dos 

reagentes necessários no reator para iniciar a síntese e sim, introduzir de forma controlada ao 

longo da reação para que níveis de concentração que possam inibir a catálise da enzima não 

sejam atingidos.  

Dang e colaboradores (2005) também estudaram em um sistema de batelada 

alimentada a esterificação da frutose com ácido oleico em t-butanol catalisada pela enzima 

imobilizada de Rhizomucor miehei. Uma mistura de mono e di-éster foram obtidas como 

produto com uma conversão em torno de 93% em 200 horas de reação.  

Devido às diferenças entre as polaridades, os solventes diferem em seu coeficiente de 

partição (log de P), que é relação das concentrações do solvente em uma fase orgânica e uma 

fase aquosa. As diferenças do log de P dos solventes têm sido utilizadas para explicar o seu 

efeito sobre a atividade catalítica e especificidade de enzimas (LORTIE, 1997; LU et al, 

2009). Porém, um solvente fortemente hidrofóbico nem sempre é a melhor opção para a 

esterificação enzimática de carboidratos porque esses substratos possuem caráter hidrofílico e 

consequentemente possuem uma baixa solubilidade nesses meios e isto pode afetar 

adversamente o rendimento reacional (CHANG; SHAW, 2009; DEGN et al, 2001). 

Assim, Olive e colaboradores (2012) realizaram a catálise enzimática de laurato de 

frutose em solventes com diversos valores de log de P (log P = 3,5, 0,89, 0,71, 0,68, 0,35, -

0,23 e -0,33). O melhor rendimento obtido foi em 2-metil 2-butanol (78% em 48 horas de 

reação) com um coeficiente de partição de 0.89 que segundo os autores ocorrera devido a boa 

solubilização obtida em tal solvente. 

Um sistema livre de solvente é desejável para a síntese de ésteres de ácidos graxos 

derivados de açúcar devido a minimização do custo, melhoria da segurança operacional e 

biocompatibilidade com alimentos, cosméticos e aplicações farmacêuticas (FORESTI, et al, 

2007). Entretanto, como anteriormente mencionado na seção 2.2.5, a baixa solubilidade da 

frutose no meio reacional é um obstáculo significativo para a esterificação em condição livre 

de solvente, necessitando de um longo tempo reacional para a obtenção de boas taxas de 

conversão. Pyo e Hayes (2009), por exemplo, em sistema livre de solvente precisaram de 13 

dias de reação para obter uma conversão de 80% na esterificação da frutose com ácido oléico 

catalisada pela enzima imobilizada de Rhizomucor miehei em sistema de batelada. 

Ye e Hayes (2012) também necessitaram de um longo tempo reacional para realizar a 

esterificação da frutose, sacarose, glicose ou xilose com ácido oleico, caprílico, láurico ou 
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mirístico catalisada por lipase imobilizada de Rhizomucor miehei em um sistema livre de 

solvente.  Segundo os autores, as reações eram realizadas em uma suspensão de carboidrato 

em oleato de frutose, não sendo necessária a solubilização total dos substratos para se iniciar a 

reação. Dessa maneira, um tempo reacional de 132 horas foi necessário para obter um 

rendimento de 86,1% de oleato de frutose. 

Neta e colaboradores (2011) utilizaram um planejamento fatorial associado a análise 

de superfície de resposta, para maximizar os resultados de conversão da esterificação 

enzimática da frutose com ácido oléico em batelada catalisada pela lipase de Candida 

antarctica B. Temperatura, agitação e tempo foram as variáveis avaliadas no planejamento. 

Planejamento de experimentos é uma ferramenta que tem por objetivo otimizar uma 

determinada resposta com a utilização do menor número de experimentos possível. É uma 

técnica usada para se planejar experimentos, ou seja, para definir quais dados, em que 

quantidade e em que condições devem ser coletados durante um determinado experimento. As 

condições de ensaio utilizadas pelos autores foram 0,5 mmol de ácido graxo, 0,6 mmol de 

frutose, 12,5 mg da lipase, 0,1 g de sulfato de sódio anidro e 0,6 mL de etanol e uma 

conversão de 88,4% foi obtida nas condições ótimas de reação (57,1 
0
C, 100 rpm e 37,8 

horas).  

 

2.5. Sistemas Microemulsionados 

 

As microemulsões (MEs) são soluções líquidas formadas pelas fases aquosa e 

orgânica (também dita oleosa), termodinamicamente estabilizadas pela presença de 

tensoativos, e em alguns casos, co-tensoativos. Elas podem ser definidas como sistemas 

coloidais que ao contrário das emulsões, não necessitam de fornecimento de energia para sua 

formação (JOHNS; HOLLINGSWORTH, 2007). A fase dispersa consiste em pequenas gotas 

com diâmetro variado de 5 a 120 nm, constituindo um sistema opticamente transparentes 

(LAWRENCE; REES, 2000).  

         As MEs podem ser, O/A (fase aquosa em maior quantidade), A/O (fase orgânica ou 

oleosa em maior quantidade) e estruturas bicontínuas em que água e óleo estão separados por 

uma monocamada de tensoativo (CORREA et al, 2005). Uma representação esquemática dos 

tipos de microemulsão pode ser visualizada na Figura 2.9. 
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Figura 2. 9: Representação estrutural de uma microemulsão A/O (a), O/A (b) e bicamada (c). 

(OLIVEIRA et al, 2004). 
 

 A orientação para os sistemas A/O ou O/A é dependente do seu equilíbrio 

lipofílico/hidrofílico  determinada não somente pela estrutura química do tensoativo e/ou co-

tensoativo utilizado, mas também por outros fatores como temperatura e força iônica do 

sistema. A mistura de tensoativos com equilíbrio hidrófilo-lipófilo (HBL) adequado 

proporciona a condição máxima de solubilização das fases orgânica e aquosa. Dessa maneira, 

a formação de MEs é dependente das propriedades físico-químicas do tensoativo e do óleo, 

das proporções água/óleo e da relação entre as proporções tensoativo/co-tensoativo 

(FORMARIZ et al, 2005). 

 Dentre as microemulsões A/O, destacam-se as micelas reversas, as quais apresentam 

grande interesse biotecnológico devido a possibilidade de solubilizar ou dissolver 

biocatalisadores, proporcionando reações químicas com enzimas imobilizadas ou livres em 

ambientes aquo restritos (AIRES-BARROS, 2002). 

 

2.5.1. Lipases em Micelas Reversas 

 

2.5.1.1. Aspectos gerais 

 

Micelas reversas (Figura 2.10) consistem em microemulsões onde moléculas de 

surfactantes se agregam e se organizam em solventes apolares de modo a incorporarem água 

em seus cernes. Estruturalmente elas consistem em um núcleo aquoso formado pela interação 

da cabeça polar do surfactante que o rodeia interagindo com o solvente orgânico (apolar), 

através de sua extremidade hidrofóbica (longa cadeia carbônica linear ou ramificada).  

(a) (b) (c) 
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Figura 2. 10:  Micela reversa. Adaptado de Bhattacharyya, (2008). 

 

As enzimas têm sido tradicionalmente usadas em meio aquoso, mas as micelas 

reversas contendo enzima tornaram-se uma proposta atraente, por exemplo, em reações de 

esterificação onde um baixo teor de água é necessário (KLIBANOV, 2001). Em outras 

reações, quando substratos e/ou produtos são hidrofóbicos, a solubilidade do substrato, como 

triglicerídeo ou ácido graxo, pode ser notavelmente melhorada em um solvente orgânico 

(NAGAYAMA et al, 1996). Além disso, a característica principal das lipases reside no fato 

delas atuarem na interface lipídio/água (ou na interface solvente apolar, como isooctano/água) 

e de não atuar no interior da fase orgânica (ZOUMPANIOTI et al, 2006) tornando-se evidente 

que a atividade lipásica pode ser aumentada pela sua incorporação em micelas reversas. 

Existem inúmeras vantagens da utilização de micelas reversas em biocatálise (Tabela 2.4).  
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Tabela 2. 4: Vantagens da utilização de micelas reversas em biocatálise (CARVALHO; 

CABRAL, 2000). 

 Reações colaterais como hidrólise, polimerização ou outras são minimizadas. 

 Aumento da área interfacial de contato (10–100 m
2
.mL

-1
). 

 Agregação de enzimas é evitada. 

 Micelas são reconhecidas como modelo de estruturas biológicas. 

 Solubilizam ambos substratos/produtos hidrofóbicos e hidrofílicos. 

 Pequenos volumes reacionais são necessários. 

 Micelas reversas possuem relativamente uma estrutura ordenada. 

 Processos sintéticos são favorecidos devido à mudança de equilíbrio termodinâmico 

de troca intermicelar. 

 Altas concentrações de substratos são possíveis. 

 Atividade e/ou estabilidade podem ser aumentadas. 

 Controle rigoroso da quantidade de água.  

 Micelas reversas formam-se espontaneamente, atingindo um equilíbrio em um curto 

espaço de tempo. 

 Estabilidade térmica é frequentemente reforçada em meios com pouca água. 

 As dimensões da cavidade interna podem ser facilmente alteradas. 

 As soluções são opticamente transparentes permitindo o uso de técnicas 

espectroscópicas. 

 

Estas nanopartículas podem ser formadas pelo uso de surfactantes neutros 

(RUCKENSTEIN; KARPE, 1991) como Brijs e Tweens, por exemplo, catiônicos (sais de 

amônio quaternários de cadeias longas) ou aniônicos, como o bis(2- etilexil) succinato de 

sódio o Aerossol OT, AOT ou também conhecido como docusato de sódio (DE; MAITRA, 

1995; SHIOMORI et al, 1996). Todos eles em solventes apolares contendo pequenas 

quantidades de água. Além deles têm sido usado o brometo de cetiltrimetilamônio (CTAB ou 

CTAC) catiônico, e a lecitina (neutro). Os principais surfactantes utilizados em micelas 

reversas são apresentados na Tabela 2.5.  
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Tabela 2. 5: Surfactantes e seus respectivos solventes utilizados normalmente na formação de 

microemulsões óleo/água (STAMATIS et al, 1999). 

Surfactante Sistema de solvente 

Bis-(2-etilhexil) sulfoccionato de sódio AOT n-hidrocarbonetos (C5-C16) 

 Isooctano 

 Cicloexano 

 Benzeno 

Brometo de cetiltrimetil amônio 

CTAB 

Heptano: clorofórmio 

 n-hidricarbonetos: alcoóis primários 

Polietileno glicol monododecil éters n-hidrocarbonetos (C6-C12) 

C12En(n=3-5; E=éter)  

Fosfatildicolina n-hidrocarbonetos (C6-C12) 

Fosfatidiletanolamina  

 

 

Embora vários surfactantes tenham sido utilizados na formação de micelas reversas na 

síntese enzimática de diferentes compostos, não há um consenso na literatura acerca da 

melhor classe a ser aplicada, visto que a formação e estabilidade deste sistema depende das 

características físicas e químicas de ambas as fases componentes, da concentração de 

surfactante, do pH do tampão utilizado entre outras (RUCKENSTEIN; KARPE, 1991). 

No entanto, o AOT (Figura 2.11) é um dos surfactantes mais comumente utilizados em 

estudos enzimáticos em micelas. Este surfactante, solubiliza uma grande quantidade de água 

em uma ampla faixa de solventes que inclui alcoóis alifáticos como octanol, decanol, 

solventes aromáticos como benzeno e xileno, bem como alcanos como n-heptano, cicloexano, 

isooctano, sem a necessidade de co-solventes (OLDFIELD, 1994). Ele apresenta inúmeras 

vantagens na utilização em micelas reversas como agregação espontânea, estabilidade 

termodinâmica, a não necessidade de adição de co-surfactantes, além da ampla possibilidade 

de concentrações utilizadas. 
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Figura 2. 11: Tensoativo bis (2-etilhexil) sulfosuccinato de sódio (AOT). 

 

Levando em consideração que as microemulsões são sistemas formados por três 

componentes: fase aquosa, fase oleosa e um surfactante ou uma mistura de surfactante/co-

surfactante o diagrama de fases permite definir a extensão das fases formadas.  Um diagrama 

de fases típico formado por água, AOT e isooctano é mostrado na figura 2.12, para um 

sistema água/óleo. A existência de soluções transparentes isotrópicas (microemulsão) de 

AOT/água/óleo pode ser visualizada em uma grande região no lado rico em isooctano. 

Segundo De; Maitra (1995) a área da secção transversal do núcleo hidrófobico do AOT e o 

comprimento da cadeia hidrofóbica facilitam a formação de agregados micelares em 

AOT/isooctano. 
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Figura 2. 12: Representação esquemática diagrama de fases do sistema AOT/isooctano/água 

(adaptado de DE; MAITRA, 1995). 

 

O tipo de surfactante utilizado para formar a micela reversa pode influenciar a 

atividade da enzima (USKOKOVIĆ, DROFENIK, 2007). Os surfactantes desempenham um 

papel importante na formação da interface do nanoreator, essencial para a atividade 

biocatalítica das enzimas. Assim, De Maria et al (2004) estudaram  a importância de dois 

surfactantes na síntese enzimática de laurato de propila e oleato de heptila em micela reversa e 

observaram que o uso da lecitina para a formação do sistema gerou melhores resultados do 

que as realizadas com AOT. Segundo os autores, isso poderia ser atribuído ao efeito tóxico 

que o AOT exerce sobre as lipases de Candida rugosa, como previamente reportado por Del- 

Val e Otero, (1998). Entretanto, Rees et al. (1995) compara a atividade de cinco lipases de 

origem microbianas em diferentes microemulsões e verifica que a atividade de lactonização 

foi maior em AOT do que em CTAB. Fletcher e Robinson (1985) também chegaram a tal 

conclusão depois de realizarem um estudo de hidrólise de p-nitrofenilesteres de ácidos graxos 

em micelas reversas formadas por CTAB e AOT.  

Recentemente, o nosso grupo estudou a esterificação de (R,S)-1,2-O-isopropilideno 

glicerol com ácido esteárico catalisada por Candida antarctica imobilizada em micelas 

reversas onde foram observados melhores rendimentos nas reações realizadas com micelas 

formadas com AOT do que com lecitina (ITABAIANA et al, 2013b).  

 

 



CAPÍTULO 2  REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

55 
 

2.5.1.2. Solubilização de proteínas em micelas reversas 

 

Micelas reversas possibilitam a enzima de se localizarem em um microambiente 

compatível com a sua conformação nativa ou intracelular e assim permitindo com que haja 

uma continuidade ou até melhoria em sua atividade catalítica. Enzimas solúveis em água 

tendem a se localizar no interior do núcleo aquoso da micela sendo protegidas do efeito 

prejudicial do solvente orgânico (Figura 2.13a). As enzimas, especialmente as lipases, podem 

ao mesmo tempo, interagir com a camada superficial das micelas, ou até mesmo ser 

parcialmente agregada a ela (Figura 2.13b). A enzima também pode entrar em contato com o 

solvente orgânico como visualizado na Figura 2.13c (CARLSON; NAGARAJAN, 1992). A 

taxa de troca de elétrons hidratados é menor quando as enzimas se localizam na interface 

micelar do que aquelas que se localizam no núcleo. A localização da enzima pode ainda afetar 

o tamanho da micela reversa e consequentemente a atividade catalítica da enzima (PILENI et 

al, 1985). 

 

 
Figura 2. 13: Localização da enzima na micela reversa. (a) enzima hidrofílica, (b) enzima 

ativa na superfície, (c) enzima na membrana (adaptado de CARLSON; NAGARAJAN, 1992). 

 

As enzimas quando microencapsuladas estão protegidas dos efeitos deletérios do 

solvente, pois se localizam no interior das micelas reversas, podendo ou não interagir com a 
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interface micelar dependendo da espécie enzimática (PILENI et al, 1985). As diferenças 

observadas no comportamento dos tipos de lipases sobre a sua especificidade foi atribuída a 

várias formas e teorias de solubilização da enzima na micela reversa (PAPADIMITRIOU et 

al, 1995). Papadimitriou e colaboradores (1995) em um estudo estrutural mostraram que na 

formação de micelas reversas com as Lipases de Penicillium simplicissimum, por exemplo, as 

enzimas localizam-se perto da camada do surfactante, enquanto lipases da espécie Rhizopus 

mais próximas do centro, da água. Nesse mesmo estudo os autores atribuíram a localização da 

molécula da enzima no sistema de microcompartimento da micela reversa como a responsável 

pela especificidade apresentada para diferentes substratos que não existia ou diferia, quando a 

reação era catalisada por lipases em outros meios. 

 

2.5.1.3. Encapsulamento da enzima 

 

Enzimas têm sido encapsuladas em micelas reversas por três metodologias formando 

uma solução opticamente transparente. Entre elas a técnica de injeção é a mais utilizada, 

devido a sua maior simplicidade de procedimento, menor tempo necessário e preciso controle 

de água na solução micelar. Ela consiste na injeção de uma solução aquosa de enzima numa 

solução de surfactante em solvente orgânico. A incorporação da enzima no núcleo aquoso é 

quase instantânea e requer apenas agitação por alguns segundos (MOULIK; PAUL, 1998). 

A transferência de fase é outra técnica, que envolve a passagem de uma solução 

aquosa de enzima a uma solução de tensoativo-solvente de mesmo volume. Esta técnica foi 

sugerida e utilizada por Luisi e colaboradores (1979). O tempo de duração para a realização 

do equilíbrio e a incapacidade de controlar o grau de hidratação da solução micelar resultante 

são os principais problemas enfrentados nessa técnica. 

Uma terceira técnica, de dissolução desenvolvida por Menger; Yamada (1979) 

consiste na adição de uma preparação liofilizada de enzima com surfactante em solvente 

orgânico com grau de hidratação desejado. O grau de hidratação das micelas é inversamente 

proporcional ao tempo de encapsulamento da enzima. Martinet et al (1986) realizaram um 

estudo provando que é possível alcançar uma solubilidade de 25 mg.L
-1

 da enzima 

quimotripsina nas micelas reversas se a solução de enzima for colocada em contato com a 

solução micelar inúmeras vezes. Esta técnica de dissolução caiu em desuso devido à rápida 

desnaturação das proteínas que ocorre durante o processo de encapsulamento. Outra 

desvantagem deste método é que a maioria das enzimas não é disponível na forma liofilizada. 
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Matzke et al (1992) compararam as propriedades de solubilização de quimotripsina e 

álcool desidrogenase (LADH) em micelas reversas em meio orgânico pelas três diferentes 

técnicas de solubilização. Relataram que quando uma solução aquosa de enzima é injetada, 

sua solubilização não é fortemente dependente do tamanho da micela, ao contrário da 

dissolução de uma enzima em pó, onde ela não solubiliza completamente até que o diâmetro 

da micela reversa seja semelhante à da enzima.   Mostrando, assim, que a capacidade de 

solubilização depende do método usado de adição da enzima. Para a solubilização de 

quimotripsina através da técnica de transferência de fase com um surfactante positivamente 

carregado seguiu-se as esperadas interações eletrostáticas, porém quando utilizado surfactante 

com carga negativa, em baixo pH, a sua solubilização não se adequou nesse mecanismo de 

interação eletrostática.  

 

2.5.2. Imobilização da micela em organogel  

 

 Os surfactantes utilizados na formação das micelas reversas dificultam a aplicação 

desse meio na prática. Isso porque a presença dos surfactantes interfere na separação dos 

produtos e reagentes do meio reacional por métodos usuais de extração e destilação, devido à 

formação de emulsões e espuma. A recuperação dos produtos da mistura de reação, bem 

como a regeneração da enzima é um entrave a ser vencido. Dessa maneira a imobilização das 

microemulsões em uma matriz gelatinosa torna-se uma alternativa viável visando a 

aplicabilidade industrial. 

As microemulsões podem ser aprisionadas em matrizes gelatinosas através de agentes 

geleficantes derivados de celulose ou ágar. Esses geleficantes formam um sistema sólido ou 

semi sólido  poroso que permite a difusão de solventes entre seus canais. Quando esse 

solvente é água eles são chamados de hidrogeles e quando é um solvente apolar são chamados 

de organogeles (ZOUMPANIOTI et al, 2010). 

As primeiras publicações do preparo de uma microemulsão suportada em organogel 

foram em 1986 por Haering e Luisi, pela mistura de uma solução aquosa de gelatina acima da 

temperatura de gelificação que quando resfriada produzia um gel transparente que tinha 

propriedades físicas reprodutíveis. 

Lipases em microemulsões e imobilizadas em gel mantêm sua estabilidade e atividade 

catalítica por longos períodos. Além disso, a matriz gelatinosa retém totalmente o surfactante, 

a água e os componentes da enzima permitindo a difusão dos substratos apolares ou produtos 
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entre o solvente orgânico e os pellets do gel (REES et al, 1991). Entretanto, alguns 

inconvenientes como a baixa estabilidade térmica e mecânica e baixa resistência em 

ambientes hidrofílicos levaram ao uso de outros biopolímeros como os derivados de celulose 

(DELIMITSOU et al, 2002). O hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) é um desses derivados de 

celulose que mantém a atividade catalítica da enzima mesmo em temperaturas acima de 50 
0
C 

(ZOUMPANIOTI, et al, 2008). Pastou et al (2000) realizaram a esterificação entre propanol e 

ácido láurico catalisada por lipases de Rhizomucor miehei e Candida antarctica imobilizadas 

em organogéis e observaram que a taxa reacional era maior na imobilização em HPMC do 

que em agar devido à maior difusibilidade dos substratos nessa matriz (BLATTNER et al., 

2006). Outra vantagem é a integridade estrutural do HPMC que segundo alguns autores, se 

mantêm estável em solventes apolares por mais tempo (DELIMITSOU et al, 2002; 

BLATTNER et al, 2006; PASTOU et al, 2000). 

Esses polímeros compatíveis ou biopolímeros (organogel) utilizados para o 

aprisionamento de microemulsões estão sendo usados em meios não convencionais sendo 

rígidos e estáveis mesmo permanecendo por um longo tempo no meio reacional. O uso do 

organogel nas matrizes de imobilização enzimática apresenta a vantagem da ¨dupla¨ 

imobilização da enzima, ou seja, primeiro na micela reversa (microemulsão) e em segundo 

lugar no sistema polimérico (ZOUMPANIOTI et al, 2010). 

2.6. Reatores enzimáticos 

 

As enzimas imobilizadas são empregadas em reatores, normalmente similares aos 

utilizados em catálise química (CAO, 2005). Esses reatores quando operados com células, 

enzimas ou organelas são definidos como biorreatores. O reator enzimático, portanto, é um 

biorreator no qual a catálise é realizada por uma enzima. 

Os reatores enzimáticos dividem-se em dois grandes grupos: os contínuos e os 

descontínuos (batelada).  Quando se dispunha apenas de enzimas livres, nos primeiros 

processos enzimáticos, o único tipo de reator utilizável era o de batelada. Entretanto, com o 

avanço da tecnologia de membranas e de imobilização de enzimas, tornou-se possível a 

utilização de outros tipos de reatores. Em alguns casos, os reatores em batelada são operados 

de forma semi-contínua através da retirada intermitente de parte do meio reacional e adição de 

uma nova solução de substrato. Quando há entrada e saída contínua de fluido do tanque 

reacional, ele é considerado um reator agitado contínuo. Os tipos de reatores podem ser 

observados na Figura 2.14. 
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Figura 2. 14: Tipos de reatores enzimáticos (RIBEIRO, 1989). 

 

A escolha inadequada do reator pode provocar prejuízos à atividade do biocatalisador 

como por exemplo o cisalhamento do suporte de imobilização. Desta forma, é importante 

escolher o melhor reator que permita uma boa atuação da enzima no processo reacional 

(CAO, 2005). Segundo Schimidell et al (2001), fatores como reutilização da enzima, uso, 

custos e requisitos operacionais devem ser considerados quanto à escolha de um determinado 

tipo de reator para enzimas imobilizadas. 

 

2.6.1. Reatores descontínuos 

 

 Em um reator em batelada o substrato e a enzima são introduzidos simultaneamente no 

início da reação. O reator em batelada pode ser usado em processos onde terminada a reação a 
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enzima imobilizada pode ser separada da mistura final com relativa facilidade através de um 

processo de filtração e/ou decantação, por exemplo. 

As principais vantagens do uso do reator em batelada é a melhor eficiência da 

transferência de massa devido à agitação do sistema, controle de contaminação e adequação 

flexível a variações das características da matéria-prima. 

Esse tipo de reator possibilita a adequação do seu sistema de agitação sendo dessa 

maneira, indicado para o uso em processos que apresentam solução de alta viscosidade 

(ZANIN, 1989). 

 

2.6.2. Reatores contínuos 

 

O uso de lipases livres em reator batelada, pode em alguns casos trazer prejuízos ao 

processo devido ao alto custo do biocatalisador necessitando de reciclo para minimizar essas 

perdas. Quando o biocatalisador é imobilizado e utilizado em sistema em batelada apresenta a 

desvantagem da susceptibilidade ao cisalhamento devido aos efeitos da agitação causando a 

lixiviação da proteína ao meio reacional, minimizando as taxas reacionais nas reações 

subsequentes (HARTMANN; JUNG, 2010). Assim, os reatores contínuos são alternativas 

atraentes para minimizar esse tipo de problema. 

Reatores contínuos são os que operam o tempo todo com entrada de alimentação e 

saída de produto. O uso do reator de fluxo contínuo tem ganhado cada vez mais importância 

na síntese orgânica como uma ferramenta para o desenvolvimento de novas metodologias de 

reação. 

As reações realizadas em condições de fluxo contínuo, em particular o leito fluidizado, 

também podem gerar alguma lixiviação de proteína (BORNSCHEUER, 2003). Assim, o uso 

do leito fixo se torna a melhor escolha para minimizar esse efeito, visto que não há a 

movimentação do biocatalisador.  

Este tipo de reator é constituído por um leito com o biocatalisador imobilizado e uma 

bomba peristáltica que leva o reagente através da coluna sob um fluxo específico que 

determina o tempo de reação de acordo com o volume da coluna (Figura 2.15).  
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Figura 2. 15: Esquema operacional de reator enzimático de fluxo contínuo de leito fixo. 

  

Reações de esterificação na busca de ésteres de frutose tem sido uma importante 

aplicação dos reatores de leito fixo. Pyo e Hayes (2009) desenvolveram um método para a 

esterificação contínua de frutose com ácido oléico catalisado por lipase sem solvente que foi 

comparado a um sistema em batelada. No entanto, a taxa de reação do sistema contínuo 

(84,4% em 27 dias de recirculação) foi menor quando comparado ao sistema em batelada 

(80% em 13 dias de reação), devido às baixas concentrações de frutose. Já Ye e Hayes, (2011 

e 2012) em dois trabalhos consecutivos afirmaram que tanto a conversão quanto a taxa de 

esterificação para a produção de oleato de frutose em fluxo contínuo foi melhor do que em 

batelada (92,6 % e 92,3% de rendimento em 132 horas de recirculação para o trabalho de 

2011 e 2012, respectivamente). 

Devido, principalmente, à melhor e mais fácil automatização e operação, assim como 

elevada produtividade, reprodutibilidade, segurança e controle de processo (KIRCHNING et 

al, 2006), uma maior atenção tem sido dada nos últimos anos aos processos biocatalíticos 

envolvendo fluxo contínuo em alternativa aos processos em batelada (ITABAIANA et al, 

2013). Entretanto, para se certificar se há vantagem de substituir os processos em batelada 
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pelo contínuo, é necessária uma avaliação criteriosa em relação ao custo e a produtividade 

gerada pelo sistema (RAO et al, 2009).  
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CAPÍTULO 3 

MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1. Materiais 

 

Os solventes heptano, tolueno, terc-butil metil éter (TBME) e para-cimeno foram 

adquiridos da Sigma Aldrich e utilizados sem tratamento prévio, exceto aqueles empregados 

nas reações em micela reversa que foram secos em sulfato de sódio anidro.  

 Os substratos utilizados foram: 

 ácido palmítico (AP) (Vetec); 

 resíduo de ácido graxo oriundo do refinamento de óleo de palma (RAG) (AGROPALMA); 

 2,3:4,5-O-diisopropileideno-b-D-frutopiranose o diacetonídeo da frutose sintetizado 

(DAF). 

Para as reações catalisadas pela enzima imobilizada em micela reversa foi utilizado o bis 

(2-etilhexil)sulfosuccinato de sódio (AOT) adquirido da Fluka, Basel, Switzerland e hidroxi-

propil-metil celulose (HPMC) (3500–5600 cP) da Sigma Aldrich, Brasil. 

3.1.1. Enzimas 

 

As enzimas comerciais utilizadas na primeira etapa do trabalho foram lipase de 

Rhizomucor miehei livre (RML) e imobilizada (RM IM) – Novozymes,  lipase B de Candida 

antarctica livre (Cal B) – Novozymes, Novozym 435 imobilizada (435) – Novozymes, lipase 

de Thermomyces lanuginosus livre (TLL) – SIGMA e imobilizada (TL IM) - Novozymes, 

lipase de Burkholderia cepacia livre (PSL) – SIGMA e imobilizada (PS IM) – Amano. 

Na segunda etapa, as reações de esterificação realizadas com o biocatalisador em 

micela reversa imobilizado em organogel, a lipase B liofilizada de Candida antarctica (Cal B) 

da Novozymes foi utilizada.
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3.2. Métodos 

 

3.2.1. Síntese de 2,3:4,5-O-diisopropileideno-β-D-frutopiranose (diacetonídeo da frutose 

- DAF) 

 

Com o intuito de aumentar a solubilidade da frutose em meio orgânico, quatro 

hidroxilas da molécula de frutose foram protegidas. Para tal, em um reator de 2000 mL foram 

adicionado 30 g (44,8 mmol) de açúcar comercial (sacarose) e 400 mL acetona e agitado 

vigorosamente (agitação mecânica) a 5 
0
C por 15 minutos. Foram adicionados lentamente ao 

meio reacional 16 mL de ácido sulfúrico (H2SO4) concentrado. A solução foi mantida sob 

agitação por 150 minutos. Após, a solução foi resfriada (0-10
0
C) em banho de gelo e 

neutralizada com hidróxido de sódio (NaOH) 50% (p/V) – pH final ajustado com solução 

saturada de carbonato de sódio (Na2CO3). A mistura foi filtrada em papel para retirada do 

carbonato de sódio e açúcar não reagidos, posteriormente rotaevaporada a 55
0
C (FERREIRA 

et al, 2001; RIANELLI, 2006). 

O xarope formado foi diluído com 400 mL de diclorometano. Após foram adicionados 

200 mL de ácido sulfúrico (H2SO4) 0,5 M e agitado vigorosamente durante 120 minutos. A 

fase orgânica foi separada e lavada com bicarbonato de sódio (NaHCO3), água e seca com 

sulfato de sódio anidro (Na2SO4). O solvente foi evaporado a vácuo até a obtenção de um 

sólido branco o qual foi recristalizado em hexano, com filtração à quente em carvão ativo. 

 

3.2.2. Teste de solubilidade do DAF e da frutose em solventes orgânicos 

 

Com o intuito de comparar a solubilização do DAF com a frutose foram realizados 

testes de solubilidade em diferentes solventes orgânicos. Para tal uma massa de substrato 

correspondente a 100 mM e 200 mM de DAF e frutose foi colocada em cada criotubo e 

agitados em vórtex por 1 minuto em temperatura ambiente com 1 mL do referido solvente. A 

solubilidade era avaliada através de análise visual após dissolução ou não dos substratos em 

cada solvente por um tempo médio de 10 minutos. 
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3.2.3. Reutilização da enzima 

 
 Ao final da reação a enzima era filtrada em papel e lavada com 30 mL do referido 

solvente 3 vezes para ser testada na próxima reação, podendo assim verificar o número de 

vezes que o biocatalisador pode ser utilizado com satisfatória conversão. As enzimas 

comerciais imobilizadas eram secas na estufa durante 2 horas a 40°C enquanto que a Cal B 

em micela reversa imobilizada em organogel permanecia durante o mesmo período a 

temperatura ambiente.  

3.2.4. Aumento de Escala e Estudo da Influência de um Reator de Tanque agitado na 

esterificação do DAF  

 
A esterificação do DAF, previamente realizada em sistema de batelada com agitação 

magnética foi investigada em um reator de batelada de tanque agitado (CSTR) Easy Max 

(Mettler Toledo). Nesta etapa, 100mL de uma solução (1:1) de substratos (ácido palmítico e 

DAF – 32.5 mM em n-heptano) foi previamente preparada e adicionada no reator submetido a 

temperatura de 75°C, 300 rpm de agitação, 15% (p/p) da lipase RM IM. As reações foram 

realizadas em duplicata por um tempo reacional máximo de 24 horas. 

 

3.2.5. Dessorção da enzima Rhizomucor miehei de seu suporte 

 
A lipase de Rhizomucor miehei foi retirada de seu suporte através de metodologia 

modificada descrita por Cabrera et al (2009), para a enzima Novozym 435 e reproduzida por 

Costa et al (2011). Para tal, 1g de RM IM foi colocada em contato com 50 mL de tampão 

fosfato 25 mM, pH 7,0, contendo 2,5% (v/v) de Triton X-100. O sistema foi submetido a 

agitação orbital de 150 rpm durante 4 horas. A suspensão foi filtrada a vácuo, sendo o 

sobrenadante submetido a ensaio de quantificação de proteínas através do método de Bradford 

(1976). A concentração de proteínas foi calculada a partir de uma curva de calibração com o 

padrão soro-albumina bovina (BSA, Sigma).  
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3.3. Métodos analíticos 

3.3.1. Cromatografia em camada delgada (CCD) 

 
Todas as reações de esterificação foram acompanhadas por CCD em cromatoplacas 

(Merck, F254). Antes da quantificação reacional, a presença do éster e do DAF foi visualizada 

por uma solução reveladora (5% ácido sulfúrico em álcool etílico). A fase móvel empregada 

foi ciclohexano:acetato de etila (4:1). Este método teve por objetivo a verificação qualitativa 

da conversão em éster do DAF durante a reação. 

3.3.2. Lowry–Tinsley 

 
A conversão das reações de esterificação foi medida através do método Lowry–

Tinsley adaptado (LOWRY; TINSLEY, 1976). Trata-se de um método colorimétrico que 

mede a coloração do complexo azul-esverdeado formado entre os íons Cobre II e os ácidos 

graxos livres, solúveis em fase orgânica. Para tal, em um criotubo era colocado, 0,3 mL do 

meio reacional, 0,3 mL de uma solução de 5% acetato de cobre-piridina (pH 6), 0,6 mL do 

respectivo solvente e agitados vigorosamente em vórtex por 30 segundos. O sobrenadante era 

medido em espectrofotômetro UV/visível em 715 nm de comprimento de onda. A 

concentração residual de ácidos graxos presente na amostra foi calculada com base na 

equação gerada pela curva padrão do respectivo ácido utilizado (Figura 3.1), comparando-se 

com a concentração inicial demonstrada pela solução-estoque.  
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Figura 3. 1: Curvas padrão dos ácidos graxos utilizados como reagentes de partida. Curva 

padrão do ácido palmítico (AP), (a); curva-padrão do resíduo de ácido graxo (RAG), (b). 

 

Cada reação foi analisada em triplicata, e a conversão foi calculada pela diferença da 

concentração da solução antes e após a reação segundo a equação 3.1.  Tal metodologia para 

determinação de ácido residual vai ao encontro com as metodologias analíticas 

cromatográficas e é amplamente utilizada (BARON et al, 2005; FERNANDES et al, 2007;  

JUNIOR et al, 2011; RUELA et al, 2013; FERNANDES et al, 2004; JUNIOR et al, 2012; 

GONÇALVEZ et al, 2013; ITABAIANA et al, 2013). 

 

Eq. 1.                                    
            

       
 

 

Onde C é a conversão de ácido graxo expressa em porcentagem, [A.G.]i é a concentração de 

ácido graxo no início da reação e [A.G.]f é concentração de ácido graxo no final da reação. 

 

3.3.3. Análise de Infravermelho de Transmissão 

 
Os espectros de infravermelho foram obtidos em um equipamento NICOLET 

MAGNA-IR 760, sob a forma de pastilhas de KBr na faixa de comprimento de onda que vai 

de 400 a 4000 cm
-1

. 
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3.3.4. Espectrometria de Ressonância Magnética Nuclear 

 
Os espectros de ressonância magnética nuclear de 1H e 13C (RMN 1H e RMN 13C) 

foram realizados no espectrômetro BRUKER AC-200, com frequência de 200 MHz (1H) e 50 

MHz (13C), utilizando como padrão interno o (CH3)4Si (TMS).  

As áreas relativas dos sinais foram obtidas por integração eletrônica e suas 

multiplicidades representadas por: singleto, dupleto, duplo-dupleto, tripleto, multipleto, etc. 

Os deslocamentos químicos (δ) foram relatados em unidades adimensionais que representam 

partes por milhão (ppm) da frequência aplicada. Utilizou-se como solvente clorofórmio 

deuterado. 

3.3.5. Cromatografia de fase gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) 

 
A análise quali e quantitativa dos ácidos graxos presentes no resíduo de ácidos graxos 

oriundo do refino de óleo de palma utilizado como substrato foi realizada por cromatografia 

gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) e realizada em duplicata. Assim, foi 

preparado em clorofórmio uma solução de 1 mL de 50 mM de resíduo de ácido graxo 

(baseado na massa molar do ácido palmítico). Em seguida, cada amostra foi submetida a um 

processo de derivatização com MSTFA, a fim de serem transformados em seus derivados 

mais voláteis. Para tal, 50 µL da solução era posto em contato com 100 µL do agente 

derivatizante e acondicionados em um shaker a 150 rpm e 60 
0
C por 30 minutos. Após, 

adicionou-se 1 mL de CHCl3 a cada amostra, sendo estas carreadas para frascos de 2mL, e 

submetidas a análise por CG-EM. 

Utilizou-se um aparelho Shimadzu 2010 equipado com coluna DB 5-HT (Agilent 

J&W Scientific, USA – 10m 0.32mm 0.1 mm). Os ácidos foram identificados através de 

comparação com os espectros de massas da biblioteca NIST05s.LIB. A temperatura do 

injetor, assim como a do detector foi de 270°C. As condições de aquecimento da coluna 

cromatográfica utilizada podem ser visualizadas na tabela 3.1. 

 

Tabela 3. 1: Rampa de aquecimento utilizada para a análise de RAG em CG-EM. 

Velocidade (°C/min) Temperatura (°C) Tempo (min) 

- 60 1,00 

10 290 16,00 
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3.3.6. Análise do Suporte da Enzima por Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 

 
A fim de averiguar o desgaste do suporte dos biocatalisadores gerados nos sucessivos 

reciclos das enzimas comerciais imobilizadas, bem como avaliar a morfologia do organogel 

aplicado como suporte a enzima Cal B em micela reversa, na esterificação do DAF, realizou-

se a análise através de microscopia eletrônica de varredura em um microscópio Shimadzu 

SuperScan SS-550 no laboratório de microscopia do GMPC-UEM, sob a responsabilidade da 

doutoranda Andreia Fátima Zanetti. Para a obtenção de cada micrografia, as superfícies dos 

suportes foram previamente recobertas por ouro em um metalizador marca Shimadzu. Para 

isso, as amostras foram colocadas sobre o porta-amostra em fitas de carbono, sob vácuo e 

foram metalizadas. Após o recobrimento do material, as amostras foram posicionadas no 

microscópio e bombardeadas por feixes de elétrons que interagem com os átomos do suporte 

produzindo partículas e radiação que foram usadas para formar uma imagem ampliada da 

amostra.   

 

3.3.7. Medidas dos tamanhos de partícula das micelas reversas 

 
 A medição dos tamanhos de partícula das micelas reversas foi realizada através da 

técnica de dispersão dinâmica de luz usando um equipamento comercial Horiba LB-950. 

3.3.8. Análise estatística dos dados  

 
Os planejamentos de experimentos e resultados foram realizados com o auxílio do 

software Statistica 6.0 (Statsoft, Inc, USA), de acordo com o nível de significância 

estabelecido para se obter os modelos matemáticos. A variância explicada pelos modelos foi 

dada pela determinação múltipla de coeficientes, R
2
. A significância dos coeficientes de 

regressão e as probabilidades associadas, p(t) foram determinadas por teste F de Fisher.   

 

3.4. Reação em batelada 

 

3.4.1. Enzima comercial imobilizada  

3.4.1.1. Seleção de lipases comerciais – esterificação do DAF e AP 

 
 A reação de esterificação do DAF e ácido palmítico foi investigada em sistema 

batelada. Reatores de 4 mL foram utilizados em placa de carbeto de silício (Figura 3.2 a),  que 
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permitem até 24 reações simultâneas com total homogeneização da temperatura reacional 

(Figura 3.2 b). As reações foram realizadas a 60
0
C com agitação magnética. Uma solução 

estoque 1:1 (50mM e 50mM) de DAF e AP foi preparada em heptano. As reações foram 

realizadas em triplicata em 1 mL de meio reacional com  as enzimas comerciais em sua forma 

livre e imobilizada (Tabela 3.1). Ao final do tempo reacional (24 horas) as reações eram 

submetidas a análise pela metodologia Lowry–Tinsley para quantificação de ácido graxo 

residual. 

 

 

Figura 3. 2: Placa de carbeto de silício (a) e demonstração da homogeneização da 

temperatura (b). 

 
Tabela 3. 2: Lipases comerciais utilizadas na reação de esterificação (DAF e AP). 

Enzima 

Lipase de Rhizomucor miehei (RML)
a
 

Lipase de Rhizomucor miehei (RM IM)
b
 

Lipase B de Candida antarctica (Cal B)
a
 

Novozym 435 (435)
b 

Lipase de Pseudomonas cepacia (PSL)
a 

Lipase de Pseudomonas cepacia (PS IM)
 b

 

Lipase de Thermomyces lanuginosus (TLL)
a
 

Lipase de Thermomyces lanuginosus (TL IM)
b 

a
 enzima em sua forma livre, (150 µL) 

 b
 enzima imobilizada, (150 mg) 

 

 

3.4.1.2.  Determinação do tempo reacional  

 
Os tempos reacionais foram testados utilizando as duas lipases comerciais que 

apresentaram os melhores resultados da seleção das lipases comerciais na esterificação em 

(a) (b) 
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batelada de DAF e AP.  As reações foram realizadas nos tempos de 1,2, 3, 4, 5, 12, 15, 24, 48 

e 72 horas. Reatores de 4 mL foram utilizados no sistema de carbeto de silício a 60
0
C com 

agitação magnética, com 150 mg de enzima. Uma razão molar 1:1 (50 mM e 50 mM) de DAF 

e AP foi preparada em 1 mL de heptano como meio reacional.  

 

3.4.1.3. Planejamento fatorial para otimização das variáveis independentes da reação 

catalisada pelas enzimas imobilizadas em suporte sólido 

 
Primeiramente, foi realizado um planejamento fatorial fracionário 2

3-1
 para as lipases 

que geraram melhores conversões, Rhizomucor miehei (RM IM) e Termomices lanuginosus 

(TL IM) com o intuito de determinar as variáveis de maior significância e as condições ótimas 

de reação para a esterificação do DAF e ácido palmítico. As variáveis independentes 

avaliadas foram temperatura, concentração de substrato e quantidade de enzima, variando em 

dois níveis com triplicata dos pontos centrais para o cálculo do erro experimental. O tempo 

reacional foi previamente determinado com o intuito de não gerar detrimento dos dados 

estatísticos (RODRIGUES; IEMMA, 2005; GONÇALVES et al, 2012; JUNIOR et al, 2011). 

Os respectivos níveis das variáveis avaliadas para o planejamento fatorial fracionário (FFD) 

são apresentados na tabela 3.3.  

 

Tabela 3. 3: Valores reais e codificados (+ nível superior, 0 intermediário, - nível inferior) 

das variáveis independentes (2
3-1

) para as lipases avaliadas, RM IM e TL IM. 

Variáveis -1 0 +1 

Temperatura (
0
C) 50 60 70 

Quantidade de enzima (mg) 10 105 200 

Concentração de substrato (mM) 5 27,5 50 

 

 Uma vez que as variáveis relevantes foram selecionadas através do planejamento 

fatorial fracionário (DFF), um delineamento composto central (DCC) para a enzima RMIM e 

um delineamento composto central rotacional (DCCR) para a TL IM foram utilizados para se 

obter as condições ótimas de esterificação dos respectivos biocatalisadores. Nas Tabelas 3.4 e 

3.5 são apresentados os valores reais e codificados utilizados nos planejamentos para a 

enzima RM IM e TL IM, respectivamente. 
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Tabela 3. 4: Valores reais e codificados (+ nível superior, 0 intermediário, - nível inferior) 

das variáveis independentes (2
2
) para as reações catalisadas pela enzima RMIM. 

Variáveis -1 0 +1 

Quantidade de enzima (mg) 50 150 250 

Concentração de substrato (mM) 10 32,5 55 

 

Tabela 3. 5: Valores reais e codificados (+ nível superior, 0 intermediário, - nível inferior) 

das variáveis independentes (2
3
) para as reações catalisadas pela enzima TLIM. 

Variáveis -1,68 -1 0 1 1,68 

Temperatura (
0
C) 55 59,1 65 70,9 75 

Quantidade de enzima (mg) 50 91 150 209 250 

Concentração de substrato (mM) 10 19,1 32,5 45,9 55 

 

3.4.2. Enzima em micela reversa imobilizada em organogel 

3.4.2.1. Preparação das micelas reversas 

 
As micelas foram formadas pela adição de concentração apropriada de enzima Cal B a 

uma solução de 0,2 M de tampão Tris/HCl pH 7,5 formando soluções de 5-30 mg.mL
-1

 de 

lipase. As microemulsões contendo a lipase foram preparadas misturando a solução de Cal B 

com outra de 0,2 M de AOT/isooctano resultando em uma quantidade de 30-180 µg de 

biocatalisador por reação (método injeção). A micela foi formada pela agitação com barra 

magnética da solução até que esta ficasse límpida (PAPADIMITRIOU et al, 1995). O 

conteúdo de água, expresso em termos da razão molar de água e tensoativo foi de 8. 

 

3.4.2.2. Imobilização das micelas reversas em organogel 

As microemulsões imobilizadas em organogel foram preparadas através da introdução 

de quantidades adequadas de AOT contendo lipase (sem substratos) a uma segunda solução 

de hidroxipropilmetil celulose (HPMC) em água. Num experimento típico, 0,2 mL de 
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microemulsão de AOT contendo 30-180 µg de lipase foi gelificada com 0,2 g de HPMC e 

0,4 mL de água à temperatura ambiente.  

3.4.2.3. Procedimento de reação em batelada da enzima Cal B em micela reversa 

imobilizada em organogel 

 
As reações realizadas com a enzima em micela reversa imobilizada em organogel 

foram realizadas em reatores de 4 mL em shaker com controle de agitação.  Para tal, com o 

intuito de evitar erros de pipetação, uma solução estoque de AP e DAF na proporção 1:1 em 

concentrações de 5 a 100 mM foram preparadas em heptano e em tolueno. Em cada reator foi 

colocado 0,75 g de organogel contendo de 30-180 µg de lipase Cal B e 2 mL da solução 

estoque (AP e DAF) do designado solvente nas respectivas concentrações de acordo com o 

planejamento de experimentos.  Peneira molecular de 3 Å (àngström) foi usada também de 

acordo com o planejamento de experimentos (10-20% p/v). Os reatores eram incubados a 

temperatura de 40-55 ºC com agitação de 50-250 rpm. 

 

3.4.2.4. Planejamento fatorial para otimização das variáveis independentes da reação 

catalisada pela enzima Cal B em micela reversa imobilizada em organogel 

 
Utilizando a mesma estratégia de otimização de processo adotada nas reações 

realizadas com as enzimas imobilizadas comerciais, primeiramente, foi realizado um 

planejamento fracionário, 2
5−1

 com o intuito de determinar o efeito e a significância das 

variáveis para a reação de esterificação catalisada pela enzima Cal B imobilizada em micela 

reversa em cada solvente avaliado (heptano e tolueno). As variáveis independentes analisadas 

foram temperatura, quantidade de enzima, concentração de substrato, peneira molecular e 

agitação em diferentes níveis, conforme pode ser visualizado na Tabela 3.6. 
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Tabela 3. 6: Valores reais e codificados (+ nível superior, 0 intermediário, - nível inferior) 

das variáveis independentes avaliadas no delineamento fatorial fracionário (DFF)  2
5-1

 para a 

reação catalisada em diferentes solventes pela enzima Cal B em micela reversa imobilizada 

em organogel. 

Variável -1 0 +1 

Temperatura (
0
C) 40 45 50 

Quantidade de 

enzima (µg) 
30 105 180 

Concentração de 

substrato em 

heptano (mM) 

5 27,5 50 

Concentração de 

substrato em 

tolueno (mM) 

5 52,5 100 

Peneira molecular  

(%)* 
10 15 20 

Agitação (rpm) 50 150 250 

*p/v 

Após a seleção das variáveis relevantes através do planejamento fatorial fracionário, 

um delineamento composto central rotacional (DCCR) foi aplicado para a reação em cada 

solvente avaliado com o intuito de se obter as condições ótimas da esterificação do DAF com 

o AP. Para os planejamentos avaliados, pontos axiais foram indexados para a construção de 

modelos quadráticos. As variáveis independentes e seus respectivos valores reais e 

codificados são apresentados na Tabela 3.7 e 3.8, para o heptano e tolueno, respectivamente.  

 

Tabela 3. 7: Valores reais e codificados (+ nível superior, 0 intermediário, - nível inferior) 

para as variáveis independentes avaliadas no DCCR (2
3
) para as reações realizadas em 

heptano. 

Variável -1,68 -1 0 +1 +1,68 

Quantidade de enzima (µg) 30 54,3 90 125,7 150 

Concentração de substrato (mM) 5 10,1 17,5 24,9 30 

Agitação (rpm) 150 180,4 225 269,6 300 

Condições mantidas constantes: temperatura (50
0
C) e peneira molecular (15%, p/v). 
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Tabela 3. 8: Valores reais e codificados (+ nível superior, 0 intermediário, - nível inferior) 

para as variáveis independentes avaliadas no DCCR (2
3
) para as reações realizadas em 

tolueno. 

Variável -1,68 -1 0 +1 +1,68 

Temperatura (
0
C) 45 47 50 53 55 

Concentração de substrato  (mM) 5 10,1 17,5 24,9 30 

Peneira molecular  (%)* 10 12,02 15 17,98 20 

Condições mantidas constantes: quantidade de enzima (105 µg) e agitação (150rpm). 

*p/v 

 

3.5. Reação em reator de fluxo contínuo 

 
Para as reações realizadas em fluxo contínuo, tanto a esterificação catalisada pelas 

enzimas comerciais quanto a enzima em micela reversa imobilizada em organogel foi 

utilizado um sistema fabricado pela SYRRIS série ASIA como pode ser visualizado na figura 

3.3. Em todas reações realizadas em fluxo, primeiramente o respectivo solvente puro era 

bombeado no sistema durante 5 min enquanto a mistura reacional (DAF e AP) era agitada e 

aquecida na temperatura a ser testada. Enquanto isso o equipamento foi equipado com coluna 

de leito fixo marca Omnifit contendo a lipase imobilizada trabalhada na referida etapa.  Após 

os tempos de residência, as conversões foram analisadas pela metodologia citada 

anteriormente (3.3.2) e o solvente puro mais uma vez era bombeado no sistema afim de 

eliminar qualquer resíduo remanescente.  

 

 

Figura 3. 3: Equipamento Asia (SYRRIS) de fluxo contínuo. 
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3.5.1. Catalisada por enzima imobilizada em suporte sólido  

 
 As reações realizadas em concentração até 50 mM catalisadas pelas lipases comerciais 

de Rhizomucor miehei IM e Thermomyces lanuginosus IM foram realizadas  nos  fluxos de 

0,1 a 3 mL.min
-1

 com um reator de volume 2,4 mL (950 mg de lipase suportada). As reações 

foram realizadas nas melhores condições obtidas na otimização em batelada das referidas 

enzimas: 10 mM de uma  mistura (1:1) de AP e DAF em heptano a 60
0
C para a RM IM e para 

a TL IM, 19,1 mM de substrato a 70,9 
0
C. 

 Para as reações em concentração até 500 mM foram utilizados terc-butilmetil éter 

(TBME), tolueno e para-cimeno como meio reacional e catalisada pela enzima RM IM nas 

mesmas condições de fluxo e volume reacional. 

 

3.5.2. Catalisada pela enzima Cal B em micela reversa imobilizada em organogel 

 
 Para as reações catalisadas pela enzima Cal B em micela reversa imobilizada em 

organogel foi utilizado um volume reacional de 4,71 mL contendo 3.4 g de organogel (600 µg 

de lipase). Fluxos de 0,1 a 0,6 mL.min
-1

 foram testados. Primeiramente, as reações foram 

realizadas nas melhores condições obtidas na otimização em batelada: 5 mM de uma  mistura 

(1:1) de ácido palmítico e DAF em heptano e em tolueno a 50
0
C. Após, reações com 20 e 40 

mM de substrato também foram testadas.
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CAPÍTULO 4 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1. Síntese de 2,3:4,5-O-diisopropileideno-β-D-frutopiranose (diacetonídeo da frutose - 

DAF) 

 
Um sólido branco como produto sob forma de agulhas finas foi obtido (p.f 96°C, lit. 

95-96°C) na síntese do 2,3:4,5-O-diisopropileideno-β-D-frutopiranose (DAF) após 

recristalização com um rendimento de 30% submetido à análise de infravermelho (Figura 

4.1). 

 

Figura 4. 1: Espectro de infravermelho (KBr) do 2,3:4,5-O-diisopropileideno-β-D 

frutopiranose (DAF). 

 

Evidencia-se na Figura 4.1 a banda em 3300 cm
-1 

que
 
representa a vibração de 

deformação axial de O-H. Quando se compara o espectro de infravermelho da frutose (Figura 

4.2) com o do DAF, pode-se observar a diminuição desta banda referente ao O-H,
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 dando indício da efetividade na proteção desses grupos através dos acetais (isopropilideno). 

Observa-se também no espectro a deformação axial C-H de carbonos alifáticos nas bandas 

entre 2985-2896 cm
-1

 evidenciando o estiramento das metilas germinais dos grupamentos 

isopropilidênicos. 

 

Figura 4. 2: Espectro de Infravermelho (KBr)  da frutose. 

 

O produto também foi confirmado através de análises por Ressonância  Magnética 

Nuclear (RMN)  de 
1
H (Apêndice A 1), 

13
C (Apêndice A 2) e bi-dimensional (COSY, HMBC 

e HSQC – Apêndice A 3 - 5) indo ao encontro com os dados da literatura (FERREIRA et al, 

2001). 

 

4.1.1. Teste de solubilidade do DAF e da frutose em diversos solventes 

 
 A fim de confirmar a eficácia da proteção das hidroxilas do carboidrato foram 

realizados testes comparativos de solubilização do DAF e da frutose. Neste ensaio, 

concentrações molares de 100 e 200 mM das moléculas foram testadas em criotubos, a 

temperatura ambiente, em diferentes solventes orgânicos e agitados em vórtex. As análises de 
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solubilidade não apresentaram dissolução parcial nem mostraram turbidez, portanto foram 

avaliadas de maneira qualitativa, como pode ser visualizado na tabela 4.1. 

 

Tabela 4. 1: Teste de solubilidade da frutose e do DAF em concentrações de 100 e 200 mM 

em diferentes solventes a temperatura ambiente. 

Solvente 
 Frutose DAF 

Constante dielétrica 100 mM 200 mM 100 mM 200 mM 

acetato de etila 6,02  - - + + 

acetona 21 - - + + 

acetonitrila 37,5 - - + + 

álcool etílico 24,55 + - + + 

álcool isopropílico 19,92 - - + + 

álcool metílico 32,7 + + + + 

álcool propílico 20,33 - - + + 

ciclo-hexano 2,02 - - + - 

diclorometano 8,93 - - + + 

dioxano 2,25 - - + + 

dimetilformamida 36,71 + + + + 

dimetilsulfóxido 46,68 + + + + 

n-heptano 1,92 - - + - 

n-hexano 1,88 - - + - 

iso-octano 1,94 - - + + 

metiletilcetona 18,51 - - + - 

ter- butil metil éter 2,6 - - + + 

terc-butanol 17,51 - - + + 

tolueno 2,38 - - + + 

+ solúvel 

- insolúvel 

 

Geralmente a constante dielétrica fornece uma medida aproximada de polaridade do 

solvente. Solventes com uma constante dielétrica menor do que 15 são considerados apolares 

enquanto que solventes polares possuem constantes maiores que 15 (REICHARDT, 1990). 

Partindo do princípio que semelhante dissolve semelhante, ou seja, solvente polar dissolve 

substâncias polares, podemos observar que a frutose foi solúvel em solventes polares como 

etanol, metanol, DMF e DMSO. De acordo com Lide (2004), a frutose é solúvel em álcool 
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metílico e álcool etílico. Porém, como mencionado na revisão, esses solventes possuem 

grupos hidroxila livres que podem competir com o substrato, não sendo desejáveis em reação 

de esterificação. Já solventes como DMF e DMSO podem causar efeitos de inibição ou até 

inativar biocatalisadores não sendo desejados em catálise enzimática (PLOU et al., 2002). 

Sabe-se que o emprego da temperatura e agitação melhora o poder de solvatação dos 

solventes, entretanto, são necessários altos tempos de contato soluto/solvente para que haja a 

solubilização do carboidrato. Fonseca (2008), por exemplo, conseguiu solubilizar a mesma 

concentração de frutose em terc-butanol (100 mM), entretanto, necessitou de 24 horas de 

agitação (200 rpm) e temperatura (55
0
C). Já o DAF se mostrou solúvel em terc-butanol em 

concentração superior (200 mM) à temperatura ambiente, o que mostra a vantagem de 

solubilização do DAF frente à frutose. 

Como pode ser visualizado na Tabela 4.1, o DAF foi solúvel em todos os solventes e 

em quase todas as concentrações testadas, comprovando que a proteção da frutose por grupos 

isopropilideno foi satisfatória para aumentar a solubilidade do carboidrato tanto em solventes 

apolares quanto em polares.  

Pelo fato do nosso grupo já vir realizando trabalhos de esterificação enzimática com 

resultados satisfatórios (JUNIOR et al, 2011; JUNIOR et al, 2012;  JUNIOR et al, 2012), o n-

heptano foi inicialmente utilizado como solvente para as reações com as enzimas imobilizadas 

em suporte sólido. 

 

4.2. Reação em batelada  

4.2.1. Enzimas imobilizadas comerciais 

4.2.1.1. Seleção de lipases comerciais  

 
A fim de se encontrar um biocatalisador para as reações de esterificação realizadas 

neste estudo, foi feita uma triagem dentre as lipases disponíveis em laboratório, as quais estão 

descritas na seção experimental. Nesta ocasião, investigou-se a capacidade de esterificação do 

DAF e AP, no solvente anteriormente escolhido (Figura 4.3).  
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Figura 4. 3: Reação de esterificação entre o DAF e o AP, realizada a 60°C, razão molar 1:1, e 

volume reacional de 1 mL. 

 

A Figura 4.4 apresenta os resultados de conversão de monopalmitato de DAF para as 

enzimas livres e imobilizadas avaliadas.  

 

 

Figura 4. 4: Investigação inicial de lipases comerciais livres e imobilizadas na reação de 

esterificação do DAF com AP. Condições reacionais: temperatura 60
0
C, razão molar 1:1 

(20mM e 20mM) de DAF e AP em 1mL de n-heptano, 15% p/p ou p/v de enzima, tempo 

reacional de 24 horas. 

 

A dessorção da proteína do suporte das enzimas imobilizadas não foi realizada nesta 

etapa, portanto os biocatalisadores testados em sua forma livre estão em concentração de 

proteína superior aos imobilizados. Mesmo possuindo provavelmente uma menor 

concentração de proteína, as enzimas imobilizadas apresentaram resultados superiores em 

comparação às enzimas livres. Isso também foi observado em outras reações de esterificação 

realizadas pelo nosso grupo (JUNIOR et al, 2011; JUNIOR et al, 2012;  JUNIOR et al, 2012). 

Diversos autores (CUNHA et al, 2008, GUISAN et al, 2001) afirmam que a imobilização da 
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enzima confere algumas vantagens ao biocatalisador, como por exemplo, a formação de uma 

camada de solvatação no microambiente em torno do biocatalisador, capaz de manter uma 

dinâmica molecular mínima, essencial à atividade enzimática em ambientes orgânicos. As 

enzimas livres tendem a se agregar e aderir às paredes do reator, quando suspensas em um 

solvente orgânico e submetidas a agitação, apresentando assim, uma distribuição desuniforme 

pelo meio reacional. A imobilização de enzimas em suportes sólidos minimiza esse efeito, 

refletindo em melhores conversões. A imobilização de enzimas pode ainda, fornecer proteção 

à enzima contra a ação danosa do solvente as águas de hidratação aumentando assim sua 

atividade de esterificação devido a otimização da rigidez da estrutura molecular (ILLANES, 

1994).  

As lipases imobilizadas de Thermomyces lanuginosus (TL IM) e Rhizomucor miehei 

(RM IM) apresentaram excelentes resultados, com 61,1% e 71% de conversão, 

respectivamente. Dessa maneira as enzimas RM IM e TL IM foram escolhidas para serem 

submetidas à otimização de suas condições reacionais. 

 

4.2.1.2. Confirmação do éster sintetizado  

 
A cromatografia em camada delgada mostrou uma grande diferença entre os índices de 

retenção do substrato e da reação revelando a provável formação do produto de interesse 

(monopalmitato de 2,3:4,5-O diisopropileideno-β-D-frutopiranose). A confirmação foi 

realizada por análise de infra-vermelho como pode ser observado na Figura 4.5 para o 

espectro do monopalmitato de DAF obtido na catálise da enzima RM IM. Pode-se observar a 

banda de deformação axial característica de carbonila de éster em 1747 cm
-1

. Observa-se 

também entre 2900 e 3000 cm
-1 

a deformação axial de C-H alifático, e em 1471 cm
-1 

aparece a 

banda de deformação angular de CH2.  
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Figura 4. 5: Espectro infravermelho (KBr) do éster (palmitato do diacetonídeo da frutose) 

obtido. 

 

A caracterização por Ressonância Magnética Nuclear, 200 MHz; CDCl3 de 
1
H 

(Apêndice A 3) e 
13

C (Apêndice A 4) corroborou com o espectro de infra-vermelho 

confirmando a esterificação entre o AP e o 2,3:4,5-O-diisopropileideno-β-D-frutopiranose. 

Quando se compara os espectros de 
13

C do DAF (Apêndice A 2) e do éster (Apêndice A 4) 

pode-se observar o aparecimento de um quarto carbono quaternário com deslocamento 

químico de 173,6 ppm, referente a carbonila do éster. 

 

4.2.1.3. Determinação do tempo reacional  

 
 A fim de encontrar o tempo para a posterior otimização dos parâmetros reacionais 

foram realizados testes em tempos variados. A Figura 4.6, mostra os resultados de conversão 

nos diferentes tempos testados para a esterificação entre o AP e DAF catalisada pela enzima 

RM IM e TL IM. 
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Figura 4. 6: Conversão nos diferentes tempos testados para a esterificação entre o 

DAF e o AP catalisada pela enzima RM IM (a) e TL IM (b). Temperatura 

reacional 60
0
C, razão molar ácido e álcool (1:1), 15 % (p/p) de enzima. 

 

Observa-se na Figura 4.6 o comportamento similar das duas enzimas avaliadas (RM 

IM e TL IM). As duas enzimas apresentaram estabilidade em suas conversões após 24 horas 

de reação. Assim, o tempo de 24 horas foi determinado como tempo reacional para a 

otimização do processo. 
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4.2.1.4. Delineamento fatorial fracionário (DFF) e delineamento composto central 

rotacional (DCCR) 

 
A estimativa dos efeitos do planejamento fatorial fracionário 2

3-1
 é usada para indicar 

as variáveis mais importantes que devem ser incluídas no próximo planejamento, bem como 

definir as novas faixas das variáveis a serem trabalhadas. Os resultados de conversão e a 

matriz do planejamento fracionário das enzimas avaliadas para a seleção das variáveis mais 

relevantes da esterificação são apresentados na Tabela 4.2. O DFF consiste de quatro pontos 

fatoriais e triplicata do ponto central para o cálculo do erro experimental.  

 

Tabela 4.2: Matriz delineamento experimental fatorial fracionário 2
3-1 

com valores 

codificados e conversão para as enzimas avaliadas. 

Entrada 
Variáveis Conversão (%) 

T (
0
C) E (mg) S (mM) RM IM TL IM 

1 -1 (50) -1 (10) +1  (50) 25,6 19,5 

2 +1 (70) -1 (200) -1 (5) 5,3 4,1 

3 -1 (50) +1 (10) -1 (5) 61,0 20,9 

4 +1 (70) +1 (200) +1 (50) 77,6 69,9 

5 0 (60) 0 (105)  0 (27,5)  41,4 49,1 

6 0 (60)  0 (105)  0 (27,5)  42,1 49,6 

7 0 (60)  0 (105)  0 (27,5)  42,9 47,4 

 

 

Como pode ser observado nas conversões da Tabela 4.2, a  Lipozyme RM IM e 

Lipozyme TL IM apresentam melhores resultados no ponto fatorial superior para ambas as 

variáveis (Experimento 4). Isso é um indicativo do efeito positivo das variáveis na reação, isto 

é, tanto um aumento na quantidade de substrato e temperatura quanto na quantidade de 

biocatalisador gerará um aumento nos resultados de conversão de éster. Isso pode ser 

comprovado através da Tabela 4.3.  Observa-se que todas as variáveis estatisticamente 

significativas apresentaram efeito positivo no processo.  
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Tabela 4. 3: Estimativa dos efeitos do planejamento fatorial fracionário (DFF) 2
3-1 

para as 

enzimas avaliadas. 

 

Variáveis 

Efeito Valor de p  

RM IM TL IM RM IM TL IM 

Média 42,3750 28,6000 <0,0001
a
 <0,0001

a
 

Curvatura -0,4833 40,2000 0,7143 0,0019
a
 

Temperatura (
0
C) -1,8500 16,8000 0,1326 0,0046

a
 

Quantidade de enzima (mg) 53,8500 33,6000 0,0001
a
 0,0011

a
 

Concentração de substrato (mM) 18,4500 32,2000 0,0016
a
 0,0012

a
 

a 
estatisticamente significativo com 95% de confiança 

 

Pode-se observar ainda na Tabela 4.3 que para a enzima RM IM que a quantidade de 

enzima e concentração de substrato foram as variáveis que apresentaram significância na 

reação por apresentarem p<0,05 e, portanto foram selecionadas para serem otimizadas no 

planejamento completo. A curvatura não foi significativa para a enzima RM IM, sendo um 

modelo linear suficiente para explicar os resultados. A temperatura não apresentou 

significância sendo assim mantida constante a 60
0
C no planejamento subsequente. 

Como podem ser visualizadas na Tabela 4.3 para a TL IM, todas as variáveis foram 

significativas (p<0,05) e, portanto utilizadas no planejamento subsequente. A curvatura 

também foi significativa (p=0,0019), havendo dessa forma a necessidade de adição de pontos 

axiais para a construção de um modelo quadrático, o delineamento composto central 

rotacional (DCCR).  

Se compararmos os resultados dos planejamentos fracionários da enzima RM IM e TL 

IM (Tabela 4.3) pode-se verificar a maior significância da temperatura para a TL IM. O efeito 

da temperatura na enzima TL IM foi significativo sendo considerado no DCCR, ao contrário 

da RM IM. Tanto a enzima TL como a RM quando imobilizadas podem ser consideradas 

termoestáveis, apresentando atividade em temperaturas superiores a 70
0
C (TORRES et al, 

2002; COLLINS et al, 2011). Por isso, no DCCR, temperaturas acima de 70 
0
C puderam ser 

usadas. 

O delineamento composto central utilizado para encontrar as condições ótimas que 

maximizassem os resultados de conversão para a reação de esterificação são mostrados na 

Tabela 4.4 para a enzima RM IM. 

 

 



CAPÍTULO 4  RESULTADOS E DISCUSSÃO 

87 
 

 

Tabela 4. 4: Planejamento fatorial completo 2
2
 com valores codificados e resultados de 

conversão da reação de esterificação catalisados pela enzima RM IM. 

Experimentos 
Quantidade de 

enzima (mg) 

Concentração de substrato 

(mM) 
Conversão (%) 

1 -1 (50) +1 (55) 34,8 

2 +1 (250) +1 (55) 90,7 

3 -1 (50) -1 (10) 22,9 

4 +1 (250) -1 (10) 91,6 

5 0 (150) 0 (32,5) 66,7 

6 0 (150)  0 (32,5) 69,1 

7 0 (150)  0 (32,5) 69,7 

 

Na Tabela 4.4 observa-se os sete tratamentos das duas variáveis selecionadas e a 

conversão para cada experimento. Os primeiros quatro experimentos são suficientes para a 

determinação do modelo matemático e são referentes ao delineamento estatístico 2
2 

e do 

experimento 5 ao 7 são as triplicatas dos pontos centrais para obtenção do erro experimental.  

As maiores conversões foram obtidas nos experimento 2 e 4 (90,7 e 91,6% 

respectivamente), com as mesmas quantidades de biocatalisador, mas com concentrações de 

substrato diferentes. Isso nos sugere que a quantidade de substrato não teve importância 

significativa na reação de esterificação para a enzima RM IM na faixa estudada. Tal 

afirmação pode ser averiguada quando se observa a Tabela 4.5 e Figura 4.7, confirmando que 

a variável concentração de substrato não foi estatisticamente significativa por apresentar um 

valor de p>0,05. Na Tabela 4.5 e na Figura 4.7 pode-se observar ainda que apenas a 

quantidade de enzima foi significativa por apresentar um valor de p<0,05 pelo teste t de 

Student.  

 

Tabela 4. 5: Estimativa dos efeitos dos parâmetros avaliados no planejamento fatorial 

completo 2
2
 para a enzima RM IM. 

Variável Effect p value 

Média 63,6428 <0,0001
a
 

Quantidade de enzima (mg) -  E 62,3000 0,0006
a
 

Concentração de substrato (mM) – S -5,5000 0,0741 

[E] x [S] 6,4000 0,0563 

a  estatisticamente significativo com 95% de confiança 
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-3,46467

4,031621

39,24531

p=,05

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

S

ExS

E

 

Figura 4. 7: Gráfico de Pareto para o planejamento fatorial completo da enzima RM IM 

mostrando a significância das variáveis avaliadas: E, quantidade de enzima; S, concentração 

de substrato. 

 

A Tabela 4.6 apresenta a matriz experimental para o delineamento composto 

rotacional para as reações catalisadas pela enzima TL IM. Observa-se um total de 17 

tratamentos das três variáveis selecionadas e a porcentagem de conversão para cada 

experimento. Os primeiros oito experimentos são suficientes para a determinação do modelo 

matemático e são referentes ao delineamento estatístico 2
3
, do 9 ao 14 temos os pontos axiais 

para a construção do modelo quadrático 
 
e do experimento 15 ao 17 são as triplicatas dos 

pontos centrais para obtenção do erro experimental.  
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Tabela 4. 6: Delineamento composto central rotacional (DCCR) 2
3
 com valores codificados e 

os resultados de conversão da reação de esterificação catalisados pela enzima TLIM. 

Experimentos 
Temperatura 

(
0
C) 

Quantidade de 

enzima (mg) 

Concentração de 

substrato (Mm) 
Conversão (%) 

1 -1 (59,1) -1 (91) -1 (19,1) 45,7 

2 +1 (70,9) -1 (91) -1 (19,1) 82,1 

3 -1 (59,1) +1 (209) -1 (19,1) 44,8 

4 +1  (70,9) +1 (209) -1 (19,1) 92,6 

5 -1 (59,1) -1 (91) +1 (45,9) 76,4 

6 +1 (70,9) -1 (91) +1 (45,9) 69,4 

7 -1 (59,1) +1 (209) +1 (45,9) 79,8 

8 +1 (70,9) +1 (209) +1 (45,9) 72,8 

9 -1,68 (55) 0 (150) 0 (32,5) 65,5 

10 +1,68 (75) 0 (150) 0 (32,5)  82,6 

11 0 (65) -1,68 (50) 0 (32,5)  69,3 

12 0 (65)  +1,68 (250) 0 (32,5)  80,4 

13 0 (65)  0 (150) -1,68 (10) 70,2 

14 0 (65) 0 (150) +1,68 (55) 70,4 

15 0 (65)  0 (150) 0 (32,5)  74,0 

16 0 (65)  0 (150) 0 (32,5)  77,0 

17 0 (65)  0 (150) 0 (32,5)  75,1 

 

 

A Tabela 4.7 e Figura 4.8 mostram a estimativa dos efeitos e os valores de p e t de 

student para o DCCR da enzima TL IM. Podemos observar que todas as variáveis T, E e S 

foram significativas na reação. A temperatura apresentou um efeito positivo de 15,82, 

evidenciando que um aumento de temperatura maximiza a conversão. Isso pode ser observado 

nos experimentos 1 e 2 da Tabela 4.6, realizados exatamente nas mesmas condições de 

substrato (19,1 mM) e enzima (91 mg). Quando aumentamos a temperatura de 59,1 para 70,9 

0
C, aumenta-se a conversão de 45,7% para 82,1%. Isso talvez ocorra pelo aumento da 

homogeneização gerada no meio reacional com o aumento da temperatura nas condições 

trabalhadas (GUMEL et al, 2011).  

O experimento 4, Tabela 4.6, gerou o maior resultado de conversão 92,6%,  com 

209 mg de enzima TL IM (Tabela 4.6). Porém, quando comparamos esse resultado com o 
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experimento 2, 82,1% com quantidade inferior de enzima (91mg) podemos verificar que com 

menos da metade da massa de biocatalisador podemos chegar a resultados similares. Isso, 

diante do custo da enzima é um fator preponderante a ser considerado na reação (GUMEL et 

al, 2011). 

 

Tabela 4. 7: Efeitos estimados das variáveis avaliadas no DCCR 2
3
 para a enzima TLIM. 

Variável Efeito Valor de p 

Média 75,5263 0,0001
a
 

Temperatura (
0
C) – T 14,4922 0,0031

a
 

T
2
 -2,0309 0,1537 

Quantidade de enzima (%) – E 5,1356 0,0246
a
 

E
2
 -1,4652 0,2465 

Concentração de substrato (mM) - S 4,9113 0,0268 

S
2
 -4,6826 0,0353

a
  

T x E 2,8500 0,1173 

T x S -24,5500 0,0019
a
 

E x S 0,7000 0,5811 

a  Estatisticamente significativo com 95% de confiança. 

 

-,652281

-1,62077

-2,24651

2,655715

-5,17968

5,979467

6,252532

17,64413

-22,8764

p=,05

Effect Estimate (Absolute Value)

ExS

E2

T2

TxE

S2

S

E

T

TxS

 

Figura 4. 8: Gráfico de Pareto para o DCCR da enzima TL IM mostrando a significância dos 

respectivos efeitos lineares e quadráticos das variáveis avaliadas: E, quantidade de enzima; S, 

concentração de substrato; T, temperatura. 
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Assim como na estimativa dos efeitos no planejamento fracionário, a variável 

concentração de substrato apresentou efeito positivo, porém menor no DCCR para a catálise 

da enzima TL IM (3,2 para 4,91). Esse efeito positivo provavelmente acontece, pois o 

aumento da quantidade de substrato, na faixa estudada, gera um aumento de contato da 

enzima com o substrato, levando a uma maximização da conversão (GUNAWAN et al, 2005). 

Em geral, a conversão de esterificação com ácido graxo de 10 ou menos carbonos 

pode ser aumentada com um excesso desse substrato. Porém, para uma esterificação 

envolvendo ácidos graxos com longas cadeias carbônicas (16 ou mais) uma baixa razão molar 

de ácido graxo é preferível (CAO, BORNSCHEUER, SCHMID, 1999; SOULTANI, 

ENGASSER, GHOUL, 2001). Isso, pois uma relação equimolar de substratos pode minimizar 

efeitos de inibição à atividade enzimática tanto pelo carboidrato, com a remoção da água 

necessária ao biocatalisador (TARAHOMJOO, ALEMZADEH, 2003), quanto pelo ácido 

graxo que pode gerar diferenças de viscosidade no meio reacional dificultando a 

acessibilidade do substrato ao sítio ativo da lipase (HUMEAU et al., 1998).  

Uma baixa concentração de substrato pode melhorar a viscosidade do meio reacional 

maximizando o contato do carboidrato com o sítio ativo da enzima (HUMEAU et al., 1998). 

Isso pode explicar os melhores resultados obtidos tanto para a enzima RM IM quanto para a 

TL IM em baixas concentrações de substrato (10mM e 19.1mM respectivamente) nos 

planejamentos completos.  

Tanto para as reações catalisadas pela enzima RM IM quanto pela TL IM a otimização 

foi atingida, pois a conversão reacional foi maximizada do planejamento fracionário para o 

planejamento final, de 77,6% e 69,9% para 91,6% e 92,6% para a RM IM e TL IM, 

respectivamente. Porém, tais resultados foram obtidos com elevadas concentrações de enzima, 

o que prejudica a aplicabilidade industrial, devido, como já mencionado, ao alto custo do 

biocatalisador. Outros autores como Ha, Hiep e Koo (2010) também precisaram de uma 

elevada quantidade de biocatalisador (100 mg da lipase N435 em 1 mL de meio reacional) 

para a esterificação da frutose e ácido palmítico e obtiveram 76% de conversão em 14 horas 

de reação em líquido iônico. Isso abre um precedente para a realização da reação em fluxo 

contínuo, já que altas concentrações de enzima são utilizadas nesse sistema. 
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4.2.1.5. Validação modelo matemático 

 
As equações 2 e 3 representam o modelo matemático da conversão do monopalmitato 

de 2,3:4,5-O-diisopropileideno-β-D-frutopiranose obtido através dos dados experimentais 

para a enzima RM IM e TL IM, respectivamente, em função das variáveis estudadas. 

 

Equação 2. Y = 63,64286 + 31,15 x E 

Equação 3. Y= 73,8018 +7,2461xT + 2,5678xE + 2,4556xS -1,9426xS
2
 -12,2750xTxS 

 

Onde Y é porcentagem da taxa de conversão, T, E e S são as variáveis temperatura, 

quantidade de enzima e concentração de substrato, respectivamente. Os testes estatísticos dos 

modelos foram feitos pelo teste F de Fisher através de análise de variância para as enzimas 

avaliadas (Tabela 4.8). 

 

Tabela 4. 8: Análise de Variância (ANOVA) para a validação dos modelos das enzimas 

estudadas. 

Fator 

Soma dos 

quadrados 

Graus de 

liberdade 

Quadrado 

médio 

F 

calculado 

 

F 

tabelado 
p-valor 

RM TL RM TL RM TL RM TL RM TL RM TL 

Regressão 3952,50 2144,04 3 5 1317,50 428,80 30,66 26,59 9,27 3,20 
9,4x 

10
-3

 

8,5x 

10
-6

 

Resíduo 128,90 177,34 3 11 42,96 16,12       

Falta de 

ajuste 
123,85 172,737 1 9         

Erro puro 5,04 4,607 2 2         

TOTAL 4081,39 2321,381 6 16         

*Nível de confiança 95%. 

 

A Tabela 4.8 de análise de variância (ANOVA) mostra a validade dos modelos pelo 

teste F e o resíduo que mostra a magnitude do erro experimental. O F calculado tanto para a 

enzima RM IM (30,66) quanto para a TL IM (26,59) foi maior que o F tabelado (F 3, 3 = 9,27 

e F 5, 11 = 3.20), mostrando a validade do modelo experimental.  

A boa relação do modelo com os dados experimentais pode ser checada pelo 

coeficiente de determinação (R
2
) 0,95 e 0,93 para a RM IM e TL IM, respectivamente. O 
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coeficiente de determinação implica que 95% e 93% de produção do éster é atribuída as 

variáveis independentes e pode ser explicada pelo modelo.  

Através da superfície de resposta e curva de contorno, Figura 4.9 (a e b) 

respectivamente, pode-se observar claramente o quão bem o modelo linear descreve a reação 

para a enzima RM IM. Observa-se na figura 4.9a, a boa correlação do modelo matemático 

com os pontos experimentais.  

 

(a) 
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Figura 4. 9: Superfície de resposta (a) para a reação de esterificação da enzima RM IM e 

curva de contorno (b) em função da quantidade de enzima e da concentração de substrato. 

Em cada figura as variáveis não apresentadas foram fixadas no ponto central. 

 

Para a enzima TLIM a necessidade de um modelo quadrático se torna evidente quando 

observamos a superfície de resposta e respectiva curva de contorno (Figura 4.10 a e b). Essa 

necessidade de curvatura é gerada devido ao efeito significativo da variável quadrática, 

quantidade de substrato. Enquanto que para as variáveis temperatura e quantidade de enzima, 

o efeito quadrático não foi significativo, o que pode ser observado pela linearidade de 

interação entre as variáveis nas figuras 4.11(a e b). 

 Na superfície ilustrada na Figura 4.10 a e superfície de contorno, Figura 4.10 b, que 

mostra a temperatura em função da concentração de substrato, podemos observar a 

susceptibilidade da enzima TL IM ao efeito da temperatura. Pois existem dois pontos de 

ótimo, quando se trabalha com uma baixa concentração de substrato (em torno de 20 mM) e 

quando a concentração de substrato é mais alta (em torno de 45 mM).  

 

 

 

 

 

 

 

(b) 
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Figura 4. 10: Superfície de resposta (a) para a reação de esterificação com a enzima 

TLIM e curva de contorno (b) em função da temperatura e da concentração de 

substrato. Em cada figura as variáveis não apresentadas foram fixadas no ponto 

central. 

(b) 

(a) 
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Figura 4. 11: Superfície de resposta (a) para a reação de esterificação com a enzima 

TL IM e curva de contorno (b) em função da quantidade de enzima e da 

temperatura. Em cada figura as variáveis não apresentadas foram fixadas no ponto 

central. 

 

(a) 

(b) 
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4.2.1.6. Capacidade de reuso das enzimas avaliadas 

 
 As lipases RM IM e TL IM foram investigadas quanto as suas capacidades de 

reutilização. Entre cada ciclo, a lipase foi lavada com n-heptano em papel de filtro, e 

posteriormente foi seca em estufa a 40
0
C por 2 horas. Com o intuito de comparar os perfis 

biocatalíticos de cada lipase os experimentos foram realizados nas mesmas condições 

reacionais para as duas enzimas: 10 mM de substrato razão molar 1:1, temperatura de 60
0
C e 

250 mg de enzima. Cada reação foi realizada em duplicata em carbeto de silício com agitação 

magnética. A Figura 4.12 apresenta a conversão em função do número de bateladas da 

respectiva enzima para a esterificação do DAF com AP.  

 

 

 

Figura 4. 12: Conversão em função do número de reutilização da enzima RM IM e TL IM 

para a esterificação do DAF com AP. Condições reacionais: 10 mM de substrato razão 

molar 1:1, temperatura de 60
0
C, 250 mg de enzima. 

 

Enzimas imobilizadas apresentam a vantagem de poderem ser reutilizadas, porém a 

sua atividade diminui com o aumento do número de reciclos. A Figura 4.12 mostra uma 

queda de conversão para ambas as enzimas nas bateladas subsequentes. Tal fenômeno pode 

ser explicado pela agitação magnética que confere um stress mecânico ao biocatalisador o que 

gera o cisalhamento do suporte da enzima com o decorrer das reações resultando na lixiviação 

da enzima para o meio reacional. Dessa forma, a enzima lixiviada torna-se mais susceptível às 

ações deletérias do solvente orgânico e aos efeitos de temperatura e agitação.  

As enzimas avaliadas tiveram um comportamento de conversão remanescente 

similares até o segundo reuso (80,2 ± 2,3 e 78 ± 2,2 para RM IM e TL IM, respectivamente). 
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A partir da terceira até a sexta batelada observa-se uma maior diferença de conversão entre os 

dois biocatalisadores. No sistema em batelada, a agitação pode ser responsável por danos ao 

suporte das enzimas, tais como ranhuras, rachaduras, ou até mesmo cisalhamento de toda a 

estrutura, devido ao atrito entre as partículas do suporte. Assim, um maior dano ao suporte 

pode gerar maiores perdas de proteína ao meio reacional. Com o intuito de averiguar os danos 

causados pela agitação aos suportes, investigamos através de microscopia eletrônica de 

varredura (MEV) a morfologia das enzimas avaliadas (Figura 4.13), antes e após o último 

reuso. 

 

  

  

 

(a 1) (a 2) 

(b 1) (b 2) 
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Figura 4. 13: Fotomicrografia do suporte da enzima RM IM (a e b) e TL IM (c e d) antes (1) 

e após (2) as seis bateladas. Aumento de 100x e 200x (a) e (c), respectivamente e aumento de 

1000x (c e d). Condições reacionais: 10 mM de substrato razão molar 1:1, temperatura de 

60
0
C, 250 mg de enzima. 

 

O suporte empregado na imobilização da lipase Lipozyme RM IM é uma resina 

macroporosa de troca aniônica, do tipo fenólica, no qual a enzima é fortemente ligada por 

adsorção, sem a utilização de agentes de ligação cruzada. O aspecto do produto é granular 

irregular (Figura 4.13 a) com tamanho de partícula entre 0,2 e 0,6 mm (NOVO NORDISK, 

1992a e 1999). Enquanto que a enzima Lipozyme TL IM é imobilizada em sílica por ligação 

covalente através de tratamento com glutaraldeído. O seu suporte apresenta grânulos 

irregulares arredondados, conforme pode ser visualizado na Figura 4.13 c, com tamanho de 

partícula que variam entre 0,2 e 0,7 mm (CHRISTENSEN; KIRK; PEDERSEN, 2003; PENG 

et al, 2002). 

Ao compararmos as morfologias do suporte antes e ao final das reações da enzima RM 

e TL (Figura 4.13 a,b e c,d), observa-se que aparentemente a agitação sucessiva ocasionou 

danos mais severos a enzima TL IM, desgastando mais o suporte da mesma. Os maiores 

danos ocasionados à TL podem levar a uma maior lixiviação de proteína ao meio reacional. 

(c 1) (c 2) 

(d 1) (d 2) 
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As deformações da superfície do suporte da lipase RM IM e TL IM podem ser mais bem 

visualizadas em um aumento de 1000 vezes, Figura 4.11 b e d, respectivamente, denotando a 

maior irregularidade da superfície da enzima TL. 

 

4.2.1.7. Comparação das conversões obtidas pelo método Lowry-Tinsley e a massa de 

éster 

 
Ao final do estudo de otimização da esterificação foi realizado um ensaio comparativo 

do método Lowry-Tinsley com o rendimento bruto (em massa) da reação. A comparação foi 

realizada nas condições reacionais previamente trabalhadas para a enzima RM IM: 55 mM de 

solução (1:1) de DAF e AP em 40 mL de heptano, 60
0
C e 25% (p/v) de biocatalisador. Os 

testes foram feitos em duplicata e conduzidos em balão com agitação magnética durante 24 

horas. No final do tempo reacional as reações foram lavadas três vezes com uma solução 

aquosa de carbonato de sódio (10%) e uma vez com água destilada.  Os resultados podem ser 

visualizados na Tabela 4.9. 

 

Tabela 4. 9: Comparação das conversões obtidas pelo método Lowry-Tinsley e massa de 

éster. 

Método Conversão (%) 

Lowry-Tinsley adaptado 91,9 ± 2,7 

Rendimento em massa 75,4 ± 4,1 

 

Os resultados mostraram uma diferença de 16,5% entre a conversão e o rendimento 

bruto da reação.  Uma diferença pequena se levarmos em consideração as perdas durante o 

processo de isolamento e purificação da amostra, já que 4 lavagens foram realizadas. A 

análise por ressonância magnética nuclear revelou a eficiência do isolamento do produto 

devido ao alto grau de pureza apresentado, não necessitando de purificação por coluna de 

sílica (Apêndice Figura A 6). 

 

4.2.1.8. Aumento de Escala e Estudo da Influência de um Reator de Tanque agitado 

Com o intuito de avaliar a reprodutibilidade da esterificação do AP com o DAF em 

reatores em um volume maior do que o utilizado na otimização anterior catalisada pela 

enzima TL IM, a referida reação foi realizada em reator de tanque agitado (CSTR) Easy-Max 
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da Mettler Toledo, com um volume reacional de 100 mL. O sistema é composto por reator em 

jaqueta, para controle de temperatura e agitador mecânico (Figura 4.14). 

 

 

 

 

 

A reação foi realizada em duplicata e as condições reacionais utilizadas foram as 

preconizadas pela otimização da enzima TL IM, Tabela 4.6, entrada 10. Tais condições 

reacionais foram as escolhidas, pois apresentaram uma boa conversão com quantidade 

intermediária de enzima.  Assim, 100 mL de uma solução (1:1) de substratos (AP e DAF – 

32,5 mM em n-heptano) foi previamente preparada e adicionada no reator submetido a 

temperatura de 55 °C. Como a variável agitação não foi avaliada na otimização anteriormente 

realizada, visto que as reações foram realizadas com agitação magnética em placa de carbeto 

de silício uma agitação de 300 rpm foi escolhida para ser aplicada na reação. Após a 

estabilização do sistema, a enzima (15% p/v) foi adicionada e as conversões monitoradas de 1 

a 24 h (Figura 4.15). 

 

1 

2 

Figura 4. 14: Reator Easy Max, Metter Toledo. 1) reator jaquetado; 2- agitador mecânico. 
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Figura 4. 15: Conversão em diferentes tempos da esterificação do DAF com AP em reator 

do tipo CSTR. Volume reacional de 100 mL, solvente n-heptano, 150 mg de enzima TL IM, 

55
0
C, 32,5 mM de substrato (1:1) e agitação de 300 rpm. 

 

Nenhuma diferença significativa na conversão no ponto de 24 horas pode ser 

observada se comparado a reação realizada no planejamento com tal enzima nas mesmas 

condições reacionais (entrada 10, Tabela 4.6 - 82,6% de conversão). Isso demonstra que não 

houve problemas de transferência de massa ou limitações na dispersão do biocatalisador pelo 

meio reacional, devido à diferença de agitação utilizada. 

No entanto, ao analisar os possíveis reciclos neste novo reator, observou-se que não 

foi possível manter a conversão no ciclo subsequente nas mesmas condições reacionais, pois 

uma perda em torno de 30% na conversão já no segundo ciclo foi observada. Tal resultado 

pode ser explicado pelo tipo de agitador empregado, que provavelmente, pode ter gerado um 

maior cisalhamento dos grãos do suporte, favorecendo o escape de proteínas para o meio 

reacional.   

Assim, de modo geral, o aumento do volume reacional bem como a mudança de 

biorreator não propiciou diferença significativa na conversão comparado as reações 

otimizadas com agitação orbital em volume de 1 mL. 

 

4.2.1.9. Dessorção da Lipase de Rizhomucor miehei de seu suporte 

 
Para se avaliar a eficiência de um biorreator, é interessante realizar o cálculo da 

produtividade final gerada do sistema que relaciona a quantidade de produto gerado com o 

tempo reacional, além da quantidade de biocatalisador utilizado. Portanto, para fazer este tipo 
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de correlação, é importante conhecer a real quantidade de enzima contida no suporte utilizado 

na reação.  

Trabalhos anteriores, como o de Cabrera et al (2008), demonstram que é possível 

realizar a dessorção da enzima N435 de seu suporte. Estes experimentos foram realizados 

com detergentes, como o Triton X-100, sugerindo que esta enzima é imobilizada, 

principalmente por interações hidrofóbicas com o suporte. Costa et al (2011) reproduziram a 

metodologia descrita por Cabrera e colaboradores (2009), atingindo resultados satisfatórios 

para o estudo de dessorção. Segundo a Novo Nordisk (1992), nome antigo da atual 

Novozymes®, fabricante do biocatalisador Novozym 435, a lipase produzida (Candida 

antarctica) é imobilizada em resina macroporosa de troca iônica do tipo acrílica, sob 

protocolo desconhecido. 

A mesma fonte citada anteriormente revela que a preparação enzimática Lipozyme 

RM IM é imobilizada em uma resina macroporosa de troca aniônica, do tipo fenólica, no qual 

a enzima é ligada por adsorção, sem a utilização de agentes de ligação cruzada (Novo 

Nordisk, 1992a e 1999). Portanto, pelo fato da enzima em questão também ser imobilizada em 

um tipo de resina de troca iônica, e a imobilização ser realizada sem a ação de formadores de 

ligação cruzada, acredita-se, que grande parte das interações entre enzima e suporte sejam 

também proporcionadas por interações hidrofóbicas. Neste item, serão discutidos então, os 

resultados obtidos nos testes de dessorção da lipase de Rhizomucor miehei de seu suporte, 

utilizando a metodologia descrita por Cabrera et al (2009) e reproduzida por Costa et al 

(2011). 

Teste com diferentes concentrações de Triton X-100 foram realizados para encontrar a 

quantidade de surfactante que seria necessária para retirar a enzima do suporte. Isto foi 

realizado através da medição da atividade de hidrólise pelo método de p-nitrofenol e pela 

medida da quatidade de proteína pelo método de Bradford utilizando albumina de soro bovino 

(BSA) como padrão (Bradford 1976). Após extrações com soluções de diferentes 

concentrações de Triton X-100, a atividade do sobrenadante foi medida e comparada à 

atividade inicial da enzima indicando se toda a enzima foi retirada ou não do suporte Figura 

4.16. 
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Figura 4. 16: Atividade Residual do sobrenadante de acordo com a concentração de Triton 

X-100 utilizada na dessorção da lipase RM IM de seu suporte, segundo a metodologia 

descrita por Cabrera et al (2008). 

 

A Figura 4.16 mostra que uma solução de 2,5% (v/v) foi capaz de retirar toda a enzima 

suportada, de acordo com o ensaio de atividade do sobrenadante. A concentração de 

surfactante necessária é um pouco maior do que a relatada por Cabrera et al (2008), que 

utilizou uma solução de 2% v/v de Triton X-100 para a dessorção da enzima Novozym 435. 

Isto pode ter relação com o tipo de suporte utilizado, e a intensidade das interações com a 

enzima. Cabrera et al (2008) demonstra em seu trabalho, a quantidade máxima de lipase B de 

Candida antarctica imobilizada, de acordo com o suporte utilizado, como mostra a Tabela 

4.10. 

 

Tabela 4. 10: Quantidade de proteína imobilizada de acordo com o suporte imobilizado. 

Adaptado de Cabrera et al (2008). 

Suporte 
Quantidade de proteína imobilizada (mg/g de 

suporte) 

Resina acrílica (Novozym 435) 30 ± 2 

Octil-Agarose 23 ± 2 

Octadecil-Sepabeats 20 ± 1,5 

Butil-agarose 22 ± 2 
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Como visto na Tabela 4.10, o valor da quantidade de proteína lixiviada do suporte é 

coerente com os resultados obtifdos por Cabrera et al (2008). Assim, a quantidade de enzima 

de Rhizomucor miehei imobilizada na resina de troca iônica em questão, foi assumida por ser 

24,3 mg de enzima/g de suporte para a realização dos cálculos de produtividade dos sistemas 

estudados.  

 

4.2.2. Reação catalisada pela enzima Cal B em micela reversa imobilizada em organogel 

4.2.2.1 Teste formação da micela reversa (microemulsão) 

 A formação das micelas foi realizada pelo método de injeção (MOULIK; PAUL, 

1998) e confirmada pelo seu perfil de distribuição de dimensão de partículas pela técnica de 

Difusão Dinâmica de Luz (Dynamic Light Scaterling – DLS). Os resultados podem ser 

visualizados na Figura 4.17 para a enzima utilizada na catálise das reações imobilizadas em 

micela reversa (Cal B). 
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Figura 4. 17: Distribuição do tamanho das partículas da solução 0,1 M AOT/isooctano (a), 

CAL B na sua solução tampão (b) e micela reversa da enzima CAL B (c). 

 

 Como pode ser visualizado na Figura 4.17b, a enzima Cal B possui diâmetros de 

partículas variados devido as isoformas que apresenta (QIAN et al, 2009) enquanto que a 

solução com o surfactante possui um diâmetro definido (Figura 4.17a). Quando a lipase é 

colocada em contato com o AOT/isooctano, a solução resultante passa de turva para 

opticamente transparente após alguns segundos de agitação, devido ao aprisionamento do 

biocatalisador pelo tensoativo. A solução opticamente transparente apresenta distribuição de 

partículas uniforme, em torno de 10 nm como pode ser visualizado na Figura 4.17c, 

evidenciando a imobilização da enzima na micela reversa. 

 

(a) 

(b) 

(c) 
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4.2.2.2. Imobilização da microemulsão da Cal B em organogel  

 
 A utilização do biocatalisador em micela reversa é uma alternativa atraente, visto que 

o ambiente de confinamento da enzima é propício para aumentar a atividade catalítica da 

lipase. Porém, a enzima permanece ainda em sua forma livre, apenas envolta pelo surfactante. 

Isso inviabiliza a reutilização da enzima e a recuperação dos produtos da mistura reacional. 

Dessa maneira a microemulsão foi imobilizada em uma matriz gelatinosa que possibilitou o 

reuso do biocatalisador através de uma simples filtração. 

 Todas as reações catalisadas pela lipase Cal B imobilizadas em micelas reversas foram 

suportadas em hidroxipropilmetilcelulose (HPMC), um organogel que mantém a estabilidade 

e atividade catalítica do biocatalisador. A grande vantagem deste sistema é a possibilidade de 

manutenção da atividade catalítica da enzima em microemulsão devido ao efeito da ¨dupla¨ 

imobilização da enzima por estar imobilizada na micela reversa (microemulsão) e na matriz 

polimérica (ZOUMPANIOTI et al, 2010). A microemulsão suportada em organogel ou do 

inglês microemulsion-based organogels (MBGs), facilitou a manipulação do biocatalisador 

nas reações realizadas. A imobilização da microemulsão em gel de HPMC previamente 

hidratado, nas proporções descritas na seção experimental gerou uma matriz de aspecto 

semissólido opaco, como demonstrado na Figura 4.18a. O grão do organogel quando 

hidratado intumesce e forma uma rede cristalina que aprisiona a água, mas permite a fluidez 

do solvente. O grumo do gel tem a forma de uma vesícula rugosa e porosa, como pode ser 

observado na microscopia eletrônica de varredura (Figura 4.18b).  

 

  

Figura 4. 18: Matriz de organogel de HPMC contendo a microemulsão AOT/CaL B (a) e 

microscopia eletrônica de varredura, aumento de 100x do grumo do gel. 

 

(a) (b) 
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A enzima Cal B foi escolhida para realizar as reações em MBGs, pois apresentou 

resultados satisfatórios na reação de esterificação do ácido esteárico com (R,S)-1,2-O-iso-

propilideno glicerol (solketal) em trabalho prévio realizado pelo nosso grupo (ITABAIANA 

Jr. et al, 2013). 

4.2.2.3. Avaliação inicial dos parâmetros reacionais usando Delineamento Fatorial 

Fracionário (DFF) da esterificação catalisada pela enzima Cal B em MBGs 

 
Para as reações em batelada, primeiramente foi realizado um planejamento fatorial 

fracionário 2
5-1

 para a reação de esterificação catalisada pela Cal B imobilizada em MBGs 

realizada em heptano e em tolueno. As variáveis independentes testadas foram: temperatura, 

quantidade de enzima, concentração de substrato, quantidade de peneira molecular e a 

agitação variando em dois níveis. 

Levando em consideração que o tempo de reação corresponde a uma variável que 

exerce grande influência sobre o processo reacional podendo mascarar os efeitos reais de 

outras variáveis (RODRIGUES; IEMMA, 2005) mais uma vez, nós decidimos avaliar 

univariavelmente a influência do tempo na produção de ésteres para evitar detrimento dos 

dados estatísticos. Assim, reagiu-se o AP com o DAF catalisada por 180 ug de Cal B 

imobilizada em MBG durante 5 horas sob as seguintes condições: pressão atmosférica, 

temperatura de 40°C, 10% (p/v) de peneira molecular, 40 mM de ácido palmítico e DAF (1:1) 

e 150 rpm de agitação. As reações foram monitoradas e amostras foram coletadas em 

momentos selecionados para a investigação em termos de produção de ésteres. A conversão 

(%) avaliada durante o referido período pode ser verificada para os dois solventes utilizados 

na Figura 4.19. 
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Figura 4. 19: Conversão da esterificação (%) do DAF com AP catalisada pela enzima Cal B 

em MBG em diferentes tempos reacionais. Condição reacional: 40 mM de ácido palmítico e 

DAF (1:1), temperatura de 40 
0
C, 10% (p/v) de peneira molecular e 150 rpm de agitação. 

 

Tanto para n-heptano quanto para tolueno, a melhor conversão onde a enzima ainda 

está em velocidade inicial, foi obtida após 2 horas de tempo reacional, 52,9 ± 2,7 e 34,4 % ± 

3,1, respectivamente. Portanto, 2 horas foi determinado como tempo reacional para o estudo 

da influência das variáveis nos planejamentos de experimentos 

O delineamento fatorial fracionário (DFF) 2
5-1

 foi utilizado para indicar quais as 

variáveis deveriam ser incluídas no planejamento seguinte, bem como para definir os novos 

níveis dessas variáveis. É interessante ressaltar aqui que a variável peneira molecular (P. M.), 

ao contrário da esterificação com as enzimas imobilizadas comerciais, foi avaliada nesses 

experimentos catalisados pela enzima Cal B em micela reversa imobilizada em HPMC, pois 

as reações nesta etapa apresentam água, visto que esta é usada no intumescimento do gel. Os 

dados experimentais e a matriz para o DFF para os dois solventes testados são apresentados 

na tabela 4.11. O DFF consiste em dezesseis pontos fatoriais e três repetições do ponto central 

para o cálculo do erro experimental.  
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Tabela 4. 11: Matriz do delineamento fatorial fracionário (DFF) 2
5-1 

com valores codificados 

e resultados de conversão para cada experimento realizado em heptano e tolueno. 

Exp. 
T 

(
0
C) 

E 

(µg) 

S 

(mM) 

P. M. 

(%)
a
 

Ag 

(rpm) 

Hept. 

(%)
b
 

Tol. 

 (%)
b
 

1 -1 (40) -1 (30) -1 (5) -1 (10) +1 (250) 62 64,1 

2 +1 (50) -1 (30) -1 (5) -1 (10) -1 (50) 64,4 54,7 

3 -1 (40) +1 (180) -1 (5) -1 (10) -1 (50) 56,1 52,8 

4 +1 (50) +1 (180) -1 (5) -1 (10) +1 (250) 59,4 59,9 

5 -1 (40) -1 (30) +1 (50
*
 e 100

**
) -1 (10) -1 (50) 49,7 2,2 

6 +1 (50) -1 (30) +1 (50
*
 e 100

**
) -1 (10) +1 (250) 58,4 30,9 

7 -1 (40) +1 (180) +1 (50
*
 e 100

**
) -1 (10) +1 (250) 66 27,1 

8 +1 (50) +1 (180) +1 (50
*
 e 100

**
) -1 (10) -1 (50) 25,8 42,2 

9 -1 (40) -1 (30) -1 (5) +1 (20) -1 (50) 56,1 56,6 

10 +1 (50) -1 (30) -1 (5) +1 (20) +1 (250) 64,8 64,1 

11 -1 (40) +1 (180) -1 (5) +1 (20) +1 (250) 56,7 49,0 

12 +1 (50) +1 (180) -1 (5) +1 (20) -1 (50) 62,1 50,9 

13 -1 (40) -1 (30) +1 (50
*
 e 100

**
) +1 (20) +1 (250) 59,3 14,8 

14 +1 (50) -1 (30) +1 (50
*
 e 100

**
) +1 (20) -1 (50) 62,6 42,9 

15 -1 (40) +1 (180) +1 (50
*
 e 100

**
) +1 (20) -1 (50) 41 18,9 

16 +1 (50) +1 (180) +1 (50
*
 e 100

**
) +1 (20) +1 (250) 55,9 17,9 

17 0 (45) 0 (105) 0 (27,5
*
 e 52,5

**
) 0 (15) 0 (150)  46,2 35,9 

18 0 (45)  0 (105)  0 (27,5
*
 e 52,5

**
)  0 (15)  0 (150)  46,2 34,9 

19 0 (45)  0 (105)  0 (27,5
*
 e 52,5

*
)  0 (15)  0 (150)  44 33,8 

a
p/v 

b
 Medido pelo método Lowry–Tinsley. 

*
 Em heptano 

**
 Em tolueno 

 

Como pode ser visualizado na Tabela 4.11, resultados de conversão moderados foram 

obtidos para ambos os solventes na esterificação da Cal B em MBG entre DAF e AP. Um 

pequeno aumento dos resultados pode ser visto nas reações em n-heptano. Tolueno e n-

heptano têm diferentes valores de log P, 2,72 e 4,27, respectivamente, e isto pode causar 

diferenças no comportamento catalítico da enzima. Atividade e estabilidade enzimática mais 

alta são geralmente observadas em solventes com baixa polaridade (log de P mais altos). 

Altos valores de log P alteram a conformação tridimensional da enzima proporcionando uma 

boa atividade catalítica (AKOH, MUTUA, 1994; LOUGHLIN, 2000). 
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 A Tabela 4.12 mostra o efeito dos parâmetros estimados para as variáveis 

independentes avaliadas no DFF 2
5-1

 para ambos os solventes testados. Como pode ser 

observado na Tabela 4.12 nas reações realizadas com n-heptano, a variável quantidade de 

enzima, concentração de substrato e agitação apresentaram um p<0,05 e assim, foram 

selecionadas para serem otimizadas no delineamento composto central rotacional (DCCR). 

Temperatura e peneira molecular não foram significativas por apresentarem valores de p>0,05 

e, portanto foram mantidas constantes em 50 
0
C e 15% respectivamente, no delineamento 

subsequente (DCCR). 

 Para as reações realizadas em tolueno, as variáveis significativas foram temperatura, 

concentração de substrato e peneira molecular (p < 0,05) e, portanto utilizadas no DCCR. 

Quantidade de enzima e a agitação não foram significativas em tolueno e foram mantidas 

constantes em 105 µg e em 150 rpm no delineamento subsequente. A curvatura foi 

significativa para ambos os solventes (p = 0,0054 e 0,0131 para n-heptano e tolueno, 

respectivamente), dessa maneira pontos axiais foram adicionados para a construção de um 

modelo quadrático. 

 

Tabela 4. 12: Efeito estimado dos parâmetros do delineamento fatorial fracionário (DFF) 2
5-1 

das reações de esterificação em MBG para ambos os solventes avaliados. 

Variável 
Efeito Valor de p 

n-heptano tolueno n-heptano tolueno 

Média 56,2825 40,5706 <0,0001
*
 <0,0001

*
 

Curvatura  -21,6317 -11,4079 0,0054
*
 0,0131

*
 

Temperatura 0,8275 9,7637 0,3224 0,0028
*
 

Quantidade de enzima -6,7750 -1,4337 0,0086
*
 0,1120 

Concentração de substrato -7,8900 -31,9163 0,0064
*
 0,0002

*
 

Peneira Molecular 2,1025 -2,3437 0,0803 0,0467
*
 

Agitação 8,1000 0,8212 0,0060
*
 0,2583 

*Estatisticamente significativo com 95% de confiança. 

 

 A variável peneira molecular apresentou diferentes significâncias para os solventes 

utilizados. Como pode ser observada na Tabela 4.11, ela apresentou efeito significativo nas 

reações realizadas em tolueno, enquanto que para as reações em n-heptano isso não foi 

observado (p = 0,0803 e 0,0467 para n-heptano e tolueno, respectivamente).  
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4.2.2.4. Delineamento composto central rotacional (DCCR) 

 
Após o delineamento fatorial fracionário um delineamento composto central rotacional 

(DCCR) foi empregado para encontrar as condições ótimas que maximizem o rendimento de 

conversão da reação de esterificação catalisada pela enzima Cal B em micela reversa 

imobilizada em MBG para a síntese do éster em ambos os solventes (tolueno e n-heptano). A 

matriz experimental com os seus valores codificados e sua respectiva conversão para a 

esterificação realizada em n-heptano são apresentados na Tabela 4.13. No DCCR, ambas as 

variáveis selecionadas foram variadas em cinco níveis, resultando em 17 experimentos, 

incluindo oito pontos fatoriais e três pontos centrais, permitindo calcular o erro experimental. 

Para ajustar um modelo de segunda ordem, quatro pontos axiais com a mesma distância a 

partir do ponto central foram adicionadas à matriz para este planejamento. 

 

Tabela 4. 13: Matriz de experimentos do delineamento composto central rotacional (DCCR) 

2
3
 com valores codificados e os respectivos resultados de conversão para as reações em MBG 

realizadas em n-heptano. 

Experimento 

Variável 
Conversão  

(%)
*
 

Quantidade de 

enzima (µg) 

Concentração de 

substrato (mM) 

Agitação 

(rpm) 

1 -1 (54,3) -1 (10,1) -1 (180,4) 61,9 

2 -1 (54,3) -1 (10,1) +1 (269,6) 63,6 

3 -1 (54,3) +1 (24,1) -1 (180,4) 35,5 

4 -1 (54,3) +1 (24,1) +1 (269,6) 49,4 

5 +1 (125,7) -1 (10,1) -1 (180,4) 71,8 

6 +1 (125,7) -1 (10,1) +1 (269,6) 70,4 

7 +1 (125,7) +1 (24,1) -1 (180,4) 29,1 

8 +1 (125,7) +1 (24,1) +1 (269,6) 26,2 

9 -1,68 (30) 0 (17,5) 0 (225) 66,7 

10 1,68 (150) 0 (17,5) 0 (225) 67,7 

11 0 (90) -1,68 (5) 0  (225) 88,3 

12 0 (90) 1,68 (30) 0 (225) 19,0 

13 0 (90) 0 (17,5) -1,68 (150) 62,5 

14 0 (90) 0 (17,5) 1,68 (300) 71,0 

15 0 (90) 0 (17,5) 0 (225) 60,6 
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16 0 (90) 0 (17,5) 0 (225) 61,6 

17 0 (90) 0 (17,5) 0 (225) 61,6 

Condições mantidas constantes: temperatura (50
0
C) e quantidade de peneira molecular (15%).  

* Medido pelo método Lowry–Tinsley.. 

 

Os resultados apresentados na Tabela 4.13 mostram que a melhor conversão obtida na 

otimização das condições reacionais que proporcionam o produto desejado com 88,3% de 

conversão foi o experimento 11. Quando se compara a entrada 11 e 12, experimentos 

diferindo apenas na concentração do substrato utilizado, pode-se observar o efeito negativo da 

referida variável independente. Aumentando a concentração de substrato de 5 para 30 mM, há 

um decréscimo de conversão de 88,3 para 19%. Isso pode ser confirmado quando se observa 

os efeitos estimados (Figura 4.20), em que a variável concentração de substrato apresenta um 

efeito negativo significativo de 114. 

O efeito negativo da variável concentração de substrato na faixa estudada pode ter 

ocorrido, pois uma diminuição da concentração de substrato gera um aumento do contato do 

substrato com o sítio ativo da enzima devido à melhoria gerada na homogeneidade no meio 

reacional. Outra explicação plausível é de que poderia existir uma pequena inibição da enzima 

através de concentrações elevadas de substrato (JUNIOR et al, 2011). A figura 4.20 mostra 

também que todos os efeitos lineares das variáveis independentes foram estatisticamente 

significativos com 95% de confiança por apresentarem um valor de p <0,05 pelo teste t de 

Student. 

Uma produtividade de 66,8 g de éster . h
-1

.g
-1 

de proteína foi obtida no experimento 14 

(Tabela 4.13), reação catalisada com 90 µg de enzima Cal B imobilizada em MBG resultando 

em 71% de conversão em 2 horas de reação. Esta é uma alta produtividade quando comparada 

com a reação da enzima RM IM (experimento 2 da Tabela 4.4) que apresenta uma 

produtividade de 8.1 g de éster . h
-1

.g
-1

 de proteína. Esta alta atividade catalítica da lipase 

pode ser atribuída à melhoria da “performance” da enzima na interface solvente 

orgânico/água propiciada pelo encapsulamento da enzima na micela reversa. Além disso, a 

dupla imobilização da enzima pode gerar um efeito de proteção aos efeitos deletérios do 

solvente, melhorando a atividade catalítica da enzima (STAMATIS, XENAKIS, KOLISIS, 

1999; ZOUMPANIOTI, STAMATIS, XENAKIS, 2010). 
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S(Q)
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Figura 4. 20: Gráfico de Pareto do delineamento composto central rotacional (DCCR) das 

reações em MBG realizadas em n-heptano mostrando a significância da variável temperatura, 

T; concentração de substrato, S; quantidade de enzima, E e agitação, Ag dos efeitos lineares, 

L e quadráticos, Q. 

 

Semelhante ao procedimento adotado para as reações realizadas em n-heptano foram 

usadas as variáveis com maior influência no processo de esterificação em tolueno num 

delineamento composto central rotacional (DCCR) utilizado para obter as condições ótimas 

para a síntese do éster do DAF. A Tabela 4.14 mostra o planejamento fatorial 2
3
 para as 

reações em tolueno com as conversões correspondentes. Mais uma vez, os 8 primeiros 

experimentos são suficientes para determinar o modelo matemático e parâmetros estatísticos 

relacionados ao delineamento 2
3
, do experimento 9 ao 14 são mostrados os pontos axiais para 

a construção do modelo quadrático e do 15 ao 17 são as triplicatas dos pontos centrais para a 

obtenção do erro experimental. 
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Tabela 4. 14: Matriz de experimentos do delineamento composto central rotacional (DCCR) 

2
3
 com valores codificados e os respectivos resultados de conversão para as reações 

catalisadas pela enzima Cal B em micela reversa imobilizada em MBG realizadas em tolueno. 

Experimento 

Variável 
Conversão  

(%)
a
 

Temperatura 

(
0
C) 

Concentração de 

substrato (mM) 

Peneira 

molecular (%)
b
 

1 -1 (47) -1 (10,1) -1 (12,02) 54,8 

2 -1 (47) -1 (10,1) +1 (17,98) 60 

3 -1 (47) +1 (24,9) -1 (12,02) 34,8 

4 -1 (47) +1 (24,9) +1 (17,98) 47,4 

5 +1 (53) -1 (10,1) -1 (12,02) 53 

6 +1 (53) -1 (10,1) +1 (17,98) 61,7 

7 +1 (53) +1 (24,9) -1 (12,02) 34,8 

8 +1 (53) +1 (24,9) +1 (17,98) 44,8 

9 -1,68 (45) 0 (17,5) 0 (15) 41,2 

10 1,68(55) 0 (17,5) 0 (15) 32,1 

11 0 (50) -1,68 (5) 0  (15) 71,2 

12 0 (50) 1,68 (30) 0 (15) 33,9 

13 0 (50) 0 (17,5) -1,68 (10) 27,7 

14 0 (50) 0 (17,5) 1,68 (20) 41,9 

15 0 (50) 0 (17,5) 0 (15) 42,5 

16 0 (50) 0 (17,5) 0 (15) 41,2 

17 0 (50) 0 (17,5) 0 (15) 41,2 

Condições mantidas constantes: quantidade de enzima (105 µg) e agitação (150rpm). 
a
 Medido pelo método Lowry–Tinsley. 

b
p/v 

 

Pode-se observar na Tabela 4.14 o efeito positivo da variável peneira molecular. 

Quando se observa os experimentos 13 e 14, ambas reações conduzidas nas mesmas 

condições reacionais, variando apenas a quantidade de peneira de 10 para 20% nota-se a 

importância da presença da peneira molecular na reações realizadas em tolueno. Esta 

mudança na quantidade de peneira molecular gerou um aumento na conversão de 27,7% para 

41,9%. 

Como ocorrido nas reações realizadas em n-heptano, a variável independente 

concentração de substrato apresentou efeito negativo na faixa estudada. Esse efeito pode ser 

mais bem visualizado quando se analisa os experimentos 11 e 12 da Tabela 4.14. O aumento 
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da concentração de substrato (de 5 para 30 mM) gerou uma redução na conversão de 71,2 

para 33,9 %. A concentração de substrato foi a variável que teve a maior influência entre as 

variáveis independentes avaliadas nas reações em tolueno, como pode ser visualizado na 

Figura 4.21. 

 

-,336501

,4239501

-1,17764

-3,26248

4,098185

-6,4911

21,76935

24,81113
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1Lby 3L
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(3)PM(L)

S(Q)
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Figura 4. 21: Gráfico de Pareto do delineamento composto central rotacional (DCCR) das 

reações realizadas em tolueno mostrando a significância da variável temperatura, T; 

concentração de substrato, S e quantidade de peneira molecular PM; dos efeitos lineares, L e 

quadráticos, Q. 

 

4.2.2.5. Validação dos modelos matemáticos e condições ótimas de reação 

 
Assim, como para as reações com a enzima imobilizada comercial, os dados 

experimentais foram ajustados ao modelo matemático proposto e sua adequação foi realizada 

por análise de variância e parâmetro R
2
. As equaçõe (4) e (5) representam os modelos 

matemáticos para a conversão de palmitato de 2,3:4,5-O diisopropileideno-β-D-frutopiranose 

catalisada pela lipase Cal B em MBG para as reações realizadas em heptano e tolueno, 

respectivamente. 
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Equação 4.       Y= 60,91 - 0,82 x E - 17,87 x S - 5,01 x S
2
 + 1,88 x Ag - 5,79 x E x S – 

2,49 x E x Ag + 1,35 x S x Ag  

Equação 5.       Y= 40,36 - 1,31 x T - 9,55 x S + 5,73 x S
2
 - 4,41 x PM 

 

Onde Y é a porcentagem da taxa de conversão, E, T, S e PM são as variáveis codificadas para 

a quantidade de enzima, temperatura, concentração de substrato e peneira molecular, 

respectivamente. Os testes estatísticos dos modelos foram feitos pelo teste F de Fisher através 

de análise de variância ANOVA para os solventes avaliados e podem ser visualizados na 

Tabela 4.15. 

 

Tabela 4. 15: Análise de Variância (ANOVA) para a validação dos modelos das reações 

catalisadas pela enzima Cal B em micela reversa imobilizada em MBG nos solventes 

estudados. 

Fator Soma dos quadrados 
Graus de 

liberdade 
Quadrado médio 

F calculado 

 

F 

tabelado 

 H T H T H T H T H T 

Regressão 5083,16 1964,10 7 4 726,16 491,02 11,90 23,87 3,29 3,25 

Resíduo 549,12 246,82 9 12 61,01 20,56     

Falta de ajuste 548,45 245,60 7 10       

Erro puro 0,66 1,21 2 2       

TOTAL 5632,28 2210,91 16 16       

H - reações realizadas em heptano.  

T - reações realizadas em tolueno. 

Nível de confiança 95%. 

 

A Tabela 4.15 representa a análise de variância (ANOVA), que mostra a validade do 

modelo de teste F e o resíduo que mostra a magnitude do erro experimental. Os valores de F 

calculados para os dois modelos, foi significativo, maior que o F tabelado, demonstrando a 

validade do modelo experimental. A boa correlação do modelo matemático e dos dados 

experimentais pode ser verificada pelo coeficiente de determinação (R
2
). O coeficiente de 

determinação (R
2
 = 0,90 e 0,89 para as reações em heptano e tolueno, respectivamente), 

implica que a variação da amostra de 90 e 89% para a produção de ésteres são atribuídos às 

variáveis independentes e pode ser explicado pela precisão do modelo. 

Após a validação dos modelos matemáticos as superfícies de resposta foram 

construídas. A Figura 4.22 mostra as superfícies de resposta e as curvas de contorno para os 

modelos propostos das reações realizadas em heptano (a, b) e em tolueno (c, d). O efeito 

negativo da variável concentração de substrato pode ser observado em ambos os gráficos, 
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onde o aumento da referida variável gera uma diminuição nos resultados de conversão. Na 

superfície de resposta para o tolueno (Figura 4.22 b) podemos observar o efeito positivo da 

peneira molecular. Quando aumentamos a quantidade de peneira molecular na reação temos 

um incremento nos resultados de conversão.

 

  

(a) 
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Figura 4. 22: Superfície de resposta para as reações de esterificação catalisadas pela enzima 

Cal B realizadas em n-heptano (a, b) e tolueno (c, d). Em cada figura as variáveis não 

apresentadas foram fixadas no ponto central. 
 

4.2.2.6. Capacidade de reuso da lipase Cal B em sistema microemulsionado imobilizado 

em organogel 

 
Um estudo da capacidade de reutilização para o sistema microemulsionado 

imobilizado em organogel com a lipase Cal B foi também investigado nos dois solventes 

avaliados (n-heptano e tolueno). Mais uma vez, os experimentos foram realizados usando as 

melhores condições reacionais previamente otimizadas. Entre cada ciclo, o gel foi lavado com 

o referido solvente em papel de filtro e aplicado na próxima reação. A Figura 4.23 apresenta a 

conversão em função do número de bateladas do respectivo solvente para a esterificação do 

ácido palmítico e do DAF no sistema microemulsionado imobilizado em organogel. 

 

* Medido pelo método Lowry–Tinsley. 

** p/v 

 
 

 

(d) 
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Figura 4. 23: Conversão em função do número de reciclos da enzima Cal B em MBG. 

Condições reacionais: 5 mM de substrato razão molar. 1:1, temperatura de 50
0
C, 15% de 

peneira molecular, 105 µg de enzima  e agitação de150 rpm para as esterificação realizadas 

em tolueno e para as reações realizadas em heptano foram usados 90 µg de lipase, 5 mM de 

substrato (1:1), agitação de 225 rpm, temperatura de 50
0
C e 15% de peneira molecular. 

 

Observa-se na Figura 4.23 que as conversões para as reações realizadas em ambos os 

solventes diminuíram logo após a segunda batelada. Ao compararmos os testes de reutilização 

para o sistema microemulsionado imobilizado em organogel com os das enzimas imobilizadas 

comerciais, ambos realizados em suas condições reacionais otimizadas, podemos reparar que 

o sistema microemulsionado apresentou um perfil de reutilização muito semelhante. Apesar 

da matriz utilizada para a imobilização do sistema microemulsionado ser aparentemente mais 

frágil, as reações nesse sistema parecem ter permanecido com boas conversões nos ciclos 

subsequentes. Tal fato pode ser explicado pela forma de agitação empregada nesse sistema, já 

que a agitação orbital confere um menor stress mecânico à matriz polimérica utilizada como 

suporte do que a agitação magnética empregada nas reações com a enzima imobilizada em 

suporte sólido. 

4.3. Reações em condição de fluxo contínuo 

4.3.1. Catalisada por enzimas imobilizadas em suporte sólido 

 
Com o intuito de melhorar o tempo de reação e a produtividade para os procedimentos 

otimizados em batelada, as melhores condições de reação catalisadas pela lipase de 

Thermomyces lanuginosus IM e Rhizomucor miehei IM foram realizadas em condições de 

fluxo contínuo (Figura 4.24).  
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* Medido pelo método Lowry–Tinsley. 

 
 

 



CAPÍTULO 4  RESULTADOS E DISCUSSÃO 

122 
 

 

Figura 4. 24: Reação de esterificação do DAF com ácido palmítico em fluxo contínuo. 

 

Para a enzima RM IM as condições otimizadas testadas foram 10 mM de uma solução 

de substrato (1:1) de DAF e AP, a 60 
0
C enquanto que para a TL IM uma solução de substrato 

de 19,1 mM (1:1) a 70,9 
0
C foi utilizada. Para as reações catalisadas pela TL IM as condições 

reacionais foram:10 mM de solução (1:1) de DAF e AP em n-heptano e temperatura de 60 
0
C. 

Um leito fixo de 2,39 mL de volume foi preenchido com a respectiva enzima e a reação foi 

realizada com diferentes taxas de fluxo de acordo com o tempo de residência desejado 

(Tabela 4.16). 

 

Tabela 4. 16: Conversão de esterificação entre o DAF e AP catalisada pelas lipases estudas 

em condição de fluxo contínuo. 

Fluxo (mL.min
-1

) 
Tempo de 

residência (min) 

Conversão (%)
a
 

Rhizomucor miehei 

IM
b
 

Thermomyces 

lanuginosus IM
c
 

0,05 48 93,4 ± 3,9 91,1  ± 3,2 

0,1 24 93,2 ± 3,3 86,4  ± 3,8 

0,3 8 91,6 ± 3,4 69,1  ± 2,6 

0,5 4,8 91,4 ± 3,1 21,2  ± 2,5 

0,7 3,42 87,3  ± 2,9 17,4  ± 2,6 

0,8 3 69,8  ± 2,5 13,4  ± 2,2 

1,0 2,4 40,6  ± 2,5 15,7  ±1,9 

1,5 1,6 23,7  ± 2,2 16,8  ± 2,0 

2,0 1,2 14,0  ± 2,3 12,7  ± 1,5 

2,5 1 6,3  ± 1,7 9,6 ± 1,8 

3,0  0,8 5,0  ±1,8 6,4  ± 1,3 

a
Medida pelo método Lowry–Tinsley. 

b
Condições reacionais:10 mM de solução (1:1) de DAF e AP em n-heptano e temperatura de 60

0
C. 

c
Condições reacionais: 19.1 mM de solução (1:1) de DAF e AP em n-heptano e temperatura de 70.9

0
C 
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A Tabela 4.16 mostra que resultados semelhantes podem ser obtidos na faixa de fluxo 

entre 0,05 e 0,7 mL.min
-1

 para lipase RM IM, permitindo reações com tempos de residência 

pequenos (3,42 min), o que proporciona uma maior produtividade se comparado as reações 

em batelada que necessitavam de um tempo reacional de 24 horas. No caso da lipase TL IM 

os resultados obtidos mostram um comportamento completamente diferente. Excelentes 

resultados foram obtidos quando se trabalhou com taxas de fluxo lentas (0,05 e 0,1 mL.min
-1

), 

mas o aumento na taxa de fluxo conduz a uma diminuição drástica da conversão para o 

produto desejado. Em ambos os casos foi utilizado o mesmo diâmetro e comprimento do leito 

fixo e a mesma quantidade de enzima (950 mg de biocatalisador imobilizado) de modo a 

minimizar a influência destes parâmetros sobre a conversão do produto desejado.  

A capacidade de reciclo do sistema foi também avaliada. Entre cada ciclo a enzima era 

retirada do reator de leito fixo, lavada com n-heptano em papel filtro, seca em estufa a 40 
0
C 

por duas horas e submetida à próxima reação. O tempo de residência utilizado nesses ensaios 

foram 3,42 e 24 min para a enzima RM IM e TL IM, respectivamente nas mesmas condições 

utilizadas anteriormente. 

 

 

Figura 4. 25: Conversão em função do número de ciclos para as reações catalisadas pelas 

enzimas RM IM e TL IM em fluxo contínuo. Condições reacionais para a RM IM: fluxo de 

0,7 mL/min, 10 mM de solução (1:1) de DAF e AP em n-heptano e temperatura de 60
0
C. 

Condições reacionais para a TL IM: fluxo de 0,1 mL/min, 19.1 mM de solução (1:1) de DAF 

e AP em n-heptano e temperatura de 70.9
0
C. 

 

O gráfico (Figura 4.25) mostra uma pequena diminuição na conversão das reações 

para ambas as enzimas utilizadas no decorrer dos oito ciclos testados. O bom número de 
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ciclos obtido pode ser atribuído à ausência de cisalhamento ao suporte das enzimas, ao 

contrário do sistema em batelada, visto que as reações foram realizadas em leito fixo, onde o 

biocatalisador é sujeito apenas as forças do fluxo do solvente que passa pelo reator. 

 

4.3.1.1.  Esterificação com outros ácidos graxos 

 
A fim de realizar uma aplicação reacional proposta no sistema de fluxo contínuo, a 

melhor condição para a esterificação do DAF com o AP para a catálise realizada pela enzima 

RM IM (0,7 mL/min, 60 ºC e 10 mM de substratos a 1:1) foram reproduzidas com diferentes 

fontes de ácidos graxos. Os resultados obtidos encontram-se na Tabela 4.17. 

 

Tabela 4. 17: Esterificação com diferentes tipos de ácidos graxos em fluxo contínuo. 

Ácido graxo Conversão (%)* 

Esteárico 92,4 ± 1,7 

Oleico 96,0 ± 2,5 

Láurico 76,9 ± 1,3 

*Medido pelo método de Lowry-Tinsley modificado 

 

Pode-se observar na Tabela 4.17 que as maiores conversões foram obtidas para o ácido 

oleico e esteárico. Esses resultados mostraram que, aparentemente, os ácidos graxos de 

cadeias mais longas são melhores substratos para a lipase RM IM do que o ácido graxo de 

cadeia curta testado, o que corrobora com os bons resultados obtidos com o ácido palmítico. 

Autores como Cao et al (1999) e Soultani et al (2001) alegam que a atividade enzimática 

diminui com a minimização do tamanho da cadeia carbônica do ácido graxo na esterificação 

da frutose. O ácido oleico ainda possui a vantagem de ser líquido a temperatura ambiente, o 

que auxilia na solubilização da frutose e consequentemente nos rendimentos reacionais, sendo 

assim amplamente utilizado na esterificação com esse carboidrato (PYO, HAYES, 2009; YE, 

HAYES, 2012, YE; PYO; HAYES, 2010). As condições de reação não foram otimizadas para 

esses ácidos graxos, nem estudos de seletividade foram realizados para se confirmar tais 

resultados, já que o objetivo principal deste trabalho foi o uso do ácido palmítico como 

substrato. 
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4.3.1.1.1. Esterificação do DAF com resíduo de ácido graxo (RAG) em concentração 

superior de substrato 

 
Com o intuito de agregar valor a uma amostra de resíduo de ácidos graxos oriunda da 

indústria de óleo de palma, decidimos, nesta etapa, realizar a reação de esterificação 

catalisada por enzima imobilizada comercial em fluxo contínuo utilizando-o como doador 

acila (Figura 4.26). O resíduo industrial foi gentilmente cedido pela empresa Agropalma
®

, 

localizada em Belém – PA.  

 

 

Figura 4. 26: Esterificação do DAF com um resíduo de ácidos graxos oriundo da indústria de 

refino de óleo de palma em condições de fluxo contínuo. 

 

Objetivando a maximização da produtividade da esterificação por intermédio do fluxo 

contínuo, reações com solventes que apresentaram uma maior facilidade de solubilização do 

DAF foram aqui realizadas. Além de solventes orgânicos como o tolueno e éter metil terc-

butílico (TBME), para-cimeno também foi usado para dissolver os substratos em 

concentrações de 100, 300 e 500 mM. O para-cimeno é considerado um solvente promissor 

em substituição aos solventes convencionais derivados da indústria do petróleo por 

contemplar alguns princípios da química verde, sendo ambientalmente seguro (TANZI et al, 

2012). 
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Primeiramente, através da metodologia já descrita, o resíduo de ácidos graxos (RAG) 

foi submetido a análise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-

EM), a fim de estabelecer a sua composição (Figura 4.27). 

 

Figura 4. 27: Espectro obtido da análise por CG-EM do resíduo de ácidos graxos oriundo do 

refino de óleo de palma (RAG). 
 

 

O espectro da Figura 4.27 revela a composição definida na amostra de 44% de ácido 

palmítico, 42% de ácido oléico e 14% de ácido esteárico como constituintes do RAG. Dessa 

maneira, torna-se claro que o residuo é um excelente doador acila para a esterificação do 

DAF, visto que é composto majoritariamente por ácido palmítico, o substrato estudado até 

então. A lipase comercial imobilizada de Rhizomucor miehei foi escolhida para catalisar a 

esterificação nesta etapa, pois além de ser reconhecida na literatura por ter especificidade 

relativa contra um grande número de substratos e apresentar atividade de esterificação notável 

(RODRIGUES, FERNANDEZ-LAFUENTE, 2010), este biocatalisador apresentou o melhor 

desempenho entre as enzimas avaliadas nas etapas anteriores. 

O reator de leito fixo foi preenchido com a lipase e as reações foram realizadas em 

diferentes fluxos como pode ser visualizado nos resultados da Tabela 4.18 para os testes com 

100 mM de DAF e RAG (1:1).  
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Tabela 4. 18: Conversão da esterificação entre 100 mM de DAF e RAG (1:1) catalisada pela 

lipase de Rhizomucor miehei IM em condição de fluxo contínuo. 

Fluxo (mL.min
-1

) 
Tempo de 

residência (min) 

Conversão (%)
a
 

Tolueno TBME Cimeno 

0,1 24 98,21 ± 1,07 98,64 ± 0,48 87,03 ± 3,5 

0,3 8 87,62 ± 3,04 98,04 ± 0,49 25,55 ± 6,6 

0,5 4,8 13,54 ± 2,82 95,74 ± 2,79 18,51 ± 2,2 

0,7 3,4 7,024 ± 3,55 31,97 ± 2,14 11,48 ± 5,1 

1,0 2,4 2,62 ± 1,71 14,67 ± 0,67 11,11 ± 5,8 

1,5 1,6 n.d.
b
 6,70 ± 1,17 2,59 ± 4,3 

a
Medida pelo método Lowry–Tinsley. 

b
não dectada 

 

Podemos observar na Tabela 4.18, que os melhores resultados foram obtidos no tempo 

de residência de 24 min, para todos os solventes. Contudo, o resultado para as reações 

realizadas com cimeno foi menor no mesmo tempo de residência (87,03 ± 3,5%) quando 

comparado com os outros solventes. Isso talvez possa ter ocorrido, pois ele apresenta uma 

viscosidade mais elevada do que os demais solventes (0,760 cP para o cimeno, 0,300 cP para 

o TBME e 0,560 cP para o tolueno) o que pode gerar problemas eletrostáticos no 

microambiente do sítio ativo prejudicando a atividade catalítica (kcat) da enzima 

(SITNITSKY, 2008; GAVISH, WERBER, 1979). 

 

Tabela 4. 19: Conversão da esterificação entre 300 mM de DAF e RAG (1:1) catalisada pela 

lipase de Rhizomucor miehei IM em condição de fluxo contínuo. 

Fluxo (mL.min
-1

) 
Tempo de 

residência (min) 

Conversão (%)
a
 

Tolueno TBME Cimeno 

0,1 24 99,91 ± 0,08 93,89 ± 3,84 57,74 ± 5,1 

0,3 8 99,69 ± 0,12 21,55 ± 2,50 33,3 ± 2,5 

0,5 4,8 93,03 ± 2,60 11,33 ± 3,66 30,88 ± 3,7 

0,7 3,4 10,39 ± 1,33 9,54 ± 0,71 28,79 ± 3,3 

1,0 2,4 8,55 ± 0,93 8,91 ± 1,35 25,48 ± 4,4 

1,5 1,6 5,04 ± 2,11 8,09 ± 2,70 23,95 ± 3,2 

a
Medida pelo método Lowry–Tinsley. 
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Nos testes realizados com 300 mM de substrato, como pode ser observado na Tabela 

4.19, denota-se o efeito da polaridade dos solventes na atividade enzimática. Boas conversões 

foram obtidas para as reações realizadas com tolueno em tempos de residência de 24 até 5,4 

minutos. Enquanto que para o TBME, um decréscimo significativo na conversão foi 

observado quando o tempo de residência diminuiu de 24 para 8 minutos (93,89 % ± 3,84 – 

21,55 % ± 2,50). Tolueno e TBME possuem diferentes valores de log P, 2,72 e 1,29 

respectivamente. Melhores atividades enzimáticas e estabilidade são geralmente observadas 

em solventes com pobre polaridade (maiores valores de log P). Solventes com altos valores de 

log P alteram a conformação tridimensional da enzima proporcionando uma melhoria em sua 

atividade catalítica (AKOH, MUTUA, 1994; LOUGHLIN, 2000). 

Embora o p-cimeno tenha um alto valor de log P (4,014) as conversões não são tão 

boas em comparação aos outros solventes, mesmo em tempos de residência altos (24 minutos 

- 57,74% ± 5,1). Isto pode ser atribuído à elevada viscosidade do solvente (0,760 cP) como 

citado anteriormente, minimizando a atividade catalítica da enzima (SITNITSKY, 2008). 

 

Tabela 4. 20: Conversão da esterificação entre 500 mM de DAF e RAG (1:1) catalisada pela 

lipase de Rhizomucor miehei IM em condição de fluxo contínuo. 

Fluxo (mL.min
-1

) 
Tempo de 

residência (min) 

Conversão (%)
a
 

Tolueno TBME 

0,1 24 99,76 ± 0,24 99,91 ± 0,01 

0,3 8 16,74 ± 1,48 22,25 ± 3,07 

0,5 4,8 13,84 ± 0,12 9,60 ± 4,66 

0,7 3,4 12,71 ± 3,66 7,37 ± 3,11 

1,0 2,4 12,75 ± 3,20 6,926 ± 4,04 

1,5 1,6 12,94 ± 3,49 6,15 ± 3,9 

a
Medida pelo método Lowry–Tinsley. 

 

A pobre solubilidade de 500 mM do DAF no solvente cimeno impediu a realização 

dos testes do mesmo em condições de fluxo contínuo. Assim, os testes foram realizados 

apenas em TBME e tolueno (Figura 4.20). A esta concentração de substrato os melhores 

resultados foram obtidos com o maior tempo de residência, com ambos os solventes (24 

minutos). A diminuição drástica na conversão é observada quando se reduz o tempo de 

residência de 24 minutos a 8 minutos para ambos os solventes. Provavelmente, devido a 
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saturação do sítio ativo da enzima devido as altas concentrações de substrato (HUMEAU et 

al, 1998). 

Assim como as reações da etapa anterior em condição de fluxo contínuo em n-heptano 

com enzima comercial, todas as reações foram realizadas em reator com as mesmas 

dimensões para evitar a influência deste parâmetro na conversão do produto desejado. No 

entanto, um reator de diâmetro maior (0,78 cm
2
) quando comparado a fase anterior (0,3 cm

2
) 

com o mesmo volume de leito, bem como a mesma massa de biocatalisador (950 mg) foi 

utilizado gerando bons resultados de conversão em concentrações superiores de substrato. 

Dessa forma, é interessante ressaltar a influência das dimensões do reator na catálise 

enzimática em condição de fluxo contínuo. 

 

4.3.2 Catalisada pela enzima Cal B imobilizada em organogel 

 
As reações em fluxo contínuo para o sistema microemulsionado imobilizado em 

organogel foram realizadas nas melhores condições obtidas anteriormente na otimização em 

batelada: 5 mM de uma  mistura (1:1) de AP e DAF em n-heptano e em tolueno a 50
0
C. Com 

o intuito de melhorar a produtividade de éster, reações com 20 e 40 mM também foram 

realizadas nas mesmas condições reacionais. Como podem ser observados na Tabela 4.21 os 

melhores resultados de conversão foram obtidas no maior tempo de residência (47,1 min) para 

ambas as concentrações testadas. Quando o tempo de residência diminui as conversões 

decrescem consideravelmente. Resultados de conversão em torno de 90% podem ser 

observados para as reações realizadas com 5 e 20 mM de substrato em fluxo de 0,1 mL.min
-1

, 

entretanto, os testes com 40 mM não demostraram o mesmo comportamento nos resultados. A 

partir de 20 mM os resultados de conversão decresceram. Isso vai ao encontro do efeito 

negativo da variável substrato observado na otimização em batelada desse sistema, ou seja, 

um aumento na concentração de substrato gera uma diminuição nos resultados. Entretanto, tal 

efeito não foi observado até 20 mM, devido talvez à quantidade de enzima aplicada no 

sistema de fluxo (600 µg) que é superior à trabalhada em sistema batelada (até 180 µg). Tais 

testes demonstram que existe um ponto de ótimo na relação dessas duas variáveis no sistema 

devido talvez a algum efeito de saturação da enzima pela maior concentração de substrato 

nesse sistema.  
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Em ambos os fluxos testados o mesmo tipo de leito e quantidade de enzima foi usado 

(comprimento e largura) para minimizar a influência desses parâmetros na conversão para o 

produto desejado. 

 

Tabela 4. 21: Conversão para as reações realizadas em n-heptano e em fluxo contínuo 

catalisada pela enzima Cal B em micela reversa imobilizada em organogel. 

Fluxo (tempo de residência) 
Conversão (%)

a
 

5 mM 20 mM 40 mM 

0,1 mL.min
-1

 (47,1 min) 90,2 ± 4,3 90,1 ± 3,5  32 ± 3,7 

0,3 mL.min
-1

 (15,7 min) 36,4 ± 3,1 25 ± 2,6 19,8 ± 2,9 

0,6 mL.min
-1

 (7,85 min) 25,8 ± 2,9 16,1 ± 2,4 14 ± 3,5 

Condições reacionais: ácido palmítico e DAF (1:1) a 50 
◦
C (600 µg de Cal B, volume 

reator = 4,71 mL). 
a
 Medido por método Lowry–Tinsley. 

 

 

Testes em tolueno, nas condições ideais otimizadas em batelada também foram 

realizados, mas não mostraram resultados de conversão. Quando a mistura reacional em 

tolueno foi submetida ao fluxo continuo algum efeito deletério ocorreu ao gel, visto a turbidez 

apresentada na solução de saída. Não está claro como ocorre esse efeito deletério do tolueno 

ao gel. No entanto, um fenômeno semelhante foi observado por Rees et al (1991) e Soni et al 

(2001) quando o gel foi usado com outros solventes. 

 

4.4. Eficiência dos sistemas estudados  

 
A fim de comparar os sistemas, bem como a eficiência dos biorreatores estudados, a 

produtividade (P) foi adotada como forma de avaliação. A produtividade de cada sistema foi 

calculada através de suas relações entre a quantidade de produto formado, tempo reacional e 

quantidade de enzima. Dessa forma, os valores encontrados foram expressos em g de 

produto.h
-1

.g de enzima
-1

. Com os valores de dessorção da lipase RM IM que apresentou os 

melhores resultados entre as enzimas comerciais avaliadas (24,3 mg de enzima/g de suporte)  

as produtividades puderam ser ajustadas e podem ser visualizadas na Tabela 4.22. 
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Tabela 4. 22: Comparação dos resultados obtidos em cada sistema estudado. 

Sistema 
Ácido graxo 

utilizado 

Tempo 

(minutos) 

Quantidade de 

enzima (mg) 

P (g produto.h
-1

.g 

de enzima
-1

) 

Batelada - RM IM 

em heptano (até 50 

mM de substrato) 

AP 1440 5,75 0,7 

Fluxo contínuo -

RM IM em heptano 

(até 50 mM de 

substrato) 

AP 3,42 21,85 8,1 

Fluxo contínuo em 

tolueno (até 500 

mM de substrato) 

RAG 4,8 21,85 362,9 

Batelada - 

Microemulsão 

AOT/Iso-octano em 

Organogel 

AP 120 0,09 66,8 

Fluxo contínuo - 

Microemulsão 

AOT/Iso-octano em 

Organogel 

AP 47,1 0,6 88,1 

 

 Como descrito no trabalho, as reações em leito fixo demonstraram excelentes resultados 

em tempos inferiores àquelas realizadas em condições de batelada. O menor tempo necessário 

para a realização das reações em fluxo se dá devido à alta concentração de enzima nesse tipo 

de biorreator. Além disso, as reações em fluxo possibilitaram uma maior reciclabilidade do 

biocatalisador devido a minimização dos efeitos de cisalhamento ocasionados ao suporte. 

 O menor tempo necessário para realizar as reações em fluxo maximiza a produtividade 

nesse sistema. Isso é mais evidente quando longos tempos reacionais são necessários em 

batelada. Foi o caso das reações realizadas com até 50 mM de substrato, como pode ser 

observado na Tabela 4.22, quando comparamos o sistema batelada  com o fluxo contínuo 
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onde houve um incremento na produtividade, de 0,7 para 8,1 g produto.h
-1

.g de enzima
-1

 para  

o sistema em batelada e em fluxo contínuo, respectivamente.  

 Uma excelente produtividade em fluxo contínuo foi obtida (362,9 g produto.h
-1

.g de 

enzima
-1

)  quando tolueno foi utilizado como meio reacional devido a maximização da 

solubilidade dos substratos. As condições reacionais, tempo (4,8 minutos) e quantidade de 

enzima (21,85) foram muito similares a reação realizada em fluxo com até 50 mM, porém 

levando a uma produtividade muito maior. Entretanto, deve ser ressaltado que além de serem 

realizadas em outro meio reacional as reações dessa fase foram feitas utilizando um resíduo 

de ácidos graxos como substrato constituído por ácidos graxos de cadeia longas que, como já 

discutido, são melhores substratos para a lipase RM IM do que ácidos graxos de cadeia curta, 

corroborando com os bons resultados obtidos nesses ensaios.  

 Com relação ao sistema de microemulsão AOT/iso-octano imobilizado em organogel 

podemos observar que melhores resultados de produtividade foram obtidos quando 

comparados aos sistemas com a enzima imobilizada RM IM. Isso, pois nesse sistema, 

quantidades muito menores de enzimas se comparados os sistemas com enzimas imobilizadas 

são utilizados e  ótimas conversões puderam ser encontradas, elevando-se os valores de P 

calculados. No entanto, quando se compara as condições reacionais nesse sistema, ou seja, a 

batelada com o fluxo contínuo, um incremento é observado na produtividade que passa de 

66,8% para 88,1%, respectivamente. Esse aumento da produtividade, de uma condição para 

outra não foi tão acentuado, pois o tempo reacional necessário em batelada foi pequeno (120 

minutos) em comparaçao as reações com a enzima imobilizada RM IM. Cabe ressaltar ainda 

sobre os sistemas em AOT que a imobilização em organogel possibilitou os testes em 

condição de fluxo contínuo, visto que as micelas reversas são sistemas líquidos que não 

poderiam ser utilizadas em tal condição.  

 Embora sistemas diferenciados de reação estejam sendo comparados, através de seus 

valores de P obtidos, deve-se ressaltar que cada resultado de conversão foi obtido em diversas 

condições reacionais, como temperatura, quantidade de enzima, e agitação. No entanto, essas 

condições foram otimizadas com o intuito de maximizar seus resultados, portanto sistemas em 

fluxo contínuo foram mais atraentes do que aqueles em batelada.
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CAPÍTULO 5  

CONCLUSÕES 

 

Pode-se concluir que a síntese química do 2,3:4,5-O-diisopropileideno-β-D-frutopiranose 

(DAF) foi plenamente satisfatória por proporcionar a solubilidade do carboidrato em vários 

solventes orgânicos. A utilização dos grupos protetores (isopropilideno) permitiu uma maior 

solubilização em temperatura ambiente, ao contrário da frutose que necessita de temperatura e 

longos tempos de agitação. O DAF demonstrou ser um excelente substrato para as enzimas 

permitindo a sua esterificação com ácido palmítico em altas conversões e em condições 

reacionais brandas tanto no sistema de batelada quanto em fluxo contínuo. A esterificação 

com o DAF garantiu a síntese exclusiva do produto de monoacilação por deixar apenas uma 

hidroxila reativa. 

Através da metodologia de superfície de resposta, as melhores condições reacionais 

puderam ser encontradas para os sistemas em batelada tanto para as reações realizadas com 

enzima imobilizada comercial quanto para a enzima em micela reversa imobilizada em 

organogel.  

Os resultados dos delineamentos experimentais com as enzimas imobilizadas comerciais 

apontaram para uma maior conversão em éster quando utilizado uma maior quantidade de 

catalisador para a esterificação com a enzima RM IM e uma maior temperatura para a TL IM;  

Entre as enzimas imobilizadas comerciais avaliadas em sistema batelada a RM IM 

apresentou melhores resultados de conversão, bem como aparentou ser mais resistente ao 

cisalhamento do que a TL IM. Um resíduo de ácidos graxos, proveniente da indústria de 

refino de óleo de Palma (RAG) pôde ser utilizado como matéria-prima para a esterificação do 

DAF em sistema de fluxo contínuo, agregando valor ao produto final. As enzimas 

imobilizadas comerciais apresentaram um bom desempenho em altas concentrações de 

substrato, até 500 mM, em sistema de fluxo contínuo. 

A enzima Cal B em micela reversa imobilizada em organogel demonstrou ser um bom 

catalisador somente em baixas concentrações de substrato tanto em sistema batelada quanto 

em fluxo contínuo. 

As produtividades dos sistemas foram calculadas e demonstraram que biorreator em leito 

fixo, bem como as enzimas imobilizadas comerciais apresentaram maiores valores, revelando 

serem eficientes para a produção de éster de DAF. 
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CAPÍTULO 6 

PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

 Este é um trabalho inovador no que diz respeito a utilização do 2,3:4,5-O-

diisopropileideno-β-D-frutopiranose (DAF) como substrato em esterificação enzimática, 

maximizando a solubilidade da frutose em solventes orgânicos nesse tipo de reação. Sugere-se 

como perspectivas futuras os seguintes tópicos: 

 

 Estudo da desproteção dos grupos isopropilidênicos do éster formado para 

aproveitamento das propriedades emulsionantes do palmitato de frutose; 

 

 Utilização do sistema de fluxo contínuo para a reação de proteção da frutose com 

acetais (isopropilideno); 

 

 Investigação das reações quimio-enzimáticas em cascata sob condições de fluxo 

contínuo, proteção da frutose, esterificação enzimática do DAF e desproteçao do éster 

formado;  

 

 Avaliação das propriedades emulsionantes do éster como balanço lipofílico-

hidrofílico, tensão superficial, tensão interfacial, concentração micelar crítica, 

estabilidade de emulsão e capacidade de formação de espuma. 

 

 Realização de scale-up reacional visando a aplicabilidade industrial; 

 

 Teste em formulações alimentícias, bem como cosmetológicas em substituição aos 

ésteres graxos de sacarose comerciais. 
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 Nesta seção serão anexados os espectros de Ressonância Magnética nuclear (13C-RMN e 

1H-RMN) e bi-dimensionais (COSY, HMBC e HSQC) realizados para a confirmação 

estrutural das respectivas moléculas.  
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Figura A 1: Espectro de RMN 
1
H (200 MHz, CDCl3) do 2,3:4,5-O-diisopropileideno-β-D-frutopiranose (diacetonídeo da frutose). 
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Figura A 2. Espectro de RMN 
13

C (50 MHz, CDCl3) do 2,3:4,5-O-diisopropileideno-β-D-frutopiranose (diacetonídeo da frutose). 
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Figura A 3: Espectro RMN 
1
H (200 MHz, CDCl3) do palmitato de 2,3:4,5-O-diisopropileideno-β-D-frutopiranose. 

 

 

Figura A 4: Espectro de RMN 
13

C (50 MHz; CDCl3) do palmitato de 2,3:4,5-O-diisopropileideno-β-D-frutopiranose. 
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Figura A 5: Espectro RMN 
1
H (200 MHz, CDCl3) do palmitato de 2,3:4,5-O-diisopropileideno-β-D-frutopiranose.   
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Figura A 6. Espectro de COSY do 2,3:4,5-O-diisopropileideno-β-D-frutopiranose (diacetonídeo da frutose). 
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Figura A 7. Espectro de HSQC do 2,3:4,5-O-diisopropileideno-β-D-frutopiranose (diacetonídeo da frutose). 
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Figura A 8. Espectro de HMBC para o do 2,3:4,5-O-diisopropileideno-β-D-frutopiranose (diacetonídeo da frutose).
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