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RESUMO

Lipases, triacilglicer6is éster hidrolases E. C. 3.1.1.3, s@o enzimas que atuam em ligagcdes
ésteres de triacilglicerdis, liberando dcidos organicos e glicerol. Em meio aos diferentes
suportes usados na imobilizacdo enzimdtica destaca-se a quitosana, um suporte organico
consistindo em um polimero natural amplamente empregada devido ao seu baixo custo. Este
trabalho teve como objetivo aplicar a enzima lipase de Rizhomucor miehei imobilizada em
quitosana visando a sua utilizacdo na obtencdo de ésteres obtidos a partir dos dcidos graxos
provenientes da hidrélise do 6leo de pequi (Caryocar brasiliense sp.) com potencial aplicagdao
na industria farmacéutica. Este trabalho visou promover uma alternativa de aproveitamento de
produtos regionais como os Oleos, suportes de imobilizagdo, contribuindo para a expansao e
diversificacdo da biotecnologia industrial e promovendo a sintese de compostos onerosos
como os ésteres a partir de matéria prima de baixo custo. Inicialmente realizou-se a
imobilizacdo da enzima no organogel a base de quitosana bem como a quantificagdo de sua
atividade. Posteriormente foi realizado os ensaios de esterificagdo a partir de 4dcidos graxos do
6leo de pequi em diferentes proporcdes de etanol sob agitacio de 150 rpm a 37°C num
periodo de 24 horas. Foram realizados ensaios de esterificacdo na presenga do amido em meio
reacional como agente dessecante ou adsorvente. Determinou o indice de acidez do meio
inicial e final para saber qual o rendimento de ésteres produzidos. A lipase em sua forma
imobilizada evidenciou atividade de 0,56 U/g, apresentando rendimento médio de 76% de
acidos graxos. Ocorreu valor mdximo de conversao nos ensaios realizados com a lipase
imobilizada na razdo molar 1:1, sendo 56,67% de ésteres formados na reagdo sem a presenga
do agente dessecante e 70,53% de conversdo em meio reacional com a presenga do agente.
Com o aumento da razdo molar, houve uma diminui¢do na formacdo dos ésteres devido ao
aumento de concentracdo do dlcool, formando uma barreira impedindo o acesso dos acidos
graxos ao sitio ativo da enzima retirando a camada aquosa protetora da estrutura enzimatica.
Fazendo uso do amido em meio reacional permitiu-se evitar que a presenca da dgua residual
formada durante a reacdo de esterificacio promovesse a hidrdlise dos ésteres formados,

favorecendo o aumento da conversao.

Palavras - Chave: Lipase; Imobilizacio; Esterificacio; Quitosana; Oleo de pequi.



ABSTRACT

Lipases, triacylglycerol ester hydrolase E.C. 3.1.1.3, are enzymes that act on ester bonds of
triacylglycerols, releasing organic acids and glycerol. Among the different media used in
enzyme immobilization stands out chitosan, an organic support consisting of a natural
polymer widely used due to its low cost. This work aims to apply the Rizhomucor lipase
enzyme miehei immobilized on chitosan aiming to use in obtaining esters obtained from fatty
acids derived from the hydrolysis of Pequi oil (Caryocar brasiliense sp.) With potential
application in the pharmaceutical industry. It is extremely important to conduct this study,
aiming to promote use of alternative regional products such as oils, immobilizing supports,
contributing to the expansion and diversification of industrial biotechnology and promoting
the synthesis of expensive compounds such as esters from raw material low cost. Initially
there was the immobilization of the enzyme in the organogel chitosan base as well as the
quantification of its activity. Subsequently esterification was performed assays from fatty
acids Pequi oil in different proportions of ethanol under stirring of 150 rpm at 37 ° C in a 24
hour period. Esterification assays were performed on starch present in the reaction medium as
a desiccant or adsorbent. It is given the acid value of the initial and final means to know the
income produced esters. The lipase immobilized form showed activity of 0.56 U/g, obtained a
76% yield of fatty acids. There was maximum conversion value of the tests performed with
lipase immobilized form in the molar ratio 1: 1 with 56.67% of esters formed in the reaction
without the presence of desiccant and 70.53% conversion in the reaction medium with agent
presence. With the increase in molar ratio, there was a decrease in the formation of esters due
to the increased concentration of alcohol, forming a barrier preventing access of fatty acids to
the active site of the enzyme by removing the protective aqueous layer structure of the
enzyme. Making use of the starch in the reaction medium allowed to prevent the presence of
residual water formed during the esterification reaction did not promote hydrolysis of esters

formed, favoring an increase of the conversion.

Key - words: Lipase; immobilization; esterification; chitosan; pequi oil.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Reacdo geral de hidrélise de um Triacilglicerol.
Figura 2: Estrutura tridimensional da lipase de Rhizomucor miehei.
Figura 3: Modelo estrutural das o/p hidrolase.

Figura 4: Estrutura tridimensional da enzima lipase de Rhizomucor mihei em sua forma aberta (A e

C) e fechada (B e D).

Figura 5: Ativacio interfacial de Lipase.

Figura 6: Métodos de imobilizagao de enzimas.

Figura 7: Estrutura dos biopolimeros (a) quitosana (b) quitina (c) celulose.
Figura 8: Diagrama de produ¢do comercial de quitina e quitosana.

Figura 9: Influéncia do pH sobre a estrutura da quitosana.

Figura 10: Representacao da reacdo reversivel de esterificacdo.

Figura 11: Esteres usados como flavorizantes e produzidos a partir de lipases por reacdo de
esterificagdo.
Figura 12: Exemplos de ésteres de aroma usados como flavorizantes obtidos por catdlise

enzimatica.

Figura 13: Sintese do organo-gel a base de solu¢@o de quitosana 5% m/v.

Figura 14: Etapas da imobilizacdo de lipase em organo-gel.

Figura 15: Reacdo de hidrdlise do p-nitrofenil butirato (pNPB).

Figura 16: Determinacdo da atividade da lipase livre e /ou imobilizada e autodegradag¢do do pNPB.
Figura 17: Reacdo de Saponificacao.

Figura 18: Processamento de obtencao de dcidos graxos livres a partir do 6leo de buriti.

Figura 19: Fluxograma referente ao ensaio de obtencdo de ésteres a partir dos dcidos graxos livres

do 6leo de buriti.



Figura 20: Estrutura macroscépica do organo-gel a base de quitosana.

Figura 21: Conversao em ésteres apresentadas para cada ensaio realizado respectivamente com

6leo de pequi na auséncia de sagu no meio reacional.

Figura 22: Percentual de conversio em ésteres apresentados em cada ensaio realizado

respectivamente com 6leo de buriti na presenca de sagu (amido) no meio reacional.



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Oleo da polpa de pequi: composi¢io em 4cidos graxos.

Tabela 2: Razdes molares, e suas equivalentes concentragdes de dcido e etanol.

Tabela 3 - Valores referentes as massas de organogéis com lipase imobilizada seguido de

diferentes atividades do suporte em cada reator.

Tabela 4 - Rendimento obtido nos ensaios de hidrélise de triglicerideos do 6leo de pequi in

natura.

Tabela 5 - Média + desvio padrdo referente aos ensaios de esterificacdo para cada razdo
molar utilizando o 6leo de pequi. Sendo: Ia (indice de acidez), % AG (porcentagem de acidos

graxos livres).

Tabela 6 - Média + desvio padrdo referente aos ensaios de esterificacdo realizados em
duplicata com 6leo de pequi em presenca de amido no meio reacional. Sendo: Ia (indice de

acidez), % AG (porcentagem de 4cidos graxos livres).



LISTA DE ABREVIATURAS

TAG - Triacilgliceréis

Kda - KiloDalton

pH - potencial Hidrogenionico
m/m - Porcentagem massa massa
°INPM - Porcentagem de dlcool em massa ou grau alcodlico
pNP - p-nitrofenol

pNPB - Butirato de p-nitrofenila
KOH - Hidréxido de Potdssio

X - Conversio, %

SDS - Dodecilsulfato de sédio

U - Umidade, %

pL — Microlitro (unidade de volume)



RESUMO

ABSTRACT
LISTA DE FIGURAS
LISTA DE TABELAS
LISTA DE ABREVIATURAS
SUMARIO
LINTRODUGAO ...t 16
2. 0BIETIVOS ... s 18
B B 0 1] 156 A 0 IS Y OO 18
2.2. ODbJEtIVOS ESPECTIICOS ...veeuiieiiiieiiiieeitee ettt ettt ettt et e sttt ettt e s e saeees 18
3. REFERENCIAL TEORICO ...........coocoooiomioiieeeeeeeeeeeeeeeeee s 19
BU1  BNZIMAS .ottt et ettt st e s 19
3.2. Uso da Lipase como Biocatalisador ENZimatico .........c.cccoevveeiiinieniieniieeiieneenieeneeen 19
3.3. Lipases de RAIiZOMUCOT MICREI ............occueeevueiiiiiiiiiieiiieeiteeteeeteeet et 21
3.4. Imobilizag30 ENZIMALICA .......vvieiieiiiieeeciiiee ettt e e e e sibee e e eseaaeeeenes 24
3.5. Uso da Quitosana como Suporte para Imobilizagdo de Enzimas ..........ccccceevvercieennnnne. 27
3.6. Esterificacio de AcidOS GIaX0S...........o.ovueevrvereereeeeseesseeeseessssssesseessessessesseessessesnen. 31
3.6.1. Influéncia da Agua na Reacio de ESterificacio ...........cocovvrvervecrreeerneeseeessesnnenn. 32
3.6.2. Influéncia do alcool na reacdo de eSterificagao .........ooovevuieriercieeniencieenierieeneene 32
3.7. Esteres na Induistria FAIMACBULICA ...........o.ovevvveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees oo, 33
3.8. 0180 A0 PEQUI ...t ne s 35
4. MATERTAL E METODOS .......coooovvviiinrrveeennnesesesssnsesssssssssssssssssssssessssssssssesssssssnns 37
A1 IMIALETIALS .ttt ettt ettt st a e et sa e st 37
4110 BNZIMA ..ottt 37
AL T2, SUPOTLE...eeeiuiiiieeeeittee e ettt e e ettt e e e ettt e e e st e e e ssattteeessabbteeesasteeessssteeeeassaeeesannsaeesanns 37
4.1.3. SUDSIIALOS ..ottt ettt sttt et e st 37
4.1.4. AZeNte AdSOTVENLE ......eeeiiiieiiieeiiieeiieeeiiteeeireeeieeeeteeesteeeesbeeennaeesnsseesnseesnaseesneeas 37
4.1.5. Reagentes utilizados no tratamento do suporte, obten¢do de dcidos graxos livres e
(1<) o1 1o 1oz 1o TSP 37
4.2, MIELOTOS ...ttt ettt 38

4.2.1. Preparo do suporte a base de qUItOSANA .......c.eeeeruieeriieeniiieeriieenieeeeieeeiree e 38



4.2.2. Imobilizacdo da lipase de Rhizomucor miehei em organogel...........ccoceevuvenecnnnnn. 39

4.2.3. Determinac¢do da Atividade da Lipase e Autodegradacdo do Substrato................. 40
4.2.4. Producdo de 4dcidos graxos livres a partir do 6leo de pequi ........ccoecveevvveerneeennnen. 42
4.2.5. Ensaios de esterificacdo utilizando 4cidos graxos com a lipase imobilizada......... 43
4.2.6. Indice de acidez e porcentagem de 4cidos Zraxos VIS .............oceeeeeveereeereennneans 45
427 CONVEISAO ..ottt ettt ettt et st et st e et sate e s bt e e bt e sbeesabe e bee e bt esmeeeneens 46

5. RESULTADOS E DISCUSSAOQ ........oooiooieieeeeeeeeeeeeeeeeee e 47
5.1 Atividades da lipase de Rhizomucor miehei imobilizada............c.ccooceeeviiieiniienneennnnen. 47
5.2 Obtengdes dos dcidos graxos livres do 6leo de pequi ........coocvveeviieeniiieiniieeiniie e, 48

5.3 Ensaios de esterificacdo utilizando dcidos graxos do 6leo de pequi com a lipase

TMODIIZAAA ...ttt ettt ettt e saeesnee s 49
5.4 Esterificacdes com a presenca de agente dessecante (amido) no meio de reagdo.......... 52
6. CONCLUSOES.......coooomiimiimeiieiie ettt 55
T.REFERENCIAS ... 56

PN 2 D11 D) (0 T 65



1. INTRODUCAO

A utilizacdo de enzimas na sua forma nativa (enzimas livres) pode ser rastreada desde
as civilizagdes antigas na indudstria de alimentos e mais recentemente nas industrias
farmacéuticas e quimicas. Atualmente quase 4000 enzimas sdo conhecidas, e dessas, cerca de
200 estao em uso comercial, sendo que esse nimero continua a multiplicar-se por causa das
muitas transformag¢des que podem catalisar (Sharma; Chisti; Banerjee, 2001). Dentre as
muitas enzimas usadas nos processos industriais, as lipases se destacam cada vez mais e estao
entre as mais utilizadas, porque reconhecem uma grande variedade de substratos e pode
catalisar muitas reacoes diferentes, tais como hidrélise ou a sintese de €steres. A versatilidade
das lipases faz com que essas sejam usadas em muitas reacOes com diferentes aplicacdes,
como a producdo de medicamentos, na industria quimica ou modificacdo de alimentos
(Rodrigues; Fernandez-Lafuente, 2010a).

Apesar de possuirem excelentes perspectivas como catalisadores, quando utilizadas
em sua forma livre apresentam caracteristicas que limitam a sua utilizacio em escala
industrial, como a solubilidade destas no meio de reacdo, que impede a sua separagao do meio
reacional e a sua reutilizacio em outros processamentos, bem como inviabiliza
economicamente a sua separacao dos produtos formados (Adriano, 2008). Devido a enzima
estd em baixas concentracOes no meio, a sua recuperagcdo se torna onerosa / custosa para a
inddstria, sendo invidvel o seu uso como matéria-prima nao reciclavel. Torna-se importante
promover alternativas que viabilizem a utilizacdo de enzimas em escala industrial, fazendo
com que o processo se torne mais acessivel financeiramente. Uma alternativa muito viavel € a
imobilizacao das enzimas em suportes de baixo custo, como a quitosana, pois permite superar
as desvantagens apresentadas no uso da enzima em sua forma livre no meio reacional.
Permitindo uma diminui¢do no custo do processo, devido ao biocatalisador poder ser
facilmente separado do meio reacional e ser reutilizado em outras reacoes (Adriano, 2008).

Contudo, as lipases (Triacilglicerol éster hidrolases E.C 3.1.1.3) vém se destacando
entre as demais, por catalisarem a hidrélise de ligacdes éster presentes e
triglicerideos/acilglicerdis. A reagdo é reversivel, podendo ocorrer em ambientes nao aquosos
(Paiva; Balcdo; Malcata, 2000). As lipases podem ser de origem animal (pancreatica, hepatica
e gastrica), vegetal e microbiana (bactérias e fungos) sendo que a origem microbiana
representa a grande maioria (Martins; Kalil; Costa, 2008). As lipases microbianas apresentam

uma série de vantagens em relacdo as lipases de origem animal e vegetal (Dalla-Vecchia;



Nascimento; Soldi, 2004). Os ésteres formados representam uma das mais importantes classes
de compostos orginicos e podem ser sintetizados por varios mecanismos, dentre os métodos
existentes pode ser citado a reac@o entre 4cido graxo e dlcool, com consequente eliminagdo de
dgua, denominando-se reacdo de esterificacdo (Hasan; Shah; Hameed, 2006). O que
determinard a propriedade do produto formado serd a natureza quimica dos 4cidos graxos de
origem, assim, a matéria prima € de fundamental importancia para que o éster de interesse
seja sintetizado. Logo, sdo realizados estudos de investigagdo do potencial catalitico de
lipases imobilizadas em organogéis, para a formacdo de ésteres, utilizando 4lcoois
secundérios, avaliando o comportamento durante as reacdes de esterificacdo neste novo
sistema. Essas enzimas s@ao muito utilizadas em sintese organica devido a sua versatilidade
catalitica, disponibilidade comercial, baixo custo, além de ndo requererem cofatores (Jesus et
al, 1997).

Nesse contexto, esse trabalho estuda a sintese de ésteres por rota enzimaética a partir de
Oleos presentes na regido Nordeste, como o 6leo de pequi utilizando lipase de Rhizomucor
miehei imobilizada. Visando promover uma alternativa de aproveitamento de produtos
regionais como os Oleos vegetais, suportes de imobilizacdo, contribuir para o crescimento,
diversificacdo e aprimoramento da biotecnologia industrial, promovendo a sintese de
compostos onerosos como ésteres a partir de matéria prima de baixo custo, acarretando em
potenciais beneficios socioecondmicos através do desenvolvimento de uma tecnologia
inovadora, descentralizando um pouco o eixo de pesquisa nesse tema que se concentra mais
nas regides sul e sudeste do pais, sendo de fundamental importincia para o desenvolvimento

de mais um polo de pesquisa no tema na regido nordeste do Brasil.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Aplicar um catalisador estavel usando lipase de Rizhomucor miehei em suporte de
baixo custo, com a adi¢do de microemulsdo visando a utilizacdo deste catalisador na produgdo

de ésteres com potencial aplica¢ao industrial.

2.2. Objetivos especificos

e Imobilizar de lipase de Rizhomucor miehei, gerando menores custos industriais;
e Agregar valores a materiais de baixo custo como a quitosana, o amido (sagu);

e Obter 4cidos graxos a partir do 6leo de pequi para esterificacdo;

e Produzir ésteres que possam ser aplicados na drea farmacéutica;

e Avaliar a influéncia na conversao em ésteres ap6s a adsorcdo da dgua residual.



3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. Enzimas

O homem vem utilizando as enzimas empiricamente hd milhares de anos em diversos
processos, tais como a fermentacao do suco de uva para a obten¢do do vinho, na fabricacao de
paes e queijos. Porém, eram apenas aplicacdes praticas, por ndo conhecerem o modo de ac¢do
destes catalisadores bioldgicos que sé foi elucidado muito tempo depois (Nelson; Cox, 2002).
Enzimas sdo proteinas capazes de promover e acelerar reacdes quimicas, estando presentes
em todos os seres vivos e regulando grande numero de processos metabdlicos como
respiracdo celular, sintese e degradacdo de proteinas, lipideos, carboidratos, entre outras
reacoes (Silva, 2010). A velocidade da reacdo enzimadtica € influenciada pelas concentracdes
de substrato, enzima, pH, temperatura e presenca de ativadores ou inibidores enziméticos
(Castro; Mendes; Santos, 2004; Silva, 2010).

Elas estdo entre as biomoléculas mais notdveis devido a sua extraordindria
especificidade e poder catalitico, que sdo, frequentemente, muito superiores aos dos
catalisadores inorganicos e organicos, possuem um alto grau de especificidade para seus
substratos, aceleram as reagdes quando comparado a uma reacao nao catalisada. Como todos
os outros catalisadores, elas atuam diminuindo a energia de ativacdo necessdria para que se
atinja um estado de transi¢do e ocorra reagdo quimica, acarretando no aumento da velocidade
de uma reacdo (Lehninger; Cox; Nelson, 2006).

A atividade catalitica depende da integridade da conformacdo nativa da proteina, pois,
se a enzima for desnaturada ou dissociada em suas subunidades, a atividade catalitica é
perdida, portanto, as estruturas primadrias, secunddrias, tercidrias e quaterndrias proteicas sao

essenciais para a sua atividade catalitica (Silva, 2010).

3.2. Uso da Lipase como Biocatalisador Enzimatico

7z

Biocatdlise € a técnica que utiliza catalisadores bioldgicos, sejam enzimas ou
microorganismos, para a conversao de um substrato em produto. Dentre as enzimas de grande
interesse industrial podemos citar as lipases (triacilglicerol acilhidrolases E.C. 3.1.1.3), estas
enzimas compde a familia das hidrolases, que atuam na interface 6leo-dgua catalisando a

reacdo de hidrdlise do Triacilglicerol (TAG), obtendo como produto dcido graxo livre e



glicerol (Figura 1), além dessas reagdes as lipases catalisam as reacdes de transesterificacao
(interesterificacdo, alcdolise e aciddlise), como também na sintese de diferentes ésteres
carboxilicos e amindlise (sintese de amidas), propriedades enantiosseletivas, lactonizacdo
(esterificacdo intramolecular), apresentando niveis aceitdveis de atividade e estabilidade
frente a ambientes aquosos e ndo-aquosos (Figueiredo, 2013; Franken et al., 2010; Martins;

Kalil; Costa, 2008; Mendes; Castro; Giordano, 2013).

Figura 1: Reacdo geral de hidrdlise de um Triacilglicerol.
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Fonte: Adaptado de Jaeger; Reetz, 1998.

Para que a hidrélise enzimdtica ocorra sdo necessarios dois importantes requisitos: a
formacdo de uma interface 6leo-agua e sua consequente adsor¢do nessa interface. Portanto,
quanto maior a interface emulsionante, maior serd a quantidade de enzima adsorvida,
proporcionando maiores velocidades de reacdes. A lipase vem mostrando-se como um dos
principais catalisadores com alta potencialidade, contribuindo assim de forma crescente com a
rica e pouca explorada bioindustria (Joseph; Ramteke; Kumar, 2006). Estas enzimas podem
ser de origem animal (pancredtica, hepdtica e gdstrica), vegetal, tendo como exemplo a
mamona (Ricinus communis) e microbiana (bactérias e fungos), sendo que a origem
microbiana representa a grande maioria (Martins; Kalil; Costa, 2008). Os microorganismos
apresentam uma excelente producdo de lipases extracelulares e € a fonte de escolha para a
producdo em escala industrial em relagdo as lipases de origem animal e vegetal, possuindo
menor tempo de geracdo, alto rendimento de conversdo de substrato em produto, vasta
versatilidade, maior simplicidade na manipulacdo de cultivo (extragdo, isolamento e

purificacdo), mais estaveis e apresentam propriedades diferentes das lipases de origem animal



e vegetal (Dalla-Vecchia; Nascimento; Soldi, 2004; Durli, 2007; Hasan; Shah; Hameed,
20006).

Os motivos do enorme potencial biotecnolégico da lipase incluem: sua alta
estabilidade em solventes organicos, ndo requerem a presenca de cofatores, baixo custo,
possuem uma larga especificidade pelo substrato, atuacdo em grande faixa de pH, facilidade
de producdo em grandes quantidades, regiosseletividade, quimiosseletividade e exibem uma
alta enantiosseletividade (Castro; Mendes; Santos, 2004; Nuernberg, 2003). A utilizacdo de
lipases na industria farmacé€utica deve-se a enantiosseletividade exibida por muitas destas
enzimas. A catdlise enantiosseletiva permite a obtencdo de produtos opticamente puros, uma
vez que estas enzimas sdo capazes de reconhecer moléculas quirais e atuarem,
preferencialmente, num dos isdmeros de uma mistura racémica. Esta caracteristica €
extremamente vantajosa, pois, em muitos casos, uns dos isomeros (R ou S) apresentam
atividade bioldgica, enquanto o outro é menos ativo ou até mesmo toxico. Fazendo o uso
dessa biomolécula possibilita o desenvolvimento de processos tecnoldgicos tdo eficientes e
eficazes quanto aos realizados pela natureza. Além disso, as enzimas possibilitaram a
diminui¢do de rejeitos descartados pelas industrias que poderiam comprometer o meio
ambiente (Hasan; Shah; Hameed, 2006). Devido as numerosas funcdes e sua ampla
potencialidade, os estudos envolvendo Lipases vém crescendo de forma constante ao longo do
tempo, proporcionando um maior aprofundamento, visando melhorar a atuagdo desta enzima

frente as dificuldades encontradas, e enriquecendo cada vez mais as bibliotecas digitais.

3.3. Lipases de Rhizomucor miehei

Lipases de Rhizomucor miehei sdo proteinas extracelulares de origem fiingica,
produzidas pelo microorganismo Aspergillus oryzae geneticamente modificado, sendo
comercializado sob duas formas, na sua forma solivel (20,000 L) e na forma imobilizada
(Lipozyme® IM RM). Estas enzimas apresentam na sua constitui¢do 269 aminoacidos na sua
totalidade, um peso molecular de 29 kDa e um ponto isoelétrico 3,8 (Rodrigues; Fernandez-
Lafuente, 2010). A Lipase de Rhizomucor miehei foi a primeira a ter sua estrutura descrita
(Derewenda; Derewenda; Dodson, 1992; Santos, 2011). Na Figura 2, observa-se a estrutura

tridimensional da enzima lipase de Rhizomucor miehei.



Figura 2: Estrutura tridimensional da lipase de Rhizomucor miehei.

Fonte: Bergamasco, 2013.

De acordo com Shmid e Verger (1998) a lipase de Rhizomucor miehei possul uma
estrutura com conformagao em o/B hidrolase composta de uma sequéncia especifica de a
hélices e folhas P pregueadas, estas hidrolisam as ligagdes éster por meio de uma triade
catalitica. Essas enzimas apresentam nos seus sitios ativos uma triade catalitica composta
pelos seguintes aminodcidos: serina 144 (nucleofilo), aspartato/acido aspartico 203 e histidina
257 (Oliveira, 2012). Podemos observar a sequéncia o/ hidrolase e os respectivos

aminodcidos na figura 3.

Figura 3: Modelo estrutural das o/ hidrolase.
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Fonte: Oliveira, 2012.

Apesar de serem soliveis em &4gua, as lipases sdo capazes de catalizar reagdes

contendo substratos lipidicos insoliveis na interface 6leo/dgua. As enzimas lipoliticas sao



qualificadas por aumentar, ao extremo, sua atividade catalitica quando atua na interface dleo-
dgua. Na Figura 4, observa-se a estrutura da enzima lipase da Rhizomucor miehei em dois
momentos: Lipase de forma fechada (A, C) e de forma aberta (B, D). Nos item A e B (vista
lateral), podem-se visualizar a triade catalitica (amarelo) e os elementos de estrutura
secunddria mostrando a estrutura alfa/beta-hidrolase comum em todas as lipases. Apds a
abertura da tampa, a triade catalitica (amarelo) torna-se acessivel (D) ao substrato na interface

Oleo-dgua (Bergamasco, 2013).

Figura 4: Estrutura tridimensional da enzima lipase de Rhizomucor mihei em sua forma aberta (A e C)

e fechada (B e D).

Fonte: Bergamasco, 2013.

Este aumento na atividade enzimética € provocado por rearranjos estruturais na regiao
do sitio catalitico da enzima, permitindo que o substrato alcance a regido catalitica. Na
inexisténcia da interface d6leo/dgua, o sitio catalitico € protegido do meio reacional por uma
cadeia polipeptidica (sequéncia de proteinas), denominando genericamente como uma
“tampa” hidrofébica ou “lid”, apresentando mobilidade na presenca da interface oleo-dgua.
Na constitui¢ao interna do “lid” possui residuos hidrofobicos que interagem com as regides
hidrofébicas em torno do sitio catalitico, ocorrendo quando a biomolécula estd na forma
inativa/fechada. Na presenca de interfaces hidrofobicas o “lid” se desloca, por meio de
ligacdes de hidrogénio, ligacdes salinas, com uma regido superficial da biomolécula,
favorecendo a aproximacdo do substrato ao sitio catalitico, proporcionando a sua abertura,

originando a conformagao ativa da biomolécula, ocorrendo o fendmeno da ativacdo interfacial



(Rodrigues; Fernandez-Lafuente, 2010; Bergamasco, 2013). Evidencia-se tal fendbmeno na

figura 5.

Figura 5: Ativacdo interfacial de Lipase.
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Fonte: Oliveira, 2012.

3.4. Imobiliza¢ao Enzimética

z

O principal interesse em imobilizar uma enzima € obter um biocatalisador com
atividade e estabilidade que ndo sejam afetadas durante o processo, em comparacdo a sua
forma livre. Assim, a enzima imobilizada deverd exibir uma atividade catalitica superior.
Além disso, ndo deverdo ocorrer alteragdes estruturais, bem como modificacdes no sitio ativo
da enzima. A imobilizacdo pode inibir ou aumentar a atividade e estabilidade da enzima,
porém nao existe uma regra que prediga a manutencio destes parametros apds o processo de
imobilizacao (Dalla-Vecchia; Nascimento; Soldi, 2004).

De acordo com a técnica de Miranda (2004), a enzima fica retida no interior dos poros
ou na superficie do material usado como suporte. O complexo enzima-suporte ird manter as
caracteristicas fisicas do suporte, a0 mesmo tempo em que retém a atividade bioldgica da
enzima na forma solivel. As vantagens obtidas pelo processo de imobilizacdo sdo o aumento
da estabilidade térmica do biocatalisador, aplicacio em reatores com maior controle do
processo, podendo ser usadas elevadas concentracdes de enzimas, permitindo sua reutilizagdo
sem perdas significativas da sua atividade catalitica. As principais desvantagens deste
processo sdo a alteragdo da conformacgdo nativa da enzima, perda de atividade durante o

processo de imobilizacdo, interagdo suporte enzima e a redugdo da atividade catalitica devido



aos efeitos difusionais, de microambiente e estéricos/conformacionais, ou seja, a possibilidade
de reutilizacdo ou uso continuo, insolubilidade e estabilidade sdo caracteristicas desejadas
comercialmente, oferecidas por uma enzima quando esta se encontra imobilizada em suporte
inerte adequado (Adriano, 2008).

De um modo geral, as enzimas estdo sujeitas a inativac@o por fatores quimicos, fisicos
ou biolégicos, podendo ocorrer quando estocadas ou durante o uso. Para que a catélise seja
eficiente em um determinado processo, hd necessidade de proteger as enzimas da interacao
com o solvente, meio no qual é realizada a reacdo, pois o mesmo poderia provocar a
inativacdo, impossibilitando a catdlise da reacdo (Ferraz et al., 2015; Villeneuve; Muderhwa;
haas, 2000). A imobilizacdo pode ocorrer através da adsorcdo ou ligacdo da enzima em um
material insoldvel, pelo uso de um reagente multifuncional através de ligacdes cruzadas,
confinamento em matrizes formadas por géis poliméricos ou encapsulacdo através de uma

membrana polimérica (figura 6) (Dalla-Vecchia; Nascimento; Soldi, 2004).

Figura 6: Métodos de imobilizacao de enzimas.
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Fonte: Dalla-Vecchia; Nascimento; Soldi, 2004.

A escolha do método de imobilizacdo € feita pela avaliagdo de pardmetros como
atividade enzimadtica global, efetividade de utilizacdo de lipase, desativacdo e caracteristicas
de regeneracdo, custo do procedimento de imobilizagdo, toxicidade dos reagentes de

imobilizacdo e as propriedades finais desejadas da enzima imobilizada ao suporte (Santos,



2015). Dentre os métodos de imobilizacdo a adsorcao é o método mais simples e pratico para
imobilizar enzimas, esta é imobilizada sobre um suporte sélido inerte por ligacdes fracas (Van
der Waals, Interacdoes Hidrofébicas, Pontes de Hidrogénio, Ligag¢des Idnicas). Na
imobilizacdo por adsorcdo fisica a enzima fica ligada na superficie do suporte insolivel por
uma interacdo ndo especifica em meio aquoso, através das interacdes van der Waals,
interacOes hidrofébicas, pontes de hidrogénio. A imobiliza¢do por adsor¢do idnica, a enzima
se liga ao suporte por atracdes eletrostdticas envolvidas entre as cargas opostas presentes,
tanto na superficie do suporte, quanto da enzima (Cardoso, 2009; Ferraz et al., 2015).

Esse método apresenta vantagens como uma menor perturbacdo da estrutura
conformacional da enzima, facilidade e simplicidade no processo, baixo custo. A maior
desvantagem € a dessorc¢do da enzima devido as forcas envolvidas no processo serem fracas,
possuir baixa estabilidade frente as variacdes de pH, temperatura, presenca do substrato e
forca 10nica, e a adsorcdo ndo-especifica de outras estruturas proteicas e substancias como o
substrato. J4 na ligacdo covalente a interacao se dé através de uma combinagdo quimica entre
os grupos funcionais dos residuos de aminodcidos da enzima que ndo sdo essenciais para a sua
atividade e o material/suporte ativado. A imobilizacdo por ligacdo cruzada ndo tem o
envolvimento do suporte, assim as enzimas estdo ligadas umas as outras, ou a proteinas
inativas (gelatina, albumina), formando uma estrutura tridimensional muito complexa. As
vantagens que esse processo apresenta sdo grande forca de ligacdo gerando uma alta
estabilidade do complexo enzima-substrato, evita o fendmeno da dessorcido, diminui¢cdo da
velocidade de desativagdo (Adriano, 2008; Cardoso et al., 2009).

Na encapsulacdo baseia-se no confinamento da biomolécula no interior de uma matriz
porosa, tendo como fungdo a retencdo fisica desta, podendo aprisionar ou encapsular a
enzima, sendo constituido por um polimero geliforme e semipermeavel. Dentre as vantagens
observadas tem-se: a protecdo da enzima do contato direto com o meio, minimiza¢do dos
efeitos desnaturantes, ndo promove alteracdes estruturais da enzima. As desvantagens
apresentadas sdo os problemas difusionais (apresentando maior probabilidade com os
substratos de elevadas massas molecular), restricio do uso de substratos de alto peso
molecular, alta concentracio da enzima usada no processo visando a garantia do
confinamento, possivel inativagdo da enzima durante o processo, possiveis efeitos de inibicao
por produtos ou substrato no interior da matriz porosa, e a instabilidade do suporte limitando
assim o uso prolongado (Santos, 2015).

Esta tecnologia enzimatica além de proporcionar a producdo de um biocatalisador

ativo e estdvel, mostra-se como uma operagao relativamente simples sem necessidade de uma



preparacao de enzima de elevada pureza ou de um suporte que pode nao estar disponivel
comercialmente.

Portanto, uma imobiliza¢do adequada pode ser um instrumento extremamente til e
poderoso para melhorar custo o desempenho da enzima. No entanto, deve-se considerar que
todas as estratégias para estabilizar uma enzima (como a modificagdo quimica de proteinas)

sdo compativeis, e que elas ndo devem ser consideradas como competidoras (Santos, 2015).

3.5. Uso da Quitosana como Suporte para Imobiliza¢do de Enzimas

Entre os diferentes tipos de suportes organicos naturais utilizados na imobilizagcdo
enzimadtica destaca-se a quitosana (Figura 7a). A quitosana € produzida por meio da hidrélise
alcalina da quitina (Figura 7b) via processo termoquimico, promovendo a N-desacetilagdo,
normalmente usa-se hidroxido de sédio (NaOH) (40-50% m/m) a 110-115 °C, ainda que essa
desacetilacdo raramente seja total, sendo o segundo polimero mais abundante na natureza,
depois da celulose (Figura 7c). A quitosana apresenta uma estrutura quimicamente similar a
celulose, diferindo-se apenas nos grupos funcionais. Outra propriedade importante da
quitosana € a presenca de diferentes grupos funcionais como os grupos hidroxila (OH) e
amino (R-NHz), compondo a estrutura geral desse biopolimero, mas a principal diferenca entre
eles € a presenca de grupos amino (R-NH») na estrutura da quitosana (Adriano, 2008; Vieira,

2009).

Figura 7: Estrutura dos biopolimeros (a) quitosana (b) quitina (c) celulose.

CH,OH CH,0H CH,0H
| —0 L0 —0
o | N N on
NH, NHCOCH, OH
L n L in L in
a b C

Fonte: Mendes, Oliveira; Castro, 2011.

A quitina é facilmente encontrada em fontes naturais como carapagas de crusticeos,

camardo, lagosta e caranguejo, constituindo cerca de 30% do exoesqueleto destes ultimos,



sendo consideradas como rejeito pela industria pesqueira, que em muitos casos, as consideram
poluentes. Com a sua utilizacdo reduz o impacto ambiental causado pelo actimulo desses
residuos nos locais onde € gerado ou estocado. Este biopolimero € solivel em meio dcido
diluido, formando um polimero catidnico, com a protonac¢do do grupo amino gerando o ion
(NH3+), que confere propriedades especiais diferenciadas em relacao, por exemplo, as fibras
vegetais (Mendes, Oliveira; Castro, 2011).

Os principais fatores que afetam o grau de desacetilacdo e, consequentemente, as
caracteristicas da quitosana obtida sdo temperatura e tempo de reacdo, concentragdo da
solugdo do 4lcali, razdo quitina/dlcali, tamanho das particulas da quitina e presenca de agentes
que evitam a despolimerizacdo. Para produzir 1 kg de quitosana 70% desacetilada a partir de
carapacas de caranguejo, sdo necessarios 6,3 kg de HCl, 1,8 kg de NaOH, 0,5 t de 4gua para o
processo € 0,9 t de dgua de resfriamento. Diferentes configuracdes de quitosana podem ser
obtidas no processo de desacetilacdo da quitina e estas configuracdes podem ser empregadas
no processo de imobilizacdo de enzimas. Entretanto, as formas de hidrogéis e membranas sdo
as mais empregadas devido as alteragdes fisicas obtidas, como o aumento do didmetro de
poros do suporte, ideal para o processo de imobilizacio de enzimas (Mendes, Oliveira;
Castro, 2011).

A extracdo da quitina a partir de cascas e exoesqueletos de animais marinhos vem
sendo apresentados em vdrios trabalhos na literatura. O uso da quitosana como suporte para
imobilizacdo de enzimas se deve as suas diferentes fontes como po, escamas, hidrogéis,
membranas, fibras, apresentando também diferentes grupos funcionais como hidroxilas e
amino, permitindo a utilizacdo de diferentes métodos de imobilizagdo. E solivel em acidos
organicos diluidos (férmico, acético, oxdlico, maldnico, succinico, adipico, lactico, pirtdvico,
malico, tartdrico e citrico) e também em 4cido cloridrico e nitrico a 1% (m/m) e solugdes
concentradas de acido fosforico e sulfurico (Kumar et al., 2000). Evidencia-se na figura 8 um

procedimento comercial de extracdo de quitina e quitosana.



Figura 8: Diagrama da produ¢do comercial de quitina e quitosana.
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Fonte: Adriano, 2008.

A estrutura da quitosana ¢ mantida por interacdes idnicas, como também as ligacdes
covalentes, sendo as ligacdes i0nicas influenciadas pelo pH do meio reacional, refletindo na
capacidade de retencdo de agua no hidrogel (Berger et al., 2004). Se o pH do meio decresce
(meio &cido), ocorre a protonacdo dos grupos amino da quitosana, resultando na repulsio
eletrostética e enfraquecimento da resisténcia mecanica do hidrogel, por causa do aumento de
agua no hidrogel. Com a elevacdo do pH (meio basico), a protonagdo da quitosana diminui, €
isso reduz o grau de inchamento dos hidrogéis. Em pH préximo da neutralidade, ha equilibrio
entre as cargas do hidrogel, o que promove méixima interacdo entre oS grupos ionizaveis,
proporcionando maior estabilidade ao gel (Verissimo, 2012). Tais comportamentos podem ser

observados na figura 9.



Figura 9: Influéncia do pH sobre a estrutura da quitosana.
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Fonte: Berger, 2004; Vieira, 2009.

A quitosana tém inumeras aplicacdes devido a sua Dbiodegradabilidade,
biocompatibilidade de produtos inofensivos, ndo toxicidade, inércia fisioldgica. Na drea
ambiental, a quitosana é conhecida como um bioadsorvente para remog¢ao de fons metélicos
toxicos, corantes e compostos organicos utilizados nos processos de tratamento de dgua e
bebidas. Devido as suas propriedades antimicrobianas sdo usados para reduzir o crescimento
microbiano, e como coberturas de alimentos ou revestimentos protetores em frutas e legumes
processados. Atuam também como floculante e coagulante nos processos de tratamento de
efluentes industriais e ainda podem remover o petréleo de derramamentos no mar,
contribuindo na solug@o de um dos grandes problemas ambientais (Carrara; Rubiolo, 1994).

Na 4rea da sadde, a quitosana € conhecida como um redutor de niveis de colesterol no
sangue. Possuindo uma capacidade de diminuir o colesterol LDL, mantendo o colesterol
HDL. E conhecido também como um antidcido, para o controle de pressio alta, para prisio de
ventre e reducdo do dcido drico no sangue. A quitosana tem sido vastamente empregada como

controlador de liberacdo de drogas e coadjuvante no controle de doencas como a artrose



(Berger et al., 2004; Kumar et al., 2000; Vieira, 2009). Como cosméticos, devido a sua
natureza fungicida, € utilizada na formulacdo de cremes para o rosto, maos e corpo, lo¢des de
banho e fabricacdo de xampus (Krajewska, 2004). A quitosana também tem sido utilizada
como um suporte na imobilizacdo de enzimas (Adriano et al., 2008). Portanto, a quitosana
apresenta-se como um suporte promissor devido a sua multiplicidade de aplicag¢des, tanto os
estudos quanto o uso apresentaram crescimento nos ultimos anos, pois este biopolimero
renovdvel € de grande potencial para o mercado de biomateriais. O baixo custo e a abundancia

deste material o tornam interessante para o setor industrial.

3.6. Esterificacdo de Acidos Graxos

Os ésteres de acidos graxos sdo compostos organicos formados pela reacdo de um
dcido graxo e um dlcool, com consequente liberacdo de dgua como subproduto. Como
apresentado na figura 10, trata-se de uma reacdo reversivel, na qual o equilibrio reacional
pode ser deslocado para a esquerda, favorecendo a hidrdlise do éster, quando a 4gua estd em

grande quantidade no meio (Pandey et al., 1999).

Figura 10: Representacdo da reacdo reversivel de esterificagdo.
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Fonte: Adaptado de Bastos, 2013.

Como alternativa a rota quimica convencional, processos de conversao enzimdtica tem
sido bem explorados para sintetizar ésteres de dcidos graxos a partir de 6leos (Watanabe et al.,
2007). Um desses processos consiste na transesterificacdo, um processo util, mas que
apresenta algumas desvantagens, tais como bloqueio da enzima imobilizada pelo subproduto
glicerol e reducao da capacidade catalitica pela presenca de solvente orgénico, tal como o n-
hexano (Tan; Nie; Wang, 2006), bem como o elevado tempo reacional. Para superar esses
inconvenientes, a conversao pode ser realizada em duas etapas: hidrélise do 6leo seguida de

esterificacdo por rota enzimatica (Meng et al., 2011). Dessa forma, o glicerol, que pode inibir



a acdo da lipase, ndo estard presente na etapa de esterificacdo, favorecendo um aumento na
conversdo. Porém, como as lipases possui especificidade pelas posi¢des 1,3 do triglicerideo, o
rendimento de dcidos graxos livres no final da hidrolise seria reduzido (Akoh et al., 2007). A
velocidade de formacdo do éster depende do 4cido organico e dlcool utilizado. Além disso, os
efeitos do 4acido orgédnico e o comprimento da cadeia do substrato sdo significativos em
reacoes de esterificacdo catalisadas por lipases. A temperatura e o pH também sao fatores que
geralmente afetam a esterificacdo. Cada enzima possui seu valor 6timo de atuacdo. Qualquer

fator, que afeta ligac@o do substrato, influencia a taxa de esterificagdo (Carneiro, 2013).

3.6.1. Influéncia da Agua na Reagdo de Esterificacio

A 4gua gerada durante a reacdo de esterificacdo é considerada o mais importante
parametro que precisa ser controlado. Mesmo sob condi¢des de baixa concentracdo de agua,
durante o curso da reagdo, um mol de dgua é formado para cada mol de éster sintetizado.
Como solventes hidrofilicos sdo geralmente evitados para prevenir a inativacdo da enzima, a
formacdo desta fase aquosa pode ocorrer facilmente durante a reacdo. Dessa forma, a remocao
de dgua por diversas metodologias pode prevenir este fendmeno e ajudar na direcao da reacdo
para sua conclusdo com altas conversoes. A presenca de dgua no meio reacional € necessaria
para promover a conformagdo correta da enzima, permitindo que o sitio catalitico fique ativo.
Entretanto, em uma reagdo de sintese, a 4gua em grande quantidade na mistura reacional pode
causar o deslocamento do equilibrio da reacdo no sentido da hidrélise do éster (Villeneuve;
Muderhwa; Haas, 2000). Dessa forma, € evidente que a d4gua tem papel importante e duplo no
processo de esterificacdo: 1) é essencial para a manutencdo da conformacao da lipase e da sua
atividade catalitica e 2) € um produto da esterificagdo, o qual pode alterar o estado de

equilibrio reacional.

3.6.2. Influéncia do alcool na reacdo de esterificacdo

Meng et al. (2011) citaram que o etanol € essencial para a reagdo de esterificacdo, mas
que, em grande quantidade, desnatura proteinas, incluindo as enzimas. Devido a isso,
adicionaram esse substrato em vdrias etapas e observam que o rendimento da esterificacao

aumentou de 50% para 81,6%, quando comparado a metodologia de adi¢do tnica do mesmo



volume de etanol em uma reagdo teste. Com a adi¢do desse substrato em mais de uma etapa,
houve aumento considerdvel no grau de esterificacdo, com valor de aproximadamente 82%. O
processo de esterificagdo ocorre preferencialmente com élcoois de baixa massa molecular,
sendo mais utilizado o metanol, devido ao seu baixo custo, e o etanol por nao ser téxico e ser
ecologicamente mais vidvel que o metanol que € o derivado do petréleo (Carneiro, 2013). No
que diz respeito a sintese de ésteres de dcidos graxos a partir de dlcoois de cadeias curtas,
apesar de o etanol ser menos reativo do que o metanol, ele tem a vantagem de ser menos
toxico e de evitar a adicdo de solvente orginico em reacdes enzimdticas, o que viabiliza o
processo de obtencdo de ésteres de dcidos graxos, com redugdo de custos com solventes e
com consumo de energia (Urioste, 2004). Devido a elevada hidrofilicidade do metanol, ao se
utilizar esse dlcool, as reagdes enzimaticas devem ser efetuadas em meio a solvente organico

para evitar sua desativacdo (Al-Zuhair et al., 2006).

3.7. Esteres na Inddstria Farmacéutica

Os ésteres sdo substincias organicas frequentemente encontradas na natureza, e
utilizadas como importantes intermedidrios em sintese organica. Tais substincias
desempenham um papel importante na indudstria farmacéutica, de perfumes, de polimeros, de
cosméticos e estdo presentes na composi¢do de produtos alimenticios para realcar e imitar
sabores e aromas (Costa et al.,, 2004). Destacam-se também como emulsificantes e
flavorizantes sendo responsavel pelo sabor e aroma usados em medicamentos que apresentam
as seguintes formas farmac€uticas: como em xaropes, solucdes e suspensdes (Menegatti;
Fraga; Barreiro, 2001). Estes conferem aos alimentos e medicamentos aromas e sabores
caracteristicos. Normalmente, sdo usados como aditivos para real¢ar o aroma de uma bebida
ou de um alimento. Na maior parte das vezes, o aroma encontrado em alimentos
industrializados é devido a essas substancias sintéticas. O acetato de benzila, por exemplo, é
um dos componentes de medicamentos com sabor artificial de cereja, abricé e morango. O
acetato de pentila é o éster que confere o aroma e o sabor de péra a gomas de mascar
(Balbani; Stelzer; Montovani, 2006). Na industria de medicamentos, os ésteres estdo
presentes tanto no revestimento de capsulas quanto na composi¢do quimica do principio ativo.
O 4cido acetilsalicilico (AAS) é um antiinflamatério ndo esteroidal com propriedades
analgésicas e antipiréticas de maior comercializa¢do e popularidade em todo o mundo. Sua

sintese envolve a reacdo de esterificacdo do 4cido salicilico com anidrido acético, sob



aquecimento (Menegatti; Fraga; Barreiro, 2001). Esteres de aroma derivados do dlcool
cindmico constituem uma classe que possui uma vasta aplicacdo nas industrias alimenticias,
farmacéuticas e de cosméticos por possuirem esséncia de perfumes e flavorizantes. Estes
produtos podem ser obtidos por métodos quimicos que utilizam catalisadores mais agressivos.
Porém, metodologias mais recentes apresentadas nas dltimas duas décadas mostram que a
reacdo de esterificacdo via enzimadtica utilizando principalmente lipases que podem ser usadas
em solventes organicos, mostra-se cada vez mais promissora na sintese de ésteres de aroma
(Bastos, 2013). A figura 11 mostra alguns exemplos de ésteres de aroma que vem sendo

obtidos via catdlise enzimética, com lipases.

Figura 11: Esteres usados como flavorizantes e produzidos a partir de lipases por reagdo de

esterificagao.
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Fonte: Bastos, 2013.

Griz (2010) sintetizou ésteres usados como flavorizantes por meio de lipases de
Burkholderia cepacia (LBC), Pseudomonas fluorescens e Aspergillus niger imobilizadas,
como os acetatos de benzila (p€ssego), de n-octila (laranja), de isoamila (banana) e o
butanoato de etila (morango). Como evidenciado na figura 12.

Figura 12: Exemplos de ésteres de aroma usados como flavorizantes obtidos por catilise enziméatica.
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Bezbradica et al., (2007) utilizaram as lipases pancredtica do porco e de Rhizomucor
miehei na reacdo de obtencdo de diversos ésteres de aroma, entre eles o butanoato de
geranoila (figura 11) e octanoato de heptila. No estudo de Dandavate; Keharia; Madamwar
(2009) observou-se a preparagdo do iso-valerato de etila usando como catalisador a lipase de

Candida rugosa imobilizada em nanoparticulas de silica.

3.8. Oleo de Pequi

O pequizeiro (Caryocar brasiliense sp.) pode ser classificada como frutifera ou
oleaginosa, em razdo das suas caracteristicas e formas de utilizagdo. Possui um
enquadramento toxondmico: Divisdao Magnoliophyta, Classe Magnoliopsida (Dicotiledonae),
Ordem Theales (Guttiferales), Familia Caryocaraceae, Género Caryocar (Cronquista, 1988;
Silva et al., 2001).

A principal utilizagdo do fruto é no consumo direto do caroco em forma de pequizada,
em cozidos de carne de gado e de frango, no feijdo, no arroz, € no conhecido baido de dois
(ferjao com arroz). Como oleaginosa, da polpa do fruto é extraido um 6leo que tem diversas
utilidades, além de seu emprego na culindria, o foco central de uso desse produto. E utilizado
na industria de cosméticos (cremes), de limpeza (sabdes), e na inddstria de farmacos (Oliveira
et al., 2008), mesmo sem a existéncia de informacdes advindas de pesquisas. Porém, como a
polpa tem, em média, cerca de 200.000 UI de vitamina A (Peixoto, 1973), pelo menos no
suprimento dessa vitamina € garantido algum efeito benéfico a saide humana. Na tabela 1 é

apresentada a composi¢ao em 4cidos graxos da polpa do fruto do pequi.

Tabela 1: Oleo da polpa de pequi: composi¢do em dcidos graxos.

ACIDO GRAXO TEOR EM (%)
Acido Palmitico (C 16:0) 34,4 — 40,2
Acido Palmitoléico (C 16:1) 1,4-2,1
Acido Estearico (C 18:0) 1,8-2,3
Acido Oléico (C 18:1) 53,9-574
Acido Linoléico (C 18:2) 1,5-28
Acido Linolénico (C 18:3) 0,7-1,0
Acido Araquidico (C 20:0) 0,2

Fonte: Brasil, 1985; Facioli; Gongalves, 1998.



Azevedo-Meleiro e Rodriguez-Amaya (2004) identificaram carotenoides no pequi
Caryocar brasiliense camb. Estes metabdlitos conferem protecio a pele impedindo a
lipoperoxidagao, evitando desta maneira a formacao de radicais livres com consequentemente
retardo envelhecimento cutaneo. Também foram demonstradas as atividades leishmanicida,
antimicrobiana do extrato das folhas de pequi (Paula-Junior et al., 2006).

Portanto, é de grande importincia o estudo da utilizacdo do 6leo de pequi,
vislumbrando a aplicabilidade na drea cosmética e farmacéutica visando o aproveitamento de
recursos naturais com desenvolvimento sustentivel e consequentemente desenvolvimento

regional e contribuicdo social (Pianovski et al., 2008).



4. MATERIAL E METODOS

Neste topico sdo apresentados os materiais e a descricdo dos procedimentos realizados
durante o desenvolvimento deste trabalho. Os experimentos foram realizados no Laboratério de
pesquisa de processos enzimaticos (J10) na Unidade Académica de Saide (UAS) da Universidade
Federal de Campina Grande (UFCG).

4.1. Materiais

4.1.1. Enzima

Para a imobilizacdo foi utilizada a lipase (E.C 3.1.1.3) de Rhizomucor miehei, Palatase®
20,000L da Sigma Aldrich com atividade especifica de 450 U/ml de extrato.

4.1.2. Suporte

A quitosana utilizada para a pesquisa se apresentou na forma de pd, sendo adquirida junto a
POLYMAR IND. LTDA, Fortaleza, Ceard, que possui grau de desacetilacdo de aproximadamente
85%.

4.1.3. Substratos

Oleo de pequi (Caryocar brasiliense sp.) obtido na feira piiblica de Campina Grande - PB
sem nenhum tratamento prévio para obtencdo de dcidos graxos livres, etanol comercial 93,1° INPM
e o butirato de p-nitrofenila (pNPB) para medi¢do da atividade enzimética.

4.1.4. Agente adsorvente

Amido peletilizado, da marca YOKI®, tendo como nome comercial sagu.

4.1.5. Reagentes utilizados no tratamento do suporte, obten¢do de 4cidos graxos livres e
esterificacdo



Hidréxido de potéssio (KOH) 0,01 M; fenolftaleina 1% m/v; solucdo alcodlica de KOH 10%
m/v; PA; 4cido acético glacial 5% v/v; dodecil sulfato de sédio (SDS); hexano PA; fosfato de sédio
monobdsico PA e fosfato de potassio dibasico PA; isopropanol PA; solucdo de acido sulfirico (H

2504) 25% vlv; solugao hidroxido de sédio (NaOH) 0,0624 M.

4.2. Métodos

4.2.1. Preparo do suporte a base de quitosana

Para o preparo do suporte, foi utilizada metodologia adaptada de Dalla-Vecchia;
Nascimento; Soldi (2004) e Cavalcante (2014). A solu¢do de quitosana foi preparada a partir de
uma dissolu¢do do dcido acético glacial 5% v/v. Neste processo foi feito um ajuste de pH igual a
5,0. Apés, sob agitacdo, verteu-se 4 gramas de quitosana em pd nessa solucdo de dcido acético
glacial formando uma solucdo final de quitosana 5% m/v com auséncia de grumos no meio. Com
isso, foi solubilizado 0,04g de dodecilsulfato de sédio (SDS) que € o surfactante em 1mL de
hexano, sendo homogeneizado posteriormente nas 4g de solu¢@o de quitosana, dessa forma obteve-

se o organogel. Evidencia-se tal preparacdo na figura 13.

Figura 13: Sintese do organogel a base de solucdo de quitosana 5% m/v.
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Fonte: Adaptado de Cruz, 2015.



4.2.2. Imobilizacao da lipase de Rhizomucor miehei em organogel.

Para a imobiliza¢do usou Método descrito por Cavalcante (2014). Foi adicionado 50 U.g’!
por grama de suporte que equivale a 100uL da enzima adicionado ao gel formado, onde foi
homogeneizado cuidadosamente para ndo ocorrer a desnaturacdo da enzima. Em seguida, o suporte
(organogel) com a enzima imobilizada passou por sucessivas etapas, para que adquirisse
estabilidade, favorecendo a imobiliza¢ao da enzima.

Na figura 14 visualizamos as etapas de imobilizacdo da lipase no organogel a base de
quitosana. Inicialmente, o gel foi levado a geladeira onde permaneceu por um periodo de 20
minutos sob refrigeracdo, apds passar o tempo necessario, o derivado (enzima + suporte) foi imerso
em tampao fosfato 25mM pH 10,0 por 30 minutos, ou seja, esse tempo € necessirio para que
ocorresse a neutralizacdo do pH e consequente coagulacdo da quitosana, onde esse suporte
comecard a tomar forma do tipo matriz polimérica, caracteristica essa atribuida ao tipo de
imobilizacdo sendo denominada encapsulacio em matriz polimérica. Posteriormente, o gel foi
adicionado em dlcool etilico 93,1° INPM onde permaneceu por 10 minutos, para que o organogel
adquirisse uma maior consisténcia. Em seguida, o derivado foi lavado com 3mL de hexano (o
solvente organico) e filtrado em bomba a vicuo para retirar o excesso do solvente presente no
suporte. Feito isso, o derivado estava pronto para afericdo da atividade da enzima no organogel,

bem como para o uso nos ensaios de esterificacdo.

Figura 14: Etapas da imobilizacdo de lipase em organogel.
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Fonte: Adaptado de Cruz, 2015.



4.2.3. Determinacgao da Atividade da Lipase e Autodegradac¢do do Substrato

Para afericdo da atividade catalitica da enzima lipase de Rhizomucor miehei imobilizada, foi
utilizado o substrato butirato de p-nitrofenila (pNPB) através da sua degradacio, sendo avaliada em
espectrofotometro (UV-Vis) no comprimento de onda 400 nandmetros (A =400nm). Para que fosse
possivel realizar a afericao da atividade enzimaética, fez-se necessario ocorrer a prepara¢ao do meio
reacional, onde nesse local a enzima poderia atuar tranquilamente.

Para a preparacdo do meio reacional foi utilizado trés solugdes:

e Solucao A: 26uL do substrato que ¢ o pNPB diluido em 10ml de dlcool isopropilico,
e Soluc¢ao B: tampao fosfato de s6dio 25mM pH 7,0

e Solucao C: 29 ml solu¢do B com 1 ml solugdo A

Dessa forma, o reator com 30mL de meio reacional estava pronto, onde foi realizada a
atividade enzimadtica a uma temperatura de 25°C em triplicata fornecendo uma maior confiabilidade
ao processo de afericdo da atividade da enzima imobilizada. A reag¢do foi acompanhada em
espectrofotometro UV-Vis (X = 400nm), durante 10 minutos sob agitacdo, sendo medidas as
absorbéncias a cada 2 minutos em aliquotas de 2ml, a fim de determinar a hidrélise do pNPB pela
lipase, originando produtos de reacdo como p-nitrofenol (pNP) e o &4cido butirico, podendo-se
observar essa reacdo na figura 15. Assim, a atividade enzimatica foi definida como a quantidade de
lipase que hidrolisou 1umol de pNPB por minuto nas condi¢des descritas em unidades de enzima
por ml de solu¢do enzimdtica (U/ml) ou unidade de enzima por grama de suporte (U/g) (enzima)

(Oliveira, 2012; Carneiro, 2013; Cavalcante, 2014).

Figura 15: Reacio de hidrdlise do p-nitrofenil butirato (pNPB).
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Fonte: Oliveira, 2012.

Foi realizado o branco da reacdo que se baseia na capacidade de Autodegradacio do
substrato com auséncia de enzima no meio reacional, a fim de ser possivel identificar qual a

quantidade de substrato que realmente eram hidrolisadas pela lipase ocorrendo nas mesmas



condi¢des de reacdo para determinacdo da atividade da enzima imobilizada. Na figura 16
pode ser observado todo o processo de determinagdo da atividade para a enzima imobilizada

em suporte a base de quitosana, bem como a autodegradacio do substrato.

Figura 16: Determinagao da atividade da lipase livre e /ou imobilizada e Autodegradacido do pNPB.
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Fonte: Adaptado de Cruz, 2015.

Portanto, quatro gréificos lineares foram plotados, trés com os dados obtidos no reator
com a lipase imobilizada e o outro com a absorbancia do branco. Com as equacgdes das retas
obtidas, foram identificados os valores da tangente para o reator com derivado e para o branco
(autodegradacdo do substrato) (Oliveira, 2012; Carneiro, 2013; Cavalcante, 2014). Com os
valores obtidos, foi calculado a atividade da enzima imobilizada por meio da equacgdo 1,

sendo em seguida realizada uma média das atividades.

At — (a — abranco)x 0,0922 x Vreator

"~ Venzima (mL) ou mderivado(g)

Onde: At € a atividade enzimética (U/ml ou U/g), a € a tangente da amostra, o € a tangente do
branco. 0,0922 ¢é o fator da curva de calibracio, V reaor € 0 volume do reator (ml), V enzima € 0

volume de enzima solivel (ml) € m derivado € @ massa de derivado (g).

€3]



4.2.4. Produgdo de 4cidos graxos livres a partir do 6leo de pequi

Esses ensaios foram realizados segundo a metodologia adaptada de Carneiro (2013).
Assim, a produgdo ocorreu em duas etapas, uma etapa ocorrendo uma catdlise alcalina e outra
ocorrendo uma catdlise dcida. Na primeira etapa foi necessdrio realizar a hidrélise do dleo,
onde preparou-se 200ml de uma solucdo de hidréxido de potédssio (KOH) a 10% m/v, tendo o
alcool etilico 93,1° INPM como solvente. Dessa forma, essa solucdo foi levada juntamente
com 30g de 6leo de pequi in natura para o banho ultrassdnico com frequéncia de 40 KHz e
poténcia de 160 W em um baldo de fundo redondo permanecendo por 45 minutos, ocorrendo

uma reagdo de saponificacao (Figura 17) para obtencdo de sais de dcidos graxos.

Figura 17: Reacdo de Saponificagao.
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Fonte: Lima, 2009.

A segunda etapa consiste numa catdlise 4cida, para que ocorra total conversdo do sal
obtido em 4cido graxo livre. Nessa etapa, ocorreu a separagdo dos 4cidos graxos do glicerol
obtidos na reagdo de saponificacdo, para isso, primeiramente, foram adicionados 400ml de
agua destilada a uma temperatura de 40°C em um béquer contendo previamente os sais de
acidos graxos e glicerol obtidos na reacdo de saponificacdo, homogeneizando cuidadosamente
para ndo ocorrer formagao de espuma e nao interferir na separagcao dos 4dcidos graxos. Quando
ocorreu total dissolugdo do sabdo na dgua destilada, verteram-se 80ml de uma solugdo de
acido sulftrico 25% v/v na reagdo para que ocorra hidrélise acida. Apds, deixou decantar por
60 minutos, até separar as duas fases (dcida e aquosa), em seguida foi levado para um funil de
separacdo para que fosse obtido apenas a fase dcida sobrenadante, essa fase foi lavada trés
vezes com agua destilada a 40°C para retirar o excesso de dcido sulftrico, sendo em seguida
levado para secagem em estufa a uma temperatura de aproximadamente 110°C por 60

minutos, até que ocorresse a evaporacdo da dgua presente na reacdo com os 4cidos graxos



obtidos, retirando a umidade do meio (Cruz, 2015). Na figura 18 sdo evidenciados a 1% ¢ 2°

etapa do procedimento de obtencdo dos dcidos graxos livres.

Figura 18: Processamento de obten¢@o de 4cidos graxos livres a partir do éleo de pequi.
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Fonte: Cruz, 2015.

4.2.5. Ensaios de esterificagdo utilizando 4cidos graxos com a lipase imobilizada

Os procedimentos foram realizados segundo metodologia adaptada de Sousa (2013) e
Cruz (2015). O ensaio de esterificacdo foi realizado em diferentes proporcdes molares,
utilizando uma quantidade de 5g de 4cido graxo livre juntamente com varias quantidades de
alcool etilico 93,1° INPM nas seguintes razdes molares dcido/dlcool 1:1; 1:5; 1:10; 1:15 e
1:20 respectivamente. Esses testes foram realizados em duplicata e com esses valores obtidos
calculava-se a média e o desvio padrao para cada ensaio. Os mesmos ensaios foram realizados
utilizando 4g de amido (sagu) em meio reacional, objetivando adsorver a dgua formada na

reacdo de esterificacdo e obter maior conversdo de dcidos graxos em ésteres, observando



também a variagdo da porcentagem de ésteres formados com o uso desse agente adsorvente.
As quantidades a serem usadas de dcido graxo e etanol nos ensaios foram calculadas a partir

de cada razao molar a ser trabalhada e estdo descritas na tabela 2.

Tabela 2: Razdes molares, e suas equivalentes concentragdes de acido e etanol.

Razao molar acido/etanol Massa acido graxo Volume de Etanol
1:1 5g 1,03mL
1:5 5g 4,13mL
1:10 5g 9,30mL
1:15 5g 14,47mL
1:20 Sg 19,64mL

Fonte: Adaptado de Pereira, 2015.

Sabendo a razdo utilizada para cada ensaio, como também as respectivas quantidades de
acido graxo e etanol que equivale a cada razdo molar, foi adicionada a um erlenmeyer de tamanho
adequado a quantidade necessdria de dcido/etanol. Retirou-se a amostra referente ao tempo zero,
que foi de aproximadamente 0,5g, para posteriormente ser titulada, visando quantificar o nivel de
acidez nesse meio reacional. Apos ser retirado o tempo zero, adicionou-se ao meio 0,5g (0,56 U/g)
de derivado, mantendo esse sistema sob agitacdo rotacional de 150 rpm em agitador de Kline na
estufa a uma temperatura de 37°C por 24 horas. Decorrido esse tempo, retirou-se uma aliquota em
torno de 0,5g do meio, onde essa consistiu na amostra apds o transcorrer do tempo de 24 horas de
reacao.

Esses ensaios foram realizados novamente, adicionando 4g de amido ao meio reacional, por
ser higroscopico, promove a adsorcao da dgua produzida na reacio de esterificacdo, favorecendo o
aumento da conversdo de dcidos em ésteres. Contudo, esse reagente foi adicionado apds a retirada
da amostra do tempo zero, e antes de ter colocado a enzima imobilizada (derivado) no meio.

Dessa forma, as amostras foram tituladas com hidréxido de s6dio (NaOH) 0,0624 M para
verificar o nivel de acidez existente apds a reagdo, e junto dessa adicionaram-se 20ml de élcool e 2
gotas de fenolftaleina como indicador (figura 19). Com os resultados obtidos das titulagdes, foi
descontada a acidez proveniente do dlcool, e a partir dai calculou-se o indice de acidez, a
porcentagem de dcidos graxos livres para as amostras no tempo zero e 24 horas, e o cdlculo de
conversdao em ésteres. Portanto, quanto maior a acidez inicial e menor a acidez final, maior sera

quantidade de ésteres formados.



Figura 19: Fluxograma referente ao ensaio de obtencdo de ésteres a partir dos dcidos graxos livres do 6leo

de pequi.
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03,1° INPAL fenolftaleina XNaOH0,06241

Amostra (0,5 g)
apos 14 horas

Fonte: Cruz, 2015.

4.2.6. Indice de acidez e porcentagem de dcidos graxos livres

O indice de acidez revela o estado de conservacdo do 6leo e corresponde ao nimero de
miligramas de hidréxido de potdssio (KOH) necessdrios para neutralizar os 4cidos graxos livres
(AGL) de um grama de gordura (em mg KOH/g). A porcentagem de acidos graxos livres é um
método para determinacdo de AGL existentes em uma amostra. As metodologias para determinagao
do indice de acidez e a porcentagem de 4cidos graxos livres sdo sugeridas pela American Oil
Chemists Society (A.O.C.S.) métodos oficias Cd 3d-63 e Ca 5a-40, respectivamente. Estes métodos
sdo utilizados para determinacdo do indice de acidez e teor de 4cidos graxos livres de Oleos e
gorduras vegetais. Consistem-se na utilizagdo de solucdo de hidroxido de sodio (NaOH) para
titulacdo do 4cido graxo livre na amostra, segundo metodologia adotada por Moreto e Fett (1998).
Realizado esse procedimento e anotado o volume de NaOH gasto na titulagcdo, o indice de acidez foi
determinado de acordo com a equacdo 2 e os valores de porcentagem de 4cidos graxos sdao

calculados conforme a equacgdo 3.



Vxfx 56,11 xM
IA(mg KOH/g) = - (2)

Vxfx 28,20 xM
% AG(%) = 3)
m

Sendo que: /A € o indice de acidez (mg KOH/g), V é o volume de solu¢do de NaOH necessario para titular a amostra
(mL), f € o fator de correcdo da solu¢do de NaOH (em torno de 1), M é a molaridade da solu¢do de NaOH (mol/L), m é
a massa da amostra utilizada (g), 56,11 é o fator de correciio com relagdo ao KOH e % AG € a porcentagem de acidos

graxos livres (%) e 28,2 € o fator de correcdo com relag@o ao acido oleico.

4.2.7. Conversao

O célculo da conversdo foi realizado a partir dos valores obtidos do indice de acidez no
inicio (branco) e no final da reacdo de acordo com o descrito por Moreto e Fett (1998), evidenciado
na equacao 4.

Ao — IAf

X(%) = ( Ao

)x 100 4)

Onde: X € a taxa de reducdo do indice de acidez (%), IA, é o indice de acidez no inicio da reag@o e IAs é o indice de

acidez no final da reacao.



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Atividades da lipase de Rhizomucor miehei imobilizada

A partir dos valores de absorbancia encontrados (Tabela A1 no anexo A) foi possivel
obter o valor da tangente por meio da equagdo da reta determinada através de grifico de
regressdo linear, e por meio deste realizar o cédlculo da atividade do derivado a base de
quitosana com a lipase imobilizada em cada reator utilizado, sendo determinado em triplicata
com o auxilio dos valores da Autodegradagcdo do pNPB (substrato) que consistiu no branco da
reacdo para a atividade enzimdtica. Estdo evidenciados na figura Al no anexo A os
comportamentos graficos das absorbancias obtidos nos reatores em que foram realizados os
ensaios de atividade enzimdtica, bem como o grifico com as absorbancias referentes ao
branco. Cruz (2015) aferiu a atividade da lipase de Rhizomucor miehei em sua forma livre,
apresentando um valor de 450,04 + 1,1 U/ml de extrato.

A atividade média da lipase imobilizada em quitosana 5% m/v foi 0,56 + 0,11 U/g-1

unidades de enzima por grama de suporte estd representado na tabela 3.

Tabela 3 - Valores referentes as massas de organogéis com lipase imobilizada seguido de diferentes

atividades do suporte em cada reator.

Reator Massa Atividade
Derivado (g) Derivado U/g’!
1° 0,23 0,52
2° 0,25 0,68
3° 0,21 0,47

Fonte: Dados do trabalho, 2016.

No estudo de Carneiro (2013) determinou-se a atividade da lipase de Rhizomucor
miehei imobilizada em quitosana a 5% m/v, apresentando uma atividade 0,88 U/g. Cavalcante
(2014) mostra em seu presente trabalho, que a quitosana 5 % m/v associada ao hexano com o
tensoativo SDS apresentou uma das maiores atividades (0,5 £ 0,05 U/g) em comparacdo a
outro derivado estudado, como o alginato de s6dio associado ao hexano como fase organica,
ativado por glutaraldeido e SDS como tensoativo apresentou atividade (0,2 + 0,06 U/g), sendo
relativamente menor que a quitosana. Acredita-se que o alginato de so6dio, por formar

organogel com estrutura mais rigida e/ou menos maledvel que o suporte a base de quitosana,



dificulte a difusdo do substrato at€é a enzima no interior micelar, resultando numa atividade
enzimatica menor do que o suporte a base de quitosana. Cruz (2015) determinou a atividade
da lipase de Rhizomucor miehei imobilizada em quitosana a 5% m/v, mostrando uma
atividade 0,56 U/g.

Portanto, o suporte a base de quitosana apresenta-se como promissor, mostrando ser
um dos melhores para imobilizacdo da lipase pelo método encapsulagdo em matriz polimérica

de quitosana com a enzima confinada dentro do centro micelar em organogel (figura 20).

Figura 20: Estrutura macroscopica do organogel a base de quitosana.

Fonte: Modificado de Cruz 2015.

5.2 Obtencdes dos 4cidos graxos livres do 6leo de pequi

Na extragdo dos dcidos graxos livres do 6leo in natura do pequi foi obtido o
rendimento médio final de 76%. A tabela 4 mostra as massas iniciais utilizadas do 6leo in
natura e as massas finais correspondentes aos dcidos graxos apos hidrélise dos triglicerideos

obtidos juntamente com o rendimento da reacao.



Tabela 4 - Rendimento obtido nos ensaios de hidrdlise de triglicerideos do 6leo de pequi in natura.

Massa 6leo in natura(g) Massa acido graxo (g) Rendimento (%)
30,03 23,34 77,72
30,02 22,54 75,08
30,02 22,46 74,82
30,01 23,25 77,47
30,04 22,97 76,46

Fonte: Dados do trabalho 2016.

A hidrdlise alcalina com KOH em ultrassom, como afirma Lima (2009) e Cruz (2015)
trata-se de uma reacdo, capaz de retirar os 4cidos graxos presentes nas estruturas dos

triglicerideos, sem alterar a conformac¢ao molecular dos 4cidos graxos obtidos.

5.3 Ensaios de esterificacdo utilizando acidos graxos do 6leo de pequi com a lipase
imobilizada

Nos ensaios foram utilizados os 4cidos graxos obtidos através da hidrélise do 6leo de
pequi, quanto maior a acidez presente nesse 6leo maior sua conversao e/ou sintese de ésteres.
Foi avaliada a influéncia da razdo molar acido/etanol em relacdo ao percentual dos ésteres
etilicos formados em fun¢do da quantidade de etanol presente no meio reacional para cada
uma das razdes molares analisadas no estudo.

Na sintese de ésteres a partir de dcidos graxos do 6leo de pequi utilizou o etanol, com
aplicacdo da lipase imobilizada em um suporte de baixo custo, como a quitosana em
organogel, ocorreu variacdes das concentragdes molares de dcidos graxos e dlcool utilizados
em cinco razOes molares diferentes. Foram analisadas essas razdes afim de identificar qual
razao possul maior conversao em ésteres. Observa-se na tabela 5 os resultados obtidos no
ensaio de esterificacdo, evidenciando os seguintes dados obtidos: indice de acidez inicial e
final, porcentagem de 4cidos graxos livres iniciais e finais seguido da conversdo para cada
razdo molar.

O indice de acidez inicial apresentado nas amostras em todas as razdes molares
decresceu com o aumento da concentracdo de 4lcool etilico utilizado em andlise. Wu;
Jaaskelainem; Linko (2003) em seu trabalho cita que o suporte no qual a enzima foi
imobilizada pode ter adsorvido o etanol, este por ser um composto bastante polar, promove

em elevadas concentragdes a formagdo de uma camada estatica desse substrato em torno da



particula de enzima imobilizada impedindo consequentemente a entrada dos 4cidos graxos
livres ao sitio ativo da enzima e retirando a camada de 4dgua que serve como protecdo da
estrutura da molécula de enzima. Logo, a razdo molar 1:1 em anélise apresentou maior indice
de acidez inicial, aproximadamente 96,15 (mg KOH/g), vale salientar que esta razdo estava
sob menor concentragdo de etanol, favorecendo tal comportamento. A razao 1:5 apresentou
maior acidez final com 45,33 (mg KOH/g). Porém ao analisar tal resultado, ndo significa que
esta razdo apresentou uma baixa conversao, pois ao se fazer a diferenca entre a acidez final e
a inicial, o resultado ndao foi 0 menor entre as amostras. Assim, ao analisar a razdo 1:20,
fazendo diferenca entre a acidez final e a inicial observa-se uma menor relagdo quando
comparado com as outras razdes, levando a entender que essa apresentou uma menor

conversdo. Observa-se na tabela 5 os resultados acima apresentados.

Tabela 5 - Média + desvio padrio referente aos ensaios de esterificacdo para cada razdo molar
utilizando o 6leo de pequi. Sendo: Ia (indice de acidez), % AG (porcentagem de dcidos graxos livres).

Razao Ia — inicial Ia — final % AG (%) — % AG (%) Conversao (%)
molar (mg KOH/g) (mg KOH/g) inicial — final
1:1 96,15 + 0,17 41,67 £2,34 48,45+£0,27 20,94 +1,17 56,67 +2,35
1:5 66,39 + 2,81 45,33 £0,59 3337+ 1,41 22,778 +0,30 31,68 +1,99
1:10 45,82 £0,24 34,87 +£0,92 23,03+0,12  17,52+0,46 23,90 + 1,61
1:15 3523+ 1,11 28,89 + 1,63 17,71 £0,56  14,52+0,82 18,04 + 2,05
1:20 28,22 + 0,03 24,08 + 1,08 14,18 £0,02 12,10+ 0,54 14,69 + 3,92

Fonte: Dados do trabalho 2016.

O decréscimo na conversao de acidos em ésteres pode ter ocorrido devido ao aumento
da concentracdo de etanol utilizada nas demais propor¢des molares e/ou devido a quantidade
de dgua formada no meio reacional durante a reacdo de esterificacdo (Wu; Jaaskelainem;
Linko, 2003).

Possivelmente, o excesso de dlcool provocou a inativacdo da enzima pois esta pode
sofrer inibi¢do pelo dlcool. Tal comportamento das lipases frente ao excesso estequiométrico
de alcool pode ser explicado por efeitos inibitérios, uma vez que devido a elevada polaridade
de alcoois de cadeia curta (o etanol utilizado no estudo) ao entrar em contato com a enzima,
pode ficar adsorvido no suporte no qual a enzima foi imobilizada, formando uma camada
limite em torno do biocatalisador deixando o sitio ativo da enzima inacessivel ao substrato. A

concentracdo de dgua representa uma provavel inativacdo enzimadtica, pois a quantidade de



dgua formada na reacdo de esterificacdo promove o deslocamento do equilibrio da reacao de
esterificacdo, favorecendo a hidrdlise dos ésteres formados (Oliveira, 2012; Foresti et al.,
2007)

O estudo de Carneiro (2013) apresenta que lipases de Rhizomucor miehei imobilizadas
em quitosana, em meio de reacdo com 4cidos graxos do dleo de coco e etanol para a sintese de
ésteres, apresenta uma maior conversao (51,8%) na razao 1:1, e ocorrendo um decréscimo da
conversao nas demais razdes. Em Cavalcante (2014) ocorreu o mesmo, obtendo na razao 1:1
o maior valor de conversao (80%) em esterificacao, utilizando lipase de Rhizomucor miehei
com &cido oleico. Seguindo a mesma metodologia dos demais, Cruz (2015) obteve uma
conversdo de 73,2% em esterificacdo, fazendo uso de lipases Rhizomucor miehei em reagcao
com o 6leo de buriti e etanol. O comportamento grafico de conversdo das amostras de dcidos
graxos frente a formagdo de ésteres, nos ensaios de esterificacdo para o 6leo de pequi estdo
representados na figura 21. No anexo B, especificamente na figura B1 mostra o perfil grafico
dos resultados obtidos em relacdo a acidez final e inicial, bem como a porcentagem de 4acidos

graxos livres iniciais e finais apresentados nos ensaios.

Figura 21: Conversao em ésteres apresentadas para cada ensaio realizado respectivamente com 6leo

de pequi na auséncia de sagu no meio reacional.
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Fonte: Dados do trabalho 2016.



5.4 Esterificagdes com a presenca de agente dessecante (amido) no meio de reacdo

Para a avaliagdo do efeito da remoc¢do da dgua, foi adicionado amido como agente
dessecante ao meio reacional. Ao analisar os resultados obtidos conclui-se que esse agente
promoveu um aumento da conversdao em todas as razdes molares analisadas. Dessa forma o
amido é de suma importancia na sintese de ésteres, pois possui a capacidade de adsorver a
dgua residual formada durante a reacdo de esterificagio, favorecendo o aumento da conversao
dos ésteres formados. A razdo 1:1 nao apresentou o menor indice de acidez final com 28,14
(mg KOH/g), porém apresentou um aumento significativo na conversao de 56,67% para
70,53%. J4 a razao 1:20 como esperado, apresentou a menor conversdao, porém ocorreu um
aumento de 14,69 % para 25,23% na concentracdo de ésteres formados. Portanto, obteve-se
um aumento razoavel na producdo de ésteres formados no meio reacional. Com relagdo ao
indice de acidez inicial e a porcentagem de acidos graxos livres iniciais no 6leo mantiveram-
se praticamente idénticos por ndo terem sofrido alteracOes estatisticamente significativas, por
outro lado o indice de acidez final e porcentagem de 4cidos graxos livres finais diminuiram,
favorecendo a elevacdo da diferenca entre a acidez do meio inicial e final, resultando em uma
maior conversao.

No trabalha de Cruz (2015) foi evidenciado um aumento na conversao em ésteres com
o uso do agente dessecante (amido) utilizando a Lipase de Rhizomucor miehei em reacdo com
o 6leo de buriti, apresentando um aumento de 73,20% para 80,12%.

Santos (2011) mostrou que na esterificagdo realizada com o acido oleico em presenca
de zeolitas como agente adsorvente da dgua residual formada no meio reacional evidenciou
um aumento na conversdao em ésteres de 46,8% para 53,0% na razao 1:4, por um periodo de
6,5 horas de reacdo utilizando lipase de Candida antarctica tipo B imobilizada em quitosana.
Oliveira (2012) também realizou estudos com a lipase de Rhizomucor miehei imobilizadas em
quitosana, utilizando como agente dessecante peneira molecular 4A para a sintese de butirato
de etila. A presenca do agente dessecante promoveu redugdes significativas nas taxas de
conversao em éster, o rendimento que na auséncia deste dessecante foi de 89%, foi reduzido
para 46%. No estudo realizado por Cavalcante (2014) permitiu evidenciar que com a
utilizacdo de agente dessecante do tipo zedlitas ocorreu uma redugdo da conversdo em todas
as razdes molares, frisando a razdo 1:1 que ocorreu uma reducao de 80% para 70% em ésteres
formados apds adicdo de agente dessecante. Portanto, isso comprova que a quantidade de
agente dessecante utilizado removeu toda a quantidade de dgua formada no meio reacional,

inclusive a concentragdo de dgua presente na estrutura da lipase.



Assim, foi utilizada nos ensaios uma quantidade de 4g de amido que ndo interferiu na
atividade enzimdtica em todas as razdes, ou seja, essa quantidade utilizada permitiu promover
um aumento da conversdo nos ensaios com o Oleo. Na tabela 6, podemos observar os
resultados apresentados dos ensaios realizados na presenca do agente dessecante, bem como o
desvio padrao entre as amostras, que se manteve baixo em praticamente todos os ensaios,
mostrando a confiabilidade nos testes realizados. Em seguida, na figura 22, observa-se o
comportamento grafico dos resultados obtidos com o amido na reacdo, em relacdo ao
percentual de ésteres formados apds as 24 horas de reacdo de esterificagdo. No anexo B,
especificamente na figura B2 mostra o perfil grafico dos resultados obtidos em relacdo a
acidez final e inicial, bem como a porcentagem de 4cidos graxos livres iniciais e finais

apresentados nos ensaios.

Tabela 6 -Média + desvio padrio referente aos ensaios de esterificacdo realizados em duplicata com
6leo de pequi em presenca de amido no meio reacional. Sendo: Ia (indice de acidez), % AG

(porcentagem de 4cidos graxos livres).

Razao Ia — inicial Ia — final (mg % AG (%) % AG (%) — Conversao (%)
molar (mg KOH/g) KOH/g) — inicial final
1:1 95,50 £ 0,03 28,14 £ 1,04 47,99 £ 0,02 14,14 £ 0,52 70,53 £ 1,08
1:5 68,05 £ 0,36 32,18+ 1,78 34,20 £ 0,18 16,18 £ 0,90 52,70 £2,87
1:10 45,79 £ 0,23 29,73 £ 1,07 23,02 £0,12 14,94 £ 0,54 35,08 £2,02
1:15 31,91 £ 0,22 22,55 +0,32 16,04 £ 0,11 11,34 £ 0,16 29,30 £ 1,50
1:20 26,52+0,10 19,82+045 13,33 £ 0,05 9,97 £0,22 25,23 £1,96

Fonte: Dados do trabalho 2016.



Figura 22: Percentual de conversido em ésteres apresentados em cada ensaio realizado

respectivamente com Oleo de pequi na presencga de sagu (amido) no meio reacional.
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Fonte: Dados do trabalho 2016.

A quantidade de amido ou agente dessecante adicionado ao meio reacional tem que ser
ideal para que ndo ocorra diminuicdo da atividade enzimdtica, pois a lipase ndo pode sofrer
alteracOes em sua estrutura tridimensional ativa. Dessa forma, as lipases necessitam de uma
concentracdo minima de dgua que € necessdria para manter a sua conformagao tridimensional
ativa, mesmo quando a enzima estd covalentemente ligada a um suporte (Trubiano; Borio;

Errazu, 2007).



6. CONCLUSOES

Neste trabalho foi sintetizado um derivado para a imobilizacdo da enzima lipase de
Rizhomucor miehei, para a aplica¢do nas reacgdes de esterificagdo. Com base na atividade da
enzima imobilizada, bem como da enzima livre, o derivado mostrou-se como um suporte
promissor. Fazendo uso da imobilizacdo enzimdtica pode-se diminuir o custo da reagdo,
permitindo uma facil separacdo do catalisador imobilizado do meio reacional, favorecendo o
aumentando da resisténcia mecénica, gerando menores custos para a industria.

Foram agregados valores a materiais de baixo custo como a quitosana, feito o uso para
a sintese do suporte e/ou imobiliza¢do do catalisador, e o amido para adsorver a dgua residual
formada durante a reacdo de esterificacdo, no intuito de aumentar os indices de conversao pela
retirada de d4gua do meio.

Obteve-se dcidos graxos livres a partir do 6leo de pequi com a utilizagdo de
metodologia em ultrassom ocorrendo inicialmente catdlise alcalina, com posterior catélise
acida, apresentando rendimento rentdvel, sendo vidvel para o processo de esterificacdo.

Dentre os cinco ensaios realizados a razdo molar 1:1 mostra-se como a ideal, por
apresentar resultados satisfatorios na presenca de baixas concentragdes alcoodlicas, permitindo
concluir que é desnecessdrio o excesso estequiométrico de élcool, tornando o processo
enzimatico de esterificacdo nesse aspecto mais vantajoso que a catdlise quimica convencional.

Os ensaios de esterificacdo na presenca do amido como agente dessecante no meio
reacional, apresentou uma maior conversdo em todas as amostras. Portanto, € necessario
estudar esse dessecante em maiores quantidades, aumentar a carga enzimdtica e analisar
afundo as varidveis de reacdo na producao de 4cidos graxos e ésteres a afim de otimizar a
metodologia bem como realizar a identificacdo das composicdes quimicas dos produtos de
reacdo formados através da espectrofotometria, bem como identificar suas finalidades na

industria alimenticia e farmacéutica.
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APENDICE



ANEXO A - Valores aferidos para absorbancia em cada reator analisado, bem como a
autodegradacdao do substrato (pNPB), com posterior comportamento grafico dessas

absorbancias obtidas para realiza¢do do calculo da atividade da enzima imobilizada.

Tabela A1 - Valores de absorbancia apresentados pelos trés reatores utilizados para a determinacao de
atividade do derivado a base de quitosana seguido da Autodegradacdo do pNPB (substrato) que

consistiu no branco para os ensaios.

Reator/tempo Reator 1 Reator 2 Reator 3 Autodegradacao
(min) (abs) (abs) (abs) (pNPB)
2 0,117 0, 194 0, 181 0, 106
4 0,225 0,304 0, 286 0,118
6 0, 336 0, 427 0, 361 0,133
8 0, 385 0,594 0,416 0, 145
10 0,574 0, 642 0, 585 0, 155

Fonte: Cruz, 2015.

Figura Al: Comportamento grafico das absorbancias do primeiro (A), segundo (B) e terceiro (C)
reator utilizado para verificar a atividade do derivado, bem como os valores obtidos da autodegradacdo

do pNPB (D).

Abs. 1° reator A Abs 2° reator B
0,7 038

" 0 v=0,059x + 0,07
! v=0033x 40,005 ¢ ' R=0980 4
05 R= 0,969 06 +

05
04 . /
/ 04
03 pd
/ 03 '
02 / 0
01 01
Tempo ’ Tempo

0 T T T T T r“’ﬁ“) 0 T T T T T (min) 1

-




Abs. 3° reator C Abs. Branco D
0,7 0,13

¥=0,006x + 0,091
¥=0,046x + 0,084 0,16 = 4
0,6 R'=0963 [2 0,14 R/Of"ﬁ/'
05 ' /
0,12 ‘

04 / 0,1
03 0,08

/ 0,06
02

4 0,04
0,1
! efnpo 0.02 Tempo
(min) .
0 T T T T T 1 0 T T T T T 1 (mln)
0 2 4 0 8 10 12 0 2 4 6 § 10 1

ANEXO B - Perfis dos resultados obtidos com as razdes acido/etanol utilizadas na

esterificacdo com a auséncia do amido e presenca do amido no meio reacional.

Figura B1: Grificos referentes ao indice de acidez inicial (A), final (B) e porcentagem de 4cidos
graxos iniciais (C), finais (D) apresentados em cada ensaio realizado respectivamente com 6leo de

pequi na auséncia de amido no meio reacional.
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Fonte: Dados do trabalho 2016.

Figura B2: Grificos referentes ao indice de acidez inicial (A), final (B) e porcentagem de 4cidos
graxos iniciais (C), finais (D), apresentados em cada ensaio realizado respectivamente com 6leo de

buriti na presenca de sagu (amido) no meio reacional.
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