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RESUMO

Este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de analisar a performance de duas lipases,
Lipozyme ¢ Novozym 435, em reagdes de esterificagio em meio ndo aquoso. O objeto do estudo
foi a sintese enzimdtica do oleato de n-butila. Os ensaios foram conduzidos em um reator de
pervaporagéo, onde removeu-se seletivamente a 4gua formada durante a reagdo, através de uma
membrana ndo porosa de acetato de celulose. Deste modo, deslocou-se o equilibrio da reagfo,
aumentando a formagio de produtos. As conversdes foram determinadas pelo método do acetato
cuprico. A esterificagio do acido oleico com o n-butanol foi realizada em diferentes condiges de
temperatura, viscosidade do meio e proporgdo entre os reagentes. Na reagdo catalisada pela
Lipozyme, a atividade enzimatica variou inversamente com a temperatura, sendo maxima a 30°C
e minima a 60°C. A diminuicéo da viscosidade do meio através da introducéio de um solvente, o
isoctano, provocou um grande aumento na conversdo. Incrementos na dosagem de enzima ndo
exerceram influéneia sobre a produtividade da reagfio. A utilizagdo de um excesso de n-butanol
resultou em um aumento na conversdo. Este aumento foi causado pela diminuigéio da viscosidade
do meio, e ndo pelo deslocamento do equilibrio da reagfo. Na reagdo catalisada pela Novozym
435, a atividade enzimatica foi praticamente a mesma no intervalo entre 30°C e 60°C. A
conversdo mostrou ser diretamente proporcional a quantidade de enzima aplicada ao meio, até o
limite de 10% (m/m) do total de 4cido oleico. A produtividade da reagdo nfo se alterou perante

variagdes na viscosidade do meio e na propor¢do entre os reagentes.

PALAVRAS-CHAVE: lipases, esterificagéo, pervaporacdo, atividade enzimatica.




ABSTRACT ii

The purpose of this work was to study the performance of two lipases, Lipozyme
and Novozym 435, in lipase-catalyzed esterifications in nonaqueous medium. The focus
of this study was the enzimatic synthesis of n-butyl oleate. A pervaporation reactor was
set up to carry out the reactions. Pervaporation selectively removes water from the
reaction mixture using a nonporous polymeric membrane, cellulose acetate. Conversions
were determined by the cupric acetate method. In the synthesis of n-butyl oleate catalized
by Lipozyme, the lipase activity decreased with an increase in the reaction temperature.
Maximum activity was achieved at 30°C. At 60°C the activity was minimal. The decrease
in reaction mixture viscosity by addition of a solvent caused a great increase in
conversion. On the other hand, increments on the amount of enzime used in the reaction
mixture did not affect the formation of products. In the synthesis of n-butyl oleare using
Novozym 435, the enzimatic activity was the same in the range between 30°C-60°C. The
conversion was directly proportional to the amount of enzyme until the limit of 10%
(m/m) on oleic acid. Changes on the viscosity and amount of butanol did not affect the

reaction productivity.

KEY WORDS: lipases, esterification, pervaporation, enzimatic activity




1- INTRODUCAO :

Nos tltimos anos, vem tornando-se crescente O interesse pelo estudo das reagGes de
modificagdo de 6leos e gorduras. Esta tendéncia pode ser atribuida a um conjunto de fatores.
Com o aumento da oferta de 6leos e gorduras no mercado internacional, tornou-se necessario
o desenvolvimento de processos visando transformar esse excesso de lipideos em derivados
alternativos de valor comercial. Além disso, sendo matérias-primas de origem vegetal e
animal, os lipideos constituem-se em recursos renovaveis. Este € um aspecto relevante tanto
do ponto de vista econdmico quanto do ponto de vista ambiental.

As reagdes de modificagdo de 6leos e gorduras mais promissoras industrialmente sio
a hidrolise, a esterificagdo € a interesterificagio. Em particular, as reagdes de esterificagio
vém despertando grande interesse pela diversidade de produtos de importancia comercial que
originam. Através dessas reagdes sdo obtidos produtos utilizados pelas indistrias alimenticia,
farmacéutica, de cosméticos e de sabdes € detergentes, dentre outras.

A esterificacio é uma reagfio entre um 4cido carboxilico ¢ um alcool, produzindo um

éster e agua:

4]
/! :
R—C\ + R’ - OH — R-COO-R’ + H0
OH
acido carboxilico alcool éster

Na reagdio acima pode-se observar a ocorréncia, no sentido inverso, da reagdo de
hidrolise. A esterificagdio direta é, portanto, a reagfio inversa da hidrélise dos lipideos.
A natureza reversivel da reagio representa uma desvantagem na preparagio de ésteres
diretamente a partir dos dcidos. A preferéncia pela via indireta através dos cloretos de acila
deve-se ao fato de ambas as reagdes - preparagdo do cloreto de acila, a partir do acido, e

preparagdio do éster, a partir do cloreto de acila - serem essencialmente irreversiveis € se

produzirem completamente.



0 0
/l SOClL, /!
R-C + PCl; —> R-C
\ PCls \
OH Cl
acido cloreto de acila
0o
/
R-C + R-OH —® R-COO-R + HC
\
CI
cloreto de acila alcool éster

A esterifificagdo direta, todavia, tem a vantagem de ocorrer em uma Unica etapa. O
deslocamento do equilibrio quimico, no sentido da formacdo dos produtos, permite melhorar a
utilidade desta reacéo, tornando-a comercialmente vidvel. Deste modo, pode-se ou empregar
um dos reagentes em excesso, ou promover a remog¢do continua da agua, ou ambos.

Industrialmente, a esterificagfio direta é conduzida em altas temperaturas, que variam
de acordo com o produto a ser obtido. A sintese de ésteres metilicos e etilicos ocorre a
temperaturas entre 75° C e 100°C. J4 a producdo de varios triacilglicerdis ocorre entre 130° C
e 250° C (SWERN, 1982). Os catalisadores comumente utilizados sfo os acidos sulfiirico
concentrado, cloridrico anidro, benzeno-sulfonico e tolueno-sulfonico. Porém, como estas
substincias podem provocar o escurecimento dos produtos, outros catalisadores foram
pesquisados e vém sendo utilizados. Destacam-se os cloretos de estanho, o cloreto de zinco, o
acido hipofosforico e o pé de zinco, dentre outros. Entretanto, esses compostos também
possuem certas desvantangens. Alguns se volatilizam do meio reacional, outros tornam-se
inativos acima de certas temperaturas (SWERN, 1982).

As reagdes de hidrolise, esterificagdo, interesterificagio e transesterificagdo podem ser
catalisadas por uma classe de enzimas, as lipases. Em relagdo ao processo industrial
convencional, a esterificagio enzimatica possui vantagens que justificam a sua aplicagdo: (i) a
alta especificidade das enzimas evita a formagdo de subprodutos; (ii) a reagéo € conduzida em
temperaturas brandas, entre 25° C e 60° C, resultando numa considerdvel economia de
energia; (iii) as enzimas ndo provocam o escurecimento dos produtos, eliminando assim
etapas posteriores de branqueamento; (iv) com a remogdo continua da dgua e o excesso de

reagentes, pode-se chegar a 100% de sintese de produtos (ERGAN, 1991).




Além disso, os progressos alcangados na area de biocatdlise apontam enzimas cada
vez mais eficientes e com pregos mais acessiveis. Em adi¢do, os avangos na tecnologia de
biorreatores tornam os processos enzimaticos mais adequados a produgéo industrial.

Neste trabalho foi estudada a utilizagdo de enzimas na esterifica¢io de acidos graxos.
As lipases aqui utilizadas foram a Lipozyme IM e a Novozym 435, ambas produzidas em
escala industrial pela Novo Nordisk.

A Lipozyme € uma lipase 1,3 - especifica imobilizada, desenvolvida para catalisar
reacdes de esterificagdo e de interesterificagdo. Esta enzima € obtida a partir de uma cepa
selecionada do Mucor miehei. O gene responsdvel pela produgdo da lipase é transferido do
Mucor miehei para um organismo hospedeiro, o Aspergillus oryzae. A enzima é imobilizada
em uma resina fenodlica macroporosa de troca anidnica. A Novozym 435 é uma lipase obtida
da Candida antarctica, desenvolvida para catalisar reagdes de esterificagdo. O gene
responsavel pela produgdo da lipase ¢ transferido da Candida antarctica para o Aspergillus
oryzae. A enzima é imobilizada em uma resina acrilica macroporosa (NOVO NORDISK,
1992).

Nos ultimos anos, estas enzimas vém sendo largamente empregadas nas reagdes de
modificagio de 6leos e gorduras. Portanto, escolhemos realizar a sintese do oleato de n-butila
para estudar a atuagfo da Lipozyme IM e da Novozym 435 na esterificagdo de acidos graxos,

com as seguintes objetivos:

i - verificar a influéncia da temperatura sobre a atividade das enzimas;
ii - verificar o efeito da viscosidade sobre a velocidade da reagfo;
iii - observar o efeito do excesso de reagentes sobre a atividade enzimatica e sobre a sintese de

produtos;

iv - comparar a perfomance das enzimas frente as diferentes condi¢des citadas acima.




2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 - Enzimas

2.1.1 — Introducio

As enzimas sfio proteinas especializadas na catdlise de reagdes bioldgicas. O termo
enzima é derivado do latim e significa “no levedo”. Esta denominagfio foi utilizada pela
primeira vez em 1877, porém muito anteriormente jA se suspeitava que os catalisadores
biologicos participavam da fermentagdo do agucar para formar o alcool ( LEHNINGER,
1995).

A primeira teoria geral de catalise quimica, publicada em 1835 por J. J. Berzelius,
incluia um exemplo do que se conhece hoje como uma enzima, a diastase do malte, e indicava
que a hidrélise do amido era melhor catalisada pela diastase do que pelo acido sulfurico.
Ainda que Louis Pasteur reconhecesse que a fermentagfo era catalisada por enzimas, ele
postulou, em 1860, que elas estavam intrinsecamente ligadas com a estrutura e a célula do
levedo. Foi, portanto, um grande acontecimento na histéria da pesquisa enzimatica quando,
em 1897, Eduard Buchner conseguiu extrair da célula do levedo as enzimas que catalisam a
fermentacdo alcdolica. Tal feito demonstrou claramente que essas importantes enzimas, que
catalisam um percurso metabSlico importante na produgiio de energia, podem operar
independentemente das estruturas celulares. Entretanto somente muitos anos mais tarde ¢ que
uma enzima foi isolada pela primeira vez em forma cristalina pura. Isso foi feito por J. B.
Sumner, em 1926, com a enzima urease, isolada dos extratos do feijio-soja. Sumner
apresentou evidéncias de que os cristais eram de uma proteina e concluiu, contrariando a
opiniio predominante, que as enzimas eram proteinas, o que ndo foi aceito de imediato.
Somente durante o periodo de 1930 a 1936, durante o qual J. Northrop cristalizou as enzimas
pepsina, tripsina e quimotripsina, é que a natureza protéica das enzimas foi estabelecida
definitivamente ( LEHNINGER, 1995).

Ainda que a maioria das enzimas envolvidas nas atividades metabolicas fundamentais
das células tenham sido identificadas, muitos problemas importantes permanecem sem
solugdo, incluindo o controle genético da sintese enzimatica, os mecanismos moleculares
pelos quais a atividade enzimatica é regulada, e o papel das formas multiplas de certas

enzimas no desenvolvimento e na diferenciagfio celular (LEHNINGER, 1995).



Acima de tudo, nfo sabe-se ainda, em termos moleculares, de que maneira as
enzimas catalisam as rea¢des quimicas com eficiéncia, precisdo e especificidade tdo elevada

(NAGODAWITHANA; REED, 1993).
2.1.2 - Cofatores Enzimaticos

Algumas enzimas dependem, para exercer sua atividade, somente de sua prépria
estrutura como proteina, enquanto outras requerem também um ou mais componentes nfio-
proteicos chamados cofatores. O cofator pode ser um ion metalico ou uma molécula organica
chamada de coenzima; algumas enzimas requerem ambos. Os cofatores s3o geralmente
estaveis ao calor, enquanto que muitas proteinas enzimdticas perdem sua atividade pelo
aquecimento. O complexo cataliticamente ativo enzima-cofator é denominado holoenzima.
Quando o cofator é removido, a proteina remanescente, que €, ela propria, cataliticamente
inativa, recebe o nome de apoenzima (LEHNINGER, 1995).

Algumas enzimas requerem jons metalicos como cofatores. Em tais enzimas o ion
metalico pode servir como : (i) o centro catalitico primdrio; (ii) um grupo de ligagio para unir
o substrato e a enzima em conjunto através da formagdo de um complexo de coordenag#o;
(i) um agente estabilizando a conformacdo da proteina enzimética em sua forma
cataliticamente ativa. As enzimas que requerem ions metdlicos sdo algumas vezes
denominadas metaloenzimas. Em algumas metaloenzimas, o componente metélico sozinho j&
possui uma atividade catalitica primitiva, que € grandemente acentuada pela proteina
enzimatica; por exemplo, a enzima ferro-porfirinica catalase, que catalisa a decomposicdo
muito rdpida do peréxido do hidrogénio em dgua e oxigénio (NAGODAWITHANA; REED,
1993).

Os sais de ferro simples também catalisam essa reagdo, porém numa velocidade muito
menor. As coenzimas funcionam usualmente como transportadores intermediérios dos grupos
funcionais, de 4tomos especificos, ou de elétrons que sdo transferidos na reagfio enzimatica
global. Quando a coenzima estd firmemente ligada a molécula enzimatica, ela é geralmente
denominada grupo prostético. Em alguns casos, todavia, a coenzima esta ligada frouxamente e

funciona em esséncia como um dos substratos especificos daquela enzima (LEHNNINGER,

1995).




2.1.3 - Efeito do pH na atividade enzimatica

A maioria das enzimas apresenta um pH caracteristico em que sua atividade ¢ maxima;
acima ou abaixo desse pH, a atividade se reduz. A inter-relagdo da atividade enzimatica com o
pH para qualquer enzima depende do comportamento acido-basico da enzima e do substrato,
bem como de muitos outros fatores que s3o, em geral, dificeis de analisar quantitativamente,
A forma do perfil de atividade em fungéo do pH varia usualmente com a concentragéio do
substrato, um vez que o Ky da maioria das enzimas se altera com o pH. Essas curvas serdo
mais significativas se a enzima for mantida saturada com o substrato em todos os valores de
pH testados. Em muitos estudos da cinética enzimatica, o pH ¢ mantido constante no 6timo ou
préximo deste (LEHNINGER, 1995).

O pH 6timo de uma enzima ndo € necessariamente idéntico ao pH de seu meio
intracelular normal, que pode estar situado na parte ascendente ou descendente de seu perfil
de atividade em fungéio do pH. Isso sugere que a inter-relagdo pH - atividade enzimatica pode

ser um fator de controle intracelular da atividade da enzima (LEHNINGER, 1995).
2.1.4 - Efeito da temperatura nas reacdes enzimaticas

Tal como ocorre para a maioria das reagdes quimicas, a velocidade das reagdes
catalisadas por enzimas geralmente aumenta com a temperatura, dentro de certa faixa de
temperatura na qual a enzima ¢ estdvel e mantém atividade integral. A velocidade da maioria
das reagdes enzimaticas se duplica aproximadamente para cada elevagdo de 10° C na
temperatura (LEHNINGER, 1995).

Ainda que as reagdes catalisadas por enzimas paregam muitas vezes apresentar um
otimo de temperatura, as enzimas, sendo proteinas, sfo desnaturadas pelo calor, e se tornam
inativas & medida que a temperatura ¢ elevada além de um certo ponto. O “6timo” aparente de
temperatura ¢, assim, resultante de dois processos: (i) o aumento usual na velocidade de
reacdo com a temperatura € (ii) o valor crescente de desnaturagdo térmica da enzima acima de
uma temperatura critica. Ainda que muitas enzimas sejam inativadas em temperaturas acima
de 55° C, algumas sdo bastante estaveis ¢ mantém a atividade em temperaturas muito mais
elevadas, como, por exemplo, as enzimas de vdrias espécies de bactérias termofilicas que
habitam as fontes de 4gua quente, que ainda apresentam atividade em temperaturas superiores

ag85°C.



Algumas enzimas, como a ribonuclease, perdem sua atividade pelo aquecimento, mas

recuperam-na rapidamente pelo resfriamento, indicando que sua cadeia polipeptidica

desenovelada rapidamente retorna a sua conformagdo nativa (LEHNINGER, 1995).
2.1.5 - A energia de ativagiio e os efeitos dos catalisadores

Uma reagfio quimica tal como A . B ocorre porque uma determinada fragdo da
populagio de moléculas A, em um instante qualquer, possui energia suficiente para atingir
uma condigio ativada, denominada estado de transig¢do, no qual a probabilidade de que uma
ligagdo quimica se forme ou se rompa para originar o produto P é muito elevada. Esse estado
de transicdio estd no alto da barreira energética que separa os reagentes € os produtos. A
velocidade de uma determinada reagfio quimica é proporcional a concentragdo dessa espécie
do estado de transi¢fio. A energia livre de ativagdo AG € a quantidade de energia necessdria
para levar todas as moléculas, em 1 mol de uma substéncia, a uma temperatura determinada, &
condigdio de transi¢fio no ponto mais elevado da barreira de ativago.

Existem duas maneiras gerais pelas quais a velocidade de uma reagéo quimica pode
ser aumentada. Uma ¢ pela elevacdo na temperatura, que provoca um aumento na
movimentagio térmica e na energia, o que aumenta o nimero de moléculas capazes de passar
ao estado de transi¢fio acelerado, assim, a velocidade das reagdes quimicas. Em muitas
reagdes, a velocidade de reagdo, aproximadamente, duplica quando se eleva a temperatura
10° C. A velocidade de uma reagdo quimica pode também ser acelerada pela adi¢do de um
catalisador. Os catalisadores se combinam transitoriamente com os reagentes para produzir
um estado de transiciio que apresenta uma energia de ativaglo menor do que o estado de
transico da reagdio ndo-catalisada. Assim, eles aceleram as reagdes quimicas pela redugéio da
energia de ativagfio da reagfio. Quando os produtos de reagdo se formam, os catalisadores

livres se regeneram (LEHNINGER, 1995).



2.1.6 - Cinética das reacdes catalisadas por enzimas : a equacio de

Michaelis-Menten

Os principios gerais da cinética das reagSes quimicas se aplicam as reagGes catalisadas
por enzimas, porém eles mostram também um aspecto distinto que néo se observa usualmente
em reagdes ndo-enzimaticas, a saturagdo com o substrato (LEHNINGER, 1995). Em uma
concentragio baixa de substrato, a velocidade inicial de reagdo (vo) € aproximadamente
proporcional & concentragdo do substrato, e a reagdo ¢, assim, aproximadamente de primeira
ordem com relagdo ao substrato. Todavia, & medida que a concentragdo do substrato aumenta,
a velocidade inicial da reagio se reduz e ndo mais se torna aproximadamente proporcional a
concentragio do substrato; nessa zona, a reagdo ¢ de ordem mista. Com um aumento posterior
na concentragdo do substrato, a velocidade de reagéio torna-se essencialmente independente da
concentragdo do substrato e aproxima-se assintoticamente de uma velocidade constante.
Nessa faixa de concentra¢des do substrato, a reagdo € essencialmente de ordem zero com
relagiio ao substrato, e a enzima é considerada como saturada com seu substrato. Todas as
enzimas mostram o efeito de saturagfio, porém este varia amplamente em relagiio a
concentragdo de substrato necessaria para produzi-lo (LEHNINGER, 1995). Esse efeito de
saturagfio levou alguns cientistas precursores, em particular A. J. Brown e também V. Henri, a
hipétese de que o substrato e a enzima reagem reversivelmente para formar um complexo,
como uma etapa essencial na reagéio catalisada.

Em 1913, uma teoria geral de a¢io enzimatica e cinética foi desenvolvida por L.
Michaelis e M. L. Menten, que foi mais tarde ampliada por G. E. Briggs e J. B. S. Haldane.
Essa teoria, que é fundamental paklet a analise quantitativa de todos os aspectos da cinética
enzimatica e inibicdo, ¢ melhor desenvolvida para o caso simples de uma reagdio na qual
existe somente um substrato. A teoria de Michaelis-Menten considera que a enzima E se

combina primeiramente com o substrato S para formar o complexo enzima-substrato ES; este

se rompe, entdo, em uma segunda etapa para formar a enzima livre e o produto P:

k+2
+8 N ES —— E+P .
E+S = = 2.1)

k. k-2

Essas reagdes sdo consideradas reversiveis; as constantes de velocidade para as dire¢oes
da esquerda para a direita e da direita para a esquerda tém, respectivamente, uma indicagio

positiva e uma negativa.



A velocidade inicial da reagfo representada pela equagéio (2.1) € igual a velocidade de

desdobramento do complexo enzima substrato, ES, para a qual pode-se escrever a equagdo de

velocidade de primeira ordem.
Vo = kip[ES] 2.2

Entretanto, uma vez que nem ki, nem [ES] podem ser determinados diretamente,
deve-se encontrar uma expressdo alternativa para vo em termos de outras varidveis que podem
ser medidas mais facilmente. Através da equagdo (2.1) e de um balango de massa para a

enzima, chega-se 4 equagdio de Michaelis-Menten (SEGEL, 1993):

Vo = Vimax [S] (23)
Km+[S]
onde Ku = kg+kao (2.4)
k.

A dedugdo desta equagdo foge do escopo deste trabalho.

A equagio de Michaelis-Menten inter-relaciona a velocidade inicial, a velocidade
maxima e a concentragdo inicial de substrato. Uma correlagio numérica importante resulta
desta equagfio, no caso especial em que a velocidade inicial da reagio ¢ exatamente a metade

da velocidade maxima, isto &, quando vp = 1/2 Vpux

Vmax = Vmax [ﬂ (25)
2 Kum + [S]
Dividindo por Vmax
2 Km + [S]
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Rearranjando, obtém-se

Km +[S]=2[S]
Km=1[S] 2.7

Observa-se assim que Ky, a constante de Michaelis-Menten, é igual a concentragfo
de substrato na qual a velocidade inicial da reagfio ¢ metade da velocidade maxima. O Ky
para uma reagdo de um substrato tem a dimensio de moles por litro, e € independente da
concentragio enzimética. Esta constante ¢ uma caracteristica importante e util, fundamental
ndo somente para a descrigdo matematica da cinética enzimatica mas também para o ensaio
quantitativo da atividade enziméatica nos tecidos e para a purificagio da enzima. Além disso, a
concentragdo de substrato que produz metade da velocidade maxima € um indice Wtil para a
analise de alguns mecanismos reguladores de atividade enzimatica.

Um exemplo marcante de pesquisa médica mostra a utilidade do Km de outra
maneira. Alguns tipos de leucemia animal ¢ humana (uma forma de céncer em que os
leucéeitos proliferam anormalmente) podem ser suprimidos pela administragao intravenosa da

enzima asparaginase que catalisa a reagdo (LEHNNINGER, 1995):
asparagina + H,0 — aspartato + NH,"
parag 2 —

Esse fato levou a conclusdio de que a asparagina presente no sangue € um nutriente
essencial para o crescimento dos leucécitos da leucemia; a asparaginase intravenosa causa a
hidrolise da asparagina a aspartato, o qual nfio pode satisfazer as necessidades de asparagina.

Durante a pesquisa para fontes de asparaginase adequada para o tratamento da
leucemia, constatou-se, surpreendentemente, que nem todas as asparaginases eram eficientes
na supressido da leucemia experimental. A razio foi finalmente encontrada: as asparaginases
de fontes diferentes - animais, vegetais e bacterianas - diferem amplamente em seu Ky para a
asparagina. Uma vez que a concentragio da asparagina no sangue € muito baixa, a
administragio de uma asparginase de uma outra espécie sO podera ser efetivamente
terapéutica se o seu valor de Ky for suficientemente reduzido para hidrolisar a asparagina
rapidamente na concentragdo baixa em que ela se encontra no sangue.

O comportamento cinético da maioria das enzimas ¢ mais complexo do que o
observado em uma reagdio ideal simples de um substrato, como foi visto. Um dos aspectos ¢

que esta deducio considerou que, em uma reagdo de um substrato, existe somente um
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complexo de enzima-substrato; todavia parece atualmente provavel que muitas reac¢des

enzimaticas de um s6 substrato possam envolver dois ou trés complexos intermedidrios, como

indicado na seqiiéncia:

AN

AN AN
E+STES‘—-EZ<—

N
EP — E+P (2.8)

Onde EZ é o complexo de transi¢do de estado ¢ EP ¢ um complexo enzima-produto. Além
disso, somente uma minoria das reagdes enzimaticas apresenta um Unico substrato; a maioria
das enzimas tem dois ou mais substratos e pode ter dois ou mais produtos. A analise cinética
das reagdes enzimdticas que envolvem multiplos reagentes e miltiplos produtos é complexa;

entretanto a correlagdo de Michaelis-Menten continua sendo o ponto de partida para a andlise

da cinética de todas as reagdes enzimaticas.

2.1.7 - Inibi¢do enzimatica

A partir do estudo dos inibidores enzimaticos, inestimavel informagio foi obtida
quanto ao mecanismo e seqiiéncia da catalise enzimatica, especificidade enzimatica para o
substrato, natureza e grupamentos funcionais na manutengdo da conformagdo ativa da
molécula da enzima. Além disso, a inibi¢io de certas enzimas por metabolitos especificos ¢
um elemento importante na regulagéio do metabolito intermedidrio (LEHNINGER, 1995).

Os trés tipos principais de inibigdo enzimatica reversivel - competitivo, ndo
competitivo e incompetitivo - podem ser distinguidos experimentalmente pelos efeitos do
inibidor sobre a cinética de rea¢fio da enzima, que pode ser analisada em termos da equacdo
basica de velocidade de Michaelis-Menten. Para a andlise cinética vélida, o inibidor deve

combinar répida e reversivelmente com a enzima ou com o complexo enzima-substrato.
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2.1.7.1 - Inibi¢io competitiva

Um inibidor competitivo é uma substéncia que se combina com uma enzima livre,
impedindo a ligagdo entre a enzima e o substrato. Ou seja, o inibidor e o substrato sdo
mutuamente exclusivos na maioria dos casos de competi¢do entre o inibidor e o substrato

( SEGEL, 1993).

O mecanismo que descreve a inibigdo competitiva € ilustrado abaixo:

ki K,
E+§ —— ES — > E+P 2.9)
N,
k.
K;
_
E+S+1 —— EI (2.10)

Onde:
I = concentragéo do inibidor

K ; = constante de inibi¢fo

A partir da relagfio entre a estrutura molecular de um inibidor competitivo e sua
afinidade pela enzima, expressa por K;, informagéo valiosa sobre a estrutura e a geometria do
sitio ativo pode ser obtida. Essa ¢ uma abordagem importante para o mapeamento dos sitios

ativos das enzimas ( LEHNINGER, 1995 ).

2.1.7.2 - Inibi¢ao Incompetitiva

A inibigdo incompetitiva, nome esse niio muito adequado, caracteriza-se pelo fato de
o inibidor ndo se combinar com a enzima livre nem afetar sua reagdio com seu substrato
normal; contudo ele se combina com o complexo enzima-substrato para originar um

complexo inativo enzima-substrato-inibidor, incapaz de sofrer a etapa subsequente da reagédo

para produzir o produto normal:
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Ky K
E+S — ES % » E+P (2.11) |
AN
ES + 1 ESI
- (2.12)
A constante do inibidor é, assim,
K= [ES][I] (2.13)

[ESI]

Essas inter-relagdes mostram que o grau de inibi¢do pode aumentar quando a
concentragio do substrato ¢ aumentada.
Assim como no caso da inibi¢io nio competitiva, para qualquer valor de I, ndo existe

valor de S que leve toda a enzima a forma ES ( SEGEL, 1993).

2.1.7.3 - Inibi¢do Nao-Competitiva

Um inibidor néio-competitivo pode combinar seja com a enzima livre seja com o
complexo enzima-substrato, interferindo na agdio de ambos. Os inibidores nio-competitivos
ligam-se a um sitio da enzima diferente do sitio ativo, muitas vezes ocasionando a deformagéo
da enzima, de modo que ela ndio forma o complexo ES na velocidade usual e, uma vez que ele
se forma, o complexo ES ndo se desdobra na velocidade normal para originar os produtos.
Esses efeitos no sdo revertidos pelo aumento da concentragdo do substrato ( LEHNINGER,
1995 ).

Na inibig8o nfio-competitiva, a reagiio com o inibidor produz duas formas inativas,

El e ESI,

AN

E+1 — EI (2.14)
N

ES+1 = ESI (2.15)

para as quais existem duas constantes de inibi¢do, que podem ou nfo ser iguais:
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Ki®' = [ElN] (2.16)
[El]

K= [ES][I] (2.17)
[ESI]

O tipo mais comum da inibigdo ndo-competitiva ¢ dado pelos reagentes que podem se
combinar reversivelmente com alguns grupos funcionais da enzima (fora do sitio ativo) que
sdo essenciais na manutencio da atividade catalitica da conformagfo tridimensional da
molécula enzimatica. Algumas enzimas (mas ndo todas) que possuem um grupamento
essencial -SH sfo inibidas ndo-competitivamente pelos ions de metais pesados sugerindo que
tais grupos -SH devem estar intactos para que a enzima mantenha sua conformagdo nativa
normal. (LEHNINGER, 1995).

Algumas enzimas que requerem fons metalicos para apresentar atividade sdo inibidas
nio-competitivamente por agentes capazes de ligar o metal essencial. Por exemplo, o agente
quelante etilenodiamina-tetracetato (EDTA) liga-se reversivelmente ao Mg** e outros cations
bivalentes inibindo, assim, nfo-competitivamente algumas enzimas que requerem esses ions

para sua atividade.
2.1.7.4 - Inibi¢do Irreversivel: Modificacio Enzimatica

Na inibi¢fio reversivel das enzimas, o inibidor participa em um equilibrio nitidamente
reversivel, que se estabelece com rapidez, com a enzima ou o complexo enzima-substrato,
equilibrio esse que pode ser analisado em termos do formalismo de Michaelis-Menten.
Contudo algumas enzimas sofrem inativagdo irreversivel quando sdo tratadas com agentes
capazes de modificar através de ligagdio covalente e permanente, um grupo funcional
necessério para a catalise tornando a molécula enzimatica inativa. Esse tipo de inibi¢do ndo
pode ser analisado pelos principios de Michaelis-Menten, que consideram a formagdo dos
complexos EI ou ESI como reversivel. Muitas vezes essa inibi¢do irreversivel se estabelece
lentamente em comparagdo com a cinética de reagfio normal da enzima, de modo que a
inibi¢do ¢ inicialmente incompleta, porém aumenta de maneira continua com o tempo, devido

a modificagdo quimica de uma fragfo progressiva de moléculas enzimaticas.



2.2 - Enzimas Imobilizadas

Enzimas sdo catalisadores biologicos que, como outros catalisadores, nfio sdo
consumidas nas reacdes em que participam. Entretanto em muitos casos, as enzimas sdo
soliveis no meio onde sdo utilizadas, e nfio sdo recuperadas no final da reagdo. Obviamente,
0s processos tornam-se mais econdmicos com a reutilizagdo da enzima, desde que esta possa
ser recuperada de uma maneira conveniente.

Kennedy; Cabral (1987) apud NAGODAWITHANA; REED (1993) definiram
enzimas imobilizadas como “enzimas que sdo fisicamente confinadas ou localizadas em
regides definidas do espago com retengdo das suas atividades cataliticas, e que podem ser
usadas repetidamente e continuamente”. Alguns autores usam uma defini¢do mais restrita,
incluindo apenas enzimas que sdo ligadas a um material s6lido.

A primeira publicagiio de um trabalho sobre imobiliza¢do de enzimas foi feita por
Nelson; Griffin (1916) apud NAGODAWITHANA; REED (1993). Eles promoveram a
adsor¢fio da invertase em hidréxido de aluminio, com a retengdo da atividade catalitica. Desde
entdo, especialmente durante as ultimas décadas, um vasto numero de métodos de
imobilizagfio de enzimas tem sido apresentado.

O primeiro processo comercial utilizando enzimas imobilizadas ocorreu no Japdo, em
1969. Tratava-se da produgéio de L-aminoécidos pela L-aminoacilase (Chibata, 1976 apud
NAGODAWITHANA; REED, 1993). Atualmente, varios processos industriais utilizando

enzimas imobilizadas estdo em operagdo. Alguns exemplos sdo comentados no item 2.3.

2.2.1 - Métodos de Imobilizaciao

A imobiliza¢do de enzimas pode ser feita por métodos quimicos ou por métodos
fisicos. No primeiro caso, as enzimas sio ligadas a um suporte através de ligagdes quimicas.
Isto simplifica 0 manuseio da enzima, permitindo que ela seja separada facilmente do meio
através de uma filtragdio, ou ainda que seja utilizada em um reator de leito fixo.

As vezes, a ligagiio quimica entre a enzima € o suporte ¢ desnecessdria, € a adsorgdo
fisica em um polimero gel pode ser suficiente. Se o meio reacional for liquido, a enzima pode
ser retirada por uma membrana impermeavel a ela porém permedvel aos substratos e

produtos.




16

Uma outra possibilidade € o uso de um sistema bifasico, no qual a enzima € confinada

em uma das fases NAGODAWITHANA; REED, 1993).

2.2.1.1 - Imobiliza¢io em um suporte solido através de ligagdo covalente

Varios métodos de imobilizagdo de enzimas em material sélido através de ligagOes
covalentes tém sido desenvolvidos. Na maior parte deles, aminoacidos de residuos de lisina
constituem o principal grupo reativo. Entretanto, em muitos casos, as ligagdes ocorrem devido
a grupos sulfidrila das cisteinas, ou hidroxilfendlicos das tirosinas, carboxilas dos écidos
glutdmico e aspartico e, ocasionalmente, outros grupos (Srere; Uyeda, 1976 apud
NAGODAWITHANA; REED, 1993).

Muitos materiais solidos podem ser usados como suporte nas imobilizagdes de
enzimas. O principal pré-requisito é que o material possua propriedades fisicas e quimicas
adequadas ao reator e s condigdes de operagéo da reagéo. Além disso, o suporte deve conter
grupos funcionais adequados para ligarem-se as enzimas.

Outras caracteristicas importantes estio ligadas as dimensGes das particulas dos
suportes. Particulas pequenas diminuem as limitagGes de transferéncia de massa, porém,
quando utilizadas em reatores de leito fixo, levam & grandes quedas de presséo. As particulas
devem ser porosas com uma grande area superficial, para que possam conter uma grande
quantidade de enzima, resultando em um preparado com alta atividade.

Varios polissacarideos sio utilizados como suporte em imobilizagio de enzimas, como
a agarose, a dextrana, o amido ¢ a celulose. Estes compostos contém muitos grupos hidroxila
que podem ser usados como ligantes. Outros materiais sdo utilizados nas imobilizages, como
os poliacrilatos, a bentonita e varios tipos de vidros.

Normalmente, a imobilizagdo das enzimas € conduzida em duas etapas. Inicialmente, o
suporte ¢ tratado com reagentes que ativam alguns dos seus grupos funcionais. Em seguida, o
suporte ativado € misturado & enzima e a imobilizagdo ¢ atingida. Alguns dos reagentes
utilizados na ativa¢iio dos suportes contém grupos amina ou hidroxila, como mostrado na
Figura 2.1. O brometo de cianogénio foi largamente utilizado no passado, porém caiu em
desuso devido 2 sua alta toxicidade. Na industria alimenticia, o glutaraldeido ¢ um reagente

freqiientemente utilizado na imobilizagdo de enzimas. Os grupos amina do suporte € das
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enzimas podem formar bases Schiff com os grupos aldeido do glutaraldeido, como mostra a

Figura 2.1.
o
|
H,N-E O-C-NH-E
OH __CNBr,, O\C=NH _—
— oH 5 OH
OHC-(CH,);-CHO HN-E
—NHZ —_— NZCH-(CHz)yCHO > N=CF I-(CH2)3-CH:N-E

Figura 2.1 — Exemplos de imobilizag&o de enzimas em suporte solido através de ligacGes
covalentes.

2.2.1.2 - Ligac¢io Cruzada

Um outro método de imobilizacio consiste em efetuar ligagdes cruzadas entre as
moléculas da enzima, através de reagentes interligantes adequados. Deste modo, a enzima
funciona como catalisador e como suporte. Como resultado obtém-se agregados de cadeia
extremamente longa, que eventualmente podem tornar-se pouco soluveis.

O glutaraldeido é o reagente mais utilizado nas imobilizagGes por ligacdo cruzada.
Este método é freqiientemente empregado juntamente com outras técnicas de imobilizagdo de

enzimas, como por exemplo a adsorgdo fisica (N AGODAWITHANA; REED, 1993).

2.2.1.3 — Adsor¢ao

A adsorgio é o mais simples método de imobilizagdo de enzimas.

O suporte é misturado com uma solucdio da enzima. Depois de algum tempo, o suporte
com a enzima adsorvida é separado da solugdo através de uma filtragdo. As forgas de atragdo
entre o suporte ¢ a enzima podem ser forgas de Van der Waals, interagdes i0nicas ou

interacdes especificas. Os suportes comumente utilizados sdo a alumina, o carvdo ativado, a
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terra diatomécea e o vidro. Para se conseguir a imobilizagdo através de interagdes ibnicas,
materiais como celulose, Sephadex e poliestireno vém sendo amplamente utilizados.

A principal vantagem na utilizagdo da adsor¢do como método de imobilizagdio de
enzimas ¢ a sua simplicidade. A desvantagem é que pode ocorrer perda de enzima por
dessor¢do, especialmente sc as condi¢des do meio reacional (pH, for¢a idnica, etc.) forem
drasticamente  diferentes daquelas encontradas durante o processo de adsorgdo

(NAGODAWITHANA; REED, 1993).
2.2.1.4 - Enzimas em meio orgéanico

As enzimas sempre foram utilizadas em meio aquoso. Entretanto, pesquisas mostram
que as enzimas podem trabalhar muito bem em meios organicos, com pouca quantidade de
4gua presente (Laane et al., 1987 apud NAGODAWITHANA; REED, 1993). A principal
vantagem desta técnica comparada com o uso de meios reacionais aquosos € o incremento na
conversio de substancias hidrofobicas devido ao incremento na solubilidade do substrato.
Além disso, reagSes hidroliticas podem ser revertidas, por exemplo, para a sintese de
peptideos a partir de aminoacidos.

Um caminho prético para preparar a enzima para ser utilizada em um meio organico ¢
imobilizé-la em um suporte solido. A enzima pode ser adsorvida pelo suporte ou
simplesmente depositada sobre ele, através da secagem de uma mistura contendo o suporte e
uma solugfio aquosa da enzima. Essas preparacBes necessitam de pequenas quantidades de
4gua para tornarem-se ativas, geralmente menos de 1% do volume total do meio reacional
(NAGODAWITHANA; REED, 1993).

O risco de dessor¢iio da enzima, neste caso, € pequeno, pois as enzimas sdo insoliveis
em quase todos os solventes orgénicos. Os suportes comumente utilizados sdo o vidro e a
terra diatomacea.

Uma outra técnica para o uso de enzimas em meio orgnico € adiciona-las, na forma

de po, diretamente sobre o solvente. Contudo, a adsor¢dio em um suporte adequado aumenta

consideravelmente a atividade do preparado.
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2.2.1.5 - Imobiliza¢io em polimero — gel

Neste método, mistura-se a enzima a uma solugéo contendo um mondémero adequado
ao processo. A enzima ¢ imobilizada durante o processo de polimerizagio do mondmero. O
mondmero mais utilizado nesta técnica ¢ a acrilamida

A enzima é dissolvida em uma solugdio aquosa contendo acrilomida e um bi-acrilato,
para agir como interligante. A polimerizagdo envolve dois riscos para a enzima. Os radicais
formados durante a reagdo e os mondmeros podem reagir com a enzima e inativa-la. Além
disso, o calor gerado durante a polimeriza¢o também pode inativar a enzima.
Uma alternativa para a dissipagéo do calor ¢ conduzir a polimerizagdio em um meio orgénico.
Desse modo, o calor gerado ¢ absorvido pelo solvente (NAGODAWITHANA; REED, 1993).

2.2.1.6 - Imobiliza¢iio em microcapsulas

As enzimas podem ser imobilizadas em microcipsulas formadas por membranas
permeaveis aos substratos e produtos, porém impermedaveis as enzimas.

Neste método, prepare-se uma emulséio com pequenas gotas de um mondmero e de
solugdes aquosas de enzima, dispersas em um outro mondmero. A polimerizagdo ocorre na
interface, resultando na imobilizagdo da enzima. O tamanho das microcapsulas pode ser
variado utizando-se diferentes condi¢des durante a emulsificagéo.

Os polimeros preparados por este método incluem poliamidas, poliuretanos e
poliésteres NAGODAWITHANA; REED, 1993).

Muitos trabalhos utilizando esta técnica forma desenvolvidos para aplicagdes médicas,

e nfio para bioconversdes em escala industrial (CHANG, 1977).

2.2.1.7 — Imobilizacio em membranas

As membranas sdo utilizadas para reter as enzimas enquanto os produtos sdo
retirados do reator. As membranas podem ser lisas ou porosas, € sdo confeccionadas com

materiais permedveis aos produtos e reagentes, porém impermedveis as enzimas.
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As reagdes de redugdo de cetoacidos em aminoacidos vém sendo conduzidas em reatores que

utilizam membranas (NAGODAWITHANA; REED, 1993).

2.2.1.8 — Imobilizacio em sistema bifasico

Conduzindo uma reagdo enzimatica em um sistema bifasico, a enzima pode ser retida
em uma das fases,enquanto os produtos sdo removidos do reator através da outra fase.

Os sistemas bifasicos podem ser dos tipos fase organica/fase aquosa ou fase
aquosa/fase aquosa. Sistemas fase organica/fase aquosa vém sendo utilizados com sucesso na
produgdio de substancias hidrofobicas, como os esterdides. Os solventes (fase organica) devem
ser escolhidos levando-se em conta a sua capacidade de dissolver os substratos e produtos e a
sua influéncia sobre a enzima. Pode ocorrer desnaturagdo da enzima na interfase,
especialmente se o meio for vigorosamente agitado.

Os sistemas bifasicos fase aquosa/fase aquosa, utilizados em reagSes enzimaticas, sfo obtidos
através da mistura de solugdes aquosas de dois polimeros incompativeis
(NAGODAWITHANA; REED, 1993).




SISBI/UFU
197374

21

2.3 - A UTILIZACAO DA LIPOZYME E DA NOVOZYM 435 EM
REACOES DE ESTERIFICACAO :

A Lipozyme € uma lipase 1,3 - especifica desenvolvida para catalisar reagdes de

interesterificagiio e esterificagdo. Esta enzima ¢ obtida a partir de uma cepa selecionada do
Mucor miehei.O gene responsavel pela produgdo da lipase ¢ transferido do Mucor miehei para
um organismo hospedeiro, o Aspergillus oryzae. A lipase é entdo imobilizada em uma resina
fenélicas de troca anionica. Na Figura 2.2 encontra-se uma ilustragfo desta lipase, na sua
forma livre.
A Novozym 435 é uma lipase ndo especifica desenvolvida para catalisar a sintese de ésteres.
Trata-se de uma enzima obtida a partir de uma cepa da Candida antarctica. O gene
responsavel pela produgéo da lipase ¢ transferido da Candida antarctica para um organismo
hospedeiro, o Aspergillus oryzae. A enzima é entfio imobilizada em uma resina acrilica
macroporosa. Na Figura 2.3 encontra-se uma ilustragfo desta lipase, na sua forma livre.

Recentemente, com o desenvolvimento da Novozym 435 para a sintese de ésteres, a
NOVO NORDISK recomenda a utilizagdo da Lipozyme apenas em reagdes de
interesterificacio e da Novozym 435 em reagdes de esterificacdo. Entretanto, varios
pesquisadores continuam a utilizar a Lipozyme em reagles de esterificagio, apresentando
resultados satisfatorios.

Nos tiltimos anos, a Lipozyme ¢ a Novozym 435 vém sendo largamente utilizadas na
fabricacfio de vérios produtos de interesse comercial, com aplica¢des nas areas farmacéutica,

de cosméticos, alimenticia, de sabdes e detergentes e de lubrificantes, dentre outras.

2.3.1 - APLICACOES NA AREA FARMACEUTICA :

Na indtistria farmacéutica, ha uma crescente necessidade de preparagéio de compostos
opticamente ativos puros.

Dentre as varias técnicas disponiveis de resolugdo de misturas racémicas, as que
utilizam enzimas tornaram-se as mais populares atualmente (DUAN et al., 1997). A principal
razfio para isto é que as enzimas estdo cada vez mais eficientes e baratas, em fungfio dos

avancos na drea da biocatalise (KLIBANOV, 1989; CABRAL, 1994).
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As condi¢des brandas da reagdo, a alta enantioseletividade e as caracteristicas
biodegradaveis das enzimas também contribuem para tornar a resolugéo enzimatica cada vez
mais atrativa.

Os profenos, formas racémicas do 4cido 2 - arilpropidnico, sdo um importante grupo
de anti-inflamatérios ndo esteroidais. As suas propriedades terapéuticas sdio atribuidas quase
exclusivamente ao enantidmero S (Famaey; Paulus, 1992 apud DUAN et al., 1997). Portanto,
& necessdria a resolugdo dos racematos dos profenos, de modo a se obter o composto
biologicamente ativo puro. Nos ultimos anos, essa resolugdo vem sendo feita utilizando-se
lipases.

RANTAKYLA; AALTONEN (1994) realizaram a esterificagdo enantioseletiva do
ibuprofeno em diéxido de carbono supercritico. Foi utilizada uma mistura racémica dos
enantidmeros S(+) e R(-). A Lipozyme favoreceu a formagdo de ésteres do enantidmero S(+),
que ¢ a forma biologicamente ativa do ibuprofeno.

DUAN et al. (1997) utilizaram a Novozym 435 para resolver uma mistura dos
isomeros R e S do cetoprofeno. A enzima promoveu a esterificagio somente do R-
cetoprofeno, permitindo assim a separagfio do S-cetoprofeno puro.

Outra grande vantagem das enzimas é a scletividade, caracteristica de grande
importincia em reagdes envolvendo compostos polifuncionais. Nesses casos, a utilizagdo de
enzimas permite conduzir reagdes altamente seletivas, sem a necessidade do uso de grupos de
protegdo.

A esterificagio do acido lactico com diferentes dlcoois foi estudada por FROM et al.
(1997). Nessas reagdes, existe a possibilidade do 4cido lactico atuar como doador de acil ou
como nucleéfilo, formando dimeros e oligbmeros. Isto pode ser evitado ou pela adi¢do de um
protetor do grupo hidroxila, ou pelo uso de uma enzima com a qual o é4cido lactico ndo se

comporte como nucleéfilo. FROM et al. optaram pela segunda alternativa, utilizando com

sucesso a Novozym 435 como catalisador.
2.3.2 - SINTESE DE SURFACTANTES:

Os surfactantes sdo substdncias que alteram as propriedades da superficie de um
liquido, ou da interface de um liquido e um solido. Esses compostos sdo largamente

empregados nas inddstrias farmacéutica, de cosméticos, alimenticia e de sab3es e detergentes.
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Uma classe de surfactantes anidnicos de grande interesse comercial € obtida através da
esterificagio de acidos graxos por carboidratos. Essa reagdo consiste na mono-acilagio de
mono ou oligossacarideos, geralmente na presenga de solventes e agentes solubilizantes.

As acilagdes de agucares catalisadas por lipases sdo regioseletivas, oferecendo assim
uma alternativa frente a pobre seletividade das sinteses realizadas pela rota quimica.

SCHLOTTERBECK et al. (1993) conduziram a monoacilagdo da frutose com o acido
estedrico, na presenca do hexano. A Lipozyme foi utilizada como catalisador. A sintese de
produtos, os isdmeros estearato de f-1-frutopiranose e estearato de I-frutofuranose, s6
ocorreu com o auxilio de um solubilizante, o acido fenilborénico. Os acidos bordnicos
formam um complexo carboidrato-boronato, solivel em solventes organicos ndo polares.

OGUNTIEMIN et al. (1993) realizaram a sintese de ésteres de glicose ¢ frutose em
diferentes condigdes. Os ésteres de frutose foram obtidos a partir de varios dcidos graxos:
butirico, capréico, laurico, miristico, palmitico, oleico, estedrico e aracddnico. As reagdes
foram conduzidas a 40° C na presenga do dlcool t-butilico, e catalisadas pela SP 382 (Candida
sp. imobilizada). Com a utilizagiio dos 4cidos caproico e laurico houve pouca formagdo de
produtos (5 pmol/ml e 6 pmol/ml, respectivamente). Com os demais 4cidos, os produtos
foram obtidos em maiores quantidades (entre 20 e 25 pmol/ml).

Os ésteres de glucose foram obtidos do 4&cido estearico, utilizando os acidos
fenilbordnico e butilborénico como solubilizantes, além de varios solventes: benzeno,
heptano, hexano, t-metil, tolueno, dioxano e dlcool t-butilico. As reagbes foram conduzidas
por 46 horas a 40° C, e catalisadas pela Lipozyme. A maior formagdio de produtos (9,32
pmol/ml) foi obtida utilizando-se o 4cido fenilbordnico e o heptano.

A sintese de ésteres dos anidrosorbitéis produz surfactantes utilizados principalmente
na industria alimenticia. Atvalmente, os ésteres dos anidrosorbitois sfio preparados
comercialmente através da esterificagio direta do sorbitol com um 4cido graxo, em
temperaturas entre 225-250°C ¢ utilizando catalisadores acidos. O resultado € uma mistura de
mono e diésteres de sorbitol, além de sorbitanos e isosorbatos. Portanto, ha a necessidade de
desenvolver um processo que leve a formagéo de um tnico éster, sem produtos secunddrios.

MUKESH et al. (1993) realizaram a esterificacdo de isosorbato e sorbitol utilizando a
Lipozyme. As reagdes foram conduzidas a 50° C, em um reator tubular cujo empacotamento
consistia de enzima, silica gel e reagente solido (isosorbato ou sorbitol).

A esterificag@io do isosorbato produziu apenas monoleato, com 95% de conversdo em

13 horas de reagdo. O sorbitol levou & formagdio de quantidades equivalentes de mono e
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dioleato, com aproximadamente 42% de conversdo. A adigdo do monoleato de sorbitano, um
surfactante, fez com que essa conversdo se elevasse para 75%.

As amidas graxas de N-metil taurina constituem um grupo extremamente importante
de surfactantes anidnicos, estaveis em meio alcalino e com boa degradabilidade (LINFIELD,
1968, apud MAUGARD, 1997). As rotas quimicas utilizadas na sintese desses produtos
possuem sérias desvantagens: altas temperaturas, que causam escurecimento dos produtos; o
uso de solventes toxicos; a formagio de produtos secunddrios que devem ser eliminados no
final da reag@o.

A produgfio de N-oleil-taurina de sédio foi realizada por MAUGARD et al. (1997),
utilizando a Lipozyme e a Novozym 435 como catalisadores. O meio reacional consistia de
4cido oleico e taurina de sédio em varias proporgdes, diluidos em hexano, a 55° C. Apés 48
horas de reagdo, a maior conversdo obtida foi 25%, utilizando os reagentes em propor¢ées
estequiométricas.

Os resultados conseguidos com a Novozym 435 foram similares aos obtidos com a

Lipozyme.
2.3.3 - SINTESE DE TRIACILGLICEROIS

A esterifica¢do de acidos graxos para a produgéo de triacilglicer6is, pela rota quimica,
nem sempre é um processo comercialmente vidvel, principalmente por causa das altas
temperaturas utilizadas. As condigdes mais brandas da reagHo, e a possibilidade de se obter
produtos mais homogéneos, tornam a esterificagéo enziméatica cada vez mais atraente.

ERGAN et. al. (1988) desenvolveram um trabalho pioneiro na sintese de
triacilgliceréis. O meio reacional consistia de 4cido oleico e glicerol em proporgdes
estequiométricas, sem a presenga de qualquer solvente orginico. A reagdo, catalisada pela
Lipozyme, foi conduzida a 34° C durante 4 semanas, atingindo 90% de sintese de trioleina. A
4gua produzida era removida com o auxilio de peneiras moleculares.

Mais tarde, ERGAN; TRANI (1991), aperfeicoando o experimento anterior,
conseguiram quase 100% de formagéo de produtos em menos de 100 horas de reagfio. Neste
experimento, uma bomba de vacuo conectada ao topo do reator promovia a remog¢do continua

da 4gua, o que permitiu uma maior conversao em um menor tempo de reagio.
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2.3.4 - DEACIDIFICACAO DE OLEOS

A reduciio da acidez de 6leos hiperacidos, antes do refino, pode ser uma alternativa
interessante para as industrias de 6leos e gorduras. Quando aplicado a 6leos com alta acidez, o
processo convencional de neutralizagio com soda caustica pode levar a formagfio de grande
quantidade de borras de sabdo. Isto faz com que sejam criadas emuls3es irredutiveis,
causando perdas significativas de 6leo.

Alguns autores conseguiram reduzir a acidez de 6leos hiperdcidos a menos de 5%,
utilizando lipases (Kurashige, 1987; Bhattacharyya et al., 1989 apud DUCRET et al., 1992).

DUCRET et al. (1992) determinaram as condi¢des oOtimas de reagdo para a
deacidificagiio de um 6leo reconstituido de alta acidez (37,7%). A composi¢do do meio, em
mmol/100g, era: 21,5 de triacilglicerois, 38,9 de 1,3- diacilglicerdis, 17,3 de 1,2-
diacilgliceréis, 23,8 de monoacilglicerois, 136,1 de 4cidos graxos livres e 10,2 de glicerol.

As condicdes otimas da reagdo foram encontradas em 20mmHg de pressio,
temperatura de 60° C e 5,5% de Lipozyme (massa de enzima/ massa do meio). Ap6s 15 horas
de reagfio, atingiu-se 93% de conversio dos 4cidos graxos livres em mono, di e

triacilglicerois.
2.3.5 - SINTESE DE EMULSIFICANTES

Os emulsificantes sdo substincias utilizadas para estabilizar uma emulsfo, através da
diminuiciio da tensdo superficial entre as duas fases liquidas. Os monoacilgliceréis e os
diacilglicer6is sdo largamente utilizados como emulsificantes nas industrias de cosméticos,
farmacéutica e alimenticia.

Pela rota quimica, os monoacilglicerdis sdo produzidos através da transesterificagfio
entre triacilglicerdis e glicerol, em temperaturas superiores a 200° C. Uma grande
desvantagem deste processo, além das altas temperaturas, ¢ a formagdo de produtos
secunddrios indesejaveis (OMAR et al., 1989; AKOH, 1993).

A produgiio de monoacilglicer6is por processos biocataliticos, seja por esterificagfio
direta ou por transesterficagio, vem despertando grande interesse nos ultimos anos. As
temperaturas mais brandas e a minimizagdo ou exclusdo dos subprodutos indesejaveis

contribuem para tornar a sintese enzimatica cada vez mais atraente.




OMAR et al. (1989) examinaram a perfomance da Lipozyme na sintese do oleil

glicerol acetona, composto que, por hidrélise, produz a monoleina. O meio reacional consistia
de 4cido oleico, glicerol acetona (2,2 dimetil 1,3 dioxolano 4 metanol) e Lipozyme, sem a
presenga de solventes orgnicos. As reagdes foram conduzidas a 40° C durante 48 horas. As
maiores conversdes (cerca de 90%) foram atingidas utilizando-se 4cido oleico em excesso.

Ha alguns anos, trabalhos vém sendo desenvolvidos com o objetivo de comparar a
utilizagdo de fluidos supercriticos com 0s solventes orgénicos, em reagdes catalisadas por
lipases.

Os fluidos supercriticos podem reduzir limitagGes de transferéncia de massa, devido a
grande difusividade dos reagentes nesses meios € 4 baixa viscosidade da mistura reacional.
Além disso, fluidos supercriticos fornecem meios convenientes para a separagdo dos produtos
e recuperagdo dos reagentes.

MARTY et al. (1990) conduziram a sintese do oleato de etila em dioxido de carbono
supercritico. A reagdo foi catalisada pela Lipozyme. O resultado foi 100% de converséo em
apenas 80 minutos, a 13 MPa e 40° C.

AKOH (1993) estudou as atuagdes da Lipozyme e da SP 382 (lipase imobilizada da
Candida antarctica) na produgio de mono e diacilglicerdis. O objeto do estudo foi a
esterificagdo do acido oleico com 1,2- ou 2,3-isopropilideno glicerol, na auséncia de
solventes.

As reacdes foram conduzidas durante 48 horas a temperatura de 65° C. Foi utilizado
um reator aberto, permitindo assim a evaporag&o da agua produzida durante a reagfo.

Os diferentes substratos empregados nédo afetaram a conversdo total da reagéo, que foi
de aproximadamente 70%. Entretanto, notou-se que, na presenga do 2,3- isopropilideno

glicerol, a Lipozyme produziu mais monoleina e menos dioleina do que a SP 382.

2.3.6 - PRODUCAO DE AROMAS

As industrias alimenticia, farmacéutica e de cosméticos hd muito tempo utilizam os
aromas artificiais para realgar ou conferir aroma e sabor aos seus produtos. Essas substincias

sio obtidas ou por esterificagdo direta dos acidos graxos, ou pela reagdo entre o alcool € o

cloreto de acila obtido do acido graxo.
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H4 alguns anos, as industrias vém substituindo os aromas artificiais pelos naturais,
obtidos a partir dos 6leos essenciais, que conferem ao produto maior qualidade, pureza e
menor toxicidade. Porém, os altos custos envolvidos nos processos de extragdo das matérias
primas e os baixos rendimentos freqlientemente tornam 0s aromas naturais economicamente
inviaveis.

Uma alternativa é utilizar os aromas sintetizados por processos biocataliticos,
considerados naturais pelas agéncias reguladoras. (GILLIES et al., 1987; LANGRAND et al,,
1988; AKOH, 1993; CASTRO et al., 1997).

LANGRAND et al. (1988) testaram treze lipases comerciais na sintese de butiratos,
propionatos € acetatos de isoamila e de geranila, empregados como aromas naturais nas
industrias de cosméticos, farmacéutica e alimenticia. O meio reacional era formado por acido
e alcool, em proporgdes equimolares, e heptano, utilizado como solvente.

As reagdes foram conduzidas a 37° C por 24 horas. A Lipozyme foi uma das enzimas
que apresentaram os melhores resultados, principalmente nos ésteres dos acidos butirico e
propidnico.

Para evitar problemas de separagio, flamabilidade e toxicidade vérios pesquisadores
tém optado por conduzir a produgio de aromas sem a utilizagdo de solventes (Leltgeb; Knez,
1990, Fregapane et al., 1991, Gandhi et al., 1995 apud LANGRAND, 1988, OGUNTIMEIN
et al, 1995). KARRA-CHAABOUNI et al. (1996) realizaram a esterificacdo dos acidos
propidnico € butirico com geraniol, na auséncia de solventes. Foram utilizadas enzimas
derivadas do Rhizopus arrhizus (Lipase 5700) e do Mucor miehei (esterase 30000, Piccantase
B, lipase 193 e Lipozyme). As reagdes foram conduzidas a 37° C durante 150 horas. Os
melhores resultados foram obtidos com a utilizagfio da esterase 30000, que levou a formagéo
de 85% de butirato de geranila em 25 horas de reago. Empregando-se a Lipozyme, obteve-se
66% de conversdo no mesmo periodo.

Nos dltimos anos, a produgdo de ésteres do citronelol tem sido objeto de varios
estudos. CLAON; AKOH (1993) testaram as enzimas SP 382, SP 435 (lipases imobilizadas
da Candida antarctica), Lipozyme IM 20 e IM 60 (lipases imobilizadas do Mucor miehei) e
Palatase 1000L (lipase ndo imobilizada do Aspergillus niger) na produgdio de acetatos,
butiratos, caproatos e caprilatos de geranila e de citronelila. As reagdes foram conduzidas a
30° C e 200 rpm, durante 24 horas, utilizando o hexano como solvente. Com as enzimas SP
382 e SP 435, foram obtidos altos graus de conversdo (entre 90% e 100%) na formagfo de
todos os ésteres. A Lipozyme IM 20 e a Lipozyme IM 60 levaram a resultados semelhantes na

produgio dos caproatos e caprilatos de geranila e de citronelila. Em rela¢@io a produgdo dos
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acetatos, estas enzimas obtiveram resultados pouco satisfatdrios, entre 5% e 25% de sintese de
produtos. Isto mostra que as lipases do Mucor miehei sdo mais sensiveis a inibi¢do pelo acido
acético do que as lipases da Candida antarctica.

A utilizacdo da Palatase 1000L levou a obtengdo dos piores resultados, com
conversies entre 1% e 22% para os ésteres do citronelol, e entre zero e 40% para os ésteres do
geraniol.

CASTRO et al. (1997) estudaram a produgéo do acetato de citronelila, catalisada pela
Lipozyme IM 20, por trés diferentes métodos: esterificagdo direta, alcodlise e
transesterificagio. Chegou-se a conclusdo que a alcoolise € o melhor caminho para a sintese

de ésteres do acido acético, quando utilizam-se lipases do Mucor miehei como catalisadores.



Figura 2.2 — [lustragdo de uma lipase obtida do Mucor miehei.

Fonte: Kluyver Laboratory for Biotechnology.




Figura 2.3 — Ilustragdo de uma lipase obtida da Candida antarctica.

Fonte: Kluyver Laboratory for Biotechnology.
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2.4 - PERVAPORACAO

O processo onde uma mistura liquida estd em contato direto com um lado de uma
membrana, ¢ um permeado é removido pelo lado oposto, € freqilientemente chamado de
permeacfio liquida. Este termo foi usado por Binning (1906) apud STRATHMANN et al.
(1991), em seus estudos pioneiros com membranas poliméricas. Porém, devido a presenga das
fases liquida e vapor no processo, o termo permeagdo foi substituido por pervaporacdo.

A pervaporagdo ¢ definida como o transporte de liquido através de uma membrana
homogénea e ndo porosa, com evaporagdo simultdnea do permeado (KWON et al.,, 1995).
Portanto, de um lado da membrana encontra-se o liquido, mantido a pressdo atmosférica, e no
lado oposto o permeado é removido sob a forma de vapor, devido a baixa pressdio de vapor
existente neste lado do sistema. Esta baixa pressdo de vapor pode ser conseguida através da
utilizagdio de um gés inerte ou pelo uso de uma bomba de vécuo (STRATHMANN et al,,
1991).

Os fendmenos de transporte na pervaporagdo sdo mais complexos do que em outros
processos de separa¢io por membranas, como didlise, osmose reversa e ultrafiltragdo. O
mecanismo deste processo divide-se em trés etapas: adsor¢do seletiva do permeado, difusdo
seletiva através da membrana, e dessorgdo do permeado, na fase vapor, no lado oposto da
membrana ( KWON et al., 1995).

Kahlenberg (1906) apud STRATHMANN et al. (1991) registrou um estudo qualitativo
sobre a separagdo de uma mistura de alcool e hidrocarbonetos, através de uma membrana de
borracha.

A primeira investiga¢do quantitativa foi conduzida por Hagerbaumer (1955) apud
STRATHMANN et al. (1991), que utilizou uma membrana microporosa de vidro para separar
misturas liquido-liquido, especialmente azedtropos. Uma separa¢do definida foi observada,
sugerindo um grande potencial para a aplicagdo do método em operagdes industriais.

Heisler et al. (1956) e Binning et al. (1958) apud STRATHMANN et al. (1991),
utilizaram uma membrana polimérica nfio porosa para a separagfio de uma mistura liquido-
liquido. Os estudos de Binning foram mais extensivos, resultando em uma alto grau de
separacfio e em altas taxas de permeagéo.

OKAMOTO et al. (1993) apud KWON et al. (1995), utilizaram com sucesso a
pervaporagio para remover a dgua formada durante a esterificagfio do dcido oleico com o

etanol, utilizando o 4cido p-tolueno sulfonico como catalisador. No mesmo ano, VAN der
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PADT et al. apud KWON et al. (1995) tornaram-se os primeiros a utilizar a pervaporagio em
processos enzimaticos. Eles promoveram a remog¢do da agua produzida na sintese de
triacilglicerdis por lipase imobilizada. O método foi aplicado somente em meios reacionais
livres de solvente, pois foi utilizada uma membrana porosa de acetato de celulose. Em meios
reacionais que utilizam solventes, este tipo de membrana poderia permitir a remogdo,
juntamente com a agua, do proprio solvente utilizado.

KWON et al. (1995) utilizaram a pervaporagio para remover a dgua formada durante a
esterificagdo do 4cido oleico com o n-butanol, na presenca da Lipozyme. Por ocorrer na
presenga de um solvente, o isoctano, a pervaporagdo tornou-se possivel gragas a utilizagdo de

uma membrana ndo porosa de acetato de celulose, permedvel somente & agua.




2.5 - ANALISE QUANTITATIVA DE ACIDOS GRAXOS UTILIZANDO

UM METODO COLORIMETRICO

A quantidade de é4cidos graxos em um meio reacional pode ser determinada por
titrimetria, colorimetria, cromatografia, métodos isotopicos, enzimaticos e imunoldgicos
(Jensen, 1983 apud KWON; RHEE, 1986).

Segundo JENSEN (1983), os métodos mais praticos séo a colorimetria com sabdes de
cobre e a titrimetria, sendo o primeiro mais eficiente do que o segundo.

A colorimetria relaciona a quantidade de 4cidos graxos com a absorbancia da amostra.
A absorbancia é medida depois que os 4cidos graxos sdo convertidos a sabdes de cobre por
reagentes coloridos. Esta técnica, que originalmente utilizava Cu(NO3),. 3H20 como reagente

de cobre e trietanolamina como reagente colorido, foi desenvolvida por Duncombe (1963)
apud KWON; RHEE (1986). Mais tarde, vérios pesquisadores apresentaram modificacdes e
melhorias, adequando o método aos seus objetivos particulares (Bains et al., 1964; Bowyer et
al., 1978; Shipe et al., 1980; Hron, 1981; Sahasrabudhe, 1982; Radding et al., 1983 apud
KWON; RHEE, 1986). Lowry; Tinsley (1976) apud KWON; RHEE (1986) desenvolveram
um método de determinagdo de 4cidos graxos utilizando acetato cuprico-piridina como
reagente colorido. Entretanto, todos esses métodos colorimétricos seguiam as mesmas etapas:
(i) extragdo dos 4cidos graxos do meio reacional, utilizando algum solvente; (ii) evaporagdo
do solvente; (iii) adi¢io do reagente colorido; (iv) centrifugagdo, para separagdo da fase
aquosa; (vi) determinagio da absorbéncia da amostra.
KWON; RHEE (1986) apresentaram uma simplificagéio do método desenvolvido por
LOWRY; TINSLEY (1976), utilizando o isoctano como solvente ao invés do benzeno,
eliminando assim as etapas de evaporagdo do solvente e de centrifugagdo da amostra. Isto foi

conseguido pelo fato da solubilidade em dgua do isoctano ser muito menor do que a do

benzeno.

NOl4
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3 - MATERIAIS E METODOS

3.1 - MATERIAIS
3.1.1 - REAGENTES

¢ Lipozyme IM (lipase obtida do Mucor miehei, imobilizada em resina fenolica).

e Novozym 435 (lipase obtida da Candida antarctica, imobilizada em resina acrilica).
e Acido oleico

e p-butanol

e Isoctano

e Acetato cuprico

e Piridina

e Acetato de celulose

e Acetona

As enzimas foram gentilmente doadas pela NOVO NORDISK.

Os reagente quimicos utilizados possuem grau de pureza analitico.

3.1.2 - EQUIPAMENTOS:

e Reator de pervaporagdo
e Banho termostatico

e Bomba de vacuo
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3.2 - METODOS EXPERIMENTAIS
3.2.1 - PREPARACAO DAS ENZIMAS

Antes da sua utilizagdo, a Lipozyme IM necessitava de uma preparagdo para tornar-se
ativa. Essa preparagdo consistia em manter a enzima em agita¢do lenta por 30 minutos, dentro
de um recipiente fechado contendo agua deionizada. A quantidade de agua era suficiente para
manter toda a enzima submersa.

Em seguida, o recipiente era mantido a baixas temperaturas (entre 5° C e 10° C) por no
minimo 8 horas. Por fim, separava-se a enzima da dgua utilizando-se um papel-filtro.

Este processo permitia que a Lipozyme assumisse a sua conformagéo ativa, tornando-
se adequada para catalisar reagoes de esterificagdio e de interesterificagdo.

A Novozym 435 néo requer nenhuma preparagdo antes de ser utilizada em reagdes de

esterificagéo.
3.2.2 - DETERMINACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA

Segundo normas do fabricante, a determinagdo da atividade da Lipozyme deve ser
feita através da interesterificagiio do 6leo de girassol puro com o acido decandico, a 70°C,
durante 60 minutos. A taxa da reagdo ¢ determinada medindo-se a quantidade de 4cido
decanoico incorporado as posigdes 1 e 3 dos triglicerideos do éleo de girassol.

A atividade é entfio expressa em BAUN (Batch Acidolysis Units Novo) por grama de
enzima. Uma unidade BAUN corresponde a 1 p mol de dcido decanoico incorporado, por
minuto, aos triglicerideos do 6leo de girassol (NOVO NORDISK, 1992).

A determinagio da atividade da Novozym 435 deve ser feita através da esterificagdo
do Acido léurico com o l-propanol, a 60°C, durante 15 minutos. A taxa da reaglio €
determinada medindo-se a quantidade de laurato de propila formado.

A atividade é entdo expressa em PLU (Propyl Laurate Units) por grama de enzima.
Uma unidade PLU corresponde a 1 p mol de laurato de propila formado por minuto (NOVO
NORDISK, 1992).

Neste trabalho, as enzimas foram recebidas da NOVO NORDISK com atividades
declaradas de 7 BAUN/g para a Lipozyme ¢ 7000 PLU/g para a Novozym 435. Os testes de
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atividade n3o foram executados segundo as normas da NOVO NORDISK (1992), devido a
falta de maiores informagdes por parte do fabricante. Era necessario conhecer, por exemplo,
detalhes sobre a proporgdo entre os reagentes, a rotaglo do agitador, a composicdo do dleo de
girassol (no caso da Lipozyme), e 0 método de remogio da 4gua formada durante a reagfio (no
caso da Novozym 435). Portanto, o teste de atividade das enzimas foi realizado da seguinte

forma: quando do recebimento das enzimas, realizou-se a esterificagdo do 4cido oleico com o

n-butanol. O meio reacional consistia de 0,20 mol de 4cido oleico e 0,20 mol de n-butanol.

Na reagdio catalisada pela Lipozyme, empregou-se 2,82 g de enzima ou 5% (m/m) da

quantidade de 4cido oleico utilizado. Na reagfio catalisada pela Novozym 435, empregou-se

5,64 g de enzima ou 10% (m/m) da quantidade de acido oleico utilizado.

As reagdes foram conduzidas a 30°C e 300 rpm, durante 6 horas. Os resultados

obtidos foram idénticos aos exibidos pelas Figuras 4.1 € 4.6.
Esses testes foram repetidos mensalmente durante 8 meses, que foi o periodo de

realizagdio dos diversos experimentos contidos neste trabalho. Os resultados para cada enzima

foram sempre os mesmos. Logo, a atividade das enzimas durante o periodo de realizagdo dos

€nsaios manteve-se constante.

E importante ressaltar que 0s testes aqui realizados ndo buscavam quantificar a

atividade das enzimas, € sim garantir que todos os experimentos foram realizados com as

énzimas a mesma atividade.

3.2.3 - SINTESE DO OLEATO DE N-BUTILA

A sintese do oleato de n-butila através da esterificagdo direta € um processo

reversivel. Acido oleico e n-butanol reagem formando oleato de n-butila e dgua.

Quando escolhe-se realizar a produgio de um éster pela esterificagdo direta,

geralmente adota-se um método de remogdo da dgua formada no meio, com a finalidade de

deslocar o equilibrio da reagdo. Neste trabalho, a dgua foi removida por um processo de

pervaporagio.
A esterificagio do acido oleico com o n-butanol foi realizada em um reator de

pervaporagdo, mantido parcialmente imerso em um banho termostédtico. Este reator ¢é

composto de dois compartimentos, cOmo mostra a Figura 3.1. Na parte superior foi
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introduzido o meio reacional. Entre os compartimentos fixou-se uma membrana ndo porosa de
acetato de celulose, para permitir a remogfo seletiva da dgua formada durante a reagdo. A
membrana era disposta sobre um papel-filtro, e ambos eram suportados por um disco de ago
inox sinterizado. As membranas utilizadas eram produzidas conforme descrito no item 3.2.3.
A for¢a motriz necessdria para a remogio da 4gua era garantida por uma bomba de vacuo,
conectada ao compartimento inferior do reator.

As sinteses do oleato de butila foram realizadas em diferentes condi¢des, com
variagdes na temperatura, nas quantidades de enzima e nas proporgdes entre os reagentes.
Entretanto, algumas condigdes foram utilizadas em todos os experimentos: (i) os reagentes
foram vigorosamente misturados no reator, por 10 segundos, antes da introdugdo da enzima;
(ii) as reagdes foram conduzidas a 300 rpm; (jii) o vacuo aplicado ao compartimento inferior
do reator foi mantido em 680 mmHg.

Os experimentos s3o discutidos com detalhes nos itens 4.1 e 4.2.

As conversdes foram determinadas medindo-se as concentragdes do acido oleico no

meio reacional através do método do acetato cuprico, coforme descrito no item 3.2.4.




reator

Cm . membrana

vapor

permeado
(4gua)

'bomba de vacuo

condensador

Figura 3.1 - Diagrama da montagem experimental
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3.2.4 - PRODUCAO DA MEMBRANA DE ACETATO DE CELULOSE:

Para a fabricagio da membrana, uma mistura contendo 25% de acetato de celulose e
75% de acetona (v/v) foi mantida em agitacdo lenta, por um agitador magnético, durante 24
horas. A solucdo obtida foi uniformemente distribuida sobre uma placa de vidro, utilizando-se
um espalhador (Figura 3.2). Neste equipamento, a Trosca sem fim movimentava
horizontalmente a base. O raspador espalhava uniformemente a solugéo de acetato de celulose
sobre a placa de vidro Apos a evaporagao completa da acetona, processo que leva cerca de 3

minutos, foi obtida uma membrana ndo porosa de acetato de celulose, completamente

transparente, com 20 pm de espessura.

raspador

rosca sem fim

Figura 3.2 — Espalhador de membranas.
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3.2.5 — DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE ACIDO OLEICO NO MEIO
REACIONAL PELO METODO DO ACETATO CUPRICO:
3.2.5.1 - PREPARACAO DA SOLUCAO DE ACETATO CUPRICO-PIRIDINA:

Foi preparada uma solug&o 5% (m/v) de acetato cuprico. A solugcdo foi filtrada,

utilizando-se um papel-filtro. O pH foi ajustado para o valor 6,1 adicionando-se piridina, gota

a gota.
3.2.5.2 - CURVA PADRAO DO ACIDO OLEICO:

Amostras contendo de 2,0 a 120 pmol de 4cido oleico foram diluidas em 5 mL de
isoctano. Adicionou-se 1 mL da solugdo de acetato cuprico-piridina. A mistura foi
vigorosamente agitada 60 segundos, e entdio deixada em repouso por 30 segundos até a fase
aquosa separar-se completamente da solugdio de isoctano e dcido oleico.

A curva padrdo da concentragdo de acido oleico versus absorbincia (Figura 3.3), foi
determinada medindo-se a absorbéncia da solugdo de isoctano e acido oleico, a 715 nm. O
sobrenadante de uma mistura de 5 mL de isoctano e 1 mL de acetato ctprico-piridina, sem a

presenga do 4cido oleico, foi utilizado como prova em branco.
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Figura 3.3 — Absorbancia das solugdes-padrio de écido oleico ¢ isoctano, em fungio

da concentragdo de écido oleico.
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Através de uma regressdo linear, obtém-se para a curva acima a seguinte equagdo:
A =0,22670*C — 0,002272 3.1
com R = 0,99978437 ¢ R?=0,99956879, onde A ¢ a absorbanciaa 715 nm,e C ¢ a

concentragéo de acido oleico da solugdo, em pmol/mL.

3.2.5.3 - DETERMINACAO DA CONVERSAO:

Em intervalos de tempo de uma hora, contados a partir do inicio da reagfio, amostras
contendo 0,5 mL foram retiradas do meio reacional e centrifugadas, para a separagdo da
enzima. Entdo 50 pL da amostra centrifugada foram diluidos em 5 mL de isoctano,
adicionando-se em seguida 1 mL da solugiio de acetato cuprico-piridina. A mistura foi
vigorosamente agitada por 60 segundos, € deixada em repouso por 30 segundos até a fase
aquosa separar-se completamente da solugfio de isoctano € 4cido oleico. Em seguida, foi
efetuada a leitura da absorbancia dessa solugdo, a 715 nm.

Para se obter a concentragdo de écido oleico de uma dada amostra, a partir da leitura

da sua absorbéncia, faz-se um pequeno rearranjo na equagdo 3.1, obtendo-se:

c= _A_+ 001002 (3.2)
0,22670

A conversio da reagio pode ser definida em relagfio ao acido oleico como:

X(%)= No—N * 100 (3.3)

No
Onde:

¥ = conversdo da reagio em um dado instante.
No = numero de moles do 4cido oleico no instante t=0.

N = niimero de moles do acido oleico em um dado instante.
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A equagfio 3.3 pode ser reescrita da seguinte maneira:

X(%) = CoVo—-CV (3.4)
CoVo
Ou
X(%)=1- _CV_ (3.5)
CoVo

Co = concentragdio do 4cido oleico no instante t=0.

C = concentragio do 4cido oleico em um dado instante.

Considerando desprezivel a variagdo do volume do meio durante o processo, pode-se

escrever
X(%)=1- C_ (3.6)
Co

Combinando-se as equagdes (3.2) e (3.6), chega-se a :

X (%) = 1 — (A/0.22670 + 0,01002) 3.7)
(A0/0,22670 +0,01002) |

Onde Ao representa a absorbancia da amostra retirada do meio no instante t=0.

A equagdio (3.7) foi utilizada para a determinagfio das conversSes em fun¢do do

tempo, partindo das absorbancias das amostras retiradas do meio no instante t=0 e em um

instante t qualquer.
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 - SINTESES DO OLEATO DE N-BUTILA UTILIZANDO A

LIPOZYME COMO CATALISADOR

4.1.1 - INFLUENCIA DA TEMPERATURA SOBRE A ATIVIDADE ENZIMATICA

Para muitas reagdes nfio-enzimdticas, a taxa da reagfio aumenta continuamente com o
incremento da temperatura. No caso das reagdes enzimaticas, existe uma temperatura 6tima
para a qual a produtividade da reagdio € maxima. Acima desta temperatura, a formagdo de
produtos decresce devido a inativagdo térmica da enzima. A temperatura 6tima de uma reagéo
enzimatica é resultado dos efeitos opostos do incremento da temperatura sobre a taxa da
reagfo e sobre a taxa da inativagdo térmica da enzima (PARKIN, 1993).

Para se analisar a variacfio da atividade da Lipozyme em fungfo da temperatura,
foram conduzidos experimentos a 30, 40, 50 e 60° C. O meio reacional consistia de 0,30 mol
de 4cido oleico, 0,30 mol de n-butanol e 2,82 g de enzima. A quantidade de enzima
corresponde a 5% (m/m) do 4cido oleico utilizado. A dosagem recomendada pela NOVO
NORDISK (1992) é de 5% a 10% do substrato utilizado.

Como pode ser visto na Figura 4.1, a medida em que os experimentos eram realizados
em maiores temperaturas, a conversdo diminuia. Apds 6 horas de reagdo, a maior conversdo
foi de 73%, obtida a 30° C. Nas demais temperaturas, 40°C, 50°C e 60°C, obteve-se,
respectivamente, 62%, 41% e 12% de conversdo. Provavelmente, em temperaturas superiores
a 30°C, o efeito do incremento da temperatura sobre a taxa de inativagfio superou o efeito
sobre a taxa da reagfo, levando a enzima a inativagdo.

Resultados semelhantes foram obtidos por OMAR et al. (1989), no estudo da
produgdo de monoacilgliceréis a partir do glicerol acetona, utilizando a Lipozyme. Os
experimentos foram conduzidos no intervalo de temperatura de 30°C a 50°C. Foi verificado
que a temperatura 6tima da reagéo era 30°C.

RANTAKYLA (1994), promovendo a esterificagio enantioseletiva do ibuprofeno
através da utilizagdo da Lipozyme, verificou que a temperatura 6tima do processo era de
45°C.Os experimentos foram realizados no intervalo de 40°C a 60°C.

De acordo com a NOVO NORDISK (1992), “A Lipozyme pode ser utilizada em
temperaturas entre 30°C e 70°C. Entretanto, antes de se escolher a temperatura da reagfio,

deve-se considerar a reatividade e a viscosidade dos reagentes, a possibilidade de formagdo de
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sub-produtos térmicos e a necessidade de solventes. Geralmente, quanto menor a temperatura,

maior a produtividade das enzimas”.

Por ter sido a temperatura na qual a enzima apresentou maior atividade, os

experimentos seguintes foram realizados a 30°C.
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Figura 4.1 - Influéncia da temperatura sobre a atividade da Lipozyme.

4.1.2 — INFLUENCIA DA QUANTIDADE DE ENZIMA SOBRE A FORMACAO DE
PRODUTOS

Para verificar a influéncia da quantidade de enzima presente no meio sobre a
conversdo, foram conduzidos dois experimentos. O meio reacional era formado por 0,30 mol
de acido oleico, 0,30 mol de n-butanol e: (i) 1,41 g de enzima ou 2,5% (m/m) do total de
acido oleico; (ii) 5,64 g de enzima ou 10% (m/m) do total de 4cido oleico. Os resultados sdo
comparados com o obtido no experimento anterior, onde foi utilizado 5% de enzima, que € o
minimo recomendado pelo fabricante. Como mostra a Figura 4.2, utilizando-se 2,5% de
enzima, uma quantidade inferior ao minimo recomendado, a conversdo diminuiu

drasticamente. Entretanto, utilizando-se 10% de enzima, que é a quantidade maxima
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recomendada, a conversdo foi praticamente a mesma daquela obtida com 5% de enzima. Apos
6 horas de reagdo, as conversdes foram de 44%, 73% e 75%, para quantidades de enzima
correspondentes a 2,5%, 5% e 10% do total de 4cido oleico, respectivamente.

Estes resultados estdo de acordo com os obtidos por ERGAN (1991),que realizou a
esterificacdo do dcido oleico com o glicerol utilizando a Lipozyme. Foi observado que,
empregando-se dosagens de enzima iguais a 5% ou 10% (m/m) do 4cido oleico, os resultados
foram praticamente 0s mesmos.

Como nio houve um acréscimo significativo na conversdo quando elevou-se a
quantidade de enzima de 5% para 10%, empregou-se, nos demais experimentos, uma

quantidade de enzima igual a 5% (m/m) do total de 4cido oleico.
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Figura 4.2 — Influéncia da quantidade de enzima aplicada ao meio reacional sobre a

conversao.
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4.1.3 — EFEITO DA PRESENCA DE UM SOLVENTE SOBRE A VELOCIDADE DA
REACAO

Por tratar-se de uma catdlise heterogénea, a reacdo em estudo €& constituida
basicamente por duas etapas: a transferéncia de massa, que inclui as etapas de adsorcdo dos
reagentes e de dessor¢do dos produtos; e a reagdo enzimatica nos sitios ativos do catalisador.

Buscando um incremento na velocidade da reagdo através de um aumento na
transferéncia de massa, foi conduzido um experimento com a utilizagdo do isoctano como
solvente. Por ser inerte para a enzima e para reagentes e produtos, a fun¢do do isoctano era
apenas diminuir a viscosidade do meio, aumentando assim a transferéncia de massa e
conseqiientemente a velocidade da reagdo. O meio reacional consistia de 70 mmol de é4cido
oleico, 70 mmol de n-butanol e 0,987 g de enzima, em 120 ml de isoctano. Este volume de
isoctano corresponde a quatro vezes a soma dos volumes do écido oleico e do n-butanol
(KWON et al., 1995; MUSTRANTA et al., 1993). O resultado ¢ exibido pela Figura 4.3.
Apb6s 3 horas de reagfio, obteve-se uma conversdo de 92%. No experimento realizado nas
mesmas condi¢des porém sem a presenga do solvente (Figura 4.1), a conversio neste mesmo

intervalo de tempo foi de apenas 68%.
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Figura 4.3 — Sintese do oleato de n-butila utilizando o isoctano como solvente.
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Comparando os resultados exibidos pelas Figuras 4.2 ¢ 4.3, observa-se que na sintese do
oleato de n-butila catalisada pela Lipozyme, a velocidade da reagdo aumentou sensivelmente

com a diminuicdo da viscosidade do meio, e praticamente ndo se alterou com o incremento na

dosagem de enzima.

4.1.4 — EFEITO DA UTILIZACAO DE EXCESSO DE REAGENTES SOBRE A
FORMACAO DE PRODUTOS

Realizou-se um experimento para verificar se haveria um incremento na conversdo
empregando-se n-butanol em excesso. Acido oleico e butanol foram utilizados na propor¢io
1:5 molar, respectivamente. A proporgdo estequiométrica ¢ de 1:1 molar. O meio reacional
consistia de 50 mmol de 4cido oleico, 0,25 mol de butanol e 0,705 g de enzima.

Pelo principio do deslocamento do equilibrio, o aumento da concentragdo dos
reagentes pode levar a um aumento na concentragao dos produtos. Entretanto, o excesso de
reagentes pode levar a inibigio da enzima (CHALALAKSANANUKUL, 1992; CLAON;
AKOH, 1993). Como mostra a Figura 4.4, o excesso de n-butanol provocou um aumento na
conversdo, se comparado com o experimento realizado com os reagentes em propor¢des

estequiométricas (Figura 4.1). Portanto, pode-se concluir que a Lipozyme néo sofre inibigéo

pelo n-butanol.
Apb6s 5 horas de reagdo, a conversio foi de 89%. Utilizando-se o isoctano, este valor

foi alcangado em apenas 2 horas (Figura 4.3). Isto indica que o excesso de n-butanol pode ndo

ter deslocado o equilibrio da reagéo, € sim ter servido apenas para diminuir a viscosidade do

meio, aumentando assim a velocidade da reacdo através de um aumento na transferéncia de

massa.
Com o intuito de elucidar esta questdo, foi realizado um experimento com

excesso de n-butanol na presenga do isoctano. O meio reacional era formado por 20 mmol de

geido oleico, 0,1 mol de n-butanol ¢ 0,38 g de enzima, em 72 ml de isoctano. O écido ¢ o

alcool foram empregados na proporgdo 1:5 molar, respectivamente. O volume de isoctano

corresponde a quatro vezes a soma dos volumes do 4cido oleic
ado foi praticamente idéntico ao obtido utilizando-

o e do n-butanol.

Como mostra a Figura 4.5, 0 result

se somente o isoctano. Isto mostra que o excesso de n-butanol, empregado no experimento
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anterior, serviu apenas para diminuir a viscosidade do meio, e nio para deslocar o equilibrio

da reacfio.
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| Figura 4.4 — Sintese do oleato de n-butila utilizando excesso de n-butanol.

100 ———T—"""T_

CONVERSAO (%)

—e— excesso de n-butanol

- exc.n-butanol+isoct

g —=— lisoctano

0 2 3
TEMPO (h)

Figura 4.5 — Comparago entre 05 efeitos do isoct
ilibrio.

destes sobre a conversdo de equi

ano, do excesso de n-butanol e da soma



49

42 _ SINTESES DO OLEATO DE N-BUTILA UTILIZANDO A
NOVOZYM 435 COMO CATALISADOR

4.2.1 — INFLUENCIA DA TEMPERATURA SOBRE A ATIVIDADE ENZIMATICA

butanol, catalisada pela Novozym 435, foi

A esterificagio do écido oleico com 0 n-
leato de n-butila catalisada

realizada em condigGes idénticas aquelas utilizadas na sintese do 0

pela Lipozyme.

Para se verificar a influéncia da temperatura so
0°C. O meio reacional consistia de 0,30 mol de

bre a atividade da enzima, foram

conduzidos experimentos a 30, 40, 50, 60 e 7
acido oleico, 0,30 mol de n-butanol e 2,82 g de enzima.

A Novozym 435, embora apresente uma atividade maxima a 70°C, geralmente €

inativada em temperaturas supetiores a 60°C. Para uma produtividade maxima, recomenda-se
0°C (NOVO NORDISK, 1992).

a sua utilizagdo em temperaturas entre 40°Ce 6
dos obtidos no intervalo entre 30°C e

Como pode ser visto na Figura 4.6, 0s resulta
ras de reagdo,

0°C, a atividade enzimatica diminuiu

60°C foram praticamente idénticos. Apos 2 ho as conversdes foram de

Na temperatura de 7

aproximadamente 88%.
se uma conversao de 65%.

sensivelmente. Ap6s trés horas de reagdo, obteve-

100 ////

CONVERSAO (%)

TEMPO (h)

Figura 4.6 - [nfluéncia da temperatura sobre a atividade da Novozym 435,
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Estes resultados confirmam as recomendagdes da NOVO NORDISK (1992), porém

nfio permitem concluir sobre qual seria a temperatura 6tima desta reagdo.

A linearidade da curva durante 2 primeira bora de reaglio co

obtidos por HANSEN (1995),

propanol, catalisada pela Novozym 435
u a mesma atividade no intervalo de 3

nfirma os resultados

que estudou a esterificagio do acido miristico com 0 n-

Como a enzima apresento 0°C a 60°C, optou-se

por conduzir os experimentos seguintes a 30°C.

4.2.2 — INFLUENCIA DA QUANTIDADE DE ENZIMA SOBRE A FORMACAO DE

PRODUTOS

quantidade de enzima presente no meio sobre a
rmado por 0,30 mol
(m/m) do total de
(iii) 7,05 g de

s com o obtido

Para verificar 2 influéncia da
conversdo, foram conduzidos trés experimentos. O meio reacional era fo

o, 0,30 mol de n-butanol e: (1) 1,41 g de enzima ou 2,5%

de 4cido oleic
acido oleico; (ii) 5,64 & de enzima ou 10% (m/m) do total de acido oleico;
enzima ou 12,5% (m/m) do total de acido oleico. Os resultados sd0 comparado
no experimento anteriot, onde foi utilizado 5% de enzima, que € 0 minimo recomendado pelo

aumentava a

se 2,5 % de

fabricante.
4 a Figura 4.7, 2 conversdo aumentou 4 medida em que S€

do total de 4cido oleico. Utilizando-
o de enzima obteve-se

Como mostr

quantidade de enzima, até o limite de 10 %
e conversdo ap6s 4 horas de reagdo, com 5

o e 12,5 % de enzima obteve-s€ 96 % de conversdo

enzima, obteve-s€ 80% d

88 % de conversdo apds 2 horas; comt 10

em apenas uma hora de reagdo.
rrido com Lipozyme, & quantidade de enzima aplicada a0 meio

ea produtividade da reac@o.
ando se aumentou 2 quantidade de

Ao contrario do oco

exerceu uma forte influéncia sobr
Como ndo ocorret acréscimo na conversdo qu
enzima de 10% para 12,5%, 08 experimentos seguintes foram conduzidos com uma dosagem

de enzima de 10% (m/m) do total de acido oleico.
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—o— 2,5% de enzima
—m— 5% de enzima
—o— 10% de enzima
—— 12,5% de enzima
TEMPO (h)
bre a

Figura 4.7 — Influéncia da quantidade de enzima aplicada ao meio reacional so

conversao.

42.3 — EFEITO DA PRESENCA DE UM SOLVENTE SOBRE A VELOCIDADE DA

REACAO

ormente com a Lipozyme, tentou-se aumentar

avés de um aumento na transferéncia de massa. Para tal foi

¢a do isoctano.O meio reaci

Como no experimento realizado anter!

a velocidade da reagdo atr

conduzida uma reago com a presen
putanol ¢ 1,974

onal consistia de 70 mmol de
mL de isoctano. O resultado

g de enzima, em 120
se 96% de conversdo.

écido oleico, 70 mmol de n-
4.8. Apoés uma hora d

bidos pelas Figuras 4.7
zym 435 a conversao
a velocidade da rea¢dio ndo S

€ exibido pela Figura e reacdo, obteve-
e 4.8, observa-se que na sintese do

Analisando-se os resultados exi
variou diretamente com a

oleato de n-butila catalisada pela Novo
resente No meio, €

Quantidade de enzima p e alterou com a

Introdugfio de um solvente.

BIBLIOTECA
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100

CONVERSAO (%)

TEMPO (h)

butila utilizando o isoctano como solvente.

Figura 4.8 — Sintese do oleato de n-

DE REAGENTES SOBRE A

424 _ EFEITO DA UTILIZACAO DE EXCESSO

FORMACAO DE PRODUTOS
nto foi realizado para verificar se haveria um incremento na

Um outro experime
Acido ol

butanol em eXcess0-
vamente. A proporg:ﬁo estequ
0,25 mol d

eico € butanol foram utilizados na
iométrica € de 1:1 molar. O meio
e n-butanol e 1,410 g de enzima.

a 4.9).
e 4.9, conclui-se que 0 €XCesso

conversio empregando-se n-

proporgdo 1:5 molar, respecti
de acido oleico,

reacional consistia de 50 mmol
Apés uma hora de reago, obteve-se 96% de conversao (Figur

Analisando os resultados exibidos pelas Figuras 4.7
de n-butanol ndo teve influéncia alguma sobre 2 conversio. Tal como a Lipozyme, a
Novozym 435 nfio ¢ inibida pelo n-butanol.
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100 : _

A
K J
K N
1

3 4 5 6

TEMPO (h)

butila utilizando excesso de n-butanol.

Figura 4.9 — Sintese do oleato de n-
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5 - CONCLUSOES:

ela rota quimica leva a conversdes entre 95% e 100%. A

A sintese de monoésteres p

Zym 435 na sintese do oleato de butila levou a

utilizagio da Lipozyme € da Novo

o que torna a esterificagio enzimatica tecnicamente

conversdes superiores a 90%,

competitiva.
As altas conversdes obtidas a 30°C mostram que a esterificagdo enzimdtica proporciona
uma grande economia de energia. A sintese de monoésteres pela rota quimica utiliza

temperaturas entre 70°C e 100°C.

yme variou inversamente com a temperatura. A

Entre 30°C e 60°C, a atividade da Lipoz
iminuindo continuamente a medi

produtividade da reagdo foi maxima a 30°C, di

da em que

se aumentava a temperatura.

e n-butila catalisada pela Lipozyme foi fortemente influenciada pela

A sintese do oleato d
scosidade do meio através d

viscosidade. Diminuindo a Vi

velocidade da reagéio aumentou sens

a utilizagdo de um solvente, a

ivelmente.

jagdes na dosagem de enzima, dentro dos limites de

Utilizando-se a Lipozyme, Var
nte (5-10%), ndo alterar

aplica¢do recomendados pelo fabrica am a produtividade da

reacao.

rmagdes de produtos, em menores periodos de

" O uso da Novozym 435 levou 2 maiores fo

tempo.

C e 60°C, a atividade da Novozym 435 ndo se alterou perante

variagBes na temperatura. Acima de 60°C, 8 atividade

No intervalo entre 30°
diminuiu sensivelmente.

n-butila catalisada pela Novozym 435, a conversdo de equilibrio
nzima presente 1o meio, até 0

al & quantidade de e

mantendo-s€ const

Na sintese do oleato de

mostrou ser diretamente proporcion

limite de 10% (m/m) do total de 4cido oleico, ante para dosagens acima

deste valor.

[



~ Utilizando-se a Novozym 43

5, a conversdo de equilibrio praticamente

variagdio na proporgdo entre 05 reagentes.

~ A Lipozyme e a Novozym 4351

%0 sdo inibidas pelo n-butanol.
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ndo foi afetada pela
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