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Resumo da tese apresentada a EQ/UFRJ como parte dos requisitos necessarios para a
obtenc¢éo do grau de Doutor em Ciéncias (D.Sc.)
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Neste trabalho foi investigada a producdo do palmitato de frutose protegida catalisada por
lipases, tendo-se como substratos o 2,3:4,5-O-diisopropileideno-f-D-frutopiranose (DAF) e 0
acido palmitico (AP). A sintese foi realizada em sistema em batelada e em fluxo continuo
catalisada por biocatalisadores imobilizados comerciais em suporte solido e pela lipase Cal B
estruturada em micela reversa imobilizada em organogel. As reacdes em sistema em batelada
foram otimizadas através de planejamentos experimentais. Conversfes de 90% de palmitato
de DAF foram obtidos pela enzima Lipozyme RM IM a 60°C, razdo molar 1:1 entre
substratos, 250 mg de enzima, em 24h de reacdo em sistema em batelada. Em condicGes de
fluxo continuo, valores semelhantes foram encontrados em 48 min. Um residuo de acidos
graxos oriundo da industria de refino de 6leo de palma foi utilizado como matéria-prima para
a producdo de palmitato de DAF em sistema de fluxo continuo com a enzima RM IM,
obtendo-se 90% de conversdo em concentracdo de atée 500 mM de substrato, agregando-se
valor ao produto final. A sintese do palmitato de DAF catalisada pela enzima Cal B
estruturada em micela reversa imobilizada em gel de HPMC gerou resultados de até 90% de
conversdo em concentragdes 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 continuo, 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 - B -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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CAPITULO 1
INTRODUCAO

1.1. Introducéo

A industria quimica mundial tem contribuido imensamente paraa  melhoria
da qualidade de vida da humanidade, mas estd sob crescente pressdo para alterar as atuais
praticas de trabalho em favor de alternativas mais ecoldgicas. A biotecnologia é uma dessas
promissoras alternativas a industria quimica tradicional, que atende aos apelos ambientais
(GAVRILESCU; CHISTI, 2005).

Recentemente um grande interesse tem-se voltado aos ésteres de &cidos graxos
provenientes de acUcares, usualmente chamados de ésteres de acguUcar. Estas moléculas
despertam interesse, por serem tensoativos nao-iénicos, biodegradaveis e que possuem boa
propriedade emulsificante, estabilizante e quando aplicados em alimentos aumentam a sua
vida de prateleira. Estes compostos, quando produzidos por via enzimatica e de fontes
renovaveis sdo inodoros, ndo possuem gosto, sdo atoxicos e ndo sao irritantes a pele e aos
olhos, por isso tém aplicagdo em inimeras areas, incluindo farmacéutica, cosmetolégica e
industria alimenticia (CSOKA et al, 2005).

Os ésteres de acido graxo derivados da frutose apresentam algumas vantagens em
comparacdo aos ésteres comerciais de sacarose como boas propriedades de superficie e
valores de tenséo interfacial (SOULTANI et al., 2003). Monoésteres de frutose também tém
acdo bacteriostatica podendo ser utilizados na inibicdo da proliferacdo de bactérias causadoras
de carie, portanto com aplicabilidade em creme dental (WATANABE et al, 2000).

O interesse na producdo de ésteres contendo moléculas de aclcar e &cido graxo
intensifica-se devido a necessidade da utilizagdo de fontes renovaveis em prol da quimica
sustentavel. Oleos e gorduras, por exemplo, sdo ricos em &cidos graxos que em muitas
industrias sdo rejeitos de processo (RAHMAN et al, 1997). Uma alternativa viavel é utilizar
esses materiais que sdo obtidos de fontes naturais como matérias-primas nas indudstrias
quimicas, farmacéuticas e alimenticias agregando dessa maneira, valor a esses residuos.

Os métodos quimicos para a sintese de ésteres de agucar exigem a utilizagédo de altas
temperaturas na presenca de catalisadores alcalinos, resultando em um alto consumo
energeético e na formacdo de subprodutos indesejaveis devido a baixa seletividade e utilizagdo
de solventes toxicos (YAN et al, 2001). Consequentemente, nem todos o0s ésteres
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quimicamente produzidos sdo permitidos para aplicacdo em alimentos, cosméticos e produtos
farmacéuticos (HILL; RHODE, 1999).

Os ésteres de carboidratos e acidos graxos podem ser sintetizados enzimaticamente
evitando os problemas gerados na sintese quimica (SARNEY; VULFSON, 1995). O emprego
de enzimas como biocatalisadores é uma alternativa promissora para a quimica sintética
tradicional (FERNANDEZ-LAFUENTE, 2010). Para estabelecer um processo de
biotransformacao eficaz, faz-se necessario o estudo detalhado dos fatores que influenciam o
desenvolvimento e a otimizacdo do mesmo (AIRES-BARROS, 2002).

Os solventes mais comumente utilizados com o intuito de evitar reagdes paralelas de
hidrélise na esterificacdo enzimatica de aglUcares sdo dimetilformamida e piridina (FERRER
et al., 1999). Estes solventes possuem alta toxicidade (TAIl; BRUNNER, 2009) e geram um
aumento da hidrofobicidade no sistema reacional, minimizando a solubilidade dos agucares e
a atividade enzimatica (HUMEAU et al, 1998; DEGN; ZIMMERMANN, 2001). Dessa
maneira, a maioria das esterificacdes enzimaticas necessita de um longo tempo de incubacéo.
Uma alternativa para solucionar esse problema é a reducdo 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 organico apropriado que maximize a atividade enzimaética
gerando uma boa solubilizacdo de ambos os substratos também é um fator importante a ser
considerado na esterificacdo enzimatica (CASTILLO et al, 2003). Porém, a caracteristica
principal das lipases reside no fato delas ndo atuarem no interior da fase organica e sim na
interface 6leo/agua ou na interface solvente apolar, como isooctano/agua (ZOUMPANIOTI et
al, 2006). Como alternativa, sistemas micro heterogéneos tais como microemulsdes agua em
6leo (A/O), conhecidos como micelas reversas, tém sido propostos (XENAKIS et al, 2009).
Micelas reversas possuem grande area interfacial que fornece um dominio aquoso onde as
enzimas podem ser acomodadas, uma interface onde o sitio ativo das enzimas pode ser
ancorado, e de uma fase organica ndo-polar, onde substratos e/ou produtos hidrofébicos
podem ser dissolvidos (XENAKIS et al, 2009; STAMATIS et al, 1999). Além disso, sao
termodinamicamente estaveis e opticamente transparentes. Assim, as micelas reversas
tornam-se microreatores versateis onde as lipases podem ser incorporadas tornando-as soltvel

em meio organico sem a reduc¢do da sua atividade catalitica (LUISI; LAANE, 1986).
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Os processos enzimaticos podem ocorrer em diferentes tipos de biorreatores, sejam
eles em condigdes de batelada ou em fluxo continuo. A utilizacdo de lipases em reator em
batelada, pode em alguns casos trazer prejuizos reacionais devido as perdas de proteina
geradas por cisalhamento do suporte da enzima, devido ao sistema de agitacdo 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 continuo 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 continuos, destacam-se os reatores de
leito fixo que apresentam baixo custo, facilidade de construcao, opera¢do e manutencao.

Dentro deste contexto, foi estudada a esterificacdo enzimatica do derivado da frutose,
0 2,3:4,5-O-diisopropileideno-B-D-frutopiranose com o &cido palmitico em meio organico
catalisada por lipases imobilizadas comerciais e em micelas reversas imobilizadas em
organogel em sistema batelada e em fluxo continuo objetivando a producgdo de palmitato de
frutose protegido. A utilizacdo da frutose protegida como substrato na sintese de éster da

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

1.2.  Objetivo geral

O objetivo geral do presente trabalho é estudar a producdo de palmitato de frutose
protegido catalisada por lipases imobilizadas comerciais e lipases imobilizadas em micelas

reversas.

1.3.  Objetivos especificos

»  Avaliar a solubilidade dos carboidratos utilizados como substrato em meio orgéanico;

»  Avaliar as lipases comerciais livres e imobilizadas para a esterificacdo do acido
palmitico e 2,3:4,5-O-diisopropileideno-f-D-frutopiranose (DAF);

»  Maximizar as condigdes em sistema batelada (temperatura, massa de enzima e
concentracdo de substrato) para a reacdo de esterificacdo em heptano entre o0 DAF e o &cido

palmitico catalisada por lipases imobilizadas comerciais;
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»  Avaliar a lipase comercial imobilizada de Rhizomucor miehei, em solventes que
maximizassem a concentragdo de substrato utilizando residuo industrial como substrato em
sistema de fluxo continuo;

»  Utilizar um residuo de acidos graxos (RAG) oriundo de uma industria de refino de
6leo de palma como fonte de &cido graxo na esterificagdo com DAF;

»  Utilizar a lipase de Candida antarctica (Cal B) em micela reversa imobilizada em
organogel como catalisador na esterificagcdo entre acido palmitico e DAF;

»  Maximizar as condicOes reacionais em sistema batelada (temperatura, agitagéo,
quantidade de peneira molecular, concentracdo de substrato e quantidade de enzima) para
aumento da conversdo enzimaética, utilizando a enzima em micela reversa imobilizada em
organogel;

» Investigar a utilizacdo das lipases imobilizadas comerciais de Thermomyces
lanuginosus e Rhizomucor miehei e da lipase Cal B em micela reversa imobilizada em
organogel na reacdo de esterificacdo de acido palmitico e DAF realizada em

sistema de fluxo continuo.
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CAPITULO 2

REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Quimica sustentavel

A preocupacdo crescente com o0 meio ambiente tem gerado uma mobilizacdo das
industrias e de 6rgdos ambientais na busca de processos e produtos ambientalmente seguros
em prol da sustentabilidade. A utilizacdo de uma matéria-prima renovavel contribui
significativamente para o desenvolvimento sustentavel, uma vez que estamos vivendo uma
era de esgotamento das reservas fosseis e de problemas ambientais com residuos industriais
(MEIER et al, 2007).

Os principios da quimica verde estdo relacionados diretamente a sustentabilidade da
indUstria quimica. Eles refletem a necessidade de medidas eficientes para a implantagdo de
processos que gerem menos prejuizos ambientais tanto nas universidades quanto nas
industrias (TANG et al, 2005). As estratégias para o desenvolvimento de tecnologias limpas
para 0S processos quimicos tém como objetivo equilibrar os aspectos econémicos e
ambientais (ANASTAS; EGHBALLI, 2010).

Diante do crescimento das exigéncias ambientais as indUstrias se véem forcadas a se
adaptarem para atendé-las e conseguirem manter a sua competitividade no mercado. Com
isso, as aplicacbes da quimica verde ganham notoriedade dentro do conceito de
sustentabilidade a medida que agrega valor aos produtos quimicos e estes adquirem a
preferéncia de mercado por satisfazerem as exigéncias de normas ambientais, de seguranca e
qualidade (SOUSA, 2006)

Para atender os requisitos de uma economia sustentavel € de suma importancia o
monitoramento de toda cadeia de producdo da industria, desde o cultivo e processamento da
matéria-prima, até a destinacdo dos residuos gerados. Assim, o beneficiamento dos residuos,
bem como a utilizagdo em industrias quimicas e/ou farmacéuticas de uma matéria prima
renovavel tem sido mencionado como componente vital da sustentabilidade.

Em 2011, a produgdo mundial de 6leo de palma foi estimada em mais de 47 milhGes
de toneladas, em torno de 32% da producdo mundial de dleos vegetais (UNITED STATES
DEPARTMENT OF AGRICULTURE USDA, 2013). O processo de refinamento do éleo tem
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por objetivo reduzir as impurezas para adequa-lo aos niveis comestiveis. Isto significa que,

sempre que possivel as perdas nos componentes desejaveis sdo mantidas minimas para a

producdo de 6leo comestivel de alta qualidade que atende aos padrdes da industria. Para

atingir este objetivo sdo gerados acidos graxos livres como um subproduto dos processos de

refinamento fisico ou quimico como pode ser visualizado no esquema da Figura 2.1. Esse

residuo de acidos graxos pode ser utilizado em sua forma bruta ou purificado pela inddstria

quimica agregando valor ao mesmo (ITABAIANA et al., 2013a).
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Figura 2. 1: Processo de refino do 6leo de palma.
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Nesse contexto os carboidratos bem como os derivados de Oleos vegetais sdo 0s

compostos que reunem condicdes ideais para viabilizar o desenvolvimento industrial e

econémico de produtos organicos.
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2.2. Lipases

2.2.1. Caracteristicas gerais

Lipases sdo enzimas classificadas como hidrolases (glicerol éster hidrolases E.C.
3.1.1.3), capazes de catalisar reacbes de hidrdlise e sintese em grupamentos esteres de
diversos compostos. Lipases sdo encontradas na natureza, produzidas por plantas, animais e
microrganismos. Elas possuem um papel fundamental nas relagdes bioldgicas de lipideos em
microrganismos. Sao requeridas como enzimas digestivas necessarias para mobilizacdo de
gordura usada como reservatério de fonte de energia. Elas também sdo envolvidas no
metabolismo intracelular de lipideos no funcionamento biolégico de membranas. As lipases
tém sido extensivamente investigadas com relacdo a suas propriedades bioquimicas e
fisioldgicas (VILLENEUVE et al., 2000).

A maioria das lipases pode ser ativada pelo fendmeno de ativacdo interfacial que se
caracteriza pelo aumento da atividade lipolitica quando a solubilidade do substrato é excedida
formando uma fase independente. Este fendmeno ocorre na interface agua/lipidio e tanto a
qualidade quanto a quantidade da interface tém papel importante na atividade catalitica dessas
enzimas (SARDA; DESNUELE, 1958 citado por Paiva et al, 2000).

Lipases de origem microbiana sdo amplamente utilizadas em aplicacGes
biotecnoldgicas e em quimica organica (HASAN et al., 2006). A principal forma de producéo
de lipases tem sido através de processos fermentativos apresentando maior capacidade
produtiva e custo de obtencdo reduzido. Alguns microorganismos utilizados para a producéo
dessas enzimas sdo fungos do género Rhizopus, Aspergillus, Penicillium, Geotrichum e
Colletotrichum, leveduras do género Rhodotorula, Yarrowia, Candida, Trichosporon,
Aureobasidium, Saccharomyces e Williopsis e bactérias do género Acinetobacter,
Pseuddmonas, Staphylococcus, Bacillus e Serratia (SAXENA et al, 2003; TREICHEL et al,
2009).

O termo estabilidade das lipases ja conhecidas depende de sua origem, sendo que as de
procedéncia microbiana possuem maior estabilidade térmica (VULFSON, 1994,
KAZLAUSKAS, BORNSCHEUER, 1998). A temperatura de operacdo dessas enzimas pode
variar desde a ambiente até 70°C, mas em sua maioria, possuem uma atividade de 6timo 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 indUstrias permite o desenvolvimento de processos tecnoldgicos
muito préximos aos eficientes processos executados pela natureza. As lipases constituem o
mais importante grupo de enzimas com valor biotecnologico, devido a versatilidade de
aplicacdes possiveis e facilidade de producdo em larga escala (HASAN et al., 2006). Assim o
interesse industrial por tecnologias enziméaticas vem aumentando gradativamente. As areas de
engenharia de proteinas e enzimologia em meios ndo convencionais, sdo as principais
responsaveis por esse avango as quais ampliaram consideravelmente o potencial de aplicacdo
de enzimas como catalisadores em processos industriais.

As reacdes de hidrolise, realizadas pelas lipases atualmente abrangem a maior parte
das aplicagcbes industriais (industrias de detergentes e de alimentos), porém a
transesterificacdo juntamente com as caracteristicas enantio e régio seletivas das lipases vém
ganhando espaco nos mais diversos campos (industria farmacéutica, de quimica fina, de
cosmeéticos, oleoquimica, de couros, de polpa e papel e no tratamento de residuos industriais)
(CASTILHO et al., 2000). As areas nas quais a aplicacdo das lipases vem tendo maiores
destaques podem ser visualizadas na tabela 2.1 (WAKABAYASHI, 2004; BARON, 2003).

Tabela 2. 1: Algumas areas e aplicacdo de lipases (WAKABAYASHI, 2004; BARON,
2003).

AREA APLICACAO

sintese de intermediarios de farmacos (ex.

ibuprofeno e naproxeno, farmacos com
Farmacéutica atividade antiinflamatdria); resolucédo de

misturas racémicas (ex. sintese de atenolol,

farmaco anti-hipertensivo)

sintese de aromas (ex. maturacédo de queijos);

Alimentos )
sintese de edulcorantes (ex. aspartame)
remocao de manchas de gorduras dos
Detergentes )
tecidos;
Agroquimica sintese de inseticidas e pesticidas
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reducdo do teor de gorduras em efluentes da
Tratamento de efluentes o .
industria de laticinios

o hidrolise e interesterificacéo de oleos e
Oleoquimica
gorduras

As lipases sdo ferramentas potentes na catélise de diversas reacGes por serem estaveis
e eficientes com diferentes substratos (JAEGER, DIJKSTRA, REETZ, 1999;
BORNSCHEUER, KAZLAUSKAS, 1998; VILLENEUVE et al, 2000, FREIRE,
CASTILHO, 2008). Além da hidrolise, as reacGes ditas "reversas" como esterificacdo
(GONCALVES et al, 2013), interesterificagdo (LI et al, 2010) alc6olise (NEANG et al, 2013)
aciddlise (BEBARTA et al, 2013), amindlise (STAVILA, LOOS, 2013) lactonizacdo
(ZHENG et al, 2009) e epoxidacio (CORREA et al, 2012) tém enorme importancia, pois se
mantém ativas em meios contendo solventes organicos (FORESTI, FERREIRA 2007).

Apesar de triglicerideos de cadeia longa (com mais de 10 &tomos de carbono) serem
0S seus principais substratos, as lipases atuam sobre uma gama de substratos ndo-naturais
(ésteres ndo-lipidicos) e de diversos tamanhos. Essa versatilidade das lipases pelos mais
diversos substratos sugere que sua estrutura polipeptidica seja flexivel e possa adotar
diferentes conformacdes dependendo das caracteristicas fisico-quimicas do meio, o que
dificulta a modelagem e previsdo de interacdes estereoquimicas enzima-substrato (COSTA,
AMORIM, 1999).

2.2.2. Estrutura e mudanca conformacional

Diversas lipases ja foram elucidadas estruturalmente e nos fornecem importantes
informagdes com relacdo ao seu mecanismo de catalise 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
familia das o/B-hidrolases cujas atividades dependem principalmente de uma triade catalitica
usualmente formada por residuos de Ser, His e Asp ou Glu. A serina como nucleofilo e
residuos acidos de histidina e aspartato ou glutamato. O residuo de serina usualmente aparece

num penta-peptideo conservado Gly-X1-Ser-X2-Gly, onde X1 é uma Try ou His. As o/f-
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hidrolases também incluem enzimas lipoliticas (JAEGER et al, 1999; BORNSCHEUER et al,
2002).

Embora as lipases diferenciem-se na sequéncia de aminoacidos (estrutura primaria),
estas enzimas apresentam uma alta similaridade em sua arquitetura tridimensional (estruturas
secundaria e terciaria). No geral as lipases apresentam em sua estrutura, uma folha-f central
com o residuo de serina ativo em “loop” denominado cotovelo catalitico (Figura 2.2). Acima
da serina h& ou é formada ap0s a ativacao da enzima uma fissura hidrofobica. A ativacéo,
muitas vezes é um movimento de uma estrutura polipeptidica helicoidal (a-helice) que age
como uma ou Vvarias tampas (conhecida como “lid”). Este mecanismo é uma parte da ativacao
interfacial que ocorre acima da concentragcdo micelar critica do substrato e confere a atividade
catalitica a lipase (SVENDSEN, 2000). O lado da tampa voltado ao sitio catalitico é composta
por parte hidrofobica, enquanto que o lado oposto é hidrofilico estabilizado pelas interacdes
das protreinas da superficie. A reorientacdo da estrutura da tampa ocorre devido ao aumento
da hidrofobicidade da superficie na vizinhanga do sitio ativo expondo-o. Essa abertura pode
ser iniciada ap0s a interacdo com uma interface apolar/polar. Essa interface pode tanto gerar
inibicdo a lipase quanto aumentar sua tolerancia 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-p esta representada em azul, rodeada por algumas hélices em amarelo, o sitio ativo
(residuo de serina) e a tampa em vermelho. (SVENDSEN, 2000).

2.2.3. Mecanismo reacional

O mecanismo das reacOes catalisadas pelas lipases em reacfes de hidrolise,
esterificagdo ou interesterificacdo que envolve a participagdo 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
estagios: primeiro, um grupo funcional do primeiro substrato A é removido do substrato pela
enzima E para produzir uma forma estavel da enzima F (E - grupo funcional) e o primeiro
produto P. No segundo estagio da reacdo, 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 reagfes 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 reac¢des unimoleculares com liberacdo de um produto

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

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

catalise da enzima Cal B para uma reacao de esterificacao.
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Figura 2. 4: Mecanismo catalitico da lipase de Candida antarctica (Cal B) baseado na triade
catalitica. A reacdo envolve dois estados de transi¢cdo (TS1 e TS2) e um intermediario acil
enzima (ROTTICCI, 2000).

A reacdo ocorre em duas etapas: na primeira etapa, a enzima é acilada pelo substato 1
para formar um intermediario acil-enzima e o produto 1 é liberado; na segunda etapa, a
enzima acetilada é entdo desacilada pelo substrato 2, formando o segundo produto (Figura
2.4).

Na triade catalitica Serina 105 — Histidina 224 — Aspartato 187, inicialmente, o
oxigénio do grupo hidroxila da Serina ataca o atomo de carbono do grupo carbonila do
substrato transformando numa ligagdo simples deixando o a&tomo de oxigénio com uma carga
negativa formando dessa maneira um estado de transi¢cdo de geometria tetraédrica em torno
daquele carbono, através de pontes de hidrogénio entre o oxianion e dois grupos NH de
cadeias principais da Histidina. Com a formacdo deste estado de transicdo, ocorre a
transferéncia de um préton da Serina para a Histidina. Em parte a carga que se desenvolve no
estado de transi¢do é neutralizada pelo aspartato. A ligagdo carbonila é entdo refeita, com o
auxilio da forma protonada da Histidina que perde o préton, e da-se o colapso do

intermediario tetraédrico com expulsdo do produto 1. A formacdo do intermediario acil
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enzima se da pela ligacéo covalente do primeiro substrato a Serina. Completa-se assim a etapa
de acilagéo. A etapa seguinte, de desacilagéo, acontece de forma semelhante, mas por ordem
inversa. Ocorre o ataque nucleofilico a acil-enzima, por parte do reagente alcool (na reacédo de
transesterificacdo) ou da agua (na reacdo de hidrolise) iniciando o processo. Como resultado,
forma-se mais uma vez com o auxilio da Histidina, de um novo intermediério tetraédrico que
colapsa com libertagdo de um segundo produto (éster, na reagdo de transesterificacdo, e acido,

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

2.2.4. Biocatalise em meios organicos

Antigamente a catalise enzimética se restringia ao emprego de reacBes em meio
aquoso. Dessa forma o potencial de utilizacdo das enzimas em sintese organica era
minimizado devido a baixa solubilidade de alguns substratos em agua (GARCIA-JUNCEDA
et al, 2004). Com o intuito de aumentar a solubilidade de substratos hidrofébicos iniciou-se a
utilizacdo de solventes organicos em reacdes enzimaticas (MAY et al, 2002).

O uso de solventes organicos ao invés da agua gera uma série de vantagens como a
mudanca do equilibrio reacional favorecendo a esterificacdo ao invés da hidrolise, as reacdes
competitivas sdo desfavorecidas prevenindo a decomposicdo de compostos sensiveis a agua,
as enzimas podem ser recuperadas por operacOes simples (centrifugacdo e filtracdo), as
enzimas podem exibir maior estabilidade e a especificidade do substrato pode ser alterada
(PEDERSEN et al., 2002).

As reacOes enziméticas realizadas em solventes sdo fortemente afetadas pela
polaridade do meio organico. A alta atividade do biocatalisador é atingida em solventes
relativamente hidrofobicos, e nenhuma ou baixa atividade é observada em solventes
relativamente hidrofilicos devido aos efeitos de desnaturacdo (CASTRO; ANDERSON,
1995).

No entanto a solubilidade de substratos em um meio organico pode ser um fator
limitante a algumas reag@es. 1sso 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 esterificdo 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 orgénicos

A Frutose € um monossacarideo (CgH1206), com o0s 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 solucdo 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 solido cristalino branco, densidade
de 1,59 g/cm?3 a 20°C e ponto de fusdo entre 100 e 104°C (VETEC QUIMICA FINA, 2012). E
altamente solivel em &agua, solivel em acetona, pouco solivel em alcool e praticamente
insoltvel em benzeno, cloroférmio e éter dietilico.

Como possui um grupo cetona, a frutose é considerada uma cetose, e também hexose
por possuir seis &tomos de carbono, portanto € 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: Formula estrutural a-D-frutopiranose (a) e a-D-frutofuranase (b).

A Frutose é também popularmente conhecida como “acucar de dieta” por ser mais
doce que a sacarose (FERREIRA, 1995). A frutose estd fortemente presente nas uvas e
também é encontrada em cereais, vegetais € no mel.

Para que ocorram boas taxas de conversdo reacional é necessaria uma satisfatdria
solubilizacdo dos substratos. Entretanto, a frutose apresenta baixa solubilidade em solventes
organicos, ex. 10 g.L ™ em 2-metil-2-butanol (SCHECKERMANN et al., 1995). Nem todos 0s
solventes polares sdo ideais para as reacOes de esterificacdo, aqueles que contém grupos
hidroxilas acessiveis 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 °C, 200 rpm, 100 mM de frutose (FONSECA, 2008).
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Oosterom e colaboradores (1996) afirmaram que a velocidade tanto da esterificacdo
quanto da transesterificacdo enzimatica entre aclicares e compostos organicos € diretamente
proporcional a solubilidade dos substratos, ou seja, quanto mais soltvel o carboidrato mais
rapida € a reacao.

Com o intuito de atingir uma satisfatoria solubilizacdo da frutose, diferentes solventes
organicos ja foram testados por diversos autores (tabela 2.2).

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

Temperatura Concentragéo
Solvente Tempo (h) 0 1 Autor
(0 (9.L7)
Arcos et al
acetona 12 40 0,8
(1998)
Tsukamoto et al
terc-butanol 24 55 18,3
(2008)
2-metil 2- Soultani et al
n. d. 60 25
butanol (2001)
Dang et al
terc-butanol 200 65 18
(2005)
Olive et al
terc-butanol 2 60 15,9
(2012)
2-metil-2- Chamoleau et al
n. d. 60 11
butanol (2001)
Yoo; Park;Yoon
terc-butanol n. d. 60 15,6
(2007)
2-metil-2- Coulon et al
n. d. 90 255
butanol (1997)

n. d. — ndo descrito

Alguns autores afirmam que a presenca do produto tanto de mono quanto de diéster,
aumenta a solubilidade da frutose devido a mudanca de polaridade do meio reacional
(ZHANG; HAYES, 1999). Segundo Zhang e Hayes (1999), uma mistura de 40% (mono e
diéster) e 60% (4cido oleico) pode gerar uma solubilidade de até 66,8 g.L™* a 60°C, porém ndo
foi relatado o tempo necessario para obter tal solubilidade
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Com o intuito de aumentar a taxa de esterificacdo outros sistemas de solubilizagdo da
frutose sdo propostos. Pyo e Hayes (2008), por exemplo, estudaram através de isotermas de
adsorcéo a solubilizacdo da frutose em uma coluna empacotada com uma mistura do referido
carboidrato e silica gel submetido a um fluxo de uma fase liquida composta de acido oleico e
mono/dioleato de frutose. Segundo os autores o conteudo de frutose na fase liquida foi baixo,
em torno de 0,1% (p/p), obtido quando se trabalhou com uma alta concentracdo de frutose na
coluna e altas concentraces de éster na fase liquida.

Uma alternativa para aumentar a solubilizacdo da frutose € a utilizacdo de liquidos
ibnicos como meio reacional. Entretanto, o custo elevado de tal solvente ainda é um entrave
que acaba por inviabilizar a sua utilizagdo em larga escala. Ha e colaboradores (2010)
dissolveram a frutose em agua e adicionaram liquido i6nico sozinho ou uma mistura de
liquidos ([Bmim][TfO] e/ou [Omim][Tf,N]) em temperatura ambiente. Apds agitacdo, a
mistura foi submetida a 12 horas de véacuo a 60°C para a retirada da agua. Os autores
obtiveram uma solubilidade de 39.9 g.L™ com tal metodologia. Lee e colaboradores (2007)
também realizaram a solubilizacdo da frutose em liquidos i6nicos ([Emim][TfO],
[Bmim][TfO], [Emim][BF4] e [Bmim][BF4]) utilizando dois métodos de solubilizacao,
mediado ou ndo por agua e obtiveram uma alta solubilidade de 98 g.L ™" e 233 g.L™ de frutose,
respectivamente.

O dioxido de carbono acima de sua temperatura e pressdo criticas também é utilizado
como meio reacional. Porém, o sistema com CO; supercritico possui a limitacdo de somente
solubilizar compostos apolares em niveis consideraveis. Quando se trabalha com moléculas
polares ha a necessidade da adicdo de um cosolvente para maximizar a solvatacdo do
substrato. Sabeder et al (2005) utilizaram 2-metil 2-butanol como cosolvente em um sistema
com CO, supercritico para dissolver a frutose e obtiveram uma solubilidade de 23 g.L™.
Entretanto, Habulin e colaboradores (2008) trabalharam com um sistema de dioxido de
carbono supercritico sem a adi¢cdo de um cosolvente. Os autores realizaram as rea¢ées com 20
mmol de frutose. Dessa maneira, se a solubilidade total do carboidrato fosse atingida, uma
solubilidade em torno de 36 g.L™ seria gerada, porém essas informacdes ndo foram descritas
pelos autores. Segundo Habulin et al (2008), depois de decorrido o tempo reacional, o

carboidrato ndo reagido era separado do meio reacional atraves de centrifugacéo.
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2.2.6. Acetalizacéo

A dificuldade de solubilizac¢éo da frutose leva em muitos casos a uma baixa conversao
e a necessidade de longos tempos reacionais (NETA et al, 2012). Uma tentativa para
solucionar esse problema é a utilizacdo de boronatos de aclcar como substrato. Esta
abordagem foi utilizada com sucesso na acilagdo enzimatica da frutose com acido palmitico e
estearico (SCHECKERMANN et al, 1995; SCHLOTTERBECK et al, 1993). Os autores
utilizaram 4&cido fenilborénico na formacdo dos boronatos de frutose para auxiliar na
solubilizacdo do carboidrato em hexano. No entanto, a sintese dos boronatos de acUcar €
minuciosa, uma vez que diversos boronatos sdo possiveis como uma funcdo de pH,
concentragéo e temperatura reacional.

Outra abordagem para aumentar a solubilidade da frutose em solvente orgéanico é o
uso de grupos protetores nas hidroxilas do carboidrato. A sintese dos cetais € robusta e leva a
um produto estavel e soluvel em meio organico e varios métodos ja foram descritos na
literatura (BRADY, 1971; BELDER, 1965; CHITTENDEN et al, 1992; ASAKURA,
MATSUBARA, YOSHIHARA, 1996; RAUTER, 1995). A reacdo consiste na formacao de
cetais, utilizando-se acetona e um catalisador acido, que leva a um derivado di-O-
isopropilideno. O diacetonideo da frutose é uma cetohexose apresentado em duas formas
piranosidicas como pode ser visualizado na Figura 2.6. As duas estruturas apresentadas na
Figura 2.6 diferem apenas pela posicdo de esterificacdo que esta diretamente relacionada a

hidroxila livre.
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Figura 2. 6: Diacetonideos I e 11 derivados da frutose.

Além de melhorar a solubilidade do carboidrato em meio organico a acetalizacdo da
frutose pode contribuir para a diminuicdo do tempo reacional necessario a enzima. Esta
abordagem foi usada com sucesso na sintese de ésteres de glicose, galactose, lactose e xilose

por diversos autores como pode ser visualizado na tabela 2.3.
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A catalise enzimatica é regiosseletiva, uma vantagem quando comparada aos metodos
quimicos. As lipases normalmente possuem a seletividade as hidroxilas 1 e 6 da frutose
quando a esterificacdo direta é realizada, gerando produtos de mono e diacilacdo. Porém
autores alegam que quanto maior a relagcao mono/diéster do produto formado, melhores sdo as
propriedades do surfactante (SOULTANI et al, 2003). Assim a acetalizagdo de algumas

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

consequentemente a melhoria das propriedades do tensoativo.

Tabela 2. 3: Reacdo enzimatica de acetais de diversos carboidratos com acidos graxos.

Taxa e tempo

Substratos Solvente . Referéncia
reacional
acetalizacdo da xilose, glicose e
galactose e acilagdo com acidos sistema livre de 90% de rendimento  Fregape et
graxos e seus respectivos metil solvente em 24 horas al (1991)
ésteres
acetalizagdo da lactose e tolueno ou 77% de conversdo  Sarney et al
maltose e esterificagdo com ) h
acetalizacdo da sacarose e sistema livre de Sarnev et al
esterificacdo enzimatica com solvente e em 27% em 48 horas (19%6)
acidos graxos diversos solventes
ac_et_allz:jlgao d? x,ll.ose ¢ sistema livre de 85% de rendimento ~ Ward et al
esterificacdo enzimatica com
.y P solvente em 24 horas (1997)
acido araquidonio
acet_a_llza%ao da X|_Iose e em t-butaqol eem 90% de conversio Gao et al
esterificacdo com diversos sistema livre de em 100 horas (1999)
acidos graxos solvente
egﬁgﬁﬁgagg%g; rgnlgt:i?;ecgm mistura acetonaet- 60% de rendimento ~ Kobayashi
¢ butanol em 80 horas et al (2010)

acido palmitico

2.3. Propriedade e aplicagdes éster de acucar — Palmitato de frutose

O palmitato de frutose apresenta estrutura tipica de um surfactante ndo idnico
possuindo grupo apolar constituido de cadeia carbdnica longa e um grupo ndo iénico em sua

extremidade (Figura 2.7). E um tensoativo com alto poder emulsificante obtido através da

40



CAPITULO 2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

reacdo de esterificacdo (AKOH; SWANSON , 1994) do 4cido hexadecandico (C16H3,0,) com
a frutose (CgH120g).

Figura 2. 7: Mono palmitato de Frutose.

Os ésteres de acido graxos derivados de agucares possuem uma ampla faixa de valores
de balanco hidrofilico e lipofilico, HBL (Figura 2.8), dependendo do tamanho da cadeia
carbbnica do acido e da natureza do aguUcar. Assim, alguns ésteres de frutose apresentam
valores de propriedades de superficie maiores e ou iguais a alguns ésteres comerciais de
sacarose. Esteres de frutose formados por cadeias curtas, por exemplo, possuem altos valores
de tensdo superficial, enquanto que aqueles formados por acidos com longas cadeias de
carbono apresentam valores similares de tensdo superficial aos ésteres comerciais de sacarose.
Assim, dependendo do tamanho da cadeia de carbonos e da razdo monoéster/diéster obtidos
na sintese, a utilizacdo de ésteres de frutose pode ser mais vantajosa do que 0s ésteres
comerciais de acucar (SOULTANI et al, 2003).
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Palisorbato

Ester de cido graxo e propileno glical

Ester de dcido graxo & sorbitol

Ester de acido graxo e glicerina

Ester de acido graxo e aglcar

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
HLB

Figura 2. 8: Valores de balanco lipofilico-hidrofilico (HLB) de emulsificantes em aditivos
alimenticios (YAN, 2001).

Palmitato de frutose é seguro ao consumo humano, ndo possui gosto, odor, toxicidade
e ndo ¢ irritante a pele e olhos, podendo dessa maneira, (CSOKA, 2005 ¢ O’BOYLE, 1986)
ser utilizado em alimentos, cosméticos e produtos farmacéuticos (LORTIE, 1997;
CHAMOULEAU et al, 2001). Em alimentos de maneira geral podem ser utilizados como
aditivos emulsificantes em sorvetes, sopas e maioneses em substituicdo aos ésteres comerciais
de sacarose e em cosméticos como pastas de dente, logBes, shampoos e batons (SABEDER et
al 2005).

Monoésteres de frutose também tém acdo bacteriostatica podendo ser utilizado na
inibicdo da proliferacdo de bactérias, causadoras de carie, possuindo grande potencialidade de
aplicacdo em creme dental. Em um estudo realizado por Watanabe e colaboradores (2000) foi
verificado que ésteres de frutose apresentam interessantes propriedades inibitdrias de
crescimento da bactéria Streptococcus mutans, causadora de caries na presenca de sacarose.

A biodegradabilidade desse surfactante € um fator preponderante a ser considerado,
visto que hoje ha um grande apelo pela busca de compostos ambientalmente seguros. Dessa
maneira, a producdo de palmitato de frutose por via enzimatica possui grandes
potencialidades devido a utilizacdo de fontes renovaveis, de reagentes menos nocivos ao meio
ambiente e condicdes reacionais mais brandas quando comparada a sintese quimica de esteres
de 4cido graxos derivados de aclcares (SABEDER et al, 2005).
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2.4. Métodos de producéo éster de acucar — Palmitato de frutose

2.4.1. Via quimica

Em geral, os métodos quimicos para a sintese de ésteres graxos derivados de agUcar, a
maior parte deles patenteados, baseiam-se na utilizacdo de solventes como, por exemplo,
dimetilformamida (DMF), dimetilsulféxido (DMSQO) e piridina na presenca de catalisadores
alcalinos em altas temperaturas e objetivam uma eficiente esterificacdo ou transesterificagdo
através de uma satisfatoria solubilizacdo dos agucares (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 ndo serem
especificas a esterificacdo da frutose, podem ser adaptadas a reacao de interesse (esterificacdo
da frutose com o &cido palmitico) devido as semelhancas das propriedades dos substratos.

Hass e colaboradores (1959), por exemplo, desenvolveram a sintese quimica para
obtencdo de mono e di-ésteres por transesterificacdo que envolvia a utilizacdo de solventes
organicos como DMF, DMSO, ou dimetilpirrolidona (DMP) para solubilizacdo dos
substratos, sob catélise alcalina. Esse processo de sintese ficou conhecido como Hass-Snell e
foi comercializado pela Day-Nippon Sugar Manufacturing Co. Ltd., no Japdo em 1960 em
alimentos industriais (HASS et al, 1959). Na época em alguns paises como Alemanha e
Estados Unidos os ésteres de &cidos graxos e acgucar eram proibidos de serem utilizados em
alimentos devido a toxicidade das substancias utilizadas em seu processo de sintese.

A reacdo de transesterificacdo realizada com esses solventes necessita da remocéo de
qualquer traco de &gua atraves de aquecimento do sistema sob pressao reduzida, bem como
dos sub produtos de transesterificagio como metanol para obtencdo do deslocamento
adequado do equilibrio reacional (PARKER et al, 1976). Com esses solventes aumenta-se 0s
custos e o tempo (FEUGE et al, 1973) operacional, pois sdo necessarias outras etapas de
purificacdo do produto. A transesterificacdo com esse tipo de solvente necessita ainda, de um

excesso de agucar o que requer uma maior purificacdo do produto.
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Osipow e Rosenblatt (1967) afirmam que a necessidade para a remog&o de residuos de
solventes toxicos provavelmente contribuiu para o lento progresso desta industria e, portanto,
uma micro emulsdo poderia servir como uma opcao viavel para a solubilizacdo dos substratos.
Assim, desenvolveram um processo que envolve reacdo de uma micro emulsdo transparente
de sacarose com o éster metilico de acido graxo na presenca de propileno glicol como
solvente (OSIPOW; ROSENBLAT, 1972) que ficou conhecido como processo Nebraska-
Snell. Esse método baseia-se em uma micro emulsdo de metil tolueno em solucdo aquosa de
sacarose preparada com a inclusdo de um adequado emulsificante na mistura reacional.
Carbonato de potassio € utilizado como catalisador e a agua é removida por destilagdo a
vacuo. Uma mistura reacional marrom apds o periodo de aquecimento na presenca do
catalisador é obtida como produto. Essa mistura contém de 10% a 80% de ésteres de sacarose,
o emulsificante e os subprodutos da reacao.

A remocdo dos materiais contaminantes do produto ndo é dificil e a diferenca de
solubilidade entre eles facilita a purificacdo dos ésteres (Mizutani, 1973). Entretanto, 0s
rendimentos sdo baixos e o grau de acilacdo dos ésteres obtidos ndo é normalmente
homogéneo. Entre esses varios ésteres, 0s produtos mais valiosos sdo aqueles que apresentam
um grau de substituicdo em uma ou duas hidroxilas, tendo um HBL equilibrado, podendo
assim ser utilizados satisfatoriamente como emulsificantes. A separacdo desses ésteres de
acordo com o seu grau de acilacdo é lenta e complexa (KEA; WALKER , 1987a). O custo
associado da extracdo, também se torna um agravante, frente a baixa quantidade de mono e
di-ésteres formados em algumas reacdes.

Kea e Walker (1987b) desenvolveram um método menos agressivo que utiliza cloretos
de acidos graxos como doadores acila em solvente anidro na presenca de acido cloridrico para
produzir ésteres ndo toxicos para utilizacdo em alimentos. O procedimento reacional €
iniciado com a adicdo lenta de &cido cloridrico a mistura de agucar e solvente a uma
temperatura entre 90 e 116 °C, ap6s a temperatura reacional é elevada a 250 °C. A essa
temperatura a reacdo € completa apds 35 minutos. Em temperaturas inferiores (entre 30 e 55
9C) 0 tempo necessério é de 24 a 60 horas.

Outro método foi desenvolvido por Feuge et al. (1973) com o intuito de minimizar 0s
problemas de purificacdo do produto. Feuge e colaboradores, (1973) em um processo de
transesterificacdo em um sistema livre de solvente descreve o uso de sais de &cidos graxos de
sodio, potéssio ou litio fundidos numa solugdo de agucar. Esses sais sdo utilizados como
solubilizantes e catalisadores a temperaturas entre 170 e 187 °C. Entretanto as taxas de
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conversdo de ésteres sdo baixas, 0 acUcar é destruido e os alcalis de metal sdo dificeis de

serem removidos.

2.4.2. Via enzimatica

O uso de lipases para producdo de ésteres de acucar e acidos graxos, especialmente
palmitato de frutose tem despertado grande interesse de pesquisadores no intuito de explorar
as vantagens desta metodologia alternativa as reacBes quimicas para sintese desses
emulsificantes. Técnicas por via enzimatica apresentam inimeras vantagens, dentre elas
destaca-se 0 aumento da seletividade, da pureza do produto, a utilizacdo de temperaturas mais
brandas e de reagentes menos nocivos e conseqiientemente a geracdo de efluentes mais
facilmente trativeis (THEIL; SCHICK, 1991; WONG; WHITESIDES, 1994). Varias enzimas
hidroliticas, tais como lipases e proteases em condi¢cGes de baixa concentracdo de agua,
podem catalisar a reacdo inversa (sintese). Essas enzimas atuam na interface organico-aquosa,
e ndo necessitam de co-fatores para sua atividade. Apresentam grande importancia no cenario
da biocatélise atual, devido a sua grande capacidade de catalisar diversas reacdes, além de
serem estaveis tanto em meio aquoso quanto em meio organico, com alta regio-, quimio- e
enantioseletividade (CARVALHO et al, 2005).

Existem alguns fatores que influenciam a conversdo em uma esterificagdo enzimatica,
tais como o doador acila utilizado como substrato, o teor de agua no meio reacional, a
utilizacdo ou ndo de solventes, a temperatura, a concentracao de lipase, entre outros. Apesar
de muitos trabalhos na literatura descreverem a sintese de ésteres de frutose utilizando lipases,
é dificil fazer qualquer generalizagdo a respeito das condi¢des 6timas de reacdo, uma vez que
as lipases podem responder de forma distinta a mudancas no meio reacional (FREIRE et al,
2011).

Sabeder e colaboradores (2006), por exemplo, estudaram os diferentes tipos de
concentragfes de lipase e parametros como solventes orgéanicos, concentracdo do
biocatalisador e de peneira molecular, temperatura e taxa de agitacdo na sintese do palmitato
de frutose em meio organico. As reacdes foram realizadas em reator operado em batelada sob
pressdo atmosférica. As melhores condi¢cBes 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 agitacdo de 600 rpm. A mais alta conversdo foi obtida na
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presenca de metil-etil-cetona (82%) seguida de 69% em acetona e 64% em terc-butanol em 72
horas de reacéo.

Nas reacdes de esterificacdo, a agua é um subproduto de fundamental importancia,
pois o equilibrio quimico reacional em alguns casos afeta a atividade enzimatica da lipase no
meio. Embora a atividade de 4&gua em um sistema enzimatico em meio organico seja baixa,
pequenas variagcdes no contetido de agua podem provocar grandes modificacdes na atividade
enzimatica. Um nivel 6timo de agua no meio reacional é de fundamental importancia para a
atividade enzimatica. Chamouleau e colaboradores (2001) estudaram o efeito da atividade de
agua através do uso de peneira molecular na sintese de palmitato de frutose catalisada por
lipase de Candida antarctica em batelada. O uso de peneiras moleculares aumentou o nivel de
desempenho da reacdo devido a retirada de agua do meio deslocando o equilibrio 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 &gua do meio reacional aumentando a sua
hidrofobicidade interferindo na seletividade da lipase. O melhor resultado obtido foi em um
meio reacional contendo atividade de &gua inicial de 0,07 , com rendimento de 28,5% com
um tempo reacional de 24 horas.

Ja Sakaki e colaboradores (2006) realizaram a retirada da agua do meio reacional
através de uma coluna preenchida com zedlita NaA. Os autores submeteram o meio reacional
(2-metil 2-butanol) a circulacdo na coluna e assim o contetdo de &gua da mistura reacional
diminuiu em 0,03% (p/p) melhorando a conversdo de esterificacdo entre a frutose e o acido
palmitico. Um rendimento de 66% de mono e di-palmitato de frutose foram obtidos apds 56
horas de reacéo catalisada pela lipase Novozym 435.

A razdo molar inicial de acido graxo e do carboidrato tem grande influéncia no
rendimento da esterificacdo enzimatica da frutose. Segundo Soultani, Engasser e Ghoul
(2001) uma razdo molar menor que 1:1 de frutose e acido esteérico, provoca um decréscimo
na conversdo da esterificacdo. Quando a razdo molar foi diminuida de 1:1 para 1:5 um
decréscimo de 80 para 26% na conversao foi observado. Segundo os autores isso poderia ser
atribuido a um efeito de inibicdo a lipase propiciado pelo doador acila ou devido a diminui¢ao
da concentragdo da frutose no meio. A inibig¢éo por esse substrato em baixas razées molares ja
foi relatada por outros autores (COULON et al, 1996; MUTUA, AKOH, 1993).

Com o intuito de minimizar os efeitos de inibigdo do substrato gerados a lipase, Pauly
e colaboradores (2002) desenvolveram um método para sintese enzimatica de oleato de
frutose através de reacdo de transesterificacdo sob condicdo de batelada alimentada
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(patenteado sob o n° US 6,355,455, United States Patent). Segundo os autores, para obter uma
elevada concentracdo de produto, é preferivel que ndo se coloque a quantidade total dos
reagentes necessarios no reator para iniciar a sintese e sim, introduzir de forma controlada ao
longo da reacdo para que niveis de concentracdo que possam inibir a catalise da enzima nédo
sejam atingidos.

Dang e colaboradores (2005) também estudaram em um sistema de batelada
alimentada a esterificacdo da frutose com &cido oleico em t-butanol catalisada pela enzima
imobilizada de Rhizomucor miehei. Uma mistura de mono e di-éster foram obtidas como
produto com uma converséo em torno de 93% em 200 horas de reagé&o.

Devido as diferengas entre as polaridades, os solventes diferem em seu coeficiente de
particdo (log de P), que é relacdo das concentracdes do solvente em uma fase organica e uma
fase aquosa. As diferencas do log de P dos solventes tém sido utilizadas para explicar o seu
efeito sobre a atividade catalitica e especificidade de enzimas (LORTIE, 1997; LU et al,
2009). Porém, um solvente fortemente hidrofobico nem sempre é a melhor opcdo para a
esterificacdo enzimatica de carboidratos porque esses substratos possuem carater hidrofilico 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 catalise enzimatica 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
reacao) com um coeficiente de particdo de 0.89 que segundo os autores ocorrera devido a boa
solubilizacédo obtida em tal solvente.

Um sistema livre de solvente é desejavel para a sintese de ésteres de acidos graxos
derivados de agucar devido a minimiza¢do do custo, melhoria da seguranca operacional e
biocompatibilidade com alimentos, cosméticos e aplicagdes farmacéuticas (FOREST]I, et al,
2007). Entretanto, como anteriormente mencionado na se¢do 2.2.5, a baixa solubilidade da
frutose no meio reacional & um obstaculo significativo para a esterificagdo em condigéo livre
de solvente, necessitando de um longo tempo reacional para a obtencdo de boas taxas de
conversdo. Pyo e Hayes (2009), por exemplo, em sistema livre de solvente precisaram de 13
dias de reacédo para obter uma conversdo de 80% na esterificacdo da frutose com acido 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

esterificacdo da frutose, sacarose, glicose ou xilose com &cido oleico, caprilico, laurico ou
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miristico catalisada por lipase imobilizada de Rhizomucor miehei em um sistema livre de
solvente. Segundo os autores, as reag0es eram realizadas em uma suspensdo de carboidrato
em oleato de frutose, ndo sendo necessaria a solubilizacdo total dos substratos para se iniciar a
reacdo. Dessa maneira, um tempo reacional de 132 horas foi necessario para obter um
rendimento de 86,1% de oleato de frutose.

Neta e colaboradores (2011) utilizaram um planejamento fatorial associado a anélise
de superficie de resposta, para maximizar os resultados de conversdo da esterificacdo
enzimatica da frutose com é&cido oléico em batelada catalisada pela lipase de Candida
antarctica B. Temperatura, agitacdo e tempo foram as variaveis avaliadas no planejamento.
Planejamento de experimentos é uma ferramenta que tem por objetivo otimizar uma
determinada resposta com a utilizacdo do menor nimero de experimentos possivel. E uma
técnica usada para se planejar experimentos, ou seja, para definir quais dados, em que
quantidade e em que condic¢des devem ser coletados durante um determinado experimento. As
condicBes de ensaio utilizadas pelos autores foram 0,5 mmol de acido graxo, 0,6 mmol de
frutose, 12,5 mg da lipase, 0,1 g de sulfato de sédio anidro e 0,6 mL de etanol e uma
conversdo de 88,4% foi obtida nas condicdes 6timas de reagdo (57,1 °C, 100 rpm e 37,8

horas).

2.5. Sistemas Microemulsionados

As microemulsdes (MEs) sdo solucdes liquidas formadas pelas fases aquosa e
organica (também dita oleosa), termodinamicamente estabilizadas pela presenca de
tensoativos, e em alguns casos, co-tensoativos. Elas podem ser definidas como sistemas
coloidais que ao contrario das emuls@es, ndo necessitam de fornecimento de energia para sua
formagéo (JOHNS; HOLLINGSWORTH, 2007). A fase dispersa consiste em pequenas gotas
com diametro 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 organica ou
oleosa em maior quantidade) e estruturas bicontinuas em que agua e 6leo estdo separados por
uma monocamada de tensoativo (CORREA et al, 2005). Uma representacdo esquematica dos

tipos de microemulsao pode ser visualizada na Figura 2.9.
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~~—4P surfactante

~~——~@ co-surfactante

Figura 2. 9: Representagéo estrutural de uma microemulsdo A/O (a), O/A (b) e bicamada (c).
(OLIVEIRA et al, 2004).

A orientacdo para os sistemas A/O ou O/A é dependente do seu equilibrio
lipofilico/hidrofilico determinada ndo somente pela estrutura quimica do tensoativo e/ou co-
tensoativo utilizado, mas também por outros fatores como temperatura e forca idnica do
sistema. A mistura de tensoativos com equilibrio hidrofilo-lipéfilo (HBL) adequado
proporciona a condicdo méaxima de solubilizacdo das fases orgénica e aquosa. Dessa maneira,
a formacdo de MEs é dependente das propriedades fisico-quimicas do tensoativo e do 6éleo,
das proporcGes agua/dleo e da relacdo entre as proporcdes tensoativo/co-tensoativo
(FORMARIZ et al, 2005).

Dentre as microemulsdes A/O, destacam-se as micelas reversas, as quais apresentam
grande interesse biotecnologico devido a possibilidade de solubilizar ou dissolver
biocatalisadores, proporcionando reacGes quimicas 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 microemulsdes onde moléculas de
surfactantes se agregam e se organizam em solventes apolares de modo a incorporarem agua
em seus cernes. Estruturalmente elas consistem em um ndcleo aquoso formado pela interacéo
da cabeca polar do surfactante que o rodeia interagindo com o solvente organico (apolar),

através de sua extremidade hidrofobica (longa cadeia carbénica linear ou ramificada).
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cabeca hidrofilica

cauda hidrofébica

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

As enzimas tém sido tradicionalmente usadas em meio aquoso, mas as micelas
reversas contendo enzima tornaram-se uma proposta atraente, por exemplo, em reacoes de
esterificacdo onde um baixo teor de agua é necessario (KLIBANOV, 2001). Em outras
reacOes, quando substratos e/ou produtos sdo hidrofébicos, a solubilidade do substrato, como
triglicerideo ou &cido graxo, pode ser notavelmente melhorada em um solvente orgénico
(NAGAYAMA et al, 1996). Além disso, a caracteristica principal das lipases reside no fato
delas atuarem na interface lipidio/agua (ou na interface solvente apolar, como isooctano/agua)
e de ndo atuar no interior da fase organica (ZOUMPANIOTI et al, 2006) tornando-se evidente
que a atividade lipasica pode ser aumentada pela sua incorporacdo em micelas reversas.
Existem inimeras vantagens da utilizacdo de micelas reversas em biocatalise (Tabela 2.4).
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Tabela 2. 4: Vantagens da utilizacdo de micelas reversas em biocatalise (CARVALHO;
CABRAL, 2000).

>

YV V.V V V VYV V

YV V. V V

Y vV

Reacdes colaterais como hidrdélise, polimerizacdo ou outras sdo minimizadas.
Aumento da 4rea interfacial de contato (10-100 m®.mL™).

Agregacdo de enzimas é evitada.

Micelas sdo reconhecidas como modelo de estruturas biologicas.
Solubilizam ambos substratos/produtos hidrofobicos e hidrofilicos.
Pequenos volumes reacionais Sao necessarios.

Micelas reversas possuem relativamente uma estrutura ordenada.

Processos sintéticos sdo favorecidos devido a mudanca de equilibrio termodindmico
de troca intermicelar.

Altas concentracdes de substratos sdo possiveis.
Atividade e/ou estabilidade podem ser aumentadas.
Controle rigoroso da quantidade de agua.

Micelas reversas formam-se espontaneamente, atingindo um equilibrio em um curto
espago de tempo.

Estabilidade térmica € frequentemente reforcada em meios com pouca agua.
As dimens0es da cavidade interna podem ser facilmente alteradas.

As solucBes sdo opticamente transparentes permitindo o uso de técnicas
espectroscopicas.

Estas nanoparticulas podem ser formadas pelo uso de surfactantes neutros

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

amonio quaternarios de cadeias longas) ou aniénicos, como o bis(2- etilexil) succinato de

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

1995:

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

guantidades de agua. Além deles tém sido usado o brometo de cetiltrimetilamdnio (CTAB ou

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

reversas sdo apresentados na Tabela 2.5.
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Tabela 2. 5: Surfactantes e seus respectivos solventes utilizados normalmente na formacéo de
microemulsdes 6leo/agua (STAMATIS et al, 1999).

Surfactante Sistema de solvente
Bis-(2-etilhexil) sulfoccionato de s6dio AOT n-hidrocarbonetos (C5-C16)
Isooctano
Cicloexano
Benzeno
Brometo de cetiltrimetil amonio Heptano: cloroférmio
CTAB
n-hidricarbonetos: alcodis priméarios
Polietileno glicol monododecil éters n-hidrocarbonetos (C6-C12)
C12En(n=3-5; E=éter)
Fosfatildicolina n-hidrocarbonetos (C6-C12)

Fosfatidiletanolamina

Embora varios surfactantes tenham sido utilizados na formacao de micelas reversas na
sintese enzimatica de diferentes compostos, ndo hd um consenso na literatura acerca da
melhor classe a ser aplicada, visto que a formacdo e estabilidade deste sistema depende das
caracteristicas fisicas e quimicas de ambas as fases componentes, da concentracdo de
surfactante, do pH do tampéo utilizado entre outras (RUCKENSTEIN; KARPE, 1991).

No entanto, o AOT (Figura 2.11) é um dos surfactantes mais comumente utilizados em
estudos enzimaticos em micelas. Este surfactante, solubiliza uma grande quantidade de agua
em uma ampla faixa de solventes que inclui alcoois alifaticos como octanol, decanol,
solventes aromaticos como benzeno e xileno, bem como alcanos como n-heptano, cicloexano,
isooctano, sem a necessidade de co-solventes (OLDFIELD, 1994). Ele apresenta inimeras
vantagens na utilizacdo em micelas reversas como agregagdo espontanea, estabilidade
termodinamica, a ndo necessidade de adicdo de co-surfactantes, além da ampla possibilidade

de concentragdes utilizadas.
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Figura 2. 11: Tensoativo bis (2-etilhexil) sulfosuccinato de sddio (AOT).

Levando em consideracdo que as microemulsdes sdo sistemas formados por trés
componentes: fase aquosa, fase oleosa e um surfactante ou uma mistura de surfactante/co-
surfactante o diagrama de fases permite definir a extensdo das fases formadas. Um diagrama
de fases tipico formado por agua, AOT e isooctano é mostrado na figura 2.12, para um
sistema agua/éleo. A existéncia de solucBes transparentes isotropicas (microemulsdo) de
AOT/4gua/dleo pode ser visualizada em uma grande regido no lado rico em isooctano.
Segundo De; Maitra (1995) a area da seccdo transversal do nucleo hidréfobico do AOT e o
comprimento da cadeia hidrofobica facilitam a formacdo de agregados micelares em
AOT/isooctano.
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Agua Isooctano
Figura 2. 12: Representacdo esquematica diagrama de fases do sistema AOT/isooctano/agua

(adaptado de DE; MAITRA, 1995).

O tipo de surfactante utilizado para formar a micela reversa pode influenciar a
atividade da enzima (USKOKOVIC, DROFENIK, 2007). Os surfactantes desempenham um
papel importante na formagdo da interface do nanoreator, essencial para a atividade
biocatalitica das enzimas. Assim, De Maria et al (2004) estudaram a importancia de dois
surfactantes na sintese enzimatica de laurato de propila e oleato de heptila em micela reversa e
observaram que o uso da lecitina para a formacgdo do sistema gerou melhores resultados do
que as realizadas com AOT. Segundo os autores, isso poderia ser atribuido ao efeito toxico
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 microemulsGes e verifica que a atividade de lactonizagéo
foi maior em AOT do que em CTAB. Fletcher e Robinson (1985) também chegaram a tal
concluséo depois de realizarem um estudo de hidrélise de p-nitrofenilesteres de acidos graxos
em micelas reversas formadas por CTAB e AOT.

Recentemente, 0 nosso grupo estudou a esterificacdo de (R,S)-1,2-O-isopropilideno
glicerol com acido estearico catalisada por Candida antarctica imobilizada em micelas
reversas onde foram observados melhores rendimentos nas reacGes realizadas com micelas
formadas com AOT do que com lecitina (ITABAIANA et al, 2013b).
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2.5.1.2. Solubilizagéo de proteinas em micelas reversas

Micelas reversas possibilitam a enzima de se localizarem em um microambiente
compativel com a sua conformacéo nativa ou intracelular e assim permitindo com que haja
uma continuidade ou até melhoria em sua atividade catalitica. Enzimas solUveis em agua
tendem a se localizar no interior do nucleo aquoso da micela sendo protegidas do efeito
prejudicial do solvente orgéanico (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 organico 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 ndcleo. A localizacdo da enzima pode ainda afetar
0 tamanho da micela reversa e consequentemente a atividade catalitica da enzima (PILENI et
al, 1985).

M
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E SURFACTAMTE
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I]l cabega polar cauda apalar
C EMNZIMA,
“ e

Figura 2. 13: Localizacdo da enzima na micela reversa. (a) enzima hidrofilica, (b) enzima
ativa na superficie, (c) enzima na membrana (adaptado de CARLSON; NAGARAJAN, 1992).

As enzimas quando microencapsuladas estdo protegidas dos efeitos deletérios do

solvente, pois se localizam no interior das micelas reversas, podendo ou nao interagir com a
55



CAPITULO 2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

interface micelar dependendo da espécie enzimatica (PILENI et al, 1985). As diferencas
observadas no comportamento dos tipos de lipases sobre a sua especificidade foi atribuida a
varias formas e teorias de solubilizacdo da enzima na micela reversa (PAPADIMITRIOU et
al, 1995). Papadimitriou e colaboradores (1995) em um estudo estrutural mostraram que na
formagéo 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 proximas do centro, da &gua. Nesse mesmo estudo os autores atribuiram a localizacdo da
molécula da enzima no sistema de microcompartimento da micela reversa como a responsavel
pela especificidade apresentada para diferentes substratos que ndo existia ou diferia, quando a

reacao era catalisada por lipases em outros meios.

2.5.1.3. Encapsulamento da enzima

Enzimas tém sido encapsuladas em micelas reversas por trés metodologias formando
uma solucdo opticamente transparente. Entre elas a técnica de injecdo é a mais utilizada,
devido a sua maior simplicidade de procedimento, menor tempo necessario e preciso controle
de 4gua na solugdo micelar. Ela consiste na injecdo de uma solu¢do aquosa de enzima numa
solucdo de surfactante em solvente organico. A incorporacdo da enzima no nucleo aquoso é
guase instantanea e requer apenas agitacdo por alguns segundos (MOULIK; PAUL, 1998).

A transferéncia de fase é outra técnica, que envolve a passagem de uma solugdo
aquosa de enzima a uma solugdo de tensoativo-solvente de mesmo volume. Esta técnica foi
sugerida e utilizada por Luisi e colaboradores (1979). O tempo de duracdo para a realizacédo
do equilibrio e a incapacidade de controlar o grau de hidratacdo da solu¢do micelar resultante
sdo os principais problemas enfrentados nessa tecnica.

Uma terceira técnica, de dissolucdo desenvolvida por Menger; Yamada (1979)
consiste na adicdo de uma preparagéo liofilizada de enzima com surfactante em solvente
orgénico com grau de hidratacdo desejado. O grau de hidratagdo das micelas é inversamente
proporcional ao tempo de encapsulamento da enzima. Martinet et al (1986) realizaram um
estudo provando que é possivel alcancar uma solubilidade de 25 mg.L? da enzima
quimotripsina nas micelas reversas se a solugdo de enzima for colocada em contato com a
solucdo micelar inimeras vezes. Esta técnica de dissolucdo caiu em desuso devido a rdpida
desnaturacdo das proteinas que ocorre durante o processo de encapsulamento. Outra

desvantagem deste método € que a maioria das enzimas néo é disponivel na forma liofilizada.

56



CAPITULO 2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Matzke et al (1992) compararam as propriedades de solubilizacdo de quimotripsina e
alcool desidrogenase (LADH) em micelas reversas em meio organico pelas trés diferentes
técnicas de solubilizacdo. Relataram que quando uma solucdo aquosa de enzima é injetada,
sua solubilizacdo ndo é fortemente dependente do tamanho da micela, ao contrario da
dissolugdo de uma enzima em pd, onde ela ndo solubiliza completamente até que o didmetro
da micela reversa seja semelhante & da enzima. Mostrando, assim, que a capacidade de
solubilizacdo depende do método usado de adicdo da enzima. Para a solubilizacdo de
quimotripsina através da técnica de transferéncia de fase com um surfactante positivamente
carregado seguiu-se as esperadas interagdes eletrostaticas, porém quando utilizado surfactante
com carga negativa, em baixo pH, a sua solubilizacdo ndo se adequou nesse mecanismo de

interacdo eletrostatica.

2.5.2. Imobilizagdo da micela em organogel

Os surfactantes utilizados na formacdo das micelas reversas dificultam a aplicacdo
desse meio na préatica. Isso porque a presenca dos surfactantes interfere na separacdo dos
produtos e reagentes do meio reacional por métodos usuais de extracdo e destilacdo, devido a
formacdo de emulsbes e espuma. A recuperacdo dos produtos da mistura de reacdo, bem
como a regeneracgao da enzima é um entrave a ser vencido. Dessa maneira a imobilizagdo das
microemulsdes em uma matriz gelatinosa torna-se uma alternativa viavel visando a
aplicabilidade industrial.

As microemulsdes podem ser aprisionadas em matrizes gelatinosas através de agentes
geleficantes derivados de celulose ou agar. Esses geleficantes formam um sistema sélido ou
semi solido poroso que permite a difusdo de solventes entre seus canais. Quando esse
solvente é agua eles sdo chamados de hidrogeles e quando é um solvente apolar sdo chamados
de organogeles (ZOUMPANIOTI et al, 2010).

As primeiras publicagbes do preparo de uma microemulsdo suportada em organogel
foram em 1986 por Haering e Luisi, pela mistura de uma solugdo aquosa de gelatina acima da
temperatura de gelificacdo que quando resfriada produzia um gel transparente que tinha
propriedades fisicas reprodutiveis.

Lipases em microemuls6es e imobilizadas em gel mantém sua estabilidade e atividade
catalitica por longos periodos. Além disso, a matriz gelatinosa retém totalmente o surfactante,

a dgua e os componentes da enzima permitindo a difus@o dos substratos apolares ou produtos
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entre 0 solvente organico e os pellets do gel (REES et al, 1991). Entretanto, alguns
inconvenientes como a baixa estabilidade térmica e mecénica e baixa resisténcia em
ambientes hidrofilicos levaram ao uso de outros biopolimeros como os derivados de celulose
(DELIMITSOU et al, 2002). O hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) é um desses derivados de
celulose que mantém a atividade catalitica da enzima mesmo em temperaturas acima de 50 °C
(ZOUMPANIQTI, et al, 2008). Pastou et al (2000) realizaram a esterificagdo entre propanol e
acido laurico catalisada por lipases de Rhizomucor miehei e Candida antarctica imobilizadas
em organogéis e observaram que a taxa reacional era maior na imobilizacdo em HPMC do
que em agar devido a maior difusibilidade dos substratos nessa matriz (BLATTNER et al.,
2006). Outra vantagem é a integridade estrutural do HPMC que segundo alguns autores, se
mantém estdvel em solventes apolares por mais tempo (DELIMITSOU et al, 2002,
BLATTNER et al, 2006; PASTOU et al, 2000).

Esses polimeros compativeis ou biopolimeros (organogel) utilizados para o
aprisionamento de microemulsdes estdo sendo usados em meios ndo convencionais sendo
rigidos e estaveis mesmo permanecendo por um longo tempo no meio reacional. O uso do
organogel nas matrizes de imobilizacdo enzimatica apresenta a vantagem da “dupla”
imobilizacdo da enzima, ou seja, primeiro na micela reversa (microemulsdo) e em segundo
lugar no sistema polimérico (ZOUMPANIOTI et al, 2010).

2.6. Reatores enzimaticos

As enzimas imobilizadas sdo empregadas em reatores, normalmente similares aos
utilizados em catélise quimica (CAO, 2005). Esses reatores quando operados com células,
enzimas ou organelas sdo definidos como biorreatores. O reator enzimatico, portanto, € um
biorreator no qual a catalise é realizada por uma enzima.

Os reatores enzimaticos dividem-se em dois grandes grupos: 0s continuos e 0s
descontinuos (batelada). Quando se dispunha apenas de enzimas livres, nos primeiros
processos enzimaticos, o unico tipo de reator utilizavel era o de batelada. Entretanto, com o
avanco da tecnologia de membranas e de imobilizacdo de enzimas, tornou-se possivel a
utilizacdo de outros tipos de reatores. Em alguns casos, os reatores em batelada séo operados
de forma semi-continua através da retirada intermitente de parte do meio reacional e adigéo de
uma nova solucdo de substrato. Quando ha entrada e saida continua de fluido do tanque
reacional, ele é considerado um reator agitado continuo. Os tipos de reatores podem ser

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

A escolha inadequada do reator pode provocar prejuizos a atividade do biocatalisador
como por exemplo o cisalhamento do suporte de imobilizacdo. Desta forma, é importante
escolher o melhor reator que permita uma boa atuacdo da enzima no processo reacional
(CAO, 2005). Segundo Schimidell et al (2001), fatores como reutilizagdo da enzima, uso,
custos e requisitos operacionais devem ser considerados quanto a escolha de um determinado

tipo de reator para enzimas imobilizadas.

2.6.1. Reatores descontinuos

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

inicio da reacdo. O reator em batelada pode ser usado em processos onde terminada a reacéo a
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enzima imobilizada pode ser separada da mistura final com relativa facilidade através de um
processo de filtracdo e/ou decantagéo, por exemplo.

As principais vantagens do uso do reator em batelada € a melhor eficiéncia da
transferéncia de massa devido a agitacdo do sistema, controle de contaminacdo e adequacéo
flexivel a variagdes das caracteristicas da matéria-prima.

Esse tipo de reator possibilita a adequacdo do seu sistema de agitacdo sendo dessa
maneira, indicado para 0 uso em processos que apresentam solucdo de alta viscosidade
(ZANIN, 1989).

2.6.2. Reatores continuos

O uso de lipases livres em reator batelada, pode em alguns casos trazer prejuizos 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 agitacdo causando a
lixiviacdo da proteina ao meio reacional, minimizando as taxas reacionais nas reacoes
subsequentes (HARTMANN; JUNG, 2010). Assim, os reatores continuos sdo alternativas
atraentes para minimizar esse tipo de problema.

Reatores continuos sdo 0s que operam o tempo todo com entrada de alimentacéo e
saida de produto. O uso do reator de fluxo continuo tem ganhado cada vez mais importancia
na sintese organica como uma ferramenta para o desenvolvimento de novas metodologias de
reacao.

As reac0es realizadas em condicGes de fluxo continuo, em particular o leito fluidizado,
tambem podem gerar alguma lixiviagdo de proteina (BORNSCHEUER, 2003). Assim, 0 uso
do leito fixo se torna a melhor escolha para minimizar esse efeito, visto que ndo ha a
movimentacdo do biocatalisador.

Este tipo de reator é constituido por um leito com o biocatalisador imobilizado e uma
bomba peristaltica que leva o reagente através da coluna sob um fluxo especifico que

determina o tempo de reagdo de acordo com o volume da coluna (Figura 2.15).
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Figura 2. 15: Esquema operacional de reator enzimético de fluxo continuo de leito fixo.

Reacdes de esterificacdo na busca de ésteres de frutose tem sido uma importante
aplicacdo dos reatores de leito fixo. Pyo e Hayes (2009) desenvolveram um método para a
esterificacdo continua de frutose com &cido oléico catalisado por lipase sem solvente que foi
comparado a um sistema em batelada. No entanto, a taxa de reagdo do sistema continuo
(84,4% em 27 dias de recirculacdo) foi menor quando comparado ao sistema em batelada
(80% em 13 dias de reacéo), devido as baixas concentracfes de frutose. J& Ye e Hayes, (2011
e 2012) em dois trabalhos consecutivos afirmaram que tanto a conversédo quanto a taxa de
esterificacdo para a producdo de oleato de frutose em fluxo continuo foi melhor do que em
batelada (92,6 % e 92,3% de rendimento em 132 horas de recirculagdo para o trabalho de
2011 e 2012, respectivamente).

Devido, principalmente, & melhor e mais facil automatizagdo e operagdo, assim como
elevada produtividade, reprodutibilidade, seguranca e controle de processo (KIRCHNING et
al, 2006), uma maior atencdo tem sido dada nos ultimos anos aos processos biocataliticos
envolvendo fluxo continuo em alternativa aos processos em batelada (ITABAIANA et al,

2013). Entretanto, para se certificar se ha vantagem de substituir os processos em batelada
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pelo continuo, é necessaria uma avaliagdo criteriosa em relagdo ao custo e a produtividade
gerada pelo sistema (RAO et al, 2009).
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MATERIAIS E METODOS

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 reacGes em micela reversa que foram secos em sulfato de sodio anidro.

Os substratos utilizados foram:

» é&cido palmitico (AP) (Vetec);
» residuo de cido graxo oriundo do refinamento de éleo de palma (RAG) (AGROPALMA);
» 2,3:4,5-O-diisopropileideno-b-D-frutopiranose o diacetonideo da frutose sintetizado

(DAF).

Para as reacdes catalisadas pela enzima imobilizada em micela reversa foi utilizado o bis
(2-etilhexil)sulfosuccinato de sodio (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 reagcOes de esterificacdo 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. Sintese de 2,3:4,5-O-diisopropileideno-p-D-frutopiranose (diacetonideo da frutose
- DAF)

Com o intuito de aumentar a solubilidade da frutose em meio organico, quatro
hidroxilas da molécula de frutose foram protegidas. Para tal, em um reator de 2000 mL foram
adicionado 30 g (44,8 mmol) de acucar comercial (sacarose) e 400 mL acetona e agitado
vigorosamente (agitacdo mecanica) a 5 °C por 15 minutos. Foram adicionados lentamente ao
meio reacional 16 mL de &cido sulfurico (H,SO,4) concentrado. A solucdo foi mantida sob
agitacdo por 150 minutos. Ap6s, a solucdo foi resfriada (0-10°C) em banho de gelo e
neutralizada com hidroxido de sédio (NaOH) 50% (p/V) — pH final ajustado com solucéo
saturada de carbonato de sodio (Na,COgs). A mistura foi filtrada em papel para retirada do
carbonato de sddio e aclicar ndo reagidos, posteriormente rotaevaporada a 55°C (FERREIRA
et al, 2001; RIANELLI, 2006).

O xarope formado foi diluido com 400 mL de diclorometano. Ap6s foram adicionados
200 mL de acido sulfarico (H,SO,4) 0,5 M e agitado vigorosamente durante 120 minutos. A
fase organica foi separada e lavada com bicarbonato de sédio (NaHCO3), agua e seca com
sulfato de sédio anidro (Na,SO,). O solvente foi evaporado a vacuo até a obtencdo de um

solido branco o qual foi recristalizado em hexano, com filtracdo a quente em carvéo ativo.

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

Com o intuito de comparar a solubilizagdo do DAF com a frutose foram realizados
testes de solubilidade em diferentes solventes organicos. 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 vartex por 1 minuto em temperatura ambiente com 1 mL do referido solvente. A
solubilidade era avaliada através de anélise visual apds dissolugdo ou ndo dos substratos em

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

Ao final da reacdo a enzima era filtrada em papel e lavada com 30 mL do referido
solvente 3 vezes para ser testada na proxima reacdo, podendo assim verificar o nimero de
vezes que o biocatalisador pode ser utilizado com satisfatdria conversdo. As enzimas
comerciais imobilizadas eram secas na estufa durante 2 horas a 40°C enguanto que a Cal B
em micela reversa imobilizada em organogel permanecia durante 0 mesmo periodo a

temperatura ambiente.

3.2.4. Aumento de Escala e Estudo da Influéncia de um Reator de Tanque agitado na
esterificacdo do DAF

A esterificacdo do DAF, previamente realizada em sistema de batelada com agitacao
magnética foi investigada em um reator de batelada de tanque agitado (CSTR) Easy Max
(Mettler Toledo). Nesta etapa, 100mL de uma solucéo (1:1) de substratos (acido palmitico e
DAF — 32.5 mM em n-heptano) foi previamente preparada e adicionada no reator submetido a
temperatura de 75°C, 300 rpm de agitacdo, 15% (p/p) da lipase RM IM. As reacdes foram

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

3.2.5. Dessorcdo 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 tampdao
fosfato 25 mM, pH 7,0, contendo 2,5% (v/v) de Triton X-100. O sistema foi submetido a
agitacdo orbital de 150 rpm durante 4 horas. A suspensdo foi filtrada a vécuo, sendo o
sobrenadante submetido a ensaio de quantificacdo de proteinas através do método de Bradford
(1976). A concentracdo de proteinas foi calculada a partir de uma curva de calibragdo com o
padrdo soro-albumina bovina (BSA, Sigma).
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3.3. Métodos analiticos

3.3.1. Cromatografia em camada delgada (CCD)

Todas as reacOes de esterificacdo foram acompanhadas por CCD em cromatoplacas
(Merck, F254). Antes da quantificacdo reacional, a presenga do éster e do DAF foi visualizada
por uma solucdo reveladora (5% acido sulfarico em alcool etilico). A fase mdvel empregada
foi ciclohexano:acetato de etila (4:1). Este método teve por objetivo a verificacdo qualitativa

da conversdo em éster do DAF durante a reacao.

3.3.2. Lowry-Tinsley

A conversdo das reacdes de esterificacdo foi medida através do método Lowry—
Tinsley adaptado (LOWRY; TINSLEY, 1976). Trata-se de um método colorimétrico que
mede a coloracdo do complexo azul-esverdeado formado entre os ions Cobre Il e os acidos
graxos livres, sollveis em fase organica. Para tal, em um criotubo era colocado, 0,3 mL do
meio reacional, 0,3 mL de uma solucdo de 5% acetato de cobre-piridina (pH 6), 0,6 mL do
respectivo solvente e agitados vigorosamente em vortex por 30 segundos. O sobrenadante era
medido em espectrofotdbmetro UV/visivel em 715 nm de comprimento de onda. A
concentracdo residual de acidos graxos presente na amostra foi calculada com base na
equacdo gerada pela curva padrdo do respectivo acido utilizado (Figura 3.1), comparando-se

com a concentracdo inicial demonstrada pela solucéo-estoque.
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Figura 3. 1: Curvas padrdo dos acidos graxos utilizados como reagentes de partida. Curva
padrdo do acido palmitico (AP), (a); curva-padrao do residuo de &cido graxo (RAG), (b).

Cada reacdo foi analisada em triplicata, e a conversao foi calculada pela diferenca da
concentracdo da solucdo antes e apos a reacdo segundo a equacdo 3.1. Tal metodologia para
determinacdo de 4&cido residual vai ao encontro com as metodologias analiticas
cromatograficas 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;
GONCALVEZ et al, 2013; ITABAIANA et al, 2013).

[A.G.];x 100

Eaq. 1. %) = 100 —
q ¢ (%) 00 [A.G]f

Onde C é a conversdo de acido graxo expressa em porcentagem, [A.G.]i é a concentracdo de
acido graxo no inicio da reacéo e [A.G.]s€ concentracdo de acido graxo no final da reacdo.

3.3.3. Andlise de Infravermelho de Transmissao

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™.
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3.3.4. Espectrometria de Resson&ncia Magnética Nuclear

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de 1H e 13C (RMN 1H e RMN 13C)
foram realizados no espectrometro BRUKER AC-200, com frequéncia de 200 MHz (1H) e 50
MHz (13C), utilizando como padréo interno o (CHs)4Si (TMS).

As areas relativas dos sinais foram obtidas por integracdo eletrdnica e suas
multiplicidades representadas por: singleto, dupleto, duplo-dupleto, tripleto, multipleto, etc.
Os deslocamentos quimicos (0) foram relatados em unidades adimensionais que representam
partes por milhdo (ppm) da frequéncia aplicada. Utilizou-se como solvente cloroférmio

deuterado.

3.3.5. Cromatografia de fase gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM)

A analise quali e quantitativa dos acidos graxos presentes no residuo de &cidos graxos
oriundo do refino de dleo 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 cloroférmio uma solucdo de 1 mL de 50 mM de residuo de acido graxo
(baseado na massa molar do acido palmitico). Em seguida, cada amostra foi submetida a um
processo de derivatizacdo com MSTFA, a fim de serem transformados em seus derivados
mais volateis. Para tal, 50 puL da solucdo era posto em contato com 100 pL do agente
derivatizante e acondicionados em um shaker a 150 rpm e 60 °C por 30 minutos. Apds,
adicionou-se 1 mL de CHCI3; a cada amostra, sendo estas carreadas para frascos de 2mL, e
submetidas a analise 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 &cidos foram identificados através de
comparagdo com 0s espectros de massas da biblioteca NISTO5s.LIB. A temperatura do
injetor, assim como a do detector foi de 270°C. As condi¢Oes de aquecimento da coluna

cromatografica utilizada podem ser visualizadas na tabela 3.1.

Tabela 3. 1: Rampa de aquecimento utilizada para a analise 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. Analise do Suporte da Enzima por Microscopia Eletrénica 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 esterificacdo do DAF, realizou-
se a andlise através de microscopia eletronica de varredura em um microscopio Shimadzu
SuperScan SS-550 no laboratério de microscopia do GMPC-UEM, sob a responsabilidade da
doutoranda Andreia Fatima Zanetti. Para a obtencdo de cada micrografia, as superficies 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 vécuo e
foram metalizadas. Ap6s o recobrimento do material, as amostras foram posicionadas no
microscopio e bombardeadas por feixes de elétrons que interagem com os atomos do suporte
produzindo particulas e radiacdo que foram usadas para formar uma imagem ampliada da

amostra.

3.3.7. Medidas dos tamanhos de particula das micelas reversas

A medicdo dos tamanhos de particula das micelas reversas foi realizada através da

técnica de dispersao dinamica de luz usando um equipamento comercial Horiba LB-950.

3.3.8. Analise estatistica dos dados

Os planejamentos de experimentos e resultados foram realizados com o auxilio do
software Statistica 6.0 (Statsoft, Inc, USA), de acordo com o nivel de significancia
estabelecido para se obter os modelos matematicos. A variancia explicada pelos modelos foi
dada pela determinagdo multipla de coeficientes, R%. A significancia dos coeficientes de
regressao e as probabilidades associadas, p(t) foram determinadas por teste F de Fisher.

3.4. Reacdo em batelada
3.4.1. Enzima comercial imobilizada
3.4.1.1. Selecéo de lipases comerciais — esterificacdo do DAF e AP

A reacdo de esterificacdo do DAF e &cido palmitico foi investigada em sistema

batelada. Reatores de 4 mL foram utilizados em placa de carbeto de silicio (Figura 3.2 a), que
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permitem até 24 reacdes simultdneas com total homogeneizacdo da temperatura reacional
(Figura 3.2 b). As reacdes foram realizadas a 60°C com agitacio magnética. Uma solugéo
estoque 1:1 (50mM e 50mM) de DAF e AP foi preparada em heptano. As reacfes 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 reagdes eram
submetidas a andlise pela metodologia Lowry-Tinsley para quantificacdo de &cido graxo

residual.

s n°c

250°C

Figura 3. 2: Placa de carbeto de silicio (a) e demonstracdo da homogeneizacao da
temperatura (b).

Tabela 3. 2: Lipases comerciais utilizadas na reagdo de esterificagdo (DAF e AP).
Enzima

Lipase de Rhizomucor miehei (RML)?

Lipase de Rhizomucor miehei (RM IM)®
Lipase B de Candida antarctica (Cal B)?
Novozym 435 (435)°

Lipase de Pseudomonas cepacia (PSL)?
Lipase de Pseudomonas cepacia (PS IM)°
Lipase de Thermomyces lanuginosus (TLL)?
Lipase de Thermomyces lanuginosus (TL IM)®

# enzima em sua forma livre, (150 pL)
® enzima imobilizada, (150 mg)

3.4.1.2. Determinagéo do tempo reacional

Os tempos reacionais foram testados utilizando as duas lipases comerciais que

apresentaram 0s melhores resultados da sele¢do das lipases comerciais na esterificagdo em
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batelada de DAF e AP. As reacOes 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 silicio a 60°C com
agitacdo magnética, com 150 mg de enzima. Uma razdo 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 otimizacdo das varidveis independentes da reacgéo

catalisada pelas enzimas imobilizadas em suporte solido

Primeiramente, foi realizado um planejamento fatorial fracionario 2 para as lipases
que geraram melhores conversdes, Rhizomucor miehei (RM IM) e Termomices lanuginosus
(TL IM) com o intuito de determinar as varidveis de maior significancia e as condi¢@es 6timas
de reacdo para a esterificacdo do DAF e &cido palmitico. As varidveis independentes
avaliadas foram temperatura, concentracdo de substrato e quantidade de enzima, variando em
dois niveis com triplicata dos pontos centrais para o calculo do erro experimental. O tempo
reacional foi previamente determinado com o intuito de ndo gerar detrimento dos dados
estatisticos (RODRIGUES; IEMMA, 2005; GONCALVES et al, 2012; JUNIOR et al, 2011).
Os respectivos niveis das variaveis avaliadas para o planejamento fatorial fracionario (FFD)

séo apresentados na tabela 3.3.

Tabela 3. 3: Valores reais e codificados (+ nivel superior, 0 intermediario, - nivel inferior)
das variaveis independentes (2°?) para as lipases avaliadas, RM IM e TL IM.

Variaveis -1 0 +1
Temperatura (°C) 50 60 70
Quantidade de enzima (mg) 10 105 200
Concentracéo de substrato (mM) 5 27,5 50

Uma vez que as varidveis relevantes foram selecionadas através do planejamento
fatorial fracionario (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 condi¢Oes 6timas de esterificagdo dos respectivos biocatalisadores. Nas Tabelas 3.4 e
3.5 sdo apresentados os valores reais e codificados utilizados nos planejamentos para a

enzima RM IM e TL 1M, respectivamente.
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Tabela 3. 4: Valores reais e codificados (+ nivel superior, 0 intermediario, - nivel inferior)
das variaveis independentes (2°) para as reacdes catalisadas pela enzima RMIM.

Variaveis -1 0 +1
Quantidade de enzima (mg) 50 150 250
Concentracédo de substrato (mM) 10 32,5 55

Tabela 3. 5: Valores reais e codificados (+ nivel superior, 0 intermediario, - nivel inferior)
das variaveis independentes (2°) para as reacdes catalisadas pela enzima TLIM.

Variaveis -1,68 -1 0 1 1,68
Temperatura (°C) 55 59,1 65 70,9 75
Quantidade de enzima (mg) 50 91 150 209 250
Concentracédo 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. Preparagéo das micelas reversas

As micelas foram formadas pela adi¢cdo de concentracéo apropriada de enzima Cal B a
uma solucdo de 0,2 M de tampdo Tris/HCI pH 7,5 formando solucdes de 5-30 mg.mL™ de
lipase. As microemulsBes contendo a lipase foram preparadas misturando a solugédo de Cal B
com outra de 0,2 M de AOT/isooctano resultando em uma quantidade de 30-180 ug de
biocatalisador por reacdo (método injecdo). A micela foi formada pela agitacdo com barra
magnética da solucdo até que esta ficasse limpida (PAPADIMITRIOU et al, 1995). O

conteddo de agua, expresso em termos da razdo molar de agua e tensoativo foi de 8.

3.4.2.2. Imobilizacao das micelas reversas em organogel

As microemulsdes imobilizadas em organogel foram preparadas atraves da introducao
de quantidades adequadas de AOT contendo lipase (sem substratos) a uma segunda solucao

de hidroxipropilmetil celulose (HPMC) em agua. Num experimento tipico, 0,2 mL de
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microemulséo de AOT contendo 30-180 ug de lipase foi gelificada com 0,2 g de HPMC e
0,4 mL de &gua a temperatura ambiente.

3.4.2.3. Procedimento de reacdo em batelada da enzima Cal B em micela reversa

imobilizada em organogel

As reacOes realizadas com a enzima em micela reversa imobilizada em organogel
foram realizadas em reatores de 4 mL em shaker com controle de agitacdo. Para tal, com o
intuito de evitar erros de pipetacdo, uma solucdo estoque de AP e DAF na proporc¢do 1:1 em
concentracdes 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 pg de lipase Cal B e 2 mL da solucdo
estoque (AP e DAF) do designado solvente nas respectivas concentracdes de acordo com o
planejamento de experimentos. Peneira molecular de 3 A (angstrém) foi usada também de
acordo com o planejamento de experimentos (10-20% p/v). Os reatores eram incubados a
temperatura de 40-55 °C com agitagdo de 50-250 rpm.

3.4.2.4. Planejamento fatorial para otimizacéo das variaveis independentes da reacéo

catalisada pela enzima Cal B em micela reversa imobilizada em organogel

Utilizando a mesma estratégia de otimizacdo de processo adotada nas reacdes
realizadas com as enzimas imobilizadas comerciais, primeiramente, foi realizado um
planejamento fracionério, 2°~' com o intuito de determinar o efeito e a significancia das
variaveis para a reacdo de esterificacdo catalisada pela enzima Cal B imobilizada em micela
reversa em cada solvente avaliado (heptano e tolueno). As variaveis independentes analisadas
foram temperatura, quantidade de enzima, concentracdo de substrato, peneira molecular e

agitacdo em diferentes niveis, conforme pode ser visualizado na Tabela 3.6.
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Tabela 3. 6: Valores reais e codificados (+ nivel superior, 0 intermediario, - nivel inferior)
das variaveis independentes avaliadas no delineamento fatorial fracionario (DFF) 2°* para a
reacao catalisada em diferentes solventes pela enzima Cal B em micela reversa imobilizada
em organogel.

Variavel -1 0 +1
Temperatura (°C) 40 45 50
Quantidade de

] 30 105 180
enzima (ug)

Concentracéo de

substrato em 5 27,5 50
heptano (mM)

Concentracéo de

substrato em 5 52,5 100
tolueno (mM)

Peneira molecular

10 15 20
(%)*
Agitacao (rpm) 50 150 250
*plv

Apos a selecdo das variaveis relevantes atraves do planejamento fatorial fracionério,
um delineamento composto central rotacional (DCCR) foi aplicado para a reacdo em cada
solvente avaliado com o intuito de se obter as condi¢fes 6timas da esterificacdo do DAF com
0 AP. Para os planejamentos avaliados, pontos axiais foram indexados para a construcdo de
modelos quadraticos. As variaveis independentes e seus respectivos valores reais e

codificados séo apresentados na Tabela 3.7 e 3.8, para o heptano e tolueno, respectivamente.

Tabela 3. 7: Valores reais e codificados (+ nivel superior, 0 intermediario, - nivel inferior)
para as variaveis independentes avaliadas no DCCR (2°%) para as reacOes realizadas em
heptano.

Variavel -1,68 -1 0 +1 +1,68
Quantidade de enzima (ug) 30 54,3 90 125,7 150
Concentracéo de substrato (mM) 5 10,1 17,5 24,9 30
Agitacéo (rpm) 150 180,4 225 269,6 300

CondigBes mantidas constantes: temperatura (50°C) e peneira molecular (15%, p/v).
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Tabela 3. 8: Valores reais e codificados (+ nivel superior, 0 intermediario, - nivel inferior)
para as varidveis independentes avaliadas no DCCR (2% para as reagdes realizadas em
tolueno.

Variavel -1,68 -1 0 +1 +1,68
Temperatura (°C) 45 47 50 53 55
Concentracéo de substrato (mM) 5 10,1 17,5 24,9 30
Peneira molecular (%)* 10 12,02 15 17,98 20

Condic¢Bes mantidas constantes: quantidade de enzima (105 pg) e agitacdo (150rpm).
*plv

3.5. Reacgdo em reator de fluxo continuo

Para as reacOes realizadas em fluxo continuo, tanto a esterificacdo 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 reacOes 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. Apds
os tempos de residéncia, as conversGes foram analisadas pela metodologia citada
anteriormente (3.3.2) e o solvente puro mais uma vez era bombeado no sistema afim de

eliminar qualquer residuo remanescente.

Figura 3. 3: Equipamento Asia (SYRRIS) de fluxo continuo.
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3.5.1. Catalisada por enzima imobilizada em suporte sélido

As reacdes realizadas em concentragdo 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™ com um reator de volume 2,4 mL (950 mg de lipase suportada). As reacdes
foram realizadas nas melhores condi¢Oes obtidas na otimizacdo em batelada das referidas
enzimas: 10 mM de uma mistura (1:1) de AP e DAF em heptano a 60°C paraa RM IM e para
aTL IM, 19,1 mM de substrato a 70,9 °C.

Para as reacBes em concentracdo até 500 mM foram utilizados terc-butilmetil éter
(TBME), tolueno e para-cimeno como meio reacional e catalisada pela enzima RM IM nas

mesmas condicGes de fluxo e volume reacional.

3.5.2. Catalisada pela enzima Cal B em micela reversa imobilizada em organogel

Para as reacOes 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 g
de lipase). Fluxos de 0,1 a 0,6 mL.min™ foram testados. Primeiramente, as reacées foram
realizadas nas melhores condicdes obtidas na otimizacdo em batelada: 5 mM de uma mistura
(1:1) de 4cido palmitico e DAF em heptano e em tolueno a 50°C. Apds, reacdes com 20 e 40

mM de substrato também foram testadas.
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4.1. Sintese de 2,3:4,5-O-diisopropileideno-g-D-frutopiranose (diacetonideo da frutose -
DAF)

Um sélido branco como produto sob forma de agulhas finas foi obtido (p.f 96°C, lit.
95-96°C) na sintese do 2,3:4,5-O-diisopropileideno-p-D-frutopiranose (DAF) apds
recristalizacdo com um rendimento de 30% submetido a analise de infravermelho (Figura
4.1).
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Figura 4. 1: Espectro de infravermelho (KBr) do 2,3:4,5-O-diisopropileideno-f-D
frutopiranose (DAF).

Evidencia-se na Figura 4.1 a banda em 3300 cm™ que representa a vibragdo de
deformacéo axial de O-H. Quando se compara o espectro de infravermelho da frutose (Figura

4.2) com o do DAF, pode-se observar a diminuicdo desta banda referente ao O-H,
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dando indicio da efetividade na protecdo desses grupos atraves dos acetais (isopropilideno).
Observa-se também no espectro a deformacéo axial C-H de carbonos alifaticos nas bandas
entre 2985-2896 cm™ evidenciando o estiramento das metilas germinais dos grupamentos

isopropilidénicos.
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Figura 4. 2: Espectro de Infravermelho (KBr) da frutose.

O produto também foi confirmado através de analises por Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN) de *H (Apéndice A 1), *C (Apéndice A 2) e bi-dimensional (COSY, HMBC
e HSQC — Apéndice 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 eficAcia da protecdo das hidroxilas do carboidrato foram
realizados testes comparativos de solubilizagio do DAF e da frutose. Neste ensaio,
concentragdes molares de 100 e 200 mM das moléculas foram testadas em criotubos, a
temperatura ambiente, em diferentes solventes organicos e agitados em vortex. As analises de

78



CAPITULO 4 RESULTADOS E DISCUSSAO

solubilidade ndo apresentaram dissolugdo 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 concentra¢des 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 - - + +
alcool etilico 24,55 + - + +
alcool isopropilico 19,92 - - + +
alcool metilico 32,7 + + + +
alcool propilico 20,33 - - + +
ciclo-hexano 2,02 - - + -
diclorometano 8,93 - - + +
dioxano 2,25 - - + +
dimetilformamida 36,71 + + + +
dimetilsulfoxido 46,68 + + + +
n-heptano 1,92 - - + -
n-hexano 1,88 - - + .
ISO-0ctano 1,94 - - + +
metiletilcetona 18,51 - - + -
ter- butil metil éter 2,6 - - + +
terc-butanol 17,51 - - + +
tolueno 2,38 - - + +
+ soldvel

- insolavel

Geralmente a constante dielétrica fornece uma medida aproximada de polaridade do
solvente. Solventes com uma constante dielétrica menor do que 15 séo considerados apolares
enquanto que solventes polares possuem constantes maiores que 15 (REICHARDT, 1990).
Partindo do principio que semelhante dissolve semelhante, ou seja, solvente polar dissolve
substancias polares, podemos observar que a frutose foi solivel em solventes polares como

etanol, metanol, DMF e DMSO. De acordo com Lide (2004), a frutose é soltvel em éalcool
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metilico e &lcool etilico. Porém, como mencionado na revisdo, esses solventes possuem
grupos hidroxila livres que podem competir com o substrato, ndo sendo desejaveis em reacao
de esterificacdo. J& solventes como DMF e DMSO podem causar efeitos de inibicdo ou até
inativar biocatalisadores ndo sendo desejados em catélise enzimatica (PLOU et al., 2002).

Sabe-se que o emprego da temperatura e agitacdo melhora o poder de solvatacdo dos
solventes, entretanto, sdo necessarios altos tempos de contato soluto/solvente para que haja a
solubilizacdo do carboidrato. Fonseca (2008), por exemplo, conseguiu solubilizar a mesma
concentracdo de frutose em terc-butanol (100 mM), entretanto, necessitou de 24 horas de
agitacdo (200 rpm) e temperatura (55°C). J4 o DAF se mostrou soltvel em terc-butanol em
concentracdo superior (200 mM) a temperatura ambiente, 0 que mostra a vantagem de
solubilizacdo do DAF frente a frutose.

Como pode ser visualizado na Tabela 4.1, o DAF foi solGvel em todos os solventes e
em quase todas as concentracoes testadas, comprovando que a protecdo da frutose por grupos
isopropilideno foi satisfatoria para aumentar a solubilidade do carboidrato tanto em solventes
apolares quanto em polares.

Pelo fato do nosso grupo ja vir realizando trabalhos de esterificacdo enzimatica com
resultados satisfatorios (JUNIOR et al, 2011; JUNIOR et al, 2012; JUNIOR et al, 2012), o n-
heptano foi inicialmente utilizado como solvente para as reagdes com as enzimas imobilizadas

em suporte solido.

4.2. Reacdo em batelada
4.2.1. Enzimas imobilizadas comerciais
4.2.1.1. Selegéo de lipases comerciais
A fim de se encontrar um biocatalisador para as reacOes de esterificacdo realizadas
neste estudo, foi feita uma triagem dentre as lipases disponiveis em laboratorio, as quais estao

descritas na secdo experimental. Nesta ocasido, investigou-se a capacidade de esterificagdo do

DAF e AP, no solvente anteriormente escolhido (Figura 4.3).
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Figura 4. 3: Reacdo de esterificacdo entre o DAF e 0 AP, realizada a 60°C, razdo molar 1:1, e
volume reacional de 1 mL.

A Figura 4.4 apresenta os resultados de conversdo de monopalmitato de DAF para as

enzimas livres e imobilizadas avaliadas.
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Figura 4. 4: Investigacdo inicial de lipases comerciais livres e imobilizadas na reacdo de
esterificacdo do DAF com AP. Condicdes reacionais: temperatura 60°C, razdo 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 dessorcéo da proteina do suporte das enzimas imobilizadas néo foi realizada nesta
etapa, portanto os biocatalisadores testados em sua forma livre estdo em concentracdo de
proteina superior aos imobilizados. Mesmo possuindo provavelmente uma menor
concentracdo de proteina, as enzimas imobilizadas apresentaram resultados superiores em
comparagao as enzimas livres. Isso também foi observado em outras reagdes de esterificacio
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 imobilizacdo da
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enzima confere algumas vantagens ao biocatalisador, como por exemplo, a formagéo de uma
camada de solvatagdo no microambiente em torno do biocatalisador, capaz de manter uma
dindmica molecular minima, essencial a atividade enzimatica em ambientes organicos. As
enzimas livres tendem a se agregar e aderir as paredes do reator, quando suspensas em um
solvente organico e submetidas a agitacdo, apresentando assim, uma distribuicdo desuniforme
pelo meio reacional. A imobilizacdo de enzimas em suportes solidos minimiza esse efeito,
refletindo em melhores conversdes. A imobilizacdo de enzimas pode ainda, fornecer protecao
a enzima contra a acdo danosa do solvente as aguas de hidratacdo aumentando assim sua
atividade de esterificacdo devido a otimizacdo da rigidez da estrutura molecular (ILLANES,
1994).

As lipases imobilizadas de Thermomyces lanuginosus (TL 1M) e Rhizomucor miehei
(RM IM) apresentaram excelentes resultados, com 61,1% e 71% de conversao,
respectivamente. Dessa maneira as enzimas RM IM e TL IM foram escolhidas para serem

submetidas a otimizacdo de suas condi¢des reacionais.

4.2.1.2. Confirmacdo do ester sintetizado

A cromatografia em camada delgada mostrou uma grande diferenca entre os indices de
retencdo do substrato e da reacdo revelando a provavel formacdo do produto de interesse
(monopalmitato de 2,3:4,5-O diisopropileideno-B-D-frutopiranose). A confirmagdo foi
realizada por andlise de infra-vermelho como pode ser observado na Figura 4.5 para o
espectro do monopalmitato de DAF obtido na catalise da enzima RM IM. Pode-se observar a
banda de deformacdo axial caracteristica de carbonila de éster em 1747 cm™. Observa-se
também entre 2900 e 3000 cm™ a deformacéo axial de C-H alifatico, e em 1471 cm™ aparece a

banda de deformacéo angular de CH,.
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Figura 4. 5: Espectro infravermelho (KBr) do éster (palmitato do diacetonideo da frutose)
obtido.

A caracterizacdo por Ressonancia Magnética Nuclear, 200 MHz; CDCl; de 'H
(Apéndice A 3) e *C (Apéndice A 4) corroborou com o espectro de infra-vermelho
confirmando a esterificacdo entre o AP e o 2,3:4,5-O-diisopropileideno-f3-D-frutopiranose.
Quando se compara os espectros de **C do DAF (Apéndice A 2) e do éster (Apéndice A 4)
pode-se observar o aparecimento de um quarto carbono quaternario com deslocamento

quimico de 173,6 ppm, referente a carbonila do éster.

4.2.1.3. Determinagéo do tempo reacional

A fim de encontrar o tempo para a posterior otimizacdo dos parametros reacionais
foram realizados testes em tempos variados. A Figura 4.6, mostra os resultados de conversao

nos diferentes tempos testados para a esterificacdo entre o AP e DAF catalisada pela enzima
RMIMeTL IM.
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Figura 4. 6: Conversédo nos diferentes tempos testados para a esterificacdo entre o
DAF e o AP catalisada pela enzima RM IM (a) e TL IM (b). Temperatura
reacional 60°C, razdo molar 4cido e alcool (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 conversdes apos 24 horas
de reagdo. Assim, o tempo de 24 horas foi determinado como tempo reacional para a
otimizagao do processo.
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4.2.1.4. Delineamento fatorial fracionério (DFF) e delineamento composto central
rotacional (DCCR)

A estimativa dos efeitos do planejamento fatorial fracionario 2°* é usada para indicar
as variaveis mais importantes que devem ser incluidas no proximo planejamento, bem como
definir as novas faixas das varidveis a serem trabalhadas. Os resultados de converséo e a
matriz do planejamento fracionario das enzimas avaliadas para a sele¢do das varidveis mais
relevantes da esterificacdo sdo apresentados na Tabela 4.2. O DFF consiste de quatro pontos

fatoriais e triplicata do ponto central para o calculo do erro experimental.

Tabela 4.2: Matriz delineamento experimental fatorial fracionario 2% com valores
codificados e conversdo para as enzimas avaliadas.

Variaveis Conversao (%)
Entrada

TCC) E(mg) S(MM) RMIM TLIM

1 -1(50) -1(10) +1 (50) 25,6 19,5

2 +1(70) -1(200) -1(5) 53 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(275) 414 49,1

6 0(60) 0(105) 0(27,5 421 49,6

7 0(60) 0(105) 0(27,5) 429 47,4

Como pode ser observado nas conversdes da Tabela 4.2, a Lipozyme RM IM e
Lipozyme TL IM apresentam melhores resultados no ponto fatorial superior para ambas as
variaveis (Experimento 4). I1sso € um indicativo do efeito positivo das variaveis na reacdo, isto
g, tanto um aumento na quantidade de substrato e temperatura quanto na quantidade de
biocatalisador gerard um aumento nos resultados de conversdo de éster. Isso pode ser
comprovado através da Tabela 4.3. Observa-se que todas as variaveis estatisticamente

significativas apresentaram efeito positivo no processo.
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Tabela 4. 3: Estimativa dos efeitos do planejamento fatorial fracionario (DFF) 2°* para as
enzimas avaliadas.

Efeito Valor de p
Variaveis RM IM TL IM RM IM TL IM
Média 42,3750 28,6000 <0,0001* <0,0001%
Curvatura -0,4833 40,2000 0,7143 0,0019°
Temperatura (°C) -1,8500 16,8000 0,1326 0,0046°
Quantidade de enzima (mg) 53,8500 33,6000 0,0001° 0,0011°
Concentragdo de substrato (mM) 18,4500 32,2000 0,0016° 0,0012°

% estatisticamente significativo com 95% de confianca

Pode-se observar ainda na Tabela 4.3 que para a enzima RM IM que a quantidade de
enzima e concentragdo de substrato foram as varidveis que apresentaram significancia na
reacao por apresentarem p<0,05 e, portanto foram selecionadas para serem otimizadas no
planejamento completo. A curvatura ndo foi significativa para a enzima RM IM, sendo um
modelo linear suficiente para explicar os resultados. A temperatura ndo apresentou
significancia sendo assim mantida constante a 60°C no planejamento subsequente.

Como podem ser visualizadas na Tabela 4.3 para a TL IM, todas as variaveis 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 adicdo de pontos
axiais para a construcdo de um modelo quadratico, o delineamento composto central
rotacional (DCCR).

Se compararmos os resultados dos planejamentos fracionarios da enzima RM IM e TL
IM (Tabela 4.3) pode-se verificar a maior significancia da temperatura para a TL IM. O efeito
da temperatura na enzima TL IM foi significativo sendo considerado no DCCR, ao contrario
da RM IM. Tanto a enzima TL como a RM quando imobilizadas podem ser consideradas
termoestaveis, apresentando atividade em temperaturas superiores a 70°C (TORRES et al,
2002; COLLINS et al, 2011). Por isso, no DCCR, temperaturas acima de 70 °C puderam ser
usadas.

O delineamento composto central utilizado para encontrar as condi¢Ges 6timas que
maximizassem os resultados de conversdo para a reacdo de esterificacdo sdo mostrados na

Tabela 4.4 para a enzima RM IM.
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Tabela 4. 4: Planejamento fatorial completo 2° com valores codificados e resultados de
conversao da reacéo de esterificacdo catalisados pela enzima RM IM.
Quantidade de  Concentragéo de substrato

Experimentos ) Converséo (%)
enzima (mg) (mM)
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 0s sete tratamentos das duas varidveis selecionadas e a
conversdo para cada experimento. Os primeiros quatro experimentos sdo suficientes para a
determinacdo do modelo matematico e sdo referentes ao delineamento estatistico 2° e do
experimento 5 ao 7 sdo as triplicatas dos pontos centrais para obtencdo do erro experimental.

As maiores conversdoes foram obtidas nos experimento 2 e 4 (90,7 e 91,6%
respectivamente), com as mesmas quantidades de biocatalisador, mas com concentracdes de
substrato diferentes. Isso nos sugere que a quantidade de substrato ndo teve importancia
significativa na reacdo de esterificacdo para a enzima RM IM na faixa estudada. Tal
afirmacdo pode ser averiguada quando se observa a Tabela 4.5 e Figura 4.7, confirmando que
a variavel concentracdo de substrato ndo 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
guantidade de enzima foi significativa por apresentar um valor de p<0,05 pelo teste t de
Student.

Tabela 4. 5: Estimativa dos efeitos dos parametros avaliados no planejamento fatorial
completo 2% para a enzima RM IM.

Variavel Effect p value
Média 63,6428 <0,0001°
Quantidade de enzima (mg) - E 62,3000 0,0006°
Concentracéo de substrato (mM) — S -5,5000 0,0741
[E] x [S] 6,4000 0,0563

# estatisticamente significativo com 95% de confianga
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Figura 4. 7: Grafico de Pareto para o planejamento fatorial completo da enzima RM IM
mostrando a significancia das variaveis avaliadas: E, quantidade de enzima; S, concentracao
de substrato.

A Tabela 4.6 apresenta a matriz experimental para o delineamento composto
rotacional para as reagdes catalisadas pela enzima TL IM. Observa-se um total de 17
tratamentos das trés variaveis selecionadas e a porcentagem de conversdo para cada
experimento. Os primeiros oito experimentos sdo suficientes para a determinacdo do modelo
matematico e sdo referentes ao delineamento estatistico 2°, do 9 ao 14 temos 0s pontos axiais
para a constru¢do do modelo quadratico e do experimento 15 ao 17 séo as triplicatas dos

pontos centrais para obtencdo do erro experimental.
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Tabela 4. 6: Delineamento composto central rotacional (DCCR) 2° com valores codificados e
0s resultados de conversédo da reacdo de esterificagdo catalisados pela enzima TLIM.
Temperatura Quantidade de Concentracgéao de

Experimentos Conversao (%)

c) enzima (mg) substrato (Mm)
1 1(59.1) 1(91) 1(19.0) 457
2 +1 (70,9) -1 (91) -1(19,1) 82,1
3 11(59,1) +1 (209) 11(19,1) 44.8
4 +1 (70,9) +1(209) 11(19,) 92,6
5 11(59,1) -1(91) +1 (45,9) 76,4
6 +1 (70,9) -1 (91) +1 (45,9) 60,4
7 11 (59,1) +1 (209) +1 (45,9) 79,8
8 +1(70,9) +1 (209) +1 (45,9) 72,8
9 11,68 (55) 0 (150) 0 (32,5) 65,5
10 +1,68 (75) 0 (150) 0 (32,5) 82,6
11 0 (65) 11,68 (50) 0 (32,5) 69,3
12 0 (65) +1,68 (250) 0 (32,5) 80,4
13 0 (65) 0 (150) 11,68 (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 0 DCCR da enzima TL IM. Podemos observar que todas as variaveis T, E e S
foram significativas na reacdo. A temperatura apresentou um efeito positivo de 15,82,
evidenciando que um aumento de temperatura maximiza a converséo. 1sso pode ser observado
nos experimentos 1 e 2 da Tabela 4.6, realizados exatamente nas mesmas condigdes de
substrato (19,1 mM) e enzima (91 mg). Quando aumentamos a temperatura de 59,1 para 70,9
OC, aumenta-se a conversdo de 45,7% para 82,1%. Isso talvez ocorra pelo aumento da
homogeneizacdo gerada no meio reacional com o aumento da temperatura nas condigOes
trabalhadas (GUMEL et al, 2011).

O experimento 4, Tabela 4.6, gerou o maior resultado de conversdo 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 € um fator preponderante a ser considerado na reacdo (GUMEL et
al, 2011).

Tabela 4. 7: Efeitos estimados das variaveis avaliadas no DCCR 2° para a enzima TLIM.

Variavel Efeito Valor de p
Média 75,5263 0,0001°
Temperatura °C) — T 14,4922 0,0031°
T? -2,0309 0,1537
Quantidade de enzima (%) — E 5,1356 0,0246°
E? -1,4652 0,2465
Concentracéo de substrato (mM) - S 4,9113 0,0268
s? -4,6826 0,0353
TXE 2,8500 0,1173
TxS -24,5500 0,0019°
ExS 0,7000 0,5811

# Estatisticamente significativo com 95% de confianca.

-22,8764

Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 4. 8: Gréfico de Pareto para 0 DCCR da enzima TL IM mostrando a significancia dos
respectivos efeitos lineares e quadraticos das variaveis avaliadas: E, quantidade de enzima; S,
concentragéo de substrato; T, temperatura.
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Assim como na estimativa dos efeitos no planejamento fracionario, a variavel
concentracdo de substrato apresentou efeito positivo, porém menor no DCCR para a catélise
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 maximizacao da conversao (GUNAWAN et al, 2005).

Em geral, a conversdo de esterificacdo com &cido graxo de 10 ou menos carbonos
pode ser aumentada com um excesso desse substrato. Porém, para uma esterificacdo
envolvendo acidos graxos com longas cadeias carbdnicas (16 ou mais) uma baixa razdo molar
de é&cido graxo € preferivel (CAO, BORNSCHEUER, SCHMID, 1999; SOULTANI,
ENGASSER, GHOUL, 2001). Isso, pois uma relagdo equimolar de substratos pode minimizar
efeitos de inibicdo a atividade enzimaética tanto pelo carboidrato, com a remocdo da agua
necessaria ao biocatalisador (TARAHOMJOO, ALEMZADEH, 2003), quanto pelo &cido
graxo que pode gerar diferencas de viscosidade no meio reacional dificultando a
acessibilidade do substrato ao sitio ativo da lipase (HUMEAU et al., 1998).

Uma baixa concentracdo de substrato pode melhorar a viscosidade do meio reacional
maximizando o contato do carboidrato com o sitio 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 concentragbes de substrato (10mM e 19.1mM respectivamente) nos
planejamentos completos.

Tanto para as reacdes catalisadas pela enzima RM IM quanto pela TL IM a otimizacao
foi atingida, pois a conversdo reacional foi maximizada do planejamento fracionario 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 concentragdes de enzima,
0 que prejudica a aplicabilidade industrial, devido, como ja 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 esterificacdo da frutose e acido palmitico e obtiveram 76% de conversdo em 14 horas
de reacdo em liquido ibnico. Isso abre um precedente para a realizagdo da reacdo em fluxo

continuo, ja que altas concentragdes de enzima sdo utilizadas nesse sistema.
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4.2.1.5. Validagdo modelo matematico

As equac0es 2 e 3 representam o modelo matematico da conversdo do monopalmitato
de 2,3:4,5-O-diisopropileideno-p-D-frutopiranose obtido através dos dados experimentais

para a enzima RM IM e TL IM, respectivamente, em funcao das varidveis estudadas.

Equacdo 2. Y =63,64286 + 31,15 X E
Equacdo 3. Y= 73,8018 +7,2461xT + 2,5678XE + 2,4556xS -1,9426xS? -12,2750xTxS

Onde Y é porcentagem da taxa de conversdo, T, E e S sdo as variaveis temperatura,
guantidade de enzima e concentracdo de substrato, respectivamente. Os testes estatisticos dos
modelos foram feitos pelo teste F de Fisher atraves de analise de variancia para as enzimas
avaliadas (Tabela 4.8).

Tabela 4. 8: Andlise de Variancia (ANOVA) para a validacdo dos modelos das enzimas
estudadas.

Soma dos Graus de Quadrado F
) o calculado p-valor
Fator quadrados liberdade medio tabelado

RM TL RM TL RM TL RM TL RM TL RM TL

9,4x 8,5x

Regressdo 3952,50 2144,04 3 5 1317,50 428,80 30,66 26,59 9,27 3,20 10° 10°
Residuo 128,90 177,34 3 11 4296 16,12
Falta de

) 123,85 172,737 1 9

ajuste
Erropuro 5,04 4,607 2 2
TOTAL 4081,39 2321,381 6 16

*Nivel de confianca 95%.

A Tabela 4.8 de anélise de variancia (ANOVA) mostra a validade dos modelos pelo
teste F e o residuo 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 relagdo do modelo com os dados experimentais pode ser checada pelo

coeficiente de determinacdo (R?) 0,95 e 0,93 para a RM IM e TL IM, respectivamente. O
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coeficiente de determinagdo implica que 95% e 93% de producdo do éster é atribuida as
variaveis independentes e pode ser explicada pelo modelo.
Através da superficie de resposta e curva de contorno, Figura 4.9 (a e b)

respectivamente, pode-se observar claramente o qudo bem o modelo linear descreve a reacéo

para a enzima RM IM. Observa-se na figura 4.9a, a boa correlagdo do modelo matematico
com 0s pontos experimentais.
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Figura 4. 9: Superficie de resposta (a) para a reacdo de esterificacdo da enzima RM IM e
curva de contorno (b) em funcdo da quantidade de enzima e da concentragdo de substrato.
Em cada figura as variaveis ndo apresentadas foram fixadas no ponto central.

Para a enzima TLIM a necessidade de um modelo quadratico se torna evidente quando
observamos a superficie de resposta e respectiva curva de contorno (Figura 4.10 a e b). Essa
necessidade de curvatura é gerada devido ao efeito significativo da variavel quadratica,
guantidade de substrato. Enquanto que para as variaveis temperatura e quantidade de enzima,
o efeito quadratico ndo foi significativo, o que pode ser observado pela linearidade de
interacdo entre as variaveis nas figuras 4.11(a e b).

Na superficie ilustrada na Figura 4.10 a e superficie de contorno, Figura 4.10 b, que
mostra a temperatura em funcdo da concentracdo de substrato, podemos observar a
susceptibilidade da enzima TL IM ao efeito da temperatura. Pois existem dois pontos de
6timo, quando se trabalha com uma baixa concentracdo de substrato (em torno de 20 mM) e
quando a concentragdo de substrato é mais alta (em torno de 45 mM).
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Figura 4. 10: Superficie de resposta (a) para a reagdo de esterificacdo com a enzima
TLIM e curva de contorno (b) em funcdo da temperatura e da concentracdo de

substrato. Em cada figura as varidveis ndo apresentadas foram fixadas no ponto
central.
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Figura 4. 11: Superficie de resposta (a) para a reagdo de esterificacdo com a enzima
TL IM e curva de contorno (b) em fungdo da quantidade de enzima e da

temperatura. Em cada figura as varidveis ndo apresentadas foram fixadas no ponto
central.
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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
reutilizacdo. Entre cada ciclo, a lipase foi lavada com n-heptano em papel de filtro, e
posteriormente foi seca em estufa a 40°C por 2 horas. Com o intuito de comparar os perfis
biocataliticos de cada lipase os experimentos foram realizados nas mesmas condi¢oes
reacionais para as duas enzimas: 10 mM de substrato razdo molar 1:1, temperatura de 60°C e
250 mg de enzima. Cada reacdo foi realizada em duplicata em carbeto de silicio com agitacdo
magnética. A Figura 4.12 apresenta a conversdo em funcdo do numero de bateladas da

respectiva enzima para a esterificagdo do DAF com AP.

100 -
90 +
80 -
70 ~
60 -
50 +
40 -
30 +
20 +
10 ~ Thermomyces lanuginosus IM

O T T T T T 1
0 1 2 3

Numero de bateladas

Conversao (%)*

—&— Rhizomucor miehei IM

5 6
* Medido pelo método Lowny—T insley.

Figura 4. 12: Conversdo em funcdo do nimero de reutilizacdo da enzima RM IM e TL IM
para a esterificacdo do DAF com AP. Condicdes reacionais: 10 mM de substrato razéo
molar 1:1, temperatura de 60°C, 250 mg de enzima.

Enzimas imobilizadas apresentam a vantagem de poderem ser reutilizadas, porém a
sua atividade diminui com o aumento do numero de reciclos. A Figura 4.12 mostra uma
gueda de conversdo para ambas as enzimas nas bateladas subsequentes. Tal fenbmeno pode
ser explicado pela agitacdo magnética que confere um stress mecanico ao biocatalisador o que
gera o cisalhamento do suporte da enzima com o decorrer das reacGes resultando na lixiviagdo
da enzima para o meio reacional. Dessa forma, a enzima lixiviada torna-se mais susceptivel as
acOes deletérias do solvente orgénico e aos efeitos de temperatura e agitacéo.

As enzimas avaliadas tiveram um comportamento de conversdao 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 diferenga de conversdo entre 0s
dois biocatalisadores. No sistema em batelada, a agitacdo pode ser responsavel por danos ao
suporte das enzimas, tais como ranhuras, rachaduras, ou até mesmo cisalhamento de toda a
estrutura, devido ao atrito entre as particulas do suporte. Assim, um maior dano ao suporte
pode gerar maiores perdas de proteina ao meio reacional. Com o intuito de averiguar os danos
causados pela agitacdo aos suportes, investigamos através de microscopia eletrénica de
varredura (MEV) a morfologia das enzimas avaliadas (Figura 4.13), antes e ap0s o ultimo

reuso.
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Figura 4. 13: Fotomicrografia do suporte da enzima RM IM (ae b) e TL IM (c e d) antes (1)
e apos (2) as seis bateladas. Aumento de 100x e 200x (a) e (c), respectivamente e aumento de
1000x (c e d). CondicOes reacionais: 10 mM de substrato razdo molar 1:1, temperatura de
60°C, 250 mg de enzima.

O suporte empregado na imobilizacdo da lipase Lipozyme RM IM é uma resina
macroporosa de troca anionica, do tipo fendlica, no qual a enzima ¢é fortemente ligada por
adsorcdo, sem a utilizacdo de agentes de ligacdo cruzada. O aspecto do produto é granular
irregular (Figura 4.13 a) com tamanho de particula entre 0,2 e 0,6 mm (NOVO NORDISK,
1992a e 1999). Enquanto que a enzima Lipozyme TL IM é imobilizada em silica por ligacdo
covalente através de tratamento com glutaraldeido. O seu suporte apresenta granulos
irregulares arredondados, conforme pode ser visualizado na Figura 4.13 ¢, com tamanho de
particula 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 rea¢des da enzima RM
e TL (Figura 4.13 a,b e c,d), observa-se que aparentemente a agitacdo sucessiva ocasionou
danos mais severos a enzima TL IM, desgastando mais o suporte da mesma. Os maiores

danos ocasionados a TL podem levar a uma maior lixiviacdo de proteina ao meio reacional.

99



CAPITULO 4 RESULTADOS E DISCUSSAO

As deformacBes da superficie 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 superficie da enzima TL.

4.2.1.7. Comparacdo das conversdes obtidas pelo método Lowry-Tinsley e a massa de

éster

Ao final do estudo de otimizacao da esterificacdo foi realizado um ensaio comparativo
do método Lowry-Tinsley com o rendimento bruto (em massa) da reacdo. A comparacédo foi
realizada nas condicGes reacionais previamente trabalhadas para a enzima RM IM: 55 mM de
solucdo (1:1) de DAF e AP em 40 mL de heptano, 60°C e 25% (p/v) de biocatalisador. Os
testes foram feitos em duplicata e conduzidos em baldo com agitacdo magnética durante 24
horas. No final do tempo reacional as reacdes foram lavadas trés vezes com uma solucédo
aquosa de carbonato de s6dio (10%) e uma vez com agua destilada. Os resultados podem ser
visualizados na Tabela 4.9.

Tabela 4. 9: Comparacéo das conversdes obtidas pelo método Lowry-Tinsley e massa de
éster.

Meétodo Conversao (%)
Lowry-Tinsley adaptado 919+27
Rendimento em massa 754141

Os resultados mostraram uma diferenca de 16,5% entre a conversdo e o rendimento
bruto da reacdo. Uma diferenca pequena se levarmos em consideracdo as perdas durante o
processo de isolamento e purificacdo da amostra, ja que 4 lavagens foram realizadas. A
analise por ressonancia magnética nuclear revelou a eficiéncia do isolamento do produto
devido ao alto grau de pureza apresentado, ndo necessitando de purificagdo por coluna de

silica (Apéndice Figura A 6).

4.2.1.8. Aumento de Escala e Estudo da Influéncia de um Reator de Tanque agitado

Com o intuito de avaliar a reprodutibilidade da esterificagdo do AP com o DAF em
reatores em um volume maior do que o utilizado na otimizacdo anterior catalisada pela
enzima TL IM, a referida reacdo 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 mecénico (Figura 4.14).

Figura 4. 14: Reator Easy Max, Metter Toledo. 1) reator jaquetado; 2- agitador mecanico.

A reacdo foi realizada em duplicata e as condic¢Oes reacionais utilizadas foram as
preconizadas pela otimizacdo da enzima TL IM, Tabela 4.6, entrada 10. Tais condicGes
reacionais foram as escolhidas, pois apresentaram uma boa conversdo com quantidade
intermediaria de enzima. Assim, 100 mL de uma solucdo (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 variavel agitacdo ndo foi avaliada na otimizacdo anteriormente
realizada, visto que as reacdes foram realizadas com agitacdo magnética em placa de carbeto
de silicio uma agitagdo de 300 rpm foi escolhida para ser aplicada na reacdo. Apds a
estabilizagéo do sistema, a enzima (15% p/v) foi adicionada e as conversées monitoradas de 1
a 24 h (Figura 4.15).
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Figura 4. 15: Conversdo em diferentes tempos da esterificacdo do DAF com AP em reator
do tipo CSTR. Volume reacional de 100 mL, solvente n-heptano, 150 mg de enzima TL IM,
55°C, 32,5 mM de substrato (1:1) e agitacdo de 300 rpm.

Nenhuma diferenca significativa na conversdo no ponto de 24 horas pode ser
observada se comparado a reacdo realizada no planejamento com tal enzima nas mesmas
condicdes reacionais (entrada 10, Tabela 4.6 - 82,6% de conversdo). 1sso demonstra que nédo
houve problemas de transferéncia de massa ou limitacdes na dispersdo do biocatalisador pelo
meio reacional, devido a diferenca de agitacdo utilizada.

No entanto, ao analisar 0s possiveis reciclos neste novo reator, observou-se que nao
foi possivel manter a conversdo no ciclo subsequente nas mesmas condic¢des reacionais, pois
uma perda em torno de 30% na conversao ja no segundo ciclo foi observada. Tal resultado
pode ser explicado pelo tipo de agitador empregado, que provavelmente, pode ter gerado um
maior cisalhamento dos grdos do suporte, favorecendo o escape de proteinas para 0 meio
reacional.

Assim, de modo geral, o aumento do volume reacional bem como a mudanga de
biorreator ndo propiciou diferenca significativa na conversdo comparado as reacOes

otimizadas com agitacédo orbital em volume de 1 mL.

4.2.1.9. Dessor¢ao da Lipase de Rizhomucor miehei de seu suporte

Para se avaliar a eficiéncia de um biorreator, é interessante realizar o célculo 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 correlacédo, é importante conhecer a real quantidade de enzima contida no suporte utilizado
na reacao.

Trabalhos anteriores, como o de Cabrera et al (2008), demonstram que € possivel
realizar a dessorcdo 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 interagdes hidrofobicas com o suporte. Costa et al (2011) reproduziram a
metodologia descrita por Cabrera e colaboradores (2009), atingindo resultados satisfatdrios
para 0 estudo de dessorcdo. Segundo a Novo Nordisk (1992), nome antigo da atual
Novozymes®, fabricante do biocatalisador Novozym 435, a lipase produzida (Candida
antarctica) € imobilizada em resina macroporosa de troca i6nica do tipo acrilica, sob
protocolo desconhecido.

A mesma fonte citada anteriormente revela que a preparacdo enzimatica Lipozyme
RM IM é imobilizada em uma resina macroporosa de troca anionica, do tipo fendlica, no qual
a enzima é ligada por adsorcdo, sem a utilizacdo de agentes de ligagdo cruzada (Novo
Nordisk, 1992a e 1999). Portanto, pelo fato da enzima em questao também ser imobilizada em
um tipo de resina de troca ibnica, e a imobilizacdo ser realizada sem a acdo de formadores de
ligacdo cruzada, acredita-se, que grande parte das interacfes entre enzima e suporte sejam
também proporcionadas por interagdes hidrofobicas. Neste item, serdo discutidos entdo, 0s
resultados obtidos nos testes de dessor¢do 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 concentrac¢des de Triton X-100 foram realizados para encontrar a
quantidade de surfactante que seria necessaria para retirar a enzima do suporte. Isto foi
realizado atraves da medicdo da atividade de hidrolise pelo método de p-nitrofenol e pela
medida da quatidade de proteina pelo método de Bradford utilizando albumina de soro bovino
(BSA) como padrdo (Bradford 1976). Apos extragdes com solugdes de diferentes
concentragfes de Triton X-100, a atividade do sobrenadante foi medida e comparada a
atividade inicial da enzima indicando se toda a enzima foi retirada ou ndo do suporte Figura
4.16.
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Figura 4. 16: Atividade Residual do sobrenadante de acordo com a concentracdo de Triton
X-100 utilizada na dessorcdo da lipase RM IM de seu suporte, segundo a metodologia
descrita por Cabrera et al (2008).

A Figura 4.16 mostra que uma solucédo de 2,5% (v/v) foi capaz de retirar toda a enzima
suportada, de acordo com o ensaio de atividade do sobrenadante. A concentracdo de
surfactante necessaria € um pouco maior do que a relatada por Cabrera et al (2008), que
utilizou uma solucéo de 2% v/v de Triton X-100 para a dessor¢do da enzima Novozym 435.
Isto pode ter relacdo com o tipo de suporte utilizado, e a intensidade das interacdes com a
enzima. Cabrera et al (2008) demonstra em seu trabalho, a quantidade méaxima de lipase B de
Candida antarctica imobilizada, de acordo com o suporte utilizado, como mostra a Tabela
4.10.

Tabela 4. 10: Quantidade de proteina imobilizada de acordo com o suporte imobilizado.
Adaptado de Cabrera et al (2008).

Suporte Quantidade de proteina imobilizada (mg/g de

suporte)
Resina acrilica (Novozym 435) 302
Octil-Agarose 232
Octadecil-Sepabeats 20£15
Butil-agarose 22 +2
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Como visto na Tabela 4.10, o valor da quantidade de proteina 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 idnica em questéo, foi assumida por ser
24,3 mg de enzima/g de suporte para a realizacdo dos célculos de produtividade dos sistemas

estudados.

4.2.2. Reacao catalisada pela enzima Cal B em micela reversa imobilizada em organogel

4.2.2.1 Teste formacao da micela reversa (microemulséo)

A formacdo das micelas foi realizada pelo método de injecdo (MOULIK; PAUL,
1998) e confirmada pelo seu perfil de distribuicdo de dimensao de particulas pela técnica de
Difusdo Dinamica de Luz (Dynamic Light Scaterling — DLS). Os resultados podem ser
visualizados na Figura 4.17 para a enzima utilizada na catalise das reagdes imobilizadas em

micela reversa (Cal B).

105



CAPITULO 4 RESULTADOS E DISCUSSAO

33.00 100.0
P o
= =
= Z
= v
= =
@ =
= 3 =
0. = ———+ s 0

1.0 100.0 1000 6000
Diameter (nm)
13.0 100.0
J N
1 (b) |
— | § _
2 . § S 4
= . 5
Z . =
5 \ z
E
& | =
.
|
0. ————— N o
1.0 10.0
Diameter (nm)

29.00 100.0
P v
2 N
5} <
= L
=3 =
21 =
= 5
0. 3 =t Pt ————190.0

1.0 10.0 100.0 1000 6000

Diameter (nimn)

Figura 4. 17: Distribuicdo do tamanho das particulas da solucdo 0,1 M AOT/isooctano (a),
CAL B na sua solucdo tampéo (b) e micela reversa da enzima CAL B (c).

Como pode ser visualizado na Figura 4.17b, a enzima Cal B possui diametros de
particulas variados devido as isoformas que apresenta (QIAN et al, 2009) enquanto que a
solugdo com o surfactante possui um diametro definido (Figura 4.17a). Quando a lipase €
colocada em contato com o AOT/isooctano, a solugdo resultante passa de turva para
opticamente transparente ap0s alguns segundos de agitacdo, devido ao aprisionamento do
biocatalisador pelo tensoativo. A solucdo opticamente transparente apresenta distribuicdo de
particulas uniforme, em torno de 10 nm como pode ser visualizado na Figura 4.17c,

evidenciando a imobiliza¢do da enzima na micela reversa.
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4.2.2.2. Imobilizagéo da microemulsdo da Cal B em organogel

A utilizag8o do biocatalisador em micela reversa € uma alternativa atraente, visto que
0 ambiente de confinamento da enzima é propicio para aumentar a atividade catalitica da
lipase. Poréem, a enzima permanece ainda em sua forma livre, apenas envolta pelo surfactante.
Isso inviabiliza a reutilizacdo da enzima e a recuperagdo dos produtos da mistura reacional.
Dessa maneira a microemulséo foi imobilizada em uma matriz gelatinosa que possibilitou o
reuso do biocatalisador através de uma simples filtracao.

Todas as reacOes catalisadas pela lipase Cal B imobilizadas em micelas reversas foram
suportadas em hidroxipropilmetilcelulose (HPMC), um organogel que mantém a estabilidade
e atividade catalitica do biocatalisador. A grande vantagem deste sistema é a possibilidade de
manutencdo da atividade catalitica da enzima em microemulsdo devido ao efeito da “dupla”
imobilizacdo da enzima por estar imobilizada na micela reversa (microemulséo) e na matriz
polimérica (ZOUMPANIOTI et al, 2010). A microemulsdo suportada em organogel ou do
inglés microemulsion-based organogels (MBGs), facilitou a manipulacdo do biocatalisador
nas reacOes realizadas. A imobilizacdo da microemulsdo em gel de HPMC previamente
hidratado, nas propor¢des descritas na segdo experimental gerou uma matriz de aspecto
semissélido opaco, como demonstrado na Figura 4.18a. O grdo do organogel quando
hidratado intumesce e forma uma rede cristalina que aprisiona a dgua, mas permite a fluidez
do solvente. O grumo do gel tem a forma de uma vesicula rugosa e porosa, como pode ser

observado na microscopia eletrdnica de varredura (Figura 4.18b).

Figura 4. 18: Matriz de organogel de HPMC contendo a microemulsdo AOT/CaL B (a) e
microscopia eletronica de varredura, aumento de 100x do grumo do gel.
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A enzima Cal B foi escolhida para realizar as reagdes em MBGs, pois apresentou
resultados satisfatorios na reacdo de esterificacdo do acido estearico com (R,S)-1,2-O-iso-
propilideno glicerol (solketal) em trabalho prévio realizado pelo nosso grupo (ITABAIANA
Jr.etal, 2013).

4.2.2.3. Avaliagao inicial dos parametros reacionais usando Delineamento Fatorial
Fracionario (DFF) da esterificagdo catalisada pela enzima Cal B em MBGs

Para as reacGes em batelada, primeiramente foi realizado um planejamento fatorial
fracionario 2°* para a reacdo de esterificacéo catalisada pela Cal B imobilizada em MBGs
realizada em heptano e em tolueno. As varidveis independentes testadas foram: temperatura,
quantidade de enzima, concentracdo de substrato, quantidade de peneira molecular e a
agitacdo variando em dois niveis.

Levando em consideracdo que o tempo de reacdo corresponde a uma variavel gque
exerce grande influéncia sobre o processo reacional podendo mascarar os efeitos reais de
outras varidveis (RODRIGUES; IEMMA, 2005) mais uma vez, nds decidimos avaliar
univariavelmente a influéncia do tempo na producdo de ésteres para evitar detrimento dos
dados estatisticos. Assim, reagiu-se 0 AP com o DAF catalisada por 180 ug de Cal B
imobilizada em MBG durante 5 horas sob as seguintes condi¢des: pressao atmosférica,
temperatura de 40°C, 10% (p/v) de peneira molecular, 40 mM de &cido palmitico e DAF (1:1)
e 150 rpm de agitagdo. As reagOes foram monitoradas e amostras foram coletadas em
momentos selecionados para a investigacdo em termos de producdo de ésteres. A conversao
(%) avaliada durante o referido periodo pode ser verificada para os dois solventes utilizados

na Figura 4.19.
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Figura 4. 19: Conversao da esterificacdo (%) do DAF com AP catalisada pela enzima Cal B
em MBG em diferentes tempos reacionais. Condicéao reacional: 40 mM de acido palmitico e
DAF (1:1), temperatura de 40 °C, 10% (p/v) de peneira molecular e 150 rpm de agitacéo.

Tanto para n-heptano quanto para tolueno, a melhor conversdo onde a enzima ainda
estd em velocidade inicial, foi obtida apds 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 influéncia das variaveis nos planejamentos de experimentos

O delineamento fatorial fracionario (DFF) 2°* foi utilizado para indicar quais as
varidveis deveriam ser incluidas no planejamento seguinte, bem como para definir os novos
niveis dessas variaveis. E interessante ressaltar aqui que a variavel peneira molecular (P. M.),
ao contrario da esterificacdo com as enzimas imobilizadas comerciais, foi avaliada nesses
experimentos catalisados pela enzima Cal B em micela reversa imobilizada em HPMC, pois
as reacdes nesta etapa apresentam &gua, visto que esta é usada no intumescimento do gel. Os
dados experimentais e a matriz para o DFF para os dois solventes testados sdo apresentados
na tabela 4.11. O DFF consiste em dezesseis pontos fatoriais e trés repeticdes do ponto central
para o calculo do erro experimental.

109



CAPITULO 4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Tabela 4. 11: Matriz do delineamento fatorial fracionario (DFF) 2°* com valores codificados
e resultados de conversdo para cada experimento realizado em heptano e tolueno.

Exp. T E S P. M. Ag Hept.  Tol.
(’C) (H9) (mM) (%)° (rpm) (%) (%)°
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) 644 547
3 -1(40)  +1(180) -1 (5) -1(10) -1(50) 561 528
4 +1(50) +1(180) -1 (5) -1(10) +1(250) 59,4 59,9
5 -1(40)  -1(30) +1(50°e1007)  -1(10) -1(50) 49,7 2,2
6 +1(50) -1(30) +1(50"e100™)  -1(10) +1(250) 584 30,9
7 -1(40) +1(180) +1(50°e1007)  -1(10) +1(250) 66 27,1
8 +1(50) +1(180) +1(50°e1007) -1(10) -1(50) 258 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°e1007) +1(20) +1(250) 59,3 148
14  +1(50) -1(30) +1(50"e1007) +1(20) -1(50) 626 429
15 -1(40) +1(180) +1(50°e1007) +1(20) -1 (50) 41 18,9
16 +1(50) +1(180) +1(50°e1007) +1(20) +1(250) 55,9 17,9
17 0(45) 0(105) 0(275e5257) 0(15 0(150) 46,2 359
18 0(45) 0(105) 0(275e5257) 0(15) 0(150) 46,2 349
19 0(45)  0(105) 0(275e525) 0(15)  0(150) 44 33,8
®olv
® Medido pelo método Lowry-Tinsley.
**Em heptano
Em tolueno

Como pode ser visualizado na Tabela 4.11, resultados de conversédo moderados foram
obtidos para ambos os solventes na esterificagdo da Cal B em MBG entre DAF e AP. Um
pequeno aumento dos resultados pode ser visto nas reagbes em n-heptano. Tolueno e n-
heptano tém diferentes valores de log P, 2,72 e 4,27, respectivamente, e isto pode causar
diferencas no comportamento catalitico da enzima. Atividade e estabilidade enzimatica mais
alta sdo geralmente observadas em solventes com baixa polaridade (log de P mais altos).
Altos valores de log P alteram a conformacao tridimensional da enzima proporcionando uma

boa atividade catalitica (AKOH, MUTUA, 1994; LOUGHLIN, 2000).
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A Tabela 4.12 mostra o efeito dos pardmetros estimados para as variaveis
independentes avaliadas no DFF 2°* para ambos os solventes testados. Como pode ser
observado na Tabela 4.12 nas reagdes realizadas com n-heptano, a variavel quantidade de
enzima, concentracdo de substrato e agitacdo apresentaram um p<0,05 e assim, foram
selecionadas para serem otimizadas no delineamento composto central rotacional (DCCR).
Temperatura e peneira molecular ndo foram significativas por apresentarem valores de p>0,05
e, portanto foram mantidas constantes em 50 °C e 15% respectivamente, no delineamento
subsequente (DCCR).

Para as reagdes realizadas em tolueno, as variaveis significativas foram temperatura,
concentracdo de substrato e peneira molecular (p < 0,05) e, portanto utilizadas no DCCR.
Quantidade de enzima e a agitacdo ndo foram significativas em tolueno e foram mantidas
constantes em 105 pg 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 constru¢do de um

modelo quadratico.

Tabela 4. 12: Efeito estimado dos parametros do delineamento fatorial fracionario (DFF) 2°*
das reacOes de esterificacdo em MBG para ambos os solventes avaliados.

Variavel 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
Concentragdo de substrato -7,8900  -31,9163  0,0064  0,0002
Peneira Molecular 2,1025 -2,3437 0,0803 0,0467"
Agitacdo 8,1000 0,8212 0,0060 0,2583

*Estatisticamente significativo com 95% de confianca.

A variavel peneira molecular apresentou diferentes significancias para os solventes
utilizados. Como pode ser observada na Tabela 4.11, ela apresentou efeito significativo nas
reacOes realizadas em tolueno, enquanto que para as reacdes em n-heptano isso ndo foi

observado (p = 0,0803 e 0,0467 para n-heptano e tolueno, respectivamente).

111



CAPITULO 4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.2.2.4. Delineamento composto central rotacional (DCCR)

Apos o delineamento fatorial fracionario um delineamento composto central rotacional
(DCCR) foi empregado para encontrar as condi¢fes o0timas que maximizem o rendimento de
conversdo da reacdo de esterificacdo catalisada pela enzima Cal B em micela reversa
imobilizada em MBG para a sintese do éster em ambos o0s solventes (tolueno e n-heptano). A
matriz experimental com os seus valores codificados e sua respectiva conversao para a
esterificacdo realizada em n-heptano sdo apresentados na Tabela 4.13. No DCCR, ambas as
varidveis selecionadas foram variadas em cinco niveis, resultando em 17 experimentos,
incluindo oito pontos fatoriais e trés pontos centrais, permitindo calcular o erro experimental.
Para ajustar um modelo de segunda ordem, quatro pontos axiais com a mesma distancia a

partir do ponto central foram adicionadas a matriz para este planejamento.

Tabela 4. 13: Matriz de experimentos do delineamento composto central rotacional (DCCR)
23 com valores codificados e os respectivos resultados de conversdo para as reacdes em MBG
realizadas em n-heptano.

Variavel
) Conversao
Experimento Quantidade de Concentracédo de Agitacéo %)
enzima (u1g) substrato (mM) (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

CondicBes mantidas constantes: temperatura (50°C) e quantidade de peneira molecular (15%).
* Medido pelo método Lowry-Tinsley..

Os resultados apresentados na Tabela 4.13 mostram que a melhor converséo obtida na
otimizacdo das condicGes reacionais que proporcionam o produto desejado com 88,3% de
conversdao foi o experimento 11. Quando se compara a entrada 11 e 12, experimentos
diferindo apenas na concentragdo do substrato utilizado, pode-se observar o efeito negativo da
referida variavel independente. Aumentando a concentracdo de substrato de 5 para 30 mM, ha
um decréscimo de conversao de 88,3 para 19%. Isso pode ser confirmado quando se observa
os efeitos estimados (Figura 4.20), em que a variavel concentracdo de substrato apresenta um
efeito negativo significativo de 114.

O efeito negativo da variavel concentracdo de substrato na faixa estudada pode ter
ocorrido, pois uma diminuicdo da concentracdo de substrato gera um aumento do contato do
substrato com o sitio ativo da enzima devido a melhoria gerada na homogeneidade no meio
reacional. Outra explicacdo plausivel é de que poderia existir uma pequena inibi¢cdo da enzima
através de concentracOes elevadas de substrato (JUNIOR et al, 2011). A figura 4.20 mostra
também que todos os efeitos lineares das varidveis independentes foram estatisticamente
significativos com 95% de confianca por apresentarem um valor de p <0,05 pelo teste t de
Student.

Uma produtividade de 66,8 g de éster . h™.g™ de proteina foi obtida no experimento 14
(Tabela 4.13), reacéo catalisada com 90 ug de enzima Cal B imobilizada em MBG resultando
em 71% de conversdo em 2 horas de reacdo. Esta € uma alta produtividade quando comparada
com a reacdo da enzima RM IM (experimento 2 da Tabela 4.4) que apresenta uma
produtividade de 8.1 g de éster . h™.g™ de proteina. Esta alta atividade catalitica da lipase
pode ser atribuida a melhoria da “performance” da enzima na interface solvente
organico/agua propiciada pelo encapsulamento da enzima na micela reversa. Além disso, a
dupla imobilizacdo da enzima pode gerar um efeito de protecdo aos efeitos deletérios do
solvente, melhorando a atividade catalitica da enzima (STAMATIS, XENAKIS, KOLISIS,
1999; ZOUMPANIOTI, STAMATIS, XENAKIS, 2010).
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Figura 4. 20: Grafico de Pareto do delineamento composto central rotacional (DCCR) das
reacfes em MBG realizadas em n-heptano mostrando a significancia da variavel temperatura,
T; concentracdo de substrato, S; quantidade de enzima, E e agitacdo, Ag dos efeitos lineares,
L e quadréticos, Q.

Semelhante ao procedimento adotado para as reacdes realizadas em n-heptano foram
usadas as variaveis com maior influéncia no processo de esterificacdo em tolueno num
delineamento composto central rotacional (DCCR) utilizado para obter as condi¢cdes 6timas
para a sintese do éster do DAF. A Tabela 4.14 mostra o planejamento fatorial 2% para as
reacOes em tolueno com as conversdes correspondentes. Mais uma vez, 0s 8 primeiros
experimentos sdo suficientes para determinar o modelo matematico e parametros estatisticos
relacionados ao delineamento 23, do experimento 9 ao 14 s&o mostrados 0s pontos axiais para
a construgdo do modelo quadratico e do 15 ao 17 sdo as triplicatas dos pontos centrais para a

obteng&o do erro experimental.
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Tabela 4. 14: Matriz de experimentos do delineamento composto central rotacional (DCCR)
2% com valores codificados e 0s respectivos resultados de conversio para as reacoes
catalisadas pela enzima Cal B em micela reversa imobilizada em MBG realizadas em tolueno.

Variavel
) Converséao
Experimento Temperatura Concentracao de Peneira %)
‘c) substrato (mM) molecular (%)°
1 -1(47) -1(10,2) -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

CondicGes mantidas constantes: quantidade de enzima (105 pg) e agitagdo (150rpm).
 Medido pelo método Lowry—Tinsley.
*plv

Pode-se observar na Tabela 4.14 o efeito positivo da variavel peneira molecular.
Quando se observa os experimentos 13 e 14, ambas reacOes conduzidas nas mesmas
condigdes reacionais, variando apenas a quantidade de peneira de 10 para 20% nota-se a
importancia da presenca da peneira molecular na reagdes realizadas em tolueno. Esta
mudanga na quantidade de peneira molecular gerou um aumento na converséo de 27,7% para
41,9%.

Como ocorrido nas reacOes realizadas em n-heptano, a varidvel independente
concentracdo 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 concentracdo de substrato (de 5 para 30 mM) gerou uma reducdo na conversdo de 71,2
para 33,9 %. A concentracdo de substrato foi a varidvel que teve a maior influéncia entre as
varidveis independentes avaliadas nas reacGes em tolueno, como pode ser visualizado na
Figura 4.21.

@s(L) -47,0243

5@
(3)PM(L) |
T |
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1Lby 2L

1Lby 3L ,4239501

T(Q) -,336:501
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Figura 4. 21: Gréafico de Pareto do delineamento composto central rotacional (DCCR) das
reacOes realizadas em tolueno mostrando a significancia da variavel temperatura, T;
concentracdo de substrato, S e quantidade de peneira molecular PM; dos efeitos lineares, L e
quadraticos, Q.

4.2.2.5. Validacao dos modelos matematicos e condicGes 6timas de reagdo

Assim, como para as reagdes com a enzima imobilizada comercial, os dados
experimentais foram ajustados ao modelo matematico proposto e sua adequacdo foi realizada
por analise de variancia e parametro R?. As equacBe (4) e (5) representam os modelos
matematicos para a conversdo de palmitato de 2,3:4,5-O diisopropileideno-p-D-frutopiranose
catalisada pela lipase Cal B em MBG para as reacdes realizadas em heptano e tolueno,

respectivamente.
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Equacdo 4. Y=60,91-0,82xE-17,87xS-501xS*+1,88xAg-579xExXxS—
249 xExAg+1,35xSxAg
Equacdo 5. Y=40,36-1,31xT-9,55xS +5,73x S?-4,41 x PM

Onde Y é a porcentagem da taxa de conversdo, E, T, S e PM sdo as varidveis codificadas para
a quantidade de enzima, temperatura, concentracdo de substrato e peneira molecular,
respectivamente. Os testes estatisticos dos modelos foram feitos pelo teste F de Fisher atraves
de anédlise de variancia ANOVA para os solventes avaliados e podem ser visualizados na
Tabela 4.15.

Tabela 4. 15: Andlise de Variancia (ANOVA) para a validagdo dos modelos das reacGes
catalisadas pela enzima Cal B em micela reversa imobilizada em MBG nos solventes
estudados.

Fator Soma dos quadrados éraus de Quadrado médio F caleulado -
liberdade tabelado
H T H T H T H T H T

Regressdo 5083,16 1964,10 7 4 726,16 491,02 11,90 2387 3,29 3,25
Residuo 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 221091 16 16

H - reagdes realizadas em heptano.
T - reacBes realizadas em tolueno.
Nivel de confianga 95%.

A Tabela 4.15 representa a analise de variancia (ANOVA), que mostra a validade do
modelo de teste F e o residuo 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 correlagdo do modelo matematico e dos dados
experimentais pode ser verificada pelo coeficiente de determinacdo (R?). O coeficiente de
determinacgéo (R = 0,90 e 0,89 para as reacOes em heptano e tolueno, respectivamente),
implica que a variagdo da amostra de 90 e 89% para a producdo de ésteres sdo atribuidos as
varidveis independentes e pode ser explicado pela precisdo do modelo.

Apols a validacdo dos modelos matematicos as superficies de resposta foram
construidas. A Figura 4.22 mostra as superficies de resposta e as curvas de contorno para 0s
modelos propostos das reagdes realizadas em heptano (a, b) e em tolueno (c, d). O efeito
negativo da varidvel concentracdo de substrato pode ser observado em ambos os gréficos,
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onde o aumento da referida varidvel gera uma diminuicdo nos resultados de conversdo. Na
superficie 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 reacdo temos
um incremento nos resultados de conversao.

(@)

SRSIBNIOD

ENN

Il 80
= 60
] 40
B 20
B o

118



CAPITULO 4 RESULTADOS E DISCUSSAO

30

(b)

24,9

17,5

10,1

Concentracgao de substrato (mM)

Bl 60

140

125,7 150 1 20
B o

30 54,3 90

Quantidade de enzima (ug)

(©)

400

OALLESLIUSN]
o
(=]

P
(5]
(=)

[ )
B 80
I 70
160
= 50
Il 40
B 30

119



CAPITULO 4 RESULTADOS E DISCUSSAO

(d)

20

17,98

15 |

Peneira molecular (%)

12,02 [

Il so
I 70
[ 60
150

5 12,02 15 17,98 20 B8 40
B 30

10

Concentragéo de substrato (mM)

* Medido pelo método Lowry-Tinsley.
*% p/v

Figura 4. 22: Superficie de resposta para as reacdes de esterificacdo catalisadas pela enzima
Cal B realizadas em n-heptano (a, b) e tolueno (c, d). Em cada figura as variaveis nao
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 reutilizacdo 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 condi¢Oes reacionais previamente otimizadas. Entre cada ciclo, o gel foi lavado com
o referido solvente em papel de filtro e aplicado na proxima reacéo. A Figura 4.23 apresenta a
conversdo em funcdo do numero de bateladas do respectivo solvente para a esterificacdo do

acido palmitico e do DAF no sistema microemulsionado imobilizado em organogel.
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FigtRidb 2R nfe@BYEISAR -SFhsfuyncdo do nimero de reciclos da enzima Cal B em MBG.
CondicOes reacionais: 5 mM de substrato razdo molar. 1:1, temperatura de 50°C, 15% de

peneira molecular, 105 pg de enzima e agitacdo del50 rpm para as esterificacdo realizadas
em tolueno e para as reagoes realizadas em heptano foram usados 90 ug de lipase, 5 mM de
substrato (1:1), agitacdo de 225 rpm, temperatura de 50°C e 15% de peneira molecular.

Observa-se na Figura 4.23 que as conversdes para as reacdes realizadas em ambos 0s
solventes diminuiram logo ap6s a segunda batelada. Ao compararmos os testes de reutilizacdo
para o sistema microemulsionado imobilizado em organogel com os das enzimas imobilizadas
comerciais, ambos realizados em suas condicGes reacionais otimizadas, podemos reparar que
o0 sistema microemulsionado apresentou um perfil de reutilizacdo muito semelhante. Apesar
da matriz utilizada para a imobilizacdo do sistema microemulsionado ser aparentemente mais
fragil, as reacBGes nesse sistema parecem ter permanecido com boas conversdes nos ciclos
subsequentes. Tal fato pode ser explicado pela forma de agitacdo empregada nesse sistema, ja
que a agitacdo orbital confere um menor stress mecanico a matriz polimérica utilizada como
suporte do que a agitacdo magnética empregada nas reacfes com a enzima imobilizada em

suporte solido.
4.3. Reacoes em condicao de fluxo continuo

4.3.1. Catalisada por enzimas imobilizadas em suporte solido

Com o intuito de melhorar o tempo de reagéo e a produtividade para os procedimentos
otimizados em batelada, as melhores condi¢bes de reacdo catalisadas pela lipase de
Thermomyces lanuginosus IM e Rhizomucor miehei IM foram realizadas em condicdes de

fluxo continuo (Figura 4.24).
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Figura 4. 24: Reacéo de esterificacdo do DAF com &cido palmitico em fluxo continuo.

Para a enzima RM IM as condicdes otimizadas testadas foram 10 mM de uma solucao

de substrato (1:1) de DAF e AP, a 60 °C enquanto que para a TL IM uma solucdo de substrato

de 19,1 mM (1:1) a 70,9 °C foi utilizada. Para as reacdes catalisadas pela TL IM as condicdes

reacionais foram:10 mM de solucéo (1:1) de DAF e AP em n-heptano e temperatura de 60 °C.

Um leito fixo de 2,39 mL de volume foi preenchido com a respectiva enzima e a reacao foi

realizada com diferentes taxas de fluxo de acordo com o tempo de residéncia desejado

(Tabela 4.16).

Tabela 4. 16: Converséo de esterificacdo entre 0 DAF e AP catalisada pelas lipases estudas

em condicdo de fluxo continuo.

Fluxo (mL.min™)

Tempo de

residéncia (min)

Converséo (%0)*

Rhizomucor miehei Thermomyces

IMP lanuginosus 1M°

0,05 48 93,4+3,9 91,1 £3,2
0,1 24 93,2+3,3 86,4 +3,8
0,3 8 916 +34 69,1 £2,6
0,5 48 914+3,1 21,2 +25
0,7 3,42 87,3 £29 174 +2,6
0,8 3 69,8 £2,5 134 2.2
1,0 2,4 40,6 £2,5 15,7 1,9
15 1,6 23,7 £2,2 16,8 +2,0
2,0 1,2 14,0 +£2,3 12,7 £15
2,5 1 6,3 £1,7 96+18

3,0 0,8 50 #1,8 6,4 +1,3

®Medida pelo método Lowry-Tinsley.

®Condigdes reacionais:10 mM de solucéo (1:1) de DAF e AP em n-heptano e temperatura de 60°C.
‘Condicdes reacionais: 19.1 mM de solucdo (1:1) de DAF e AP em n-heptano e temperatura de 70.9°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™ para lipase RM IM, permitindo reaces com tempos de residéncia
pequenos (3,42 min), o0 que proporciona uma maior produtividade se comparado as reagdes
em batelada que necessitavam de um tempo reacional de 24 horas. No caso da lipase TL IM
0s 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™),
mas o0 aumento na taxa de fluxo conduz a uma diminuicdo drastica da conversdo para o0
produto desejado. Em ambos os casos foi utilizado o mesmo didmetro e comprimento do leito
fixo e a mesma quantidade de enzima (950 mg de biocatalisador imobilizado) de modo a
minimizar a influéncia destes parametros sobre a conversdo 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 °C
por duas horas e submetida a préxima reacdo. O tempo de residéncia utilizado nesses ensaios
foram 3,42 e 24 min para a enzima RM IM e TL IM, respectivamente nas mesmas condic¢des
utilizadas anteriormente.

40 - RM IM
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e=fr=TL IM

Converséo (%)*
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o

Numero de ciclos

Figura 4. 25: Conversdao em funcdo do nimero de ciclos para as reacdes catalisadas pelas
enzimas RM IM e TL IM em fluxo continuo. Condigdes reacionais para a RM IM: fluxo de
0,7 mL/min, 10 mM de solucdo (1:1) de DAF e AP em n-heptano e temperatura de 60°C.
Condig0es reacionais para a TL IM: fluxo de 0,1 mL/min, 19.1 mM de solugéo (1:1) de DAF
e AP em n-heptano e temperatura de 70.9°C.

O grafico (Figura 4.25) mostra uma pequena diminui¢do na conversdo das reacoes

para ambas as enzimas utilizadas no decorrer dos oito ciclos testados. O bom numero de
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ciclos obtido pode ser atribuido a auséncia de cisalhamento ao suporte das enzimas, ao
contrario do sistema em batelada, visto que as reacGes foram realizadas em leito fixo, onde o

biocatalisador € sujeito apenas as forcas do fluxo do solvente que passa pelo reator.

4.3.1.1. Esterificacdo com outros acidos graxos

A fim de realizar uma aplicacdo reacional proposta no sistema de fluxo continuo, a
melhor condicao para a esterificacdo do DAF com o AP para a catalise realizada pela enzima
RM IM (0,7 mL/min, 60 °C e 10 mM de substratos a 1:1) foram reproduzidas com diferentes
fontes de acidos graxos. Os resultados obtidos encontram-se na Tabela 4.17.

Tabela 4. 17: Esterificagcdo com diferentes tipos de acidos graxos em fluxo continuo.

Acido graxo Conversao (%)*
Estearico 924+17
Oleico 96,0+2,5
Laurico 769+1,3

*Medido pelo método de Lowry-Tinsley modificado

Pode-se observar na Tabela 4.17 que as maiores conversdes foram obtidas para o acido
oleico e estearico. Esses resultados mostraram que, aparentemente, os acidos graxos de
cadeias mais longas sdo melhores substratos para a lipase RM IM do que o acido graxo de
cadeia curta testado, o que corrobora com os bons resultados obtidos com o &cido palmitico.
Autores como Cao et al (1999) e Soultani et al (2001) alegam que a atividade enzimatica
diminui com a minimizacdo do tamanho da cadeia carb6nica do acido graxo na esterificacdo
da frutose. O acido oleico ainda possui a vantagem de ser liquido a temperatura ambiente, o
que auxilia na solubilizacdo da frutose e consequentemente nos rendimentos reacionais, sendo
assim amplamente utilizado na esterificacdo com esse carboidrato (PYO, HAYES, 2009; YE,
HAYES, 2012, YE; PYO; HAYES, 2010). As condicOes de reacdo ndo foram otimizadas para
esses acidos graxos, nem estudos de seletividade foram realizados para se confirmar tais
resultados, ja que o objetivo principal deste trabalho foi 0 uso do acido palmitico como

substrato.
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4.3.1.1.1. Esterificacdo do DAF com residuo de acido graxo (RAG) em concentracao
superior de substrato

Com o intuito de agregar valor a uma amostra de residuo de acidos graxos oriunda da
industria de 6leo de palma, decidimos, nesta etapa, realizar a reacdo de esterificacdo
catalisada por enzima imobilizada comercial em fluxo continuo utilizando-o como doador
acila (Figura 4.26). O residuo industrial foi gentilmente cedido pela empresa Agropalma®,

localizada em Belém — PA.

Rhizomucor miehei IM, 60 ic
—e|_ AR je—

Solventes: tolueno, para- cimeno
e terc-butil metil éter

Figura 4. 26: Esterificacdo do DAF com um residuo de acidos graxos oriundo da inddstria de
refino de 6leo de palma em condigdes de fluxo continuo.

Objetivando a maximizacao da produtividade da esterificacdo por intermédio do fluxo
continuo, reacbes com solventes que apresentaram uma maior facilidade de solubilizacdo do
DAF foram aqui realizadas. Além de solventes organicos como o tolueno e éter metil terc-
butilico (TBME), para-cimeno também foi usado para dissolver o0s substratos em
concentragdes de 100, 300 e 500 mM. O para-cimeno é considerado um solvente promissor
em substituicdo aos solventes convencionais derivados da industria do petréleo por
contemplar alguns principios da quimica verde, sendo ambientalmente seguro (TANZI et al,
2012).
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Primeiramente, através da metodologia ja descrita, o residuo de &cidos graxos (RAG)
foi submetido a andlise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-

EM), a fim de estabelecer a sua composicédo (Figura 4.27).
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Figura 4. 27: Espectro obtido da andlise por CG-EM do residuo de acidos graxos oriundo do
refino de dleo de palma (RAG).

O espectro da Figura 4.27 revela a composicao definida na amostra de 44% de acido
palmitico, 42% de &cido oléico e 14% de acido estearico como constituintes do RAG. Dessa
maneira, torna-se claro que o residuo é um excelente doador acila para a esterificagdo do
DAF, visto que é composto majoritariamente por acido palmitico, o substrato estudado até
entdo. A lipase comercial imobilizada de Rhizomucor miehei foi escolhida para catalisar a
esterificacdo nesta etapa, pois além de ser reconhecida na literatura por ter especificidade
relativa contra um grande nimero de substratos e apresentar atividade de esterificacdo notavel
(RODRIGUES, FERNANDEZ-LAFUENTE, 2010), este biocatalisador apresentou 0 melhor
desempenho entre as enzimas avaliadas nas etapas anteriores.

O reator de leito fixo foi preenchido com a lipase e as reacdes 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: Converséo da esterificacdo entre 100 mM de DAF e RAG (1:1) catalisada pela
lipase de Rhizomucor miehei IM em condi¢éo de fluxo continuo.

Tempo de Conversdo (%)?

Fluxo (mL.min™)

residéncia (min)  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 1851+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.’ 6,70 + 1,17 2,59+ 4,3

®Medida pelo método Lowry—Tinsley.
’néo dectada

Podemos observar na Tabela 4.18, que os melhores resultados foram obtidos no tempo
de residéncia de 24 min, para todos os solventes. Contudo, o resultado para as reacOes
realizadas com cimeno foi menor no mesmo tempo de residéncia (87,03 £ 3,5%) quando
comparado com 0s 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 eletrostaticos no
microambiente do sitio ativo prejudicando a atividade catalitica (Ke) da enzima
(SITNITSKY, 2008; GAVISH, WERBER, 1979).

Tabela 4. 19: Converséo da esterificacdo entre 300 mM de DAF e RAG (1:1) catalisada pela
lipase de Rhizomucor miehei IM em condi¢éo de fluxo continuo.

. Tempo de Conversdo (%)*
Fluxo (mL.min™)

residéncia (min) 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+ 2,50 333+25
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 504211 8,09 + 2,70 23,95+ 3.2

®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 enzimatica. Boas conversdes
foram obtidas para as reacOes realizadas com tolueno em tempos de residéncia de 24 até 5,4
minutos. Enquanto que para o TBME, um decrescimo significativo na conversdo foi
observado quando o tempo de residéncia 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 enzimaticas e estabilidade sdo geralmente observadas
em solventes com pobre polaridade (maiores valores de log P). Solventes com altos valores de
log P alteram a conformagcé&o tridimensional da enzima proporcionando uma melhoria em sua
atividade catalitica (AKOH, MUTUA, 1994; LOUGHLIN, 2000).

Embora o p-cimeno tenha um alto valor de log P (4,014) as conversfes ndo sao tdo
boas em compara¢do aos outros solventes, mesmo em tempos de residéncia altos (24 minutos
- 57,74% + 5,1). Isto pode ser atribuido a elevada viscosidade do solvente (0,760 cP) como
citado anteriormente, minimizando a atividade catalitica da enzima (SITNITSKY, 2008).

Tabela 4. 20: Converséo da esterificagdo entre 500 mM de DAF e RAG (1:1) catalisada pela
lipase de Rhizomucor miehei IM em condicdo de fluxo continuo.

. Tempo de Converséo (%)?
Fluxo (mL.min™) ) ) )
residéncia (min) 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
15 1,6 12,94 + 3,49 6,15+ 3,9

®Medida pelo método Lowry-Tinsley.

A pobre solubilidade de 500 mM do DAF no solvente cimeno impediu a realizacao
dos testes do mesmo em condicdes de fluxo continuo. Assim, os testes foram realizados
apenas em TBME e tolueno (Figura 4.20). A esta concentracdo de substrato os melhores
resultados foram obtidos com o maior tempo de residéncia, com ambos os solventes (24
minutos). A diminui¢do drastica na conversdo é observada quando se reduz o tempo de

residéncia de 24 minutos a 8 minutos para ambos 0s solventes. Provavelmente, devido a
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saturacdo do sitio ativo da enzima devido as altas concentracdes de substrato (HUMEAU et
al, 1998).

Assim como as reagdes da etapa anterior em condicao de fluxo continuo em n-heptano
com enzima comercial, todas as reacGes foram realizadas em reator com as mesmas
dimensGes para evitar a influéncia deste pardmetro na conversdo do produto desejado. No
entanto, um reator de didmetro maior (0,78 cm?) quando comparado a fase anterior (0,3 cm?)
com o0 mesmo volume de leito, bem como a mesma massa de biocatalisador (950 mg) foi
utilizado gerando bons resultados de conversdao em concentracdes superiores de substrato.
Dessa forma, € interessante ressaltar a influéncia das dimensdes do reator na catalise

enzimética em condicdo de fluxo continuo.

4.3.2 Catalisada pela enzima Cal B imobilizada em organogel

As reacGes em fluxo continuo para o sistema microemulsionado imobilizado em
organogel foram realizadas nas melhores condig¢des obtidas anteriormente na otimizagdo em
batelada: 5 mM de uma mistura (1:1) de AP e DAF em n-heptano e em tolueno a 50°C. Com
0 intuito de melhorar a produtividade de éster, reacdes com 20 e 40 mM também foram
realizadas nas mesmas condi¢fes reacionais. Como podem ser observados na Tabela 4.21 os
melhores resultados de conversdo foram obtidas no maior tempo de residéncia (47,1 min) para
ambas as concentragOes testadas. Quando o tempo de residéncia diminui as conversoes
decrescem consideravelmente. Resultados de conversdo em torno de 90% podem ser
observados para as reacdes realizadas com 5 e 20 mM de substrato em fluxo de 0,1 mL.min™,
entretanto, os testes com 40 mM n&o demostraram 0 mesmo comportamento nos resultados. A
partir de 20 mM os resultados de conversdo decresceram. Isso vai ao encontro do efeito
negativo da varidvel substrato observado na otimizagdo em batelada desse sistema, ou seja,
um aumento na concentracao de substrato gera uma diminui¢do nos resultados. Entretanto, tal
efeito ndo foi observado até 20 mM, devido talvez a quantidade de enzima aplicada no
sistema de fluxo (600 pg) que € superior a trabalhada em sistema batelada (até 180 pg). Tais
testes demonstram que existe um ponto de 6timo na relacdo dessas duas variaveis no sistema
devido talvez a algum efeito de saturacdo da enzima pela maior concentracdo de substrato

nesse sistema.
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Em ambos os fluxos testados 0 mesmo tipo de leito e quantidade de enzima foi usado
(comprimento e largura) para minimizar a influéncia desses parametros na conversao para o

produto desejado.

Tabela 4. 21: Converséo para as reacdes realizadas em n-heptano e em fluxo continuo
catalisada pela enzima Cal B em micela reversa imobilizada em organogel.
Converséo (%)?

Fluxo (tempo de residéncia)

5mM 20 mM 40 mM
0,1 mL.min™ (47,1 min) 902+43 90,1%35 32+37
0,3 mL.min™ (15,7 min) 364+31 25+ 2,6 19,829
0,6 mL.min™ (7,85 min) 258+29  161+24 14+35

Condicoes reacionais: acido palmitico e DAF (1:1) a 50 ‘C (600 pg de Cal B, volume
reator = 4,71 mL).
& Medido por método Lowry-Tinsley.

Testes em tolueno, nas condicBes ideais otimizadas em batelada também foram
realizados, mas nao mostraram resultados de conversdo. Quando a mistura reacional em
tolueno foi submetida ao fluxo continuo algum efeito deletério ocorreu ao gel, visto a turbidez
apresentada na solucdo de saida. Ndo esta claro como ocorre esse efeito deletério do tolueno
ao gel. No entanto, um fendmeno semelhante foi observado por Rees et al (1991) e Soni et al

(2001) quando o gel foi usado com outros solventes.

4.4. Eficiéncia dos sistemas estudados

A fim de comparar os sistemas, bem como a eficiéncia dos biorreatores estudados, a
produtividade (P) foi adotada como forma de avaliagdo. A produtividade de cada sistema foi
calculada através de suas relacGes entre a quantidade de produto formado, tempo reacional e
quantidade de enzima. Dessa forma, os valores encontrados foram expressos em g de
produto.h™.g de enzima™. Com os valores de dessorcéo da lipase RM IM que apresentou 0s
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: Comparacdo dos resultados obtidos em cada sistema estudado.

Sistema

Acido graxo

utilizado

Tempo

(minutos)

Quantidade de

enzima (mg)

P (g produto.h™.g

de enzima™)

Batelada - RM IM
em heptano (até 50

mM de substrato)

Fluxo continuo -
RM IM em heptano
(att 50 mM de

substrato)

Fluxo continuo em
tolueno (até 500

mM de substrato)

Batelada -
Microemulséo
AOT/Iso-octano em
Organogel

Fluxo continuo -
Microemulsdo
AOT/lIso-octano em

Organogel

AP

AP

RAG

AP

AP

1440

3,42

4,8

120

47,1

5,75

21,85

21,85

0,09

0,6

0,7

8,1

362,9

66,8

88,1

Como descrito no trabalho, as reacdes em leito fixo demonstraram excelentes resultados

em tempos inferiores aquelas realizadas em condicGes de batelada. O menor tempo necessario

para a realizacdo das reacdes em fluxo se da devido a alta concentracdo de enzima nesse tipo

de biorreator. Além disso, as reacGes em fluxo possibilitaram uma maior reciclabilidade do

biocatalisador devido a minimizacéao dos efeitos de cisalhamento ocasionados ao suporte.

O menor tempo necessario para realizar as reacdes em fluxo maximiza a produtividade

nesse sistema. 1sso é mais evidente quando longos tempos reacionais sdo necessarios em

batelada. Foi o caso das reagdes realizadas com até 50 mM de substrato, como pode ser

observado na Tabela 4.22, quando comparamos o sistema batelada com o fluxo continuo
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onde houve um incremento na produtividade, de 0,7 para 8,1 g produto.h™.g de enzima™ para
o sistema em batelada e em fluxo continuo, respectivamente.

Uma excelente produtividade em fluxo continuo foi obtida (362,9 g produto.h™.g de
enzima®) quando tolueno foi utilizado como meio reacional devido a maximizagdo da
solubilidade dos substratos. As condicGes reacionais, tempo (4,8 minutos) e quantidade de
enzima (21,85) foram muito similares a reacdo 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 reacGes dessa fase foram feitas utilizando um residuo
de &cidos graxos como substrato constituido por &cidos graxos de cadeia longas que, como ja
discutido, sdo melhores substratos para a lipase RM IM do que &cidos graxos de cadeia curta,
corroborando com os bons resultados obtidos nesses ensaios.

Com relacdo ao sistema de microemulsdo 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,
guantidades muito menores de enzimas se comparados 0s sistemas com enzimas imobilizadas
sdo utilizados e 6timas conversdes puderam ser encontradas, elevando-se os valores de P
calculados. No entanto, quando se compara as condigdes reacionais nesse sistema, ou seja, a
batelada com o fluxo continuo, um incremento é observado na produtividade que passa de
66,8% para 88,1%, respectivamente. Esse aumento da produtividade, de uma condigédo para
outra ndo foi tdo acentuado, pois o tempo reacional necessario em batelada foi pequeno (120
minutos) em comparacao as reacdes com a enzima imobilizada RM IM. Cabe ressaltar ainda
sobre os sistemas em AOT que a imobilizacdo em organogel possibilitou os testes em
condicdo de fluxo continuo, visto que as micelas reversas sdo sistemas liquidos que nao
poderiam ser utilizadas em tal condic&o.

Embora sistemas diferenciados de reacdo estejam sendo comparados, através de seus
valores de P obtidos, deve-se ressaltar que cada resultado de converséo foi obtido em diversas
condigdes reacionais, como temperatura, quantidade de enzima, e agitacdo. No entanto, essas
condigdes foram otimizadas com o intuito de maximizar seus resultados, portanto sistemas em

fluxo continuo foram mais atraentes do que aqueles em batelada.
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Pode-se concluir que a sintese quimica do 2,3:4,5-O-diisopropileideno-p-D-frutopiranose
(DAF) foi plenamente satisfatdria por proporcionar a solubilidade do carboidrato em varios
solventes organicos. A utilizagdo dos grupos protetores (isopropilideno) permitiu uma maior
solubilizagdo em temperatura ambiente, ao contrario da frutose que necessita de temperatura e
longos tempos de agitacdo. O DAF demonstrou ser um excelente substrato para as enzimas
permitindo a sua esterificacdo com acido palmitico em altas conversées e em condicdes
reacionais brandas tanto no sistema de batelada quanto em fluxo continuo. A esterificacdo
com o DAF garantiu a sintese exclusiva do produto de monoacilagdo por deixar apenas uma
hidroxila reativa.

Através da metodologia de superficie de resposta, as melhores condices reacionais
puderam ser encontradas para os sistemas em batelada tanto para as reagdes 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 conversao em éster quando utilizado uma maior quantidade de
catalisador para a esterificagdo com a enzima RM IM e uma maior temperatura paraa TL IM;

Entre as enzimas imobilizadas comerciais avaliadas em sistema batelada a RM IM
apresentou melhores resultados de conversao, bem como aparentou ser mais resistente ao
cisalhamento do que a TL IM. Um residuo de &cidos graxos, proveniente da industria de
refino de 6leo de Palma (RAG) p6de ser utilizado como matéria-prima para a esterificagdo do
DAF em sistema de fluxo continuo, agregando valor ao produto final. As enzimas
imobilizadas comerciais apresentaram um bom desempenho em altas concentragdes de
substrato, até 500 mM, em sistema de fluxo continuo.

A enzima Cal B em micela reversa imobilizada em organogel demonstrou ser um bom
catalisador somente em baixas concentrag0es de substrato tanto em sistema batelada quanto
em fluxo continuo.

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 producao de éster de DAF.

133



CAPITULO 6
PERSPECTIVAS FUTURAS

Este é um trabalho inovador no que diz respeito a utilizacdo do 2,3:4,5-O-
diisopropileideno-B-D-frutopiranose (DAF) como substrato em esterificacdo enzimatica,
maximizando a solubilidade da frutose em solventes orgéanicos nesse tipo de reacdo. Sugere-se

como perspectivas futuras os seguintes topicos:

» Estudo da desprotecdo dos grupos isopropilidénicos do éster formado para

aproveitamento das propriedades emulsionantes do palmitato de frutose;

» Utilizacdo do sistema de fluxo continuo para a reacdo de protecdo da frutose com

acetais (isopropilideno);

> Investigacdo das reagdes quimio-enzimaticas em cascata sob condi¢des de fluxo
continuo, protecdo da frutose, esterificacdo enzimatica do DAF e desprotecao do éster
formado;

» Avaliacdo das propriedades emulsionantes do éster como balanco lipofilico-
hidrofilico, tensdo superficial, tensdo interfacial, concentracdo micelar critica,
estabilidade de emulséo e capacidade de formacédo de espuma.

> Realizacdo de scale-up reacional visando a aplicabilidade industrial,

> Teste em formulagbes alimenticias, bem como cosmetoldgicas em substituicdo aos

ésteres graxos de sacarose comerciais.
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APENDICE A
Espectros de RMN

Nesta secdo serdo anexados os espectros de Ressonancia Magnética nuclear (13C-RMN e
1H-RMN) e bi-dimensionais (COSY, HMBC e HSQC) realizados para a confirmacéao

estrutural das respectivas moléculas.
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Figura A 1: Espectro de RMN *H (200 MHz, CDCl5) do 2,3:4,5-O-diisopropileideno-B-D-frutopiranose (diacetonideo da frutose).
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APENDICE A

Figura A 2. Espectro de RMN **C (50 MHz, CDCls) do 2,3:4,5-O-diisopropileideno-B-D-frutopiranose (diacetonideo da frutose).
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APENDICE A Espectros RMN
Figura A 3: Espectro RMN *H (200 MHz, CDCl5) do palmitato de 2,3:4,5-O-diisopropileideno-p-D-frutopiranose.
(@]
o)l\/\/\/\/\/\/\/\
o o
<
(@]
~ O
f |
| i
LT J-n-— I— wh Ll e -——-‘ AN - " e o | adaaand L ol e )
1CllD 1EIED 17ID 1EI|D I 15ID 1<IID I 13ID I 12ID 1:;.0 I I QID I EEID I F0 I EnlD I SID 4ID SID 2ID 1ID

100
f1 (ppm)

Figura A 4: Espectro de RMN “*C (50 MHz; CDCls) do palmitato de 2,3:4,5-O-diisopropileideno-B-D-frutopiranose.
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The lipase catalyzed sugar ester synthesis is an interesting strategy for producing biodegradable, non-
ionic surfactants. The main disadvantage of this protocol is the long reaction time required for achieving
moderated to good yields. Here, we report the esterification of steric hindered fructose derivative where
important variables for batch conditions were identified by the use of a RSM protocol and then translated
to the continuous flow regime with high conversions and short residence times.

© 2012 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Sugar-based fatty acid esters are non-ionic, biodegradable,
odorless, non-irritating, non-toxic surfactants that possess impor-
tant emulsifying properties. These esters have application in
innumerous areas including pharmaceuticals, cosmetics, deter-
gents and food industry [1]. The increasing interest in these
moleculesis due to the possibility of their synthesis from renewable
sources [2]. Among these sugar-based surfactants fructose-derived
fatty acids esters possess higher interfacial tension values when
compared to other sugar-based surfactants and also antibacterial
properties with potential use in food additives [3].

These surfactants are synthesized through esterification reac-
tion and as simple as it may seem, this reaction between fatty
acids and carbohydrate represent a challenge. The challenge comes
from the almost orthogonal solubility properties of these starting
materials, which narrows the window for optimization. Chem-
ical methods for the synthesis of sugar esters require the use
of high temperatures in the presence of alkaline catalysts and
toxic solvents, resulting in high energy consumption, formation of
undesirable by-products and low selectivity. In fact, the chemical

* Corresponding author. Fax: +55 2125627001,

E-mail address: rodrigosouza@ig.ufrj.br (R.O.M.A. de Souza).
! Fax: 455 2125627005,
2 Fax: +55 2125627807.

1381-1177/% - see front matter © 2012 Elsevier B.V. All rights reserved.
http:f{dx.doi.org/10.1016(j.molcath.2012.08.004

synthesis is usually carried out in solvents like pyridine, DMF or in
asolventless system [4]. These approaches lead to colored products
and in some cases a mixture of mono and diester is produced.

The use of enzymes is an attractive approach since enzymatic
catalysis in non-aqueous media allows obtaining pure products due
to the enzyme specificity. In addition, the reaction is conducted
under mild temperature and pH conditions, which minimize side
reactions compared to the chemical processes [3k]. However, the
solubility problems still persist leading in many cases to low con-
version and long reaction times [5].

An example of attempt to overcome the solubility problem is
the use of sugar boronates as starting materials. This approach was
successfully used in the acylation of fructose with fatty acids [3]j].
However, the synthesis of sugar boronates is trick, since many dif-
ferent boronates are possible as a function of pH, concentration and
temperature. Additionally, the hydrolysis is not a straightforward
step.

Another approach to enhance solubility is the use of ketal pro-
tected sugars. The synthesis of these ketals is very robust and
products are stable and soluble in organic solvents. This approach
was successfully used in the synthesis of glucose, galactose and
xylose esters by several authors [6]. Interestingly, to the best of
our knowledge, no example of the use of fructose-derived ketal in
the synthesis of fructose fatty esters is reported. This fructose ketal
is a ketohexose presented in two piranosidic forms (Fig. 1). The
two structures presented in Fig. 1 differ only by the position for
esterification which is direct related to the free hydroxyl group.
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Lipase-catalyzed synthesis of secondary glucose esters
under continuous flow conditions
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Chemical methods for the synthesis of sugar esters require the use of high temperatures in the presence of
alkaline catalysts resulting in undesirable by-products and low regiosselectivity. Sugar-based fatty acid
esters are non-ionic, biodegradable, odorless, non-irritating, non-toxic surfactants widely used
pharmaceuticals, cosmetics, detergents, and food industry. Here in we report our results on
enzymatic esterification of protected glucose (glucose ketal) with several fatty acids using the
immobilized lipase from Rhizomucor miehei under batch and continuous flow conditions, to afford
new glucose derivatives with potential surfactant properties. The results presented here shows that
high conversions can be obtained in short reaction time.

Practical application: The research of new non-toxic, environmentally friendly and biodegradable
surfactants to replace chemicals has increased along with the development of green chemistry. Nonionic
biosurfactants, such as sugar fatty acid esters, may be obtained by enzymatic synthesis, a simple manu-
facturing method for application in several areas, including food, cosmetic, detergent, and pharmaceutical
industry. In this work we have described the uncommon esterification of a steric hindered secondary
hydroxyl group on glucose ketal leading to new glucose derivatives with potential application as surfactants.

Keywords: Continuous flow / Esterification / Lipase / Packed bed / Surfactants
Received: September 11, 2012 / Revised: November 10, 2012 / Accepted: January 4, 2013
DOI: 10.1002/ejlt.201200321

catalysts and toxic solvents, resulting in high energy con-
sumption, formation of undesirable by-products and low
regiosselectivity. Because of this, not all chemically esters

1 Introduction

Sugar-based fatty acid esters are non-ionic, biodegradable,
produced are allowed for use in food, cosmetics, and phar-

maceutical products [3].

odorless, non-irritating, non-toxic surfactants that possess
important emulsifying properties. These esters have appli-

cation in innumerous areas including pharmaceuticals, cos-
metics, detergents, and food industry, having properties that
could be explored, such as emulsion forming and stabiliz-
ation, antiadhesive and antimicrobial activities [1-4].
Chemical methods for the synthesis of sugar esters require
the use of high temperatures in the presence of alkaline
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Organic Synthesis Group, Chemistry Institute, Federal University of Riode
Janeiro, Rio de Janeiro CEP: 22941-909, Brazil
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Abbreviations: GluK, 1,2:5,6-bis- O-(1-methylethylidene}-«-o-glucofuranose;
TBME, tert-butylmethylether

@ 2013 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

An alternative to the synthesis of sugar esters derivatives is
the enzymatic synthesis, which avoids the problems gener-
ated in chemical synthesis [1]. Enzymatic synthesis in organic
media allows one to obtain higher selectivity and pure prod-
ucts because of enzyme specificity [5-7]. When produced
by enzymatic process, more mild conditions are required
minimizing side reactions when compared to the chemical
process. However, one of the major drawbacks of this process
is the low solubility of the starting material leading in some
cases to low productivity due to long reaction times [8-16].
An example of attempt to overcome the solubility problem
is the use of sugar boronates as starting materials. This
approach was successfully used in the acylation of fructose
with fatty acids. However, the synthesis of sugar boronates is
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1. Introduction

Lipases are triacylglycerol hydrolytic enzymes useful for a wide
range of reactions including hydrolysis, esterification and
transesterification reactions." Upon immobilization, sup-
ported enzymes can provide an easily separable and reusable
system (together with enhanced product recovery) which is
often also more resistant to deactivation as compared to the
parent free enzyme.” ' Immobilization has several impli-
cations in the generation of more stable biocatalysts compati-
ble with continuous processing technologies. Several ways
have been reported to immobilize enzymes on a range of sup-
ports. These range from the more extended and widely
employed physical methods (e.g. adsorption, entrapping and/
or electrostatic immobilization) to chemical protocols (e.g.
covalent immobilization). Compared to conventional and
more explored methodologies, a recent novel approach based
on enzyme encapsulation by using biomimetic silica mineral-
ization (the so-called biosilicification) was proved to offer the
possibility to render highly active and stable biocatalysts
entrapped within a silica support.*"™"* This could be carried
out in a one-pot reaction by using a silicic acid precursor (e.g.
tetramethylorthosilicate - TMOS) and a polycationic catalyst
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waste streams under continuous flow conditions. Findings demonstrate that better conversions could be
obtained when compared with commercially available immobilized enzymes.

under mild conditions (typically room temperature, close to
neutral pH).

Particularly, the activities and (enantio)selectivities of
esterases encapsulated in such silica nanoparticles were very
recently reported to be significantly influenced by encapsula-
tion in enantioselective esterifications. These relevant findings
supported previous theories that suggested complex and un-
expected (even unpredictable) structural modifications of
enzymes upon physical and/or chemical immobilization on
various solid supports.”*'® In any case, the development of
biosilicification methodologies will pave the way for the encap-
sulation of a wide range of enzymes with varying activities and
specificities which can have significant implications in indus-
trial biocatalysis.

Palm oil is generally obtained by a refining process that
removes free fatty acids, odoriferous matter, water and impuri-
ties from crude palm oil to produce high quality edible oil."”
The remaining free fatty acids are currently valorized for the
manufacture of rubber, candles and soaps but apart from
these, such acidic residues generally find no alternative
uses different from the aforementioned first generation recyc-
ling. These acidic food-derived residues will significantly
benefit from the development of innovative and advanced
valorization practices to convert them into high added value
chemicals.

In the light of the potential of lipases for esterification
reactions and the wide availability of these refined palm oil
derived acidic residues in Brazil,'*** we report herein a simple
and efficient biosilicification approach to encapsulate lipases
which renders highly active and stable biocatalysts in esterifi-
cation reactions of the aforementioned fatty acid-derived
food waste (FAFW) residues under continuous flow as com-
pared to batch conditions. The surface response methodology
(RSM) has been employed as a tool to optimize reaction

This journal is © The Royal Sodety of Chemistry 2013
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A Comprehensive Study on the Activity and Deactivation
of Immobilized Lecitase Ultra in Esterifications of Food
Waste Streams to Monoacylglycerols

Karen M. Goncalves,™ " Felipe K. Sutili® Ivaldo I. Junior,®° Marcella C. Flores,

b]

Leandro Soter de Mariz e Miranda,” Ivana C. R. Leal,” Yraima Cordeiro,” Rafael Luque, and

Rodrigo Octavio M. Alves de Souza*™®

Lecitase Ultra was immobilized on Amberlites XAD2 and XAD4,
through physical entrapping under conventional stirring or ul-
trasound irradiation, and characterized by standard techniques.
The resulting immobilized biocatalysts were utilized in the val-
orization of an acidic food-derived residue from a palm oil re-
fining process to produce monoacylglycerols from isopropyli-

Introduction

Lipases are triacylglycerol acyl hydrolases able to catalyze vari-
ous chemistries, including the hydrolysis of esters, esterifica-
tion, and transesterification reactions!” These «-/B-hydrolases
comprise of catalytic Ser-His-Asp (Glu) triad residues covered
by an «-helical mobile surface loop,” which makes them able
to efficiently work at aqueous/nonaqueous interfaces. Due to
these interesting properties, lipases find widespread applica-
tions in biotechnology and in biomedical sciences.

Lecitase Ultra, which is a new enzyme preparation from the
fusion of genes from lipase Thermomyces lanuginosus and
phospholipase Fusarium oxysporum, possesses important phos-
pholipase A1 activity.”! Phospholipases have been described to
undergo interfacial activation, similar to lipases. Due to the
nature of Lecitase Ultra, some researchers found that this
enzyme displayed both lipase and phospholipase properties
on a single active site.”” It can be hyperactivated by some de-
tergents and is able to recognize different esters.”
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dene glycerol under batch and continuous flow conditions.
Results indicated that the immobilized biocatalysts could med-
erately convert the food waste residue (max. conversion 50-
60%), exhibiting interesting stability under continuous flow
conditions.

Lecitase Ultra, which is comprised of a single protein with
a molecular mass of 35 kDa, was initially developed for degum-
ming processes. However, it has been reported to be highly
useful as an enantioselective biocatalyst for fine-chemicals pro-
duction,®® as well as for the preparation of enantiomerically
pure, important, commercial intermediates.

Although lipases and phospholipases currently have multiple
industrial applications, they are often easily deactivated; thus
they are difficult to reuse and/or be separated from the reac-
tion system upon reaction completion. The most widely ex-
tended methodology to improve the operational lifetime, sta-
bility, recovery, reuse, and continuous operation of lipases in-
volves the immobilization of the enzymes on solid supports.
Adsorption has been extensively utilized as an immobilization
technique due to its simplicity and reduced costs. However, in-
teractions on hydrophobic supports have been reported to in-
fluence the conformation of the enzyme.”

Ultrasound is a commonly employed technology in organic
chemistry. Its particular chemical and physical effects have in-
herent advantages over other technologies that are related to
extreme localized conditions generated by the cavitational col-
lapse of sonication.”” A series of chemical species/effects not
easily obtained under conventional conditions can be induced
under ultrasound.”” Ultrasound irradiation can be applied in
biocatalysis to obtain smaller average drop sizes, increasing
the interfacial area and dispersion of the enzyme at this inter-
face™

Low-intensity-level ultrasound can favor mass transfer effects
in the liquid phase as a consequence of enhanced mobility of
the medium. However, this phenomenon also promotes a high
local increase in temperatures and pressures that can affect
the secondary structure of an enzyme.”

ChemSusChem 2013, 6, 872-879 872
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Free fatty acids are used in many cases for the production of soaps, candles and assist processing of
rubber products, but we believe that new process technology should be developed to produce products
with higher added value. Monoacylglycerols (MAGs) are nonionic surfactant, highly hydrophobic and has
been used as controlled release systems for drugs. The results presented here for the lipase-catalyzed
MAG production show that both batch and continuous flow conditions can lead to the desired product
in short reaction time and high yield (70-95%) but the use of packed bed reactors (PBR) shows higher
efficiency when compared to batch reactors.

© 2012 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

The Twelve Principles of Green Chemistry reflect the need for
definitive action with regard to the development of processes,
whether in universities and industry [1]. In this context, the avail-
ability of cheap raw material and renewable energy from nature
is the basis for industrial sustainability, as well as a better use of
industrial waste. In this sense, strategies to develop clean tech-
nologies for chemical processes aim to balance economic and
environmental aspects [2].

In recent years, the group of four main countries that grow soy-
beans comprising Brazil, Argentina, Bolivia and Paraguay recorded
92% increase in production and 66% increase in planted area with
soybeans and palm oil, which represents several tons fiber and
by-products of the refining procedure.

# Corresponding author. Fax: +55 2125627001.
! Fax: +55 2125627001/2125627807.

2 Fax: +55 2125627001,

? Fax: +55 2125627001/2125627005.

4 Fax: +55 2125627005,

5 Fax: +55 2125627807.

1381-1177/% - see front matter © 2012 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/).molcath.2012.01.008

Palm oil has a wide range of applications, about 80% is used
for food applications (cooking oil), while the rest is raw material
for a series of non-food applications [3]. Among food uses, olein
refined, bleached and deodorized is mainly used in cooking and
frying oils, fats and margarines. Many mixtures have been devel-
oped to produce solid fats with zero content of trans-fatty acids
[4].

The refining process removes free fatty acids, phosphatides,
odoriferous matter, water and impurities from the crude palm oil
to produce high quality edible oil that meets industry standards. To
achieve this chemical or physical objective, refining can be used as
shown in Scheme 1 and in both cases free fatty acids are obtained
as a byproduct of the refining processes.

Free fatty acids are used in many cases for the production of
soaps, candles and assist processing of rubber products, but we
believe that new process technology should be developed to pro-
duce products with higher added value [5]. Monoacylglycerols
(MAGs) are important molecules that find applications in differ-
ent fields. In food industry are widely used in the preparation of
bakers, pastry and margarine [6]. They are also used in pharmaceu-
tical [7] and cosmetic industry as drug carriers and to increase the
consistency of creams and lotions [8].

Monoacylglycerols (MAGs) are nonionic surfactant, highly
hydrophobic and has been used as controlled release systems for
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Design of experiments

Recognition that trans and saturated fats have negative health effects drive researchers to develop
alternative systems that can structure liquid oils into semi-solid plastic pastes for food applications.
Monoacylglicerols (MAG) can be used as a promising molecule to achieve this structuring so we have
optimized a biocatalytic batch process to the esterification reaction between 1,2-0O-isopropylidene glyc-
erol and stearic acid, catalyzed by Lipozyme RM IM, using response surface methodology (RSM) in a
laboratory setting with 95% of conversion after 4 h.

© 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

A better understanding of the role of dietary lipids in the
coronary heart disease (CHD) continues to give us insights into
metabolic effects of individual fatty acids and their impact on sur-
rogate markers of risk [1]. The recognition that trans and saturated
fats have negative health effects drive researchers to develop alter-
native systems that can structure liguid oils into semi-solid plastic
pastes for food applications because the traditional processes for
manufacturing spreads, margarines, and shortenings uses hydro-
genation and|or saturated fats to achieve the desired structuring
[2,3].

In this way, monoacylglicerols (MAG) can be used as a promis-
ing molecule to achieve this structuring by utilizing the properties
of gel phases (alpha gel and coagel) [4,5]. These MAG are commonly
produced based on alkaline-catalyzed chemical glycerolysis of nat-
ural oil and fats at high temperatures (220-250°C) and elevated
pressure under nitrogen atmosphere leading to products with low

* Corresponding author. Fax: +55 2125627001.
E-mail addresses: rodrigosouza®iq.ufrj.br, souzarod21@gmail.com
(R.O.M.A. de Souza).
! Fax: +55 2125627001.
2 Fax: +55 2125627807,
? Fax: +55 2125627005,

1381-1177/% - see front matter © 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.molcath.2011.07.007

yield, poor quality, dark-colored and burned-tasting characteris-
tics [6,7]. To overcame this issues the use of enzymatic process can
lead to an environmentally friendly approach, employing enzyme-
catalyzed synthesis of MAG by selective hydrolysis or alcoholysis
using 1,3-regiospecific lipases [8-10], esterification of glycerol with
fatty acids [11,12], and glycerolysis of fats or oils [13].

In this work we have optimized a biocatalytic batch process to
the esterification reaction between solketal and stearic acid using
response surface methodology (RSM) in a laboratory setting [14].
The lipase-catalyzed esterification [15] has been investigated as a
potential substitute to the traditional chemical glycerolysis, since
lipases as biocatalysts demand milder reaction conditions which
minimize energy costs, allow a better reaction control and conse-
quently provide higher-quality products [16]. RSM is a statistical
tool for developing and optimizing processes with one or more
responses influenced by several variables. The RSM advantage is
that it allows the user to gather large amounts of information from a
small number of experiments. The RSM use also enables to observe
the effects of individual variables and their combination of interac-
tions on the response.

2. Experimental

Heptane was purchased from Tedia Co. (R,S)-1,2-isopropylidene
glycerol from Sigma-Aldrich as well as all chromatofigureic
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ABSTRACT: Biodegradable, biocompatible and nontoxic nonionic surfactants are widely used in food, pharmaceutical and
industrial applications being commonly produced based on alkaline-catalyzed chemical glycerolysis of natural oil and fats at high
temperatures and elevated pressure under nitrogen atmosphere. In this work we have optimized a biocatalytic continuous flow
process with packed bed reactor for the esterification reaction between (R,S)-1,2-isopropylidene glycerol and stearic acid using
response surface methodology (RSM) leading to the desired product in excellent conversion (95%) and short reaction time (40 s of

residence time).

1. INTRODUCTION

Partial acylglycerols, mono- and diacylglycerols (MAG and
DAG) are well-known biodegradable, biocompatible and non-
toxic nonionic surfactants"” widely used in food, pharmaceutical
and industrial applications.>* The hydrophobic part consists of
fatty acid (ie., lauric, myristic, palmitic, oleic and stearic acid),
whereas the hydrophilic part can be formed by of glycerol or one
of its ester derivatives from organic acids such as lactic, citric,
acetic or tartaric acid.

They are commonly produced on the basis of a batch alkaline-
catalyzed chemical glycerolysis of natural oil and fats at high
temperatures (220—250 °C) and elevated pressure under nitro-
gen atmosphere. Besides the high-energy consumption, high
temperatures are the responsible for the low yield (<50%) and
poor product quality leading to dark-colored and burned-tasting
products formation, which requires extensive and costly purifica-
tion steps.s’ﬁ In this way, the use of enzymatic process can
overcome these issues and lead to an environmentally friendly
approach, employing enzyme-catalyzed synthesis of MAG by
selective hydrolysis or alcoholysis using 1,3-regiospecific lipases,”
esterification of glycerol with fatty acids® and glycerolysis of fats
or oils.

Among the monoacylglycerols, monostearin stands out due to
its wide application usually as additive in candy, ice cream, cake
and bread, which has functions of emulsifying, dispersing, anti-
froth, bulge, antistarch, improving preservation, protecting fresh-
ness and controlling lipid to agglutinate in the food. It is also used
in chocolate, candy and ice cream to avoid crystallization and
prevent separations between oil and water. It can increase shine
and exquisite feeling.w

For industrial purposes, the continuous flow system is pre-
ferred to batch reactors due to its greater process control, hi%h
productivity and improvement of quality/purity and yield.“’ 2

Several types of reactor can be used in continuous operation,

VACS Publications ©2011 American chemical society

among these reactors, packed bed reactors (PBR) are the most
popular due to high efficiency, low cost and ease of construction,
operation and maintenance. >~ "

In this work we have optimized a biocatalytic continuous flow
process with a packed bed reactor for the esterification reaction
between (R,S)-1,2-isopropylidene glycerol'® and stearic acid
using response surface methodology (RSM)'” in a laboratory
setting, To the best of our knowledge this is the first report
for this reaction under continuous flow conditions. The lipase-
catalyzed esterification has been investigated as a potential
substitute to the traditional chemical glycerolysis, since lipases
as biocatalysts demand milder reaction conditions which mini-
mize energy costs, allow a better reaction control and conse-
quently provide higher-quality products,* RSM is a statistical tool
for developing and optimizing processes with one or more
responses influenced by several variables. The RSM advantage
is that it allows the user to gather large amounts of information
from a small number of experiments. Using RSM also enables
observation of the effects of individual variables and their
combination of interactions on the response.

2. RESULTS AND DISCUSSION

We began our study evaluating the esterification reaction
between (R,S)-1,2-isopropylidene glycerol and stearic acid cat-
alyzed by immobilized lipase from Rhizomucor miehei (RM IM)
under continuous-flow conditions. The reaction proceeded at
60 °C and different flow rates (0.2, 0.6, and 1.0 mL/min). To this
purpose we have used a 35 mM stock solution containing stearic

acid and (R,$)-1,2-isopropylidene glycerol (equimolar proportion)
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The present work focuses on the oleic acid epoxide production by using PSCl Amano Lipase as biocatalyst
in the reaction. An experimental design (central composite design - CCD) adopting surface response was
applied to this purpose. Reactions were performed in a shaker equipment and different variables were
investigated, such as temperature (25-55+C), enzyme load (10-20wt% of oleic acid mass), hydrogen
peroxide load (0.1-0.2%) and reaction time. PSCl-Amano enzyme showed its best behavior as biocatalyst
after 3 h of reaction at 55 °C, 10% enzyme load, 0.2% hydrogen peroxide and, applying 150 rpm as stirring.
On these conditions, the epoxide yield was around 88%.

© 2012 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Oleochemicals are hydrocarbons derived from vegetable oils
closely related to petrochemicals and well suited for transforma-
tions by the chemical industry [1]. Vegetable oils and fatty acids
can be used incosmetics, lubricants, chemical additives, detergents,
pharmaceuticals, polymers, and other products [2].

Vegetable oils and their unsaturated fatty acids can be converted
into epoxies which are useful intermediates in organic synthesis
by participating in many reactions due to the high oxirane ring
reactivity [3]. Among their important applications there is the func-
tion as plasticizer for polyvinyl chloride (PVC). Plasticizers increase
flexibility, workability or distensibility of plastics, hence render-
ing them suitable for diverse applications [4]. One of the most
important plastics additives currently adopted is the epoxidized
soybean oil (ESBO) which has a stable market of approximately
100,000 tons/year [5]. Global demand for plasticizers is projected
to grow to 7.6 million tons per year until 2018. The main market
is the Asia-Pacific region, with China holding on to its dominating
position with 65% share [6].

*# Corresponding author. Present address: Rua Aluisio da Silva Gomes no. 50, Uni-
versidade Federal do Rio de Janeiro, Campus Macaé, UFR], Pélo Universitario, Granja
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The most used procedure to produce epoxidized fatty acid esters
currently consists of two steps involving alcoholysis of triglyc-
erides/fatty acids using KOH as catalyst followed by epoxidation
of peroxyacetic acid esters or peroxyformic (Scheme 1) [7].

The formation of byproducts occurs due to the high medium
acidity. In addition, corrosion and production of large amounts of
salts when acids are neutralized are one of the problems associated
with this type of reaction [4].

Chemo-enzymatic epoxidation reaction often provides a more
selective and environment-friendly alternative to the Prilezhaev
epoxidation process [8,9]. In the chemo-enzymatic epoxidation
reaction, the enzyme normally catalyzes the peracid formation
from the corresponding fatty acid and hydrogen peroxide [10]. Then
the peracid spontaneously transfers oxygen to the double bond
forming the epoxide (Scheme 2) [11].

Lipases or triacylglycerol hydrolases are an important group of
biotechnologically relevant enzymes with immense applications in
food, dairy, detergent and pharmaceutical industries. Lipases are
also defined as glycerol ester hydrolases that catalyze the hydroly-
sis of triglycerides into free fatty acids and glycerol. They can also
catalyze esterification, acidolysis, interesterification, alcoholysis
and aminolysis in addition to the hydrolytic activity on triglyc-
erides. Lipases are produced from microbes, specifically bacteria
and, they play a vital role in commercial ventures [12,13]. They
represent a broadly employed renewable biocatalystin lipids trans-
formation.Therefore, this work aims at performing the epoxidation
of oleic acid using lipase as biocatalyst and the Central composite

173



APENDICE B

PUBLICACOES

Ultrasonics Sonochemistry 19 (2012) 232-236

journal homepage: www.elsevier.com/locate/ultsonch

Contents lists available at ScienceDirect

Ultrasonics Sonochemistry

Palm oil hydrolysis catalyzed by lipases under ultrasound irradiation — The use
of experimental design as a tool for variables evaluation

Karen M. Gongalves?, Felipe K. Sutili *®, Selma G.F. Leite®, Rodrigo O.M.A. de Souza?,

Ivana Correa Ramos Leal “*

#Biocatalysis and Organic Synthesis Group, Centro de Tecnologia, Bloco A, Universidade Federal do Rio de Janeiro, CEP: 21941-909 llha do Funddo, Rio de Janeiro, Brazil
® Escola de Quimica, Laboratério de Microbiologia Industrial, Bloce E, Lab-11, Universidade Federal do Rio de janeiro, Ilha do Funddo, Rio de Janeiro, Brazil
© Faculdade de Farmdcia, Pdlo Universitdrio, Universidade Federal do Rio de Janeiro/Campus Macaé, CEP; 27930-560 Maoé, Rio de Janeiro, Brazil

ARTICLE INFO

ABSTRACT

Article history:

Received 28 January 2011

Received in revised form 18 June 2011
Accepted 29 June 2011

Available online 2 July 2011

Keywords:

Central composite rotatable design (CCRD)
Diacylglycerol

Hydrolysis reaction

Lipases

Palm oil

Ultrasound irradiation

Diacylglycerol oil has been increasingly recognized by its good nutritional properties and therefore, dif-
ferent technologies have been developed for obtaining it. The present work focuses on the diacylglycerol
production by hydrolysis reaction of the palm oil using the PS IM and TL IM commercial lipases as bio-
catalysts under ultrasound irradiation. An experimental design (central composite rotatable design -
CCRD) adopting surface response was applied as a tool to evaluate the optimal reaction conditions
beyond a restrict number of experiments. Reactions were performed in an ultrasound equipment and dif-
ferent variables were investigated, such as temperature (30-55 °C), enzyme content (1-2 wt.% of oil
mass), mechanical stirring (300-700 rpm) and reaction time. Both, PS IM and TL IM enzymes showed
the best results after 1 h and 30 min of reaction under 30 °C and, applying 300 rpm as stirring. On these
conditions, the diacylglycerol yield was around 34% and 39%, respectively; considering that 1% PS IM was
applied for the first one and, 2% TLIM for the second one. Therefore, it was obtained good yield of adiac-
ylglycerol-rich oil in shorter reaction times under sonication and soft conditions. The mathematic model
proposed suggested a satisfactorily representation of the process and good correlation among the exper-

imental results and the theoretical values predicted by the model equation were achieved.

@ 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Essential fatty acids and fat soluble vitamins are important en-
ergy sources [1]. However, diets rich in fats and oils are considered
relevant risk factors to obesity and heart diseases [2]. According to
the World Health Organization (WHO), at least 2 billion people
around the world were obese or overweighed in 2005 and it is esti-
mated that about 3 billion adults will be overweight or obese in
2015.

Since it was considered a global epidemic by the WHO, recom-
mendations and guidelines on the good fats consumption and bal-
ance of different fat types have been discussed [2].

Thus, palm oil has been receiving more attention as a result of
some studies relating its metabolic rate similar to fat catabolism
with unsaturated fatty acid diets [3] that are beneficial to the body
with respect to the overall heat production. In addition, palm oil
keeps the second position in terms of edible oil in world produc-
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tion [4]. Malaysia is the greatest producer and exporter of palm
oil and its derivatives [5] and Brazil is the greatest Latin American
producer of palm oil obtained from Elaeis guineensis.

Based on the importance of oils and fatty acids in nutrition and
medicine, functional foods have been developed more recently,
such as the diacylglycerol oil. Diacylglycerols (DAGs) are glycerol
esters in which two hydroxyl groups are esterified with fatty acids
(FAS). They come in two different isomeric forms: 1,2 (2,3) DAG
and 1,3 DAG and occur as a natural component of glycerides invar-
ious fats and oils at levels up to 10% (w/w) [2]. Moreover, according
to toxicology studies, diacylglycerol oil is safe and has different
metabolism from triacylglycerols. Therefore, it has good nutritional
properties, promoting suppression of serum levels of postprandial
triglycerides which are considered as risks for heart disease, hyper-
tension and glucose intolerance while at high levels [6].

DAGs are commonly used as emulsifiers and stabilizers in foods,
cosmetics and pharmaceutical industries. The latest application of
DAGs is the marketing as cooking oil with at least 80% of 1,3-DAG
[7]. In the United States, the diacylglycerol oil is “generally recog-
nized as safe” (GRAS) as food ingredient (FDA, 2000, 2003) and was
approved by the Japanese Ministry of Health, Labor and Welfare
(MHLW) as “food for specified health use” ( MHLW, 1998) [8]. Com-
mercially, the DG-rich oil is produced by esterification of fatty
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