UNIVERSIDADE FEDERAL DE CAMPINA GRANDE
CENTRO DE EDUCACAO E SAUDE
UNIDADE ACADEMICA DE SAUDE

CURSO DE BACHARELADO EM FARMACIA

GEOCLECIA FERREIRA CRUZ

LIPASE DE Rhizomucor miehei IMOBILIZADA PARA PRODUCAO DE ESTERES
COM APLICACAO NA INDUSTRIA FARMACEUTICA A PARTIR DE ACIDOS
GRAXOS DO OLEO DE BURITI

CUITE - PB
2015



GEOCLECIA FERREIRA CRUZ

LIPASE DE Rhizomucor miehei IMOBILIZADA PARA PRODUCAO DE ESTERES
COM APLICACAO NA INDUSTRIA FARMACEUTICA A PARTIR DE ACIDOS
GRAXOS DO OLEO DE BURITI

Trabalho de Conclusdo de Curso
apresentado ao Curso de Bacharelado em
Farmicia da Universidade Federal de
Campina Grande como requisito para a
obtencdo do titulo de Bacharel em

Farmacia.

Orientador: Prof. Dr. Wellington Sabino Adriano

CUITE - PB
2015



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA NA FONTE
Responsabilidade Jesiel Ferreira Gomes — CRB 15 — 256

C9571  Cruz, Geoclecia Ferreira.

Lipase de Rhizomucor miehei imobilizada para producao
de ésteres com aplicagédo na industria farmacéutica a partir de
acidos graxos do 6leo de Buriti. / Geoclecia Ferreira Cruz. —
Cuité: CES, 2015.

70 fl.

Monografia (Curso de Graduacdo em Farmécia) — Centro
de Educacao e Saude / UFCG, 2015.

Orientador: Dr. Wellington Sabino Adriano.

1. Lipase. 2. Imobilizacdo. 3. Quitosana. 4. Oleo de Buriti
5. Esterificagdo. |. Titulo.

Biblioteca do CES - UFCG CDU 5771




GEOCLECIA FERREIRA CRUZ

LIPASE DE Rhizomucor miehei IMOBILIZADA PARA PRODUCAO DE ESTERES
COM APLICACAO NA INDUSTRIA FARMACEUTICA A PARTIR DE ACIDOS
GRAXOS DO OLEO DE BURITI

Trabalho de conclusdo de curso apresentado ao Curso de Bacharelado em Farmacia da Universidade
Federal de Campina Grande como requisito para a obtencdo do titulo de Bacharel em Farmécia

Aprovado em, A%} / QG /2049
BANCA EXAMINADORA

iy kg_af\n“*"'-“ i E) ey Fi r"uu )
Prof.° Dr. Wellington Sabino Adriano (UFCG/CES)
Orientador/Presidente

L/W[L)J /mrv e Mwm)\

P j)f"d?)r Wylly Algtijo de Oliveira (UFCG/CES)
Membro da Comissio

VQeint, g oy ADndy -
Prof? Dr.? Igara Oliveira Lima (UFCG/CES)
Membro da Comissdo

CUITE - PB
2015



Dedico a Deus. A minha amada mae Maria
Gorete, por sempre estd a0 meu lado e me apoiar
incondicionalmente em todas as minhas
decisdes, com todo carinho, paciéncia amor,
dedicacdo, me mostrando sempre qual o
caminho certo a seguir.

A senhora, todo o meu amor e gratiddo.



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente, a Deus pela vida, pela sabedoria, por iluminar sempre os
meus passos para conseguir minhas conquistas pessoais e académicas, permitindo sempre
vencer os obsticulos durante a graduacdo, bem como em outras situagdes vivenciadas e por
ter colocado em meu caminho pessoas tdo especiais, que ndo mediram esfor¢cos em me ajudar,
apoiar durante a realizacao dessa monografia. A estas pessoas, meus sinceros agradecimentos.

A minha méie Maria Gorete, um exemplo de mulher guerreira, humilde, perseverante,
digna, honesta, dedicada que sempre esteve ao meu lado, ndo medindo esforcos para que
concluisse a graduacdo. Muitas vezes teve que abdicar de seus sonhos em razdo dos meus.
Espero um dia retribuir tudo de maravilhoso que a senhora concedeu em minha vida. E mais
que uma mae, € a minha melhor amiga, confidente e companheira. Sempre disposta a me
apoiar, ajudar, com carinho, dedicacdo e amor incondicional ndo deixando que desistisse
jamais do que sempre almejei. Sou eternamente grata por tudo o que sou hoje, por todas as
minhas conquistas e sonhos realizados. Essa conquista ndo € s6 minha, e sim nossa. Sem a
senhora jamais teria sido possivel.

Ao meu pai José€ Ribeiro (in memoriam), obrigada por todos os ensinamentos, por ser
tao maravilhoso e dedicado, mesmo ndo estando presente fisicamente nesse periodo de
graduacao, sempre soube que estava feliz e orgulhoso, por ter conseguido cumprir essa etapa.
Eterna saudade, gratiddo e lembrancga.

Ao meu noivo Paulo Nilran, pela compreensdo, amor, confianca, respeito, apoio
moral, por acreditar sempre em meu trabalho, aceitar a distancia, ndo deixando que desistisse
jamais de alcancar os meus objetivos.

Aos meus amigos Shellygton Lima, Emily Lorrah e Fernando Amancio que estiveram
ao meu lado durante o curso e na realizacdo desse trabalho, sendo nos momentos bons ou
ruins, na realizagcdo de trabalhos académicos, bem como em publica¢des, sempre me apoiando
em minhas decisdes. Se tornando pessoas muito especiais para mim.

Ao orientador Wellington Adriano, ndo tenho palavras para agradecer todos os
ensinamentos, recomendagdes, disponibilidade, acesso e confian¢a a mim ofertados durante a
realizacdo deste trabalho e demais produzidos. Por ter me dado a oportunidade de realizar
projetos de iniciacdo cientifica, uma experiéncia enriquecedora, tnica, gratificante em minha

vida académica e profissional. Sou imensamente grata por todas as oportunidades concedidas.



Ao professor Wylly Aradjo, pelos ensinamentos, paciéncia, disponibilidade, por
acreditar em meu trabalho, por abrir as portas a iniciacdo a docéncia por meio da monitoria,
onde pude vivenciar experiéncia gratificante para minha vida académica e profissional.

A todos os Docentes do Curso de Bacharelado em Farmécia, em especial a Igara
Oliveira, Julia Beatriz e Fernando Oliveira, pelos ensinamentos, disponibilidade. Onde
dividiram suas experiéncias e conhecimentos para que fosse possivel me tornar uma futura
profissional competente, baseada na ética e seguranga.

Aos funciondrios do CES, pela disponibilidade na prestacdo de servicos, sempre
ajudando se necessdrio.

Enfim, a todos os mencionados e também aqueles que ndo foram, mas que de alguma
forma contribuiram direta ou indiretamente para a realizacdo desse trabalho, para concretizacdo de

uma etapa tao importante em minha vida. Minha eterna gratiddo e generosidade.



“Se pensar é o destino do ser humano,
continuar sonhando é o seu grande desafio. E
isto, é logico, implica em trajetorias com
riscos, em vitorias, com muitas lutas, e ndo
poucos obstdculos pelo caminho. Apesar de
tudo, seja ousado. Liberte sua criatividade e
nunca desista dos seus sonhos, pois eles
transformardo sua vida em uma grande
aventura.”

Augusto Cury



RESUMO

O uso de lipase imobilizada em processos de esterificacdo a partir de 6leos vegetais leva a
altos rendimentos de ésteres sob suaves condi¢des de operacdo. Em meio aos diferentes
suportes usados na imobiliza¢do, a quitosana, € um suporte organico, ou seja, consiste em um
polimero natural, que tem sido amplamente empregada devido ao seu baixo custo. Tem-se
como objetivo a aplicacdo de lipase de Rizhomucor miehei imobilizada em quitosana visando
a sua utilizacdo na obtengdo de ésteres obtidos a partir dos 4cidos graxos provenientes da
hidrélise do 6leo de Buriti (Mauritia flexuosa L. f.) com potencial aplicagdao na industria
farmacéutica. Torna-se importante a realizagdo desse estudo para promover uma alternativa
de aproveitamento de produtos regionais como o suporte de imobilizacdo, 6leos, contribuindo
para a expansdo e diversificacdo da biotecnologia industrial. Inicialmente na realizagdo desse
trabalho caracterizou-se fisico-quimicamente o 6leo de buriti para avaliar a qualidade do dleo
utilizado. Posteriormente foi quantificada a atividade da enzima livre e imobilizada
previamente aos ensaios de esterificacdo, sendo esses, realizados a partir de 4cidos graxos
obtidos do 6leo de Buriti em diferentes propor¢des de etanol, ou seja, em distintas razdes
molares sob agitacdo de 150 rpm a 37°C durante 24 horas. Os ensaios de esterificacdo foram
realizados também com a presenca do amido como agente adsorvente ou dessecante. Sendo
determinada a acidez do meio reacional inicial e final para saber qual o rendimento de ésteres
produzidos. A lipase em sua forma livre apresentou atividade de 450,04 U/mL e na forma
imobilizada evidenciou atividade de 0,56 U/g. O 6leo de buriti apresentou densidade relativa
de 0,9213, umidade de 0,23%, indice de acidez de 7,66 mg KOH/g, indice de saponificagdo
de 96,3 mgKOH/g e indice de per6xido com valor de 12, 84 mEq/1000g, estando conforme o
que descreveu a literatura. Foi obtido um rendimento de 87% de 4cidos graxos obtidos.
Ocorreu valor maximo de conversdo nos ensaios realizados com a lipase em sua forma
imobilizada na razdo molar 1:1, sendo 73,2% de ésteres formados na reacdo sem agente
dessecante e 80,12% de conversdao em meio reacional com a presenga desse agente. Com o
aumento da razdo molar, houve uma diminui¢do nos ésteres formados, devido o aumento do
etanol utilizado que impede o acesso de dcidos graxos ao sitio ativo e retira a camada aquosa
protetora da estrutura enzimatica. Bem como, utilizou o amido para evitar que a presenca de
dgua residual formada em todas as razdes molares na reagdo de esterificacdo promovesse a
hidrélise dos ésteres formados diminuindo a conversao.

Palavras- Chave: Lipase; Imobilizacao; Esterificacao; Quitosana; Oleo de buriti.



ABSTRACT

The use of immobilized lipase for esterification processes from vegetable oils leads to high
yields of esters under mild operating conditions. Among the different media used in
immobilization, chitosan, it is an organic support, or consisting of a natural polymer which
has been widely used because of its low cost. It has been aimed at the application of
Rizhomucor miehei lipase immobilized on chitosan aiming at its use in obtaining esters
obtained from fatty acids from the hydrolysis of the Buriti oil (Mauritia flexuosa L. f .) with
potential application in the pharmaceutical industry. It is important to conduct this study to
promote an alternative use of regional products such as immobilization support, oils,
contributing to the expansion and diversification of industrial biotechnology. Initially in
carrying out this work was characterized chemically - physical buriti oil to assess the quality
of the oil used. Thereafter was quantified free and immobilized enzyme activity assays prior
to esterification, these being carried out from fatty acids obtained Buriti oil in different
proportions ethanol, or in different molar ratios under stirring 150 rpm at 37°C for 24 hours.
The esterification assays were also performed with the presence of starch as adsorbent or
desiccant. Being given the acidity of the initial reaction medium and end to find out what the
income produced esters. The lipase in free form showed activity of 450,04 U/mL and
immobilized form showed activity of 0,56 U/g. The burity oil showed relative density of
0,9213, moisture 0,23 %, acid value of 7,66 mg KOH/g, saponification number of 96,3
mgKOH /g and peroxide index value 12,84 mEq / 1000g , with results as that described in the
literature. Yield 87% of fatty acids obtained was obtained. Maximum value conversion
occurred in the tests carried out with the immobilized lipase in the ratio 1:1, 73,2% of esters
formed in the reaction without desiccant and 80,12% conversion in the reaction medium in the
presence of the agent. With the increase in molar ratio, there was a decrease in the esters
formed because the increase of the ethanol used which prevents access to the active site fatty
acids and remove the protective aqueous layer structure of the enzyme. As well, the starch
used to prevent the presence of residual water formed in every molar ratios in the
esterification reaction promoted hydrolysis of the esters formed by decreasing the conversion.

Keywords: Lipase; Immobilization; Esterification; Chitosan; Buriti oil.
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1. INTRODUCAO

As lipases sdo utilizadas em uma variedade de segmentos biotecnolégicos, como em
industrias de alimentos, téxtil, de detergentes, farmacéuticas, agroquimica e oleoquimica
(PAULA et al., 2005). Apesar de possuirem excelentes perspectivas como catalisadores,
quando utilizadas em sua forma livre apresentam caracteristicas que limitam a sua utilizacdo
em escala industrial em sua forma livre, como a solubilidade destas no meio de reacdo, que
impede a sua separacdo do meio reacional e a sua reutilizagdo em outros processamentos, bem
como inviabiliza economicamente a sua separacdo dos produtos formados (ADRIANO,
2008). Devido a enzima estd em baixas concentracdes no meio, a sua recuperacdo se torna
onerosa para a industria, 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 vidvel € a imobilizacdo 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 (ADRIANO, 2008). Permitindo uma diminui¢do no custo do
processo, devido o biocatalisador poder ser facilmente separado do meio reacional e ser

reutilizado em outras reacdes (LI et al., 2009).

Nesse contexto as lipases (Triacilglicerol éster hidrolases E.C 3.1.1.3) se destacam
entre as demais enzimas, por catalisarem a hidrélise de ligacOes éster presentes e
tiglicerideos/acilglicerdis, liberando 4cidos graxos, glicerol e dgua. A reacdo € reversivel,
podendo ocorrer em ambientes ndo aquosos. Além disso, podem catalisar reacdes de
esterificacdo, epoxidagdo, amindlise, dentre outras (PAIVA et al., 2000). Sdo originérias de
um grande nimero de bactérias, fungos, plantas e animais, tendo suas propriedades varidveis
de acordo com a sua procedéncia (SAXENA et al., 2003). As lipases provenientes de
microrganismos constituem um grupo de valiosas enzimas de aplicacdo biotecnoldgica,
devido principalmente a versatilidade de suas propriedades, no que se refere a atuacio
enzimatica e especificidade ao substrato e facilidade de producdo em escala, fazendo com que
as enzimas possam modificar somente um sé tipo de substrato dentro de uma mistura
complexa de compostos similares e, inclusive, sdo capazes de diferenciar entre os
estereoisOmeros de um composto quiral. Se caracterizando como um dos grupos mais

utilizados no segmento industrial, como em industria de alimentos ou farmacéutica na sintese

quimica de substancias como os ésteres (HASAN et al., 2006; MALDONADO, 2006).
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Dessa forma, os ésteres representam uma das mais importantes classes de compostos
organicos e podem ser sintetizados por varios mecanismos, dentre eles, a reacdo entre acido
graxo e dlcool, denominada esterificacdo. Possuem diversas aplicagdes, tais como aromas,
biopesticida, biodiesel, cosméticos e medicamentos (CHANG et al., 2006). O que
determinard a propriedade do produto formado serd a natureza quimica dos dcidos graxos de
origem, assim, a matéria prima € de fundamental importancia para que o éster de interesse
seja sintetizado. Logo, sdo realizados estudos de investigacdo do potencial catalitico de
lipases imobilizadas em organo-géis, para a formacdo de ésteres, utilizando alcodis
secundérios, avaliando o comportamento durante as reacdes de esterificacdo neste novo
sistema. Essas enzimas sdo muito utilizadas em sintese organica devido a sua versatilidade
catalitica, disponibilidade comercial, baixo custo, além de ndo requerem cofatores (JESUS et
al., 1997).

Essa pesquisa estuda a sintese de ésteres por rota enzimatica a partir de 6leos presentes
na regido Nordeste, como o O6leo de buriti utilizando lipase de Rhizomucor miehei
imobilizada. Buscando, além de promover uma alternativa de aproveitamento de produtos
regionais como os suportes de imobilizacdo, 6leos, contribuir para a expansao e diversificacdo
da biotecnologia industrial, promovendo a sintese de compostos onerosos como ésteres a
partir de matéria-prima de baixo custo, trazendo potenciais beneficios sécio-econdmicos
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 importancia esse projeto para o desenvolvimento de mais um polo de pesquisa

no tema no nordeste do Brasil.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Aplicagao de catalisador estavel de lipase de Rizhomucor miehei em suporte de baixo
custo com a adicdo de microemulsdo visando a utilizagdo deste catalisador na producdo de

ésteres com potencial aplicagcdo na indudstria farmacéutica.

2.2. Objetivos especificos

e Imobilizacdo de lipase de Rizhomucor miehei, gerando menores custos
industriais;

e Agregar valor a materiais de baixo custo como a quitosana, o amido (sagu);

e Realizar andlise fisico-quimica do 6leo de buriti;

e Obtenc¢do de 4cidos graxos a partir do 6leo de buriti para esterificagdo, por ser
um 6leo abundante na regido Nordeste;

e Comparar aplicacio da enzima livre com a imobilizada na producgdo de ésteres;

e Produzir ésteres que possam ser aplicados na drea farmacéutica;

e Auvaliar a influéncia na conversdo em ésteres apds a adsor¢do da dgua residual

formada na reacao de esterificagcdo com o uso do amido.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. Lipases

As lipases apresentam varias propriedades que as tornam atrativas como catalisadores
para biotransformagdes. Sao catalisadores versateis, existindo um processo enzimatico
equivalente para cada tipo de reacdo organica (DALLA-VECHIA et al., 2004). Dessa forma,
essas enzimas quando obtidas de micro-organismos podem ser intracelulares ou
extracelulares, conforme permanecam no interior das células, ou seja, sdo secretadas no meio
externo. Sendo origindrias de um grande numero de bactérias, fungos, plantas e animais,
tendo suas propriedades varidveis de acordo com sua procedéncia (SAXENA et al., 2003). A
sua producdo varia com as cepas e € influenciada fortemente pela composicao do meio (fontes
de nitrogénio e carbono) além de fatores fisico-quimicos como temperatura, pH e oxigénio
dissolvido (COLEN et al., 2006). Estudos de raio-X mostram que as lipases apresentam uma
estrutura tridimensional formada por uma triade catalitica Ser-His-Asp/Glu, que se repete em
todas as estruturas. As lipases s@o muito utilizadas em sintese organica devido a sua grande
disponibilidade e baixo custo. Além disto, ndo requerem cofatores, atuam em uma faixa de pH
relativamente grande, s3o muito estiveis neste meio, apresentam especificidade,
regiosseletividade, quimiosseletividade e enantiosseletividade. Possuem a habilidade de
catalisar reacdes de esterificacdo, transterificacdes (aciddlise, intereterificacdo, alcéolise) e

aminolise em solvente organico com alta especificidade (NUERNBERG, 2004).

Essas enzimas possuem aplicacdes em diversos tipos de industrias, tais como de
alimentos, quimica fina (sintese de ésteres), tratamento de efluentes e farmacéutica
(MALDONATO, 2006). A wutilizacdo dessas enzimas nas industrias permite o
desenvolvimento de processos tecnologicos muito proximos aos eficientes processos
executados pela natureza. A economia de energia e minimizagdo da degradagdo térmica sao
provavelmente as maiores vantagens na substituicdo de tecnologias quimicas atuais pelas

biologicas (HASAN et al., 2006).

Em meio orgénico, as lipases catalisam a transferéncia de grupos acila de compostos
doadores para uma ampla faixa de compostos aceptores diferentes de dgua. Entre os possiveis
processos catalisados pelas lipases em meio organico, a sintese de ésteres apresenta-se como

uma vertente bastante promissora (CASTRO et al., 2004).
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3.2. Lipases de Rhizomucor miehei

Lipases de Rhizomucor miehei sdo enzimas extracelulares de origem fingica, que sio
comercializadas na forma soldvel (20,000 L) ou na forma imobilizada (Lipozyme RM IM),
por fabricantes como a Sigma e a Novozymes (RODRIGUES & FERNANDEZ-LAFUENTE,
2010). Sao constituidas de 269 aminodcidos, com massa molecular de 29 kDa e um ponto
isoelétrico de 3,8 (OLIVEIRA, 2012). Seus sitios cataliticos sdo formados pelos residuos dos
aminodcidos serina 144, histidina 257 e aspartato 203 (BRADY et al., 1990). Estudos t€ém
sido intensificados devido a estabilidade destas enzimas em diversos solventes organicos,
abrindo inumeras possibilidades no campo da sintese quimica, onde as diferentes
seletividades de lipases de vdrias fontes aliada as condi¢Oes suaves de temperatura e pressao
em que atuam, apresentam uma enorme vantagem em relacdo aos catalisadores
convencionais. Foi evidenciado que a atuacdo dessas enzimas em reacdes de esterificacdo €
promissora na producdo de ésteres de interesse comercial na drea de solventes, diluentes,
plastificantes, surfactantes, industria farmacé€utica, herbicidas e pesticidas (CARVALHO,
2011).

Estudos mostram que a lipase de Rhizomucor miehei possui uma estrutura com
conformac¢ao em o/p hidrolase composta de uma sequéncia especifica de a hélices e folhas 3
pregueadas. Hidrolisam as ligacdes éster, por meio de uma triade catalitica, composta por um
residuo de serina (Ser 144) nucleofilico ativado por uma liga¢do de hidrogénio, em contato

permanente com uma histidina (His 257) e um aspartato (Asp 203) (SCHMID & VERGER,

1998). Sendo sua estrutura evidenciada na figura 1.
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Figura 1: Estrutura tridimensional da lipase de Rhizomucor miehei.

(Fonte: BERGAMASCO, 2013)

Embora sejam soliveis em 4gua, essas enzimas sdo capazes de catalisar reacdes
envolvendo substratos lipidicos insoliveis na interface 6leo-dgua. Dessa forma As enzimas
sdo caracterizadas por aumentar, drasticamente, sua atividade catalitica quando atua nessa
interface. Ocorrendo um fendmeno chamado de “ativacdo interfacial”. Este aumento na
atividade enzimadtica é desencadeado por rearranjos estruturais na regidao do sitio ativo da
enzima que permite o acesso do substrato a regido catalitica. Na auséncia da interface
6leo/dgua, o sitio ativo € recoberto por uma “tampa” hidrofobica ou “lid”. Em contrapartida,
na presenca de substancias hidrofébicas, o /id € aberto, tornando os sitios ativos acessiveis ao
substrato. Esta estrutura consiste em uma sequéncia de proteinas que recobre o sitio ativo, se
movendo em contato com a interface Oleo/dgua (RODRIGUES & FERNANDEZ-
LAFUENTE, 2010).

Na Figura 2, 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 itens A e B (vista
lateral), podem-se visualizar a triade catalitica (amarelo) e os elementos de estrutura
secundéria 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).
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Figura 2: Estrutura tridimensional da enzima lipase de Rhizomucor mihei em sua forma aberta (A e C) e fechada

(B e D).

(Fonte: BERGAMASCO, 2013)

3.3. Imobilizacdo de enzimas

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. Idealmente, a enzima imobilizada devera exibir uma atividade catalitica superior.
Além disso, ndo deverdo ocorrer alteracdes estruturais, bem como modifica¢des no sitio ativo.
Esse processo pode inibir ou aumentar a atividade e estabilidade da enzima, porém ndo existe
uma regra que prediga a manutencdo destes pardmetros apds o processo de imobilizacdo.
Podendo ocorrer através da adsor¢do ou ligacio em um material insoldvel, pelo uso de um
reagente multifuncional através de liga¢des cruzadas, confinamento em matrizes formadas por
géis poliméricos ou encapsulacdo através de uma membrana polimérica (figura 3). Onde
quando imobilizadas retém sua configuracdo estrutural devido as ligacdes de hidrogénio que
ocorrem na superficie do material. Isto leva a certa dificuldade de vibragdo da enzima,
aumentando assim sua estabilidade térmica (DALLA-VECCHIA et al., 2004).

Dessa forma, as vantagens obtidas pelo processo de imobilizagdo sdo o aumento da

estabilidade térmica do biocatalisador, aplicacdo em reatores com maior controle do processo,
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podendo serem usadas elevadas concentragdes de enzimas, permitindo sua reutilizacdo sem
perdas significativas da sua atividade catalitica. As principais desvantagens deste processo sao
a alteracdo da conformacgdo nativa da enzima, perda de atividade durante o processo de
imobilizacdo, intera¢do suporte enzima e a reducdo da atividade catalitica devido aos efeitos
difusionais, de microambiente e estéricos-conformacionais (ADRIANO, 2008). Ou seja, a
possibilidade de reutilizagdo 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). Para alcancar bons resultados em um
processo de imobilizacdo enzimatica € importante conhecer a enzima utilizada, suporte e a

metodologia de imobilizacdo (BEZERRA, 2012).

Figura 3: Métodos de imobilizacio de enzimas.

Métodos para Imobilizagio de Enzimas
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(Fonte: DALLA-VECHIA et al., 2004)
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Entre os métodos de imobilizacdo possiveis de serem utilizados, a adsorc¢do fisica € o
método mais simples e também o mais empregado para imobilizar enzimas. Nesse caso, o
biocatalisador é estabilizado por interacdes fracas com o suporte como for¢as de Van Der
Waals (interacdes hidrofébicas), pontes de hidrogénio e ligagcdes iOnicas. As principais
vantagens que este processo de imobilizacdo oferece sdo a facilidade e a simplicidade do
processo e, além disso, a estrutura conformacional da enzima € pouco alterada. A grande
desvantagem ¢ a dessor¢do da enzima devido as variacdes de temperatura, pH e forga idnica
(HANEFELD et al., 2009; CARDOSO et al., 2009). Outro método de imobilizacdo é a
encapsulacdo, que consiste na retencdo fisica da enzima nas cavidades internas de uma matriz
porosa constituida geralmente por polimeros entrecruzados como poliacrilamida, gelatina,
quitosona, alginato, carragenana, resinas de poliuretano e silanos. As principais vantagens da
encapsulacdo de enzimas referem-se a grande drea superficial para contato do substrato e da
enzima no interior de um volume relativamente pequeno, e a possibilidade de imobilizacao
simultanea de diferentes enzimas em uma tnica etapa. Como principais desvantagens, tém-se:
a restricdo de que os biocatalisadores podem ser aplicados somente com substratos de baixa
massa molecular; a possivel inativacdo da enzima durante o procedimento de imobilizacdo; a
alta concentracdo de enzima necessdria para garantir a encapsulacao e, os possiveis efeitos de
difusdo de substratos e/ou produtos no interior da matriz porosa (HANEFELD et al., 2009;
CARDOSO et al., 2009). A imobilizacdo através de ligacdo covalente é baseada na ativacao
de suportes com a inser¢do de grupos reativos que reagem com os grupos nucleofilicos da
enzima. Esta técnica ndo € tdo comum como o método de adsor¢do fisica, mas apresenta como
vantagem evitar o fendmeno de dessorc@o. A selecao das condi¢des para a imobilizacdo por
ligacdo covalente apresenta mais dificuldades que em outros métodos de ligacdo em suportes.
E necessério conhecer tanto a densidade dos grupos ativos por unidade de drea do suporte
quanto a sua geometria para reduzir a formag¢do do complexo enzima-suporte inativo. Este
método pode também afetar a estrutura ativa da enzima, devido a alteragdo do centro ativo.
Apresentando como principais vantagens a maior resisténcia do biocatalisador quanto a
variacdo de pH, temperatura e influéncia de solventes organicos; os derivados preparados
podem ser empregados em diversas conformacdes de reatores, como fluxo continuo e leito
fluidizado e, a carga de enzima permanece constante apds a etapa de imobilizacao

(HANEFELD et al., 2009).
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3.4 Organo-gel

Na tultima década, muitos estudos t€m se voltado para a utilizagdo de microemulsoes
para imobilizacdo de enzimas. Uma microemulsido € uma dispersdo isotrépica e opticamente
transparente de 6leo em dgua (O/W) ou de dgua em 6leo (W/O), onde a fase oleosa é um
solvente organico (hexano, heptano). O nome “microemulsdo” deriva do fato de que gotas de
6leo no sistema (O/W), ou gotas de dgua no sistema (W/O), possuem um didmetro que varia
de 50 a 500 A. Como as microemulsdes sdo sistemas organizados, elas sdo faceis de serem
preparadas. A estabilidade da microemulsdo depende da razdo da concentracido de dgua pelo
surfactante adicionado ao meio. O uso do sistema de organo-gel consiste, portanto em uma
nova alternativa para a imobilizacdo de enzimas, e para sua utilizagdo na catélise enzimética
em meio organico. Neste novo sistema a enzima estd localizada no centro micelar (centro
aquoso) da microemulsdo 4dgua /6leo (W/O), eliminando o tradicional problema de estabilizar

a enzima contra inativagdo por um solvente ndo-aquoso (DALLA-VECCHIA et al., 2004).

O sistema final é um gel homogéneo, cuja consisténcia e propriedades fisicas
dependem da concentragdo relativa de polimero e dgua. Vdrios estudos foram realizados na
tentativa de se compreender este novo sistema. A estrutura proposta para o sistema organo-gel
ou MBG (do inglés “microemulsion-basedgels”) esta representada na figura 4 e consiste de
gotas de microemulsdao aquosas em equilibrio com uma estrutura de quitosana (suporte) e

dgua, rodeada pelo surfactante Aerosol-OT (DALLA-VECCHIA et al., 2004).
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Figura 4: Modelo proposto para a estrutura do organo-gel.

gotas de microemulsdo

periferia
micelar

(Fonte: Adaptado de DALLA-VECCHIA et al., 2004)

Os organo-géis sdo sistemas organizados, por isso, faceis de serem preparados. Sao
obtidos através de um tensoativo em solvente orginico (hexano, heptano) e uma solucdo
aquosa de um polimero, que pode ser a quitosana. O sistema final ¢ um gel homogéneo, cuja
consisténcia e propriedades fisicas dependem da concentracdo do polimero e dgua. Portanto,
as gotas aquosas do organo-gel encontram-se em equilibrio com uma estrutura de polimero e
da 4gua, rodeada por um tensoativo (JESUS et al., 1997). Estes organo-géis sdo produzidos a
partir da adi¢do de agentes geleificantes, como por exemplo, a gelatina, derivados de celulose
ou 4gar, alginato de sddio, quitosana, obtendo-se uma matriz adequada para a imobilizacao de
enzimas. O termo "gel" € utilizada para caracterizar os sistemas solidos ou semi-solidos
consistindo em pelo menos dois componentes. Sao sistemas condensados composta por um
liquido, enquanto que no seu interior ou outro solvente orginico, moléculas podem ser
transferidas (por exemplo, por meio de difusdo). Quando o liquido € dgua, eles sdo chamados
hidrogéis e quando o liquido € um solvente organico sdo chamados organo-géis. Lipases
imobilizadas em organo-géis mantém sua atividade catalitica e estabilidade para longos
intervalos de tempo. Além disso, na maioria das condi¢des, a matriz de gel retém totalmente o
surfactante, polimero, 4gua e enzima, o que permite a difusdo de substratos nio polares até a
enzima no centro micelar com a posterior formagdo de produtos (ZOUMPANIOTI et al.,

2010).
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Organo-géis contendo a enzima oferecem muitas vantagens, tais como a capacidade de
dispersar o biocatalisador a um nivel molecular e incorporar cofator enzimatico (FADNAVIS
& KOTESHWAR, 1999). No entanto, apresentam inconvenientes, tais como a sua baixa
estabilidade térmica e mecanica e a sua baixa resisténcia em ambiente hidrofilico, o que leva a
utilizacdo de outros componentes de biopolimeros como os derivados de celulose

(ZOUMPANIOTTI et al., 2010).

3.5. Quitosana como suporte

A quitosana (poli-N-acetilglicosamina) € um oligosacarideo derivado da quitina,
polimero mais abundante na natureza depois da celulose, o qual pode ser facilmente obtido de
fontes naturais como o rejeito de industrias pesqueiras, principalmente nas carapagas dos
crustdceos, notadamente camardo, lagosta e caranguejo, constituindo cerca de 30% do
exoesqueleto destes ultimos (KUMAR et al., 2000). No caso do Ceard, isto € uma grande
vantagem devido a facil aquisicdo e a grande atividade pesqueira existente no litoral cearense.
Na figura 5 evidencia a estrutura quimica da quitosana. Esse oligossacarideo € um produto
natural, de baixo custo, renovdvel e biodegraddvel e de grande importincia econdmica e
ambiental. As carapagas de crustdceos sdo residuos abundantes e rejeitados pela inddstria
pesqueira que, em muitos casos, as consideram poluentes. Sua utilizacdo reduz o impacto
ambiental causado pelo acimulo desses residuos nos locais onde € gerado ou estocado. Este
biopolimero possui uma estrutura molecular quimicamente similar a da celulose,
diferenciando-se somente nos grupos funcionais. Grupos hidroxilas (OH) estdo presentes na
estrutura geral desses biopolimeros, mas a principal diferenca entre eles é a presenca de
grupos amino (NH2) na estrutura da quitosana. Este biopolimero € solivel em meio acido
diluido, formando um polimero catidnico, com a protona¢do do grupo amino gerando o ion
NH3+, que confere propriedades especiais diferenciadas em relagdo, por exemplo, as fibras

vegetais (MENDES et al., 2011).
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Figura 5: Estrutura quimica da quitosana.

(Fonte: KRAJEWSKA, 2004)

A maioria das indudstrias que produzem quitina e quitosana em escala comercial esta
localizada no Japao, onde mais de 100 bilhdes de toneladas de quitosana sdo manufaturadas
por ano, a partir de carapacas de caranguejo e camardo. Nessas industrias, a quitosana €
produzida a partir da quitina por hidrélise alcalina via processo termoquimico, que promove a
desacetilacio da quitina, normalmente com NaOH (40-50% m/m) a 110-115 °C. Os principais
fatores que afetam o grau de desacetilacdo e, consequentemente, as caracteristicas da
quitosana obtida sdo temperatura e tempo de reagdo, concentracdo da solucdo do dlcali, razdo
quitina/dlcali, tamanho das particulas da quitina e presenca de agentes que evitam a
despolimerizagdo. Para produzir 1 kg de quitosana 70% desacetilada a partir de carapacas de
caranguejo, sdo necessdrios 6,3 kg de HCI, 1,8 kg de NaOH, 0,5 toneladas de agua para o
processo e 0,9 toneladas 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 imobilizagdo 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 imobilizagdo de enzimas (MENDES et

al., 2011).

Dentre os diferentes suportes usados na imobiliza¢do de enzimas, a quitosana tem sido
amplamente empregada devido ao seu baixo custo, atéxico e possuidor de grupos amino
primdrios funcionais em potencial, disponibilidade em grandes quantidades, e possibilidade
de aplicagdo em diversos processos industriais (SANTOS, 2011). Estes polimeros naturais
apresentam vantagens em relacdo aos sintéticos por terem menos limitagcdes quanto a
biodegradabilidade e biocompatibilidade, porém podem exibir uma limitacio em suas

reatividades e processamentos (ADRIANO, 2008). Devido a sua alta percentagem de
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N

nitrogénio (6,89%) comparado a celulose sintética substituida (1,25%), a quitosana é um
potente agente geleificante, propriedade que € responsdvel por muitas aplicacdes desta em
diversos setores de sintese e producdo industrial, ou seja, suas propriedades atdxicas e sua
facil formacdo de géis sdo de grande interesse industrial (BERGER et al., 2004). O emprego
de quitosana como suporte em imobilizacdo de enzimas torna-se uma opg¢do atrativa por
apresentar uma maior afinidade por proteinas, por apresentar um maior nimero de grupos

aminos livres reativos em sua molécula (BEZERRA, 2012).
3.6. Acidos graxos livres

Os éacidos carboxilicos (matéria prima para a esterificacdo) sdo substancias polares,
que formam ligacdes de hidrogénio fortes uns com os outros € com a dgua. Sao as unidades
fundamentais da maioria dos lipidios (6leos vegetais e gorduras animais). Contudo, eles
ocorrem apenas em fragdes na forma livre (ndo esterificada), pois os lipidios sdo ésteres
formados a partir de 4cidos graxos e glicerol (VISENTAINER & FRANCO, 2006). A elevada
presenca de 4cidos carboxilicos nos 6leos vegetais e/ou gorduras animais indica o grau de
pureza do lipideo, ou seja, € uma varidvel intimamente relacionada com a natureza e
qualidade da matéria-prima (MORETTO & FETT, 1989). As diferencas entre os 4cidos
graxos estdo no comprimento da cadeia, no nimero e na posi¢ao de duplas ligacdes, na cadeia
hidrocarbonada e na configuracdo (cis ou trans). Os acidos graxos sem duplas ligagdes sdao
conhecidos como saturados e aqueles que as possuem sdo chamados de insaturados ou
polinsaturados (uma ou mais dupla ligacdes, respectivamente). Existem diversos acidos

graxos de ocorréncia natural, sendo alguns exemplificados na figura 6 (SILVA, 2008).

Figura 6: Exemplos de 4cidos graxos que ocorrem em 6leos vegetais.
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(Fonte: SILVA, 2008)
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De acordo com Lima (2010), o procedimento de extracdo de 4cidos graxos a partir dos
Oleos vegetais e gorduras animais divide-se em duas etapas, reacdo de saponificacdo seguida
de hidrolise dcida. Saponificacdo é a reacdo de um triglicerideo com uma base forte,
resultando na producdo de sais de 4cidos graxos e glicerol (Figura 7). Como esses sais sao

sabdes, a reacdo ¢ denominada de saponificacao.

Figura 7: Reacdo de saponificagdo.

0
gx + NaOH ——= J:l, + ROH
R "OR R~ “ONat

(Fonte: LIMA, 2010)
Depois de produzidos os sais de dcidos graxos, a adi¢do de um acido mineral (solucao

aquosa diluida ou concentrada) € feita ao meio reacional, produzindo, entdo, os 4dcidos graxos

e um sal, dissolvido no meio aquoso (Figura 8) (LIMA, 2010).

Figura 8: Reacdo de hidrdlise 4cida.

A " /-" o
R~ “ONa* R OH
(Fonte: LIMA, 2010)

3.7. Esterificacao

Os ésteres de acidos graxos sdo compostos organicos formados pela reagdo de um
acido graxo e um 4lcool, com conseqiiente liberagao de 4gua. Como apresentado na figura 9,

trata-se de uma reagdo reversivel, na qual o equilibrio reacional pode ser deslocado para a
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esquerda, favorecendo a hidrdlise do éster, quando a dgua estd em grande quantidade no meio

(PANDEY et al., 1999).

Figura 9: Representagdo da reagdo de esterificacdo.

RiCOOH + R;OH — R;COOR, + H)0O
*—

acido graxo alcool éster agua
Esterificagdo (—) e hidrdlise («)

R; - residuo de acido graxo
R, — cadeia carbbnica proveniente do alcool (metanol ou etanol)

(Fonte: SOUZA, 2008)

Como alternativa a rota quimica convencional, processos de conversio 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 reducdo da capacidade catalitica pela presenca de solvente organico, tal como o n-
hexano (TAN et al., 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 enzimética (MENG et al., 2011). Dessa forma, o glicerol, que pode
inibir a acdo da lipase, ndo estard presente na etapa de esterificacio, favorecendo um aumento
na conversdo. Porém, como as lipases possuem especificidade pelas posicoes 1,3 do
triglicerideo, o rendimento de acidos graxos livres no final da hidrolise seria reduzido (AKOH

et al., 2007).

Estudos recentes revelaram que em reacdes de esterificacdo a atividade das lipases estd
relacionada com os efeitos do microambiente. Sua atividade € atribuida a inacessibilidade do
substrato, em vez que a enzima pode sofrer desnaturagdo. Onde, fatores como a ocorréncia de
agua, que ¢ um forte nucle6filo, ndo favorece a esterificacdo (STERGIOU et al., 2013). Dessa
forma, a dgua gerada durante a reacdo de esterificacdo € considerada o mais importante
parametro que precisa ser controlado. Mesmo sob condi¢des de baixa concentracdo de 4gua,

durante o curso da reacdo, 1 mol de dgua é formado para cada mol de éster sintetizado. Como
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solventes hidrofilicos sdao geralmente evitados para prevenir a inativacdo da enzima, a
formacdo desta fase aquosa pode ocorrer facilmente durante a reacdo. Dessa forma, a remog¢ao
de 4gua por diversas metodologias pode prevenir este fendmeno e ajudar na direcdo da reagao

para sua conclusdo com altas conversdes (CASTRO et al., 2004).

Na esterificacao enzimadtica, inicialmente ocorre uma adicao nucleofilica a partir da
enzima, para formar o complexo enzima-substrato (ES). O nucledfilo é o oxigénio da
hidroxila da enzima, o qual ataca o carbono carbonilico do 4cido graxo. Nesse momento, o
par de elétrons do grupamento amino da enzima captura o hidrogénio da hidroxila. O par de
elétrons do oxigénio do 4cido graxo no complexo enzima-substrato captura o hidrogénio do
grupamento amino, liberando uma molécula de 4dgua (grupo abandonador) e formando um
composto intermedidrio enzima acetilada (E-Ac). Esse composto intermedidrio sofre o ataque
do 4tomo de oxigénio do dlcool, sendo adicionado ao dtomo de carbono da carbonila do
composto intermedidrio (E-Ac). Em seguida, o par de elétrons do nitrogénio captura o
hidrogénio da hidroxila do alcool, formando o complexo enzima-acetilada-dlcool (E-AcA).
Finalmente, o préton € transferido do 4cido conjugado da amina (-NH3+) para o dtomo de
oxigénio do complexo, reconstituindo a enzima e liberando o éster alquilico. Esse processo

estd apresentado na figura 10 (AL-ZUHAIR et al., 2007).
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Figura 10: Evidencia a esterificagdo enzimdtica.
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(Fonte: AL-ZUHAIR et al., 2007)

A velocidade de formacgdo do éster depende do 4cido organico e alcool utilizado. O
processo de esterificacdo ocorre preferencialmente com édlcoois de baixa massa molecular,
sendo mais utilizado o metanol, devido ao seu baixo custo, € o etanol por ndo ser téxico e ser
ecologicamente mais vidvel que o metanol que € o derivado do petroleo (CARNEIRO, 2013).
Além disso, os efeitos do 4cido orgadnico e o comprimento da cadeia do substrato sdo
significativos em reacdes de esterificacdo catalisadas por lipases. A temperatura e o pH
também sdo fatores que geralmente afetam a esterificacdo. Cada enzima possui seu valor
otimo de atuagdo. Qualquer fator, que afeta ligacdo do substrato, influencia a taxa de

esterificacdo (STERGIOU et al., 2013).
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3.8. Esteres na industria farmacéutica

Na industria de medicamentos, os ésteres obtidos a partir de reacdes catalisadas por
lipases sao utilizados como excipientes em medicamentos. Destacando-se como
emulsificantes e flavorizantes sendo responsdvel pelo sabor e aroma usados em medicamentos
que apresentam as seguintes formas farmacéuticas: como em xaropes, solugdes e suspensoes
(MENEGATTI, 2001).

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 11.

Dessa forma, o emprego das lipases imobilizadas em reagdes de esterificacOes em
solventes organicos tem sido utilizado para a producdo de ésteres de 4dcidos graxos de cadeia
curta, os quais apresentam aplicacdo como flavorizante, como a producdo de butil acetato
(abacaxi) que foi obtido em outro estudo através da lipase produzida por Rhizopus oryzae. E a
producdo de monoacilglicerdis a partir de oleina de palma utilizando lipase obtida por
Pseudomonas sp, sendo que os monoacilglicerdis sdo os emulsificantes mais utilizados na
industria de alimentos, farmacéutica e de cosméticos (COLLA et al., 2012).

Em trabalho realizado por Lopes (2009), sintetizou o oleato de oleila um éster

utilizado como emulsificante e antimicrobiano a partir da lipase de Rhizopus sp.

Figura 11: Esteres usados como flavorizantes e produzidos a partir de lipases por reagio de esterificagdo.
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(Fonte: GRIZ, 2010)
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3.9. Oleo de Buriti

A palmeira buriti, frequente no Cerrado, pertence a divisdo Magnoliophyta, classe
Liliopsida (Monocotiledonae), ordem Arecales, familia Arecaceae, espécie Mauritia
flexuosa. Ela ocorre desde o norte da América do Sul, na regidio Amazodnica e leste Andino,
toda regido central do Brasil, parte do Nordeste até os estados de Sao Paulo e Mato Grosso do
Sul; sendo considerada como uma palmeira tipica de ecossistemas lacustres como varzeas,
veredas e pantanos. Sua distribuicao ocorre em altitudes de até 900m, caracterizada como uma
espécie dominante (SARAIVA, 2009). O 6leo do buriti € basicamente composto de tocoferol,
carotendides e em maiores quantidades de d4cidos graxos de cadeia longa, sendo
aproximadamente 18% de &4cido palmitico (4cido graxo saturado - AGS) e 75% de acido
oleico (4cido graxo monoinsaturado - AGMI). Na tabela 1, sdo apresentados os principais
acidos graxos presentes nesse 6leo seguido de seus percentuais. Devido a andlises do espectro
de absor¢do na regidao do infravermelho ser muito semelhante ao da trioleina, triglicerideo do
acido oleico; este mesmo autor sugeriu que o 6leo de buriti tem potencial para prevenir o

colesterol LDL (ALBUQUERQUE, 2003).

Tabela 1: Composicdo de dcidos graxos no 6leo de Buriti.

ACIDO GRAXO PERCENTUAL (%)
Acido Palmitico 17,3-19,2
Acido Miristico 0,1
Acido Estedrico 2,0

Acido Oleico 73,3 -78,7
Acido Linoleico 24-39
Acido Linolénico 2,2

Fonte: ALBUQUERQUE et al., 2003.

Destaca-se a sua coloracdo vermelho-alaranjada, devido a presenca do alto teor de
carotendides que sdo os pigmentos responsdveis pela coloragdo de muitas frutas, folhas e
flores, variando a coloragdao entre amarelo-claro, alaranjado e vermelho. Alguns desses
carotendides, devido ao seu potencial antioxidante, quando consumidos através da
alimentacdo, estdo associados a reducdo de doengas crOnico-degenerativas como cancer e
doencas cardiovasculares, outros, apds sua conversao no intestino, t€ém atividade pré-vitamina
A. Dentre os carotendides, destaca-se o p-caroteno, por possuir potencial atividade
antioxidante devido ao numero de ligagdes duplas conjugadas, as quais proporcionam a

molécula alta reatividade quimica (AISSA, 2010).
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4. MATERIAL E METODOS

Sao apresentados os materiais e a descri¢do dos procedimentos realizados durante o
desenvolvimento deste trabalho. Os experimentos foram realizados no Laboratério de
pesquisa de processos enzimdticos (J10) na Unidade Académica de Satide (UAS) da
Universidade Federal de Campina Grande (UFCG).

4.1. Material

4.1.1. Enzima

Para a imobilizacdo foi utilizada a lipase (E.C 3.1.1.3) de Rizhomucor 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 buriti (Mauritia flexuosa L. f.) obtido em feiras publicas de Picos-PI sem
nenhum tratamento prévio para obtencdo de &acidos graxos livres, etanol comercial 93,1°
INPM e o butirato de p-nitrofenila (pNPB) para medi¢do da atividade enzimatica.

4.1.4. Agente adsorvente

Amido peletilizado, da marca YOKI®, tendo como nome comercial sagu.
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4.1.5. Reagentes utilizados para andlise fisico-quimica do 6leo de buriti, tratamento do

suporte, obtencao de dcidos graxos livres e esterificacao

Eter etilico-etanol (2:1); hidréxido de potéassio (KOH) 0,01 M; fenolftaleina 1% m/v;
solucdo alcoodlica de KOH 4% e 10% m/v; 4cido cloridrico (HCI) 0,5N; solu¢do de acido
acético-cloroférmio (3:2) neutra; Solugdo de iodeto de potdssio a 5% m/v; iodeto de potdssio
PA; solucdo de tiossulfato de s6dio 0,1 N; amido solivel PA; 4cido acético glacial 5% v/v;
dodecil sulfato de sédio (SDS); hexano PA; fosfato de s6dio monobasico PA e fosfato de
potdssio dibdsico PA; isopropanol PA; solucdo de 4cido sulfirico (H,SOy4) 25% v/v; solugdo

hidréxido de sédio (NaOH) 0,0624 M.

4.2. Métodos

4.2.1. Andlise fisico-quimica do 6leo de buriti

Os ensaios fisico-quimicos das amostras do 6leo de buriti foram realizados em
triplicata. Seguiram a metodologia descrita pelo Instituto Adolfo Lutz, contida na quarta
edicdo do livro Métodos Fisico-Quimicos para Andlise de Alimentos (ZENEBON et al.,
2008). Com excec¢do do indice de saponifica¢do, determinado por meio de método adaptado
utilizando ultrassom e a umidade, sendo ambos determinados segundo métodos da American

Oil Chemist Societes (AOCS, 2000).

4.2.1.1. Densidade relativa

Este método determina a razdo da massa da amostra em relagdo a da dgua por unidade
de volume a 25°C e € aplicdvel a todos os 6leos e gorduras liquidas. Essa técnica foi realizada
aferindo a massa do picndmetro vazio, com 4gua e com a presenca do 6leo de buriti.
Calculou-se de acordo com a equagdo 1, onde foi subtraida a massa do picndmetro com a
amostra de 6leo pela massa do picndmetro vazio e, foi dividido esse valor pela diferenca da
massa do picndmetro com a dgua pela massa do picndmetro vazio, que resultou na massa de

dgua. Dessa forma, o valor final é adimensional, pois foi obtido pela razdo entre duas massas.
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A-B
C

densidade =

(D

Onde: A é a massa do recipiente contendo 6leo; B é a massa do recipiente vazio; C é a massa da dgua a

temperatura de 25°C.

4.2.1.2. Umidade

A determinacdo da umidade é um dos parametros legais para a avaliacdo da qualidade
de o6leos. Esse método corresponde a perda em massa da amostra quando aquecida em
condig¢des nas quais a 4gua € completamente removida. Foram utilizadas amostras com massa
de 2g, colocadas em cdpsulas de porcelanas dentro da estufa por 90 minutos a 110°C. Logo
em seguida, as amostras foram resfriadas a temperatura ambiente, em dessecador, tendo sua

massa novamente determinada, até obter uma massa constante. A umidade foi obtida pela

Equacdo 2.
x ="2" x100 )
Mi

Onde: X € a umidade, expressa em %; M; é a massa inicial da amostra, em g; M; é a massa final da amostra, em

gramas.

4.2.1.3. Indice de acidez

A realizacdo dessa andlise evidencia um dado importante na avaliagdo do estado de
conservagdo do 6leo. Ocorrendo aceleracdo da decomposicao dos glicerideos com o aumento
da acidez por aquecimento e pela luz, onde a rancidez quase sempre é acompanhada pela
formacdo de acidos graxos livres (ZENOBON et al., 2008). Esse ensaio definiu-se como o
nimero de miligramas de hidréxido de potdssio necessdrio para neutralizar os 4dcidos livres
presentes em dois gramas de amostra. Para esta determinagdo, dois gramas do 6leo foram
aferidos em erlenmeyers de 125mL e acrescidos de 25mL de uma solugdo de éter etilico
associado a etanol 2:1 v/v e homogeneizado. Em seguida os 4cidos graxos livres foram
titulados com solug¢do de hidréxido de potdssio 0,01 M que foi previamente padronizada.

Onde para a titulacdo foi usado solugdo de fenolftaleina 1% m/v como indicador. Com o

volume consumido de KOH na titulagao, foi realizado o calculo para ser quantificado o indice
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de acidez presente no dleo. Os resultados numéricos obtidos sdo determinados utilizando-se a

férmula descrita na equagao 3.

vxfx5,61

Indice d idez =
ndice de acidez m

(3)

Onde: v € o volume de KOH 0,01N consumido na neutralizacdo da amostra; f € o fator de correcdo da solugdo de

KOH; M corresponde a massa da amostra, em gramas.

4.2.1.4. Indice de saponificagio

O indice de saponificacdo € a quantidade de hidréxido de potdssio necessdria para
saponificar um grama de 6leo. E inversamente proporcional a massa molecular dos residuos
dos dcidos graxos presentes no 6leo e indica o comprimento da cadeia de dcido graxo. Foi
determinado utilizando amostras de 6leo com 0,5g de massa associado a 20mL de solucdo
alcodlica de hidréxido de potdssio (KOH) 4% m/v, que foram adicionados a erlenmeyers de
125mL e cobertos com pléastico parafilme. Em seguida foram saponificadas em ultrassom com
freqiiéncia de 40KHz e poténcia de 160W por 45 minutos e posteriormente tituladas com
solucdo de 4cido cloridrico (HCI) 0,5N, como evidencia a figura 12. Os resultados foram

obtidos a partir da equacao 4.

Figura 12: Amostras analisadas do 6leo de buriti juntamente de solu¢do alcodlica de KOH 4% m/v em

ultrassom.

(Fonte: Dados do trabalho, 2015)
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_ 56,11xNx (B — A)

IS
M

4)

Onde: IS € o indice de saponificacdo (mg KOH/g amostra); 56,11 € o fator de corre¢do com relacdo ao KOH; N é
a normalidade da soluc¢do de HCI devidamente padronizada; B € o volume de HCI gasto na titulagdo do branco

(mL); A € o volume de HCI gasto na titulacdo do amostra (mL); M é a massa da amostra (g).

4.2.1.5. Indice de peréxido

Esta andlise evidencia o estado de degradacdo do 6leo, sendo que todas as substancias,
em termos de miliequivalentes de peréxido por 1000 g de amostra oxidam o iodeto de
potdssio nas condicdes do teste. Estas substincias sdo geralmente consideradas como
peroxidos ou outros produtos similares resultantes da oxidacdo da gordura. Para realizacdo do
método primeiramente foi aferido 5g da amostra de 6leo em um frasco erlenmeyer de 125mL.
Em seguida acrescentou-se 30mL de solugdo dcido acético-cloroférmio 3:2 v/v e agitou-se até
dissolucdo completa. Adicionou-se 1g de iodeto de potéssio (KI) e foi colocado em banho-
maria a uma temperatura de aproximadamente 50°C. Apds verteu-se 20mL de solucdo de
iodeto de potdssio a 5% m/v com 25mL de dgua destilada com posterior homogeneizagao,
verteu 0,5 g de amido PA e realizou titulacdo com solucdo de tiossulfato de s6dio 0,01 N, com
constante agitacdo, até desaparecimento coloragdo azul escuro. Para o ensaio foi realizada a
preparagdo de uma prova do branco nas mesmas condi¢des de andlise, porém com auséncia do
6leo de buriti. Os dados referentes a quantificagdo de peroxido no 6leo foram obtidos a partir

da equagdo 5.

(A—B)x N x fx1000
M

[ndice de Peréxido em mEq/1000g = (5)

Onde: A é o n° de mL da solugdo de tiossulfato de sédio 0,1 (ou 0,01 N) gasto na titulagdo da amostra; B é o n°
de mL da solucdo de tiossulfato de sédio 0,1 gasto na titulagdo do branco; N € a normalidade da solucdo de

tiossulfato de s6dio; f'é o fator da solugdo de tiossulfato de s6dio; M € a massa em g da amostra.

4.2.2. Preparo do suporte a base de quitosana

Para o preparo do suporte, foi utilizada metodologia adaptada de Dalla-vecchia et

al.(2004) e Cavalcante (2014). Onde primeiramente foi sintetizada uma soluc¢do de quitosana,



41

partindo de uma solucdo de acético glacial 5% v/v, ajustando em seguida o seu pH para 5,0.
Ap0s, sob agitacdo, verte-se a quitosana em po nessa solucao de dcido, formando uma solugdo
final de quitosana 5% m/v com auséncia de grumos no meio. Com isso, procedeu-se a
formacgdo do gel ou microemulsido por meio da solubilizagdo de 0,04g de dodecilsulfato de
sédio (SDS) em 1mL de hexano e foi homogeneizado em 4g de solu¢do de quitosana, dessa
forma obteve-se o organo-gel. A figura 13 mostra a producdo do organo-gel utilizado para

imobilizacao enzimatica.

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

0,04g de SDS

4g de solucao de

quitosana 1mL de hexano

ORGANO-GEL

(Fonte: Dados do trabalho, 2015)

4.2.3. Imobilizacdo da lipase de Rhizomucor miehei em organo-gel

Para a imobilizacao usou método descrito por Cavalcante (2014). Foi adicionado 50
U. g'1 por grama de suporte que equivale a 100puL da enzima adicionada ao gel formado, onde
o mesmo foi homogeneizado cuidadosamente. Em seguida, o organo-gel com a enzima
passou por sucessivas etapas para que o derivado adquirisse consisténcia e a enzima ficasse
imobilizada, ou seja, estivel no suporte. Na figura 14 podem-se visualizar etapas de
imobilizacao da lipase no organo-gel a base de quitosana. Primeiramente o gel passou por um
periodo de 20 minutos sob refrigeracdo, apds transcorrer o tempo necessario, o derivado foi
imerso em tampao fosfato 25mM pH 10,0 por 30 minutos, para que ocorresse a neutralizacao

do pH e coagulacdo da quitosana, em seguida o gel foi adicionado por 10 minutos em &alcool
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etilico, para que o organo-gel ficasse mais consistente. Em seguida, o derivado foi lavado em
3mL de solvente organico que € o hexano e filtrado em bomba de vicuo para retirar o excesso
do solvente presente no suporte. Feito isso, o derivado estava pronto para aferi¢do da

atividade da enzima no gel, bem como para o uso nos ensaios de esterificagao.

Figura 14: Etapas da imobilizagdo de lipase em organo-gel.
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(Fonte: Dados do trabalho, 2015)

4.2.4. Determinagdo da atividade da lipase e autodegradacdo do substrato

Para aferir a atividade da lipase de Rhizomucor miehei, foi utilizado meio reacional
constituido por solucdo de butirato de p-nitrofenila (PNPB), sendo essa solu¢ao formada por
26pL do substrato que é o PNPB diluido em 10mL de dlcool isopropilico, ImL dessa solugao
foi adicionada a 29mL de tampao fosfato de s6dio 25mM pH 7,0. Dessa forma, formou-se um
reator com 30mL de meio reacional, onde foi realizada a atividade enzimadtica a uma
temperatura de 25°C em triplicata, tanto em sua forma solivel ou livre, bem como
imobilizada. A esse meio foi adicionada a enzima livre em uma quantidade de 100uL de
solugdo enzimatica (2mL de solucdo de lipase em tampao fosfato de sédio 25mM pH 7,0,
dilui¢do 1:200) para determinar a atividade da enzima na forma livre ou soldvel, ou foi

utilizado 0,2 g de suporte com lipase para a determinacao da atividade da enzima imobilizada,
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a reacdo foi acompanhada em espectrofotdmetro UV-Vis (A = 400nm) durante 10 minutos
sob agitacdo, sendo medidas as absorbancias a cada 2 minutos de aliquotas de 2mL, a fim de
determinar a hidrélise do substrato pela lipase, que origina produtos como p-nitrofenol (pNP)
e o 4cido butirico, ou seja a atividade enzimética foi definida como a quantidade de lipase que
hidrolisou 1 pmol de pNPB por minuto nas condi¢des descritas em unidades de enzima por
mL de solucdo enzimdtica (U/mL) ou unidade de enzima por grama de suporte (U/g) (enzima)
(CARNEIRO, 2013; CAVALCANTE, 2014).

Foi realizado o branco da reacdo que consistiu na capacidade de autodegradacdo do
substrato com auséncia de enzima no meio reacional, a fim de ser possivel identificar, qual a
quantidade de substrato que realmente era hidrolisado pela lipase. Essa andlise se procedeu
nas mesmas condi¢des da reagdo para determinacao da atividade da lipase livre e imobilizada.
Com isso, quatro graficos lineares foram plotados, trés com os dados obtidos no reator com a
lipase livre e/ou imobilizada e o outro com as absorbancias do branco. Com as equacdes das
retas obtidas, foram identificados os valores da tangente para o reator com a enzima livre e/ou
derivado e para o branco (autodegradacio do substrato) (CARNEIRO, 2013;
CAVALCANTE, 2014). Com esses valores calculou-se a atividade da enzima livre e /ou
imobilizada por meio da equacdo 6, sendo em seguida realizada uma média das atividades da
enzima livre e /ou imobilizada. Na figura 15 estd evidenciado todo o processo de
determinagdo da atividade da enzima soldvel ou livre e imobilizada em suporte, bem como a

autodegradacgdo do substrato.

_ (a— abranco)x 0,0922 x Vreator

At (6)

~ Venzima (mL) ou mderivado(g)

Onde: At € a atividade enzimatica (U/mL ou U/g), a € a tangente da amostra, € a tangente do branco. 0,0922 € o
fator da curva de calibracdo, V.., é 0 volume do reator (mL), V,,;m, € 0 volume de enzima soldvel (mL) e

Myerivado € @ Massa de derivado (g).
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Figura 15: Determinagdo da atividade da lipase livre e /ou imobilizada e autodegradacdo do pNPB.
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(Fonte: Dados do trabalho, 2015)

4.2.5. Producdo de 4cidos graxos livres a partir do 6leo de buriti

Esses ensaios foram realizados segundo metodologia adaptada de Carneiro (2013).
Para obtencdo dos dcidos graxos livres do 6leo, foi necessério realizar a hidrélise do 6leo.

Dessa forma preparou-se 200mL de uma solucdo de hidroxido de potassio (KOH) a 10%,
tendo o 4lcool etilico 93,1° INPM como solvente. Assim, essa solugdo foi levada juntamente

com 30g de 6leo de buriti in natura para o banho ultrassonico com freqiiéncia de 40KHz e
poténcia de 160W em um baldo de fundo redondo por 45 minutos, representado na figura 16.
Essa consiste na primeira etapa que € uma reacao de saponificacdo para obtencdo de sais de
acidos graxos. A segunda etapa consiste na hidrélise com catélise 4cida, para que ocorra total
conversdo do sal obtido em &cido graxo livre. Nessa etapa, ocorreu a separacdo dos acidos
graxos do glicerol obtidos na reacdo de saponificagdo, para isso, primeiramente, foram
adicionados 400mL de 4gua destilada a uma temperatura de 40°C em um béquer contendo
previamente os sais de dcidos graxos e glicerol obtidos na reacdo de saponificagdo,
homogeneizando cuidadosamente para ndo ocorrer formac¢do de espuma e interferir na
separacdo dos dcidos graxos. Quando ocorreu total dissolucdo do sabdo na dgua destilada,

verteram-se 80mL de uma solucido de acido sulfirico 25% v/v na reacdo para que ocorra
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hidrélise 4cida. Apds, deixou decantar por uma hora, até separar as duas fases (4dcida e
aquosa), em seguida foi levado para um funil de separacdo para que fosse obtido apenas a fase
dcida sobrenadante, representado na figura 17, essa fase foi lavada trés vezes com 4gua
destilada a 40°C para retirar o excesso de 4dcido sulftrico, sendo em seguida levado para
secagem em estufa a uma temperatura de aproximadamente 110°C por 1 hora, até que
ocorresse a evaporacdo da dgua presente na reacdo com os dcidos graxos obtidos, ou seja para
que seja retirada a umidade do meio. Na figura 18 sdo evidenciados a 1* e 2 etapa do

procedimento de obtencao dos 4cidos graxos livres.

Figura 16: Oleo de buriti em solugdo alcodlica de KOH a 10% m/v em baldo de fundo redondo, inserido em

aparelho de ultrassom.

= i

Bavitive cte Liferor =

(Fonte: Dados do trabalho, 2015)

Figura 17: Separagéo da fase aquosa da fase de acidos graxos (sobrenadante) na obtencdo de dcidos graxos.

(Fonte: Dados do trabalho, 2015)



Figura 18: Processamento de obtencgdo de 4cidos graxos livres a partir do 6leo de buriti.
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(Fonte: Dados do trabalho, 2015)

4.2.6. Ensaios preliminares de esterificacio

46

Esses ensaios de esterificagdo foram realizados em duplicata segundo metodologia

adaptada de Souza (2013) utilizando o 6leo in natura de buriti, bem como, com os acidos

graxos obtidos nas mesmas condi¢cdes dos ensaios que utilizaram derivados, ou seja, as

reacOes se procederam a 37°C sob agitacdo por 24 horas. Utilizou-se uma razdo molar de 1:10

aleatoriamente, ou seja 5g de dcidos graxos ou 6leo in natura de buriti para cada 9,30mL de

alcool etilico 93,1°INPM, utilizando como catalisador no meio reacional a lipase de

Rhizomucor miehei, usando uma quantidade de 20uL (450 U/mL) de extrato. Primeiramente,

foi realizado ensaio de esterificagdo com 6leo in natura. E dois ensaios com &cidos graxos

livres obtidos, sendo um com a presenca de amido no meio reacional para adsorver a dgua

formada. Nesses ensaios evidenciou a importancia de obter os dcidos graxos livres para poder
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resultar em maior conversdo de ésteres. Nos ensaios, foi utilizada uma quantidade de 4g de
amido. Com isso € possivel comparar a diferenca da conversao em ésteres utilizando acidos
graxos ou 6leo in natura com a presenga ou ndo de amido no meio reacional que adsorve a
dgua residual formada na reacdo de esterificagdo. Apds o transcorrer da reacdo as amostras do
tempo zero e 24 horas foram tituladas para se determinar os valores ou indices de acidez,

porcentagem de dcidos graxos livres (AGL) e conversdo das amostras.

4.2.7. Ensaios de esterificacdo utilizando 4cidos graxos com a lipase imobilizada

Os ensaios foram realizados segundo metodologia adaptada de Souza (2013). Esses
testes foram realizados em duplicata, com esses valores obtidos calculava-se a média e o
desvio padrao para cada ensaio. O procedimento de esterificacdo foi realizado utilizando uma
quantidade de 5g de 4cido graxo livre juntamente com vérias quantidades de dlcool etilico
93,1° INPM em diferentes proporcdes ou razdes molares dcido/dlcool na seguinte ordem: 1:1;
1:5; 1:10; 1:15 e 1:20 respectivamente. Os mesmos ensaios foram realizados novamente
utilizando 4g de amido em meio reacional, a fim de ser adsorvida a 4gua formada no meio
reacional na reacdo de esterificacdo e obter maior conversdo, observando a variacdo da
porcentagem de ésteres formados com o uso desse agente adsorvente.

Sabendo a razdo utilizada para cada ensaio, primeiramente foram calculados as
quantidades respectivas de 4cido graxo e etanol que equivale a cada razdo molar. Foi
adicionada a um erlenmeyer a quantidade necessaria de acido/etanol de acordo com a razao
molar, homogeneizando o meio, onde em seguida foi retirada a amostra no tempo zero de
aproximadamente 0,5g (incluindo dcido/etanol) para ser posteriormente titulada e quantificada
o nivel de acidez presente na amostra. Ao ser retirado o tempo zero, adicionou-se a0 meio
0,5g de derivado (0,56 U/g), permanecendo sob agitacdo rotacional de 150 rpm em agitador
de Kline em estufa a uma temperatura de 37°C por 24 horas, representado na figura 19. Apds
ter transcorrido o periodo da reagdo, retirou-se uma aliquota em torno de 0,5g do meio, onde
essa consistiu na amostra apos o transcorrer de 24 horas de reagdo, como se observa na figura
20, o procedimento de esterificacdo. Dessa forma, as amostras foram tituladas com hidréxido
de s6dio (NaOH) 0,0624 M para ver o nivel de acidez existente apds a reagdo, pois quanto
maior a acidez inicial e menor a acidez final, maior foi a quantidade de ésteres formados.
Esses ensaios foram realizados novamente, s6 que com adi¢do de 4g de amido ao meio
reacional. O amido promoveu a adsor¢cdo da dgua presente no meio, por ser higroscopico,

favorecendo a formacao de ésteres. Por esse motivo o amido foi utilizado nos ensaios. Esse
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reagente foi adicionado apds a retirada da amostra do tempo zero, e antes de ter colocado a

enzima imobilizada no meio.

Figura 19: Amostras com razdo molar acido/etanol 1:15 com o derivado (A), razdo molar 1:20 com derivado em

presenca do amido no meio reacional (B) e amostras em agitador de Kline para rotag@o na esterificacéo (C).

(Fonte: Dados do trabalho, 2015)

Figura 20: Fluxograma referente ao ensaio de obtengdo de ésteres a partir dos dcidos graxos livres do 6leo de

buriti.
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4.2.8. Indice de acidez e porcentagem de dcidos graxos livres

O indice de acidez revela o estado de conservagdo do 6leo e corresponde ao nimero de
miligramas de hidroxido de potdssio (KOH) necessarios para neutralizar os acidos graxos
livres (AGL) de um grama de gordura (em mg KOH/g). A porcentagem de acidos graxos
livres € um método para determinagcdo de AGL existentes em uma amostra. As metodologias
para determina¢do do indice de acidez e a porcentagem de dcidos 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 empregados para determinacdo do indice de acidez e teor
de AGL de o6leos e gorduras vegetais. Consiste na utilizacdo de solu¢do de NaOH para
titulacdo do acido graxo livre na amostra, segundo metodologia adotada por Moreto e Fett
(1998). Feito esse procedimento e anotado o volume de NaOH gasto na titulacdo, o indice de
acidez foi determinado de acordo com a equagdo 7 e os valores de porcentagem de acidos

graxos sdo calculados conforme a equacao 8.

Vxfx 56,11 xM
IA(mgKOH/g) = f - (7)

Vxfx 28,20 xM
% AG(%) = (8)
m

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

a porcentagem de 4cidos graxos livres (%) e 28,2 € o fator de correcio com relagio ao acido oleico.

4.2.9. Conversao
O calculo da conversao 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 equacdo 9.

T1Ao—-IAf
I1Ao

X(%) = ( )x 100 9)

Onde: X € a taxa de redugio do indice de acidez (%), IA, € o indice de acidez no inicio da reagdo e IAs€ o indice

de acidez no final da reacg@o.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta secdo serdo apresentados os resultados e as discussdes referentes aos
experimentos realizados no estudo. Destacando a andlise fisico-quimica do 6leo de buriti, os
valores referentes a atividade de lipase de Rhizomucor miehei imobilizada em suporte a base
de quitosana, seguido por hidrdlise dos triglicerideos do 6leo para obtencio de 4cidos graxos

livres. Por fim, a aplicac¢do da lipase na forma livre em ensaios preliminares de esterificacao.

5.1. Caracterizagdo do 6leo de buriti

Foi realizada a caracterizacdo do 6leo de buriti in natura, a fim de verificar a sua
viabilidade para os ensaios de esterificacdo, comparando com valores encontrados em outros
estudos que realizaram essa caracterizacao desse 6leo. Entre os parametros analisados estio a
densidade, o teor de umidade, o indice de acidez, indice de saponificacdo e o indice de
peroxido. Os resultados a seguir evidenciam que esse 6Oleo estd adequado para ser utilizado

nos ensaios de obten¢do de ésteres.

5.1.1. Densidade relativa

A densidade determinada para o 6leo de buriti a 24°C foi de 0,9213 + 0, 007. Em
outro trabalho realizado com o mesmo 6leo nas mesmas condi¢des em sua forma bruta foi
encontrada densidade em picnOmetro a uma temperatura de 24°C foi1 0,9200 + 0,02.

(AQUINO et al., 2012). Estando assim, bem préxima da encontrada nesse estudo.

5.1.2. Teor de umidade

A umidade obtida na pesquisa realizada foi de 0,23 + 0,05 %, sendo calculada a média
a partir dos valores obtidos em triplicata para o teor de 4gua. Aroucha et al. (2010) obtiveram
a umidade do 6leo de buriti referente a 0,49 + 0,07 %. Umas das provaveis causas dos baixos
teores de umidade sdo decorrentes ao processamento da polpa antes de produgdo do 6leo, ja
que, esse Oleo ndo foi sintetizado durante a pesquisa, onde o excesso de umidade pode

interferir nas etapas de hidrélise do 6leo para obtencdo dos dcidos graxos a fim de realizar a
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esterificacdo. Logo, o ideal para o estudo deve ser um 6leo com pequena porcentagem de dgua

em sua composicao para se obter uma maior conversao de dcidos graxos livres em ésteres.

5.1.3. Indice de acidez

Em relacdo ao indice de acidez foi obtido valor médio de 7,66 + 0,25 mg KOH/g. De
acordo com Albuquerque e Regiani (2006) o 6leo apresentou uma acidez de 7,47 = 0,03 mg
KOH/g. O alto indice de acidez pode ser decorrente a varios motivos que podem ter ocorrido
como a degradagdo da polpa do buriti, um reflexo entre o tempo de coleta e o processamento

dos frutos para a sintese do 6leo.

5.1.4. Indice de saponificagio

Esse indice € inversamente proporcional ao massa molecular média dos 4cidos graxos
dos triglicerideos presentes no 6leo. Ou seja, quanto menor for o massa molecular do 4cido
graxo, maior serd o indice de saponificacdo. Dessa forma, no estudo foi obtido um valor para
indice de saponificacdo de 96,3 + 0,52 mg KOH/g. Em estudo realizado por Albuquerque e
Regiani (2006) foi determinado o indice de saponificacdo de 90,3 + 0,14 mg KOH/g. Logo,
esse valor de indice de saponificacdo indica que os triglicerideos do 6leo de buriti serdo
facilmente hidrolisados na etapa de obtencao dos 4cidos graxos livres, resultando em um bom

rendimento.

5.1.5. Indice de peréxido

Foi encontrado um valor de 12,84 + 1,11 mEqg/1000g para o indice de peroxido
presente no 6leo bruto de buriti. Em trabalho realizado por Aquino et al. (2012), o 6leo de
buriti apresentou indice de peréxido de 14,82 + 0,72 mEq/1000g, e que esse indice é
largamente utilizado para se avaliar 0 desenvolvimento
primdrio da oxidacao lipidica, onde nessa determinag@o em 6leos vegetais torna-se importante
a medida que servird como estimativa do grau de degradabilidade da matéria-prima
selecionada. De acordo com Verleyen (2005) estabelece valores de até 15 meq/1000g de
peréxido para 6leo de buriti em sua forma bruta sdo aceitdveis, acima desse valor j4 inicia-se

o processo de degradacgdo do dleo.
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5.2. Atividade de lipase de Rhizomucor miehei em sua forma livre e em organo-gel

A partir dos valores de absorbancia encontrados (Tabela A1 no anexo A), foi possivel
obter o valor da tangente por meio da equacdo 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, que foi determinado em triplicata
com o auxilio dos valores da autodegradacdo do pNPB que consistiu no branco da reag¢do para
a atividade enzimdtica. Na figura A1 no anexo A evidenciam-se os comportamentos graficos
das absorbancias obtidas nos reatores em que foram realizados os ensaios de atividade
enzimadtica, bem como, o grafico com as absorbancias referentes ao branco.

Inicialmente foi aferida a atividade da lipase de Rhizomucor miehei em sua forma livre
ou soluvel, apresentando um valor de 450,04 + 1,1 U/mL de extrato.

A atividade da lipase imobilizada em quitosana 5% m/v foi 0,56 + 0,11 U/g" unidades
de enzima por grama de suporte. Carneiro (2013) determinou a atividade da lipase de
Rhizomucor miehei imobilizada em quitosana a 5% m/v, obtendo uma atividade 0,88 U/g. Em
estudo realizado por Cavalcante (2014) relatou 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 analisado nesse mesmo estudo, como o alginato de sédio
juntamente de 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.

O alginato de s6dio, por formar organo-gel com estrutura mais rigida que o suporte a
base de quitosana, faz com que dificulte a difusdo do substrato até a enzima no interior
micelar, resultando em uma menor atividade enzimética que o suporte a base de quitosana.
Dessa forma, o suporte a base de quitosana se caracteriza como promissor, sendo um dos
melhores para imobilizacdo da lipase pelo método encapsulagdo em matriz polimérica de
quitosana com a enzima confinada dentro do centro micelar em organo-gel. Representado na

figura 21.
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Figura 21: Estrutura macroscépica do organo-gel a base de quitosana.

(Fonte: Dados do trabalho, 2015)

5.3. Obtencao dos 4cidos graxos livres do dleo de buriti

Na extracdo dos &cidos graxos livres do Oleo in natura de buriti foi obtido o
rendimento médio final de 87% =+ 2,49. A tabela 2 mostra as massas iniciais utilizadas do
6leo in natura e as massas finais correspondentes aos 4acidos graxos apds hidrdlise dos

triglicerideos obtidos juntamente com o rendimento da reagdo.

Tabela 2: Rendimento alcancado nos ensaios de extragdo de dcidos graxos livres a partir do 6leo de buriti in

natura.
Massa dleo in natura(g) Massa acido graxo (g) Rendimento (%)
30,01 25,76 85,84
30,02 24,98 83,21
30,01 26,37 87,84
30,01 26,25 87,47
30,01 26,97 89,87

Fonte: Dados do trabalho, 2015.

A hidrdlise alcalina com KOH em ultrassom, como descrito por Lima (2009) € uma
técnica que vem sendo utilizada e que tem fornecido resultados satisfatorios no final do
procedimento reacional. Trata-se de uma reacdo, capaz de retirar os dcidos graxos presentes
nas estruturas dos triglicerideos, sem alterar a conformacdo molecular dos 4cidos graxos

obtidos.
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5.4. Ensaios preliminares de esterificacdao

Esses experimentos foram realizados para evidenciar a importancia da utilizagao dos
dcidos graxos livres na reacdo de esterificag@o, pois, nessa reacdo para que ocorra é necessdria
a presenca de 4cidos graxos livres associados a um dlcool, geralmente etanol ou metanol.
Logo, nos ensaios foram obtidos maiores valores de conversdo para os testes realizados com
os 4cidos graxos sem o amido e com a presenca desse agente adsorvente no meio reacional
com 15,72% e 25,17% de ésteres formados respectivamente, apds as 24 horas de reacdo. No
ensaio em que utilizou o 6leo in natura os valores de conversdo foram muito baixos, com
4,83% de percentual de ésteres formados, isso comprova a necessidade da hidrélise do 6leo
para obtencdo de acidos graxos livres que sdo essenciais para a reacdo de esterificacio, sendo
inviavel a utilizagdo do 6leo in natura, como descrito por Lima (2010). Dessa forma, o indice
entre os ensaios com dcidos graxos livres, o que apresentou maior conversao foi o que utilizou
amido no meio reacional, o amido adsorve a &4gua residual formada no meio reacional,
fazendo com que sejam evitados o deslocamento do equilibrio da reacdo no sentindo de
hidrélise dos ésteres formados na esterificacio (VILLENEUVE, 2000). Na tabela 3
observam-se os valores de conversao obtidos nesses testes, bem como o indice de acidez final
e inicial e a porcentagem de dcidos graxos livres finais e iniciais para a razao 1:10, escolhida
aleatoriamente para os testes preliminares utilizando como catalisador 20uL (450 = 1,1 U/mL)
lipase na sua forma livre nos ensaios, apenas para comprovacdo da utilizagdo dos acidos

graxos livres a fim de se obter valores de ésteres considerdveis.

Tabela 3: Resultados referentes aos ensaios de esterificacdo preliminares para razdo 1:10. Sendo: Ia (indice de
acidez), % AG (porcentagem de acidos graxos livres) e X (conversao). Procederam-se com duracdo de 24 horas

a 37°C sob agitacgdo.

Tipo de ensaio Ia — inicial (mg Ia — final % AG (%) — % AG (%) — X (%)
KOH/g) (mg KOH/g) inicial final
Oleo 4,38 £0,08 4,17 £0,02 2,20 + 0,04 2,10 £ 0,01 4,83 £1,28
Acido sem 45,94 +0,19 38,72 £ 0,32 23,09 £ 0,10 19,46 £ 0,16 15,72 £ 0,35
amido
Acido com 45,19 £ 0,35 33,82 +£0,12 22,71 £0,18 16,99 £ 0,06 25,17 £ 0,85
amido

Fonte: Dados do trabalho, 2015.
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5.5. Ensaios de esterificacdo utilizando 4cidos graxos do 6leo de Buriti com a lipase

imobilizada

Nos ensaios foram utilizados os 4cidos graxos obtidos através da hidrélise 4cida do
6leo de buriti, dessa forma, quanto maior a acidez presente nesse 6leo maior sua conversao ou
sintese de ésteres. A influéncia da razdo molar dcido/etanol foi avaliada em relagdo ao
percentual dos ésteres etilicos em funcido da quantidade de etanol presente no meio reacional
para cada uma das razdes molares analisadas no estudo.

A sintese de ésteres a partir de 4cidos graxos do 6leo de buriti utilizando o etanol
evidencia a aplicacdo da lipase imobilizada em um suporte de baixo custo, como a quitosana
em um organo-gel, ocorrendo variagdes das concentracdes molares de dcidos graxos e dlcool
utilizados em cinco razdes molares diferentes. Foram analisadas essas razoes frente a detec¢ao
de qual razdo possui maior conversdo em ésteres. Dessa forma, na tabela 4, mostra os
resultados obtidos nos ensaios de esterificacdo com os dados obtidos para o indice de acidez
inicial e final, porcentagem de dcidos graxos livres iniciais e finais seguido da conversdo para

cada razao molar.

O indice de acidez inicial apresentado nas amostras em todas as razdes molares
analisadas decresceu com o aumento da concentracdo de dlcool etilico utilizado. De acordo
com Wu (2003) o suporte no qual a enzima foi imobilizada pode ter adsorvido o etanol, por
ser um composto bastante polar, promove em elevadas concentracdes a formacdo de uma
camada estética desse substrato em torno da particula de enzima imobilizada que impede a
entrada dos acidos graxos livres ao sitio ativo da enzima e retirando a camada de dgua que
serve como protecdo da estrutura da molécula de enzima. Logo, a razdo molar 1:1 que estava
com a menor concentragdo de etanol apresentou maior acidez inicial, com aproximadamente
98,07 (mg KOH/g) para o 6leo de buriti. Na razdo 1:5 foi a que apresentou maior acidez final
com 50,37 (mg KOH/g). Isso ndo significa que essa razao apresentou uma baixa conversao,
pois a diferencga entre a acidez inicial e final ndo foi a menor entre as amostras, ocorrendo
com a razdo 1:20, onde a relacdo nessa razdo foi minima perante os demais ensaios. Com
relagcdo ao percentual de dcidos graxos livres na reacdo, se manteve proporcional ao indice de
acidez do meio, as menores razdes molares apresentaram os maiores resultados iniciais, em
relacdo aos dcidos graxos livres finais entre as razdes variaram conforme o indice de acidez
final. Por meio da titulacdo das amostras foi possivel aferir a acidez e constatar a maior

conversao foi de 73,20% na razdo 1:1 Nas demais razdes molares ocorreu uma queda na
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conversdao de mais de 50% entre as amostras no 6leo de buriti. Consequentemente na
proporcdo 1:20 apresentou menor conversdo com 21,19%, devido a elevada quantidade de
etanol utilizada. O decréscimo na conversdo pode ter ocorrido devido ao aumento da
concentracdo de etanol utilizada nas demais razdes ou devido a quantidade de dgua formada
no meio reacional na reacdo de esterificagdo. Segundo Oliveira (2004), a concentracdo de
dgua representa uma provavel inativacdo enzimdtica, pois a quantidade de dgua formada na
reacdo de esterificacdo promove deslocamento do equilibrio da reagdo de esterificagdo,
favorecendo a hidrdélise dos ésteres formados. Também afirma que o excesso de etanol nas
demais razdes molares promove inibi¢do da atividade enzimatica desfavorecendo a sintese de

ésteres.

Tabela 4: Ensaios de esterificacdo com o 6leo de buriti para cada razdo molar (dcido graxo/etanol). Sendo: Ia
(indice de acidez), % AG (porcentagem de dcidos graxos livres) e X (conversdo). Procederam-se com duracdo de

24 horas a 37°C sob agitacdo.

Razao Ia — inicial (mg Ia — final % AG (%) — % AG (%) X (%)
molar KOH/g) (mg KOH/g) inicial — final
1:1 98,07 £2,25 26,27 £ 0,08 49,29 £ 1,13 13,20 £ 0,04 73,20 £ 0,54
1:5 68,53 £ 0,35 50,37 £ 0,64 34,44 £ 0,18 25,32 +£0,32 26,50 £ 1,31
1:10 45,05 £ 0,72 28,65 +£0,23 22,64 +£0,36 14,40 £ 0,12 36,40 + 0,50
1:15 35,41+ 1,01 26,35 £ 0,15 17,80 £ 0,51 13,24 £ 0,08 25,57 £ 1,69
1:20 29,84 + 0,04 23,51 £0,10 14,99 + 0,02 11,82 £ 0,05 21,19+ 042

Fonte: Dados do trabalho, 2015.

A ocorréncia do efeito negativo no aumento da quantidade de 4lcool presente no meio
reacional estd de acordo com estudos anteriores disponiveis na literatura (OLIVEIRA et al.,
2004). Provavelmente, o excesso de dlcool provocou a inativagido da enzima, pois esta pode
sofre inibigdo pelo dlcool, de acordo com Wu (2003) o suporte no qual a enzima foi
imobilizada pode ter adsorvido o etanol, que é um composto bastante polar, promovendo,
devido as elevadas concentracdes desse dlcool, a formacdo de uma camada estagnada desse
substrato em torno da particula de enzima imobilizada, impedindo a entrada do 4cido graxo ao
sitio ativo da enzima e retirando a camada de dgua que serve como prote¢do da estrutura da

molécula de enzima.

Wang et al. (2007), ao estudarem a producdo enzimatica de ésteres a partir de 6leos
residuais 4cidos, também observaram que uma quantidade excessiva de dlcool diminui a
velocidade inicial de reacdo e tem um efeito negativo na enzima. Esse comportamento das

lipases frente ao excesso estequiométrico de dlcool pode ser explicado por efeitos inibitdrios,
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uma vez que, devido a elevada polaridade de dlcoois de cadeia curta como o etanol, por
exemplo, ao entrar em contato com a enzima o dlcool pode ficar adsorvido no suporte no qual
a enzima foi imobilizada, formando uma camada limite em torno do biocatalisador, deixando

o0 sitio ativo da enzima inacessivel ao substrato.

Carneiro (2013) relatou que lipases de Rhizomucor miehei imobilizadas em quitosana
em meio reacional com 4cidos graxos do 6leo de coco e etanol para a reacdo de sintese de
ésteres, também apresentou na razdo 1:1 a maior conversdo que foi 51,8%, ocorrendo
diminui¢do da conversdo nas demais razdes. Segundo Cavalcante (2014), ocorreu 0 mesmo,
obtendo na razdo 1:1 o maior valor de conversdo que foi de 80% em esterificacdo utilizando
lipase de Rhizomucor miehei com acido oleico. Na figura 22 observam-se o comportamento
grafico em relacdo as amostras frente a formacdo de ésteres entre as razdes molares utilizadas
nos ensaios de esterificacdo para o 6leo de buriti. Na figura B1 no anexo B mostra o perfil
gréafico dos resultados obtidos em relacdo a acidez final e inicial, bem como a porcentagem de

acidos graxos livres iniciais e finais apresentados nos ensaios.

Em trabalho realizado por Nascimento (2013) com a lipase de Candida antarctica
suportada sobre resina acrilica macroporosa utilizando etanol e 4cidos graxos do dleo de
macauba (Acronomia aculeata) apresentou maior conversao na razao 6:1 com valores de 96%
em ésteres em 48 horas de reagdo. Em outro estudo feito por Nuernberg (2004) pode-se
verificar que em ensaios de esterificacdo com lipase de Motor javanicus imobilizadas em
filmes de CMC: PVA, tendo como meio reacional: acidos carboxilicos saturados (decandico,
laurico, miristico, palmitico e estedrico) em n-pentanol, onde, apresentaram como melhor

razdo molar a 1:1 com 90% de conversao em 24 horas de reacgao.
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Figura 22: Conversdo em ésteres apresentadas para cada ensaio realizado respectivamente com 6leo de buriti na

auséncia de sagu no meio reacional.
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(Fonte: Dados do trabalho, 2015)

5.6. Esterificacdo com a presencga de agente dessecante no meio reacional

Nos ensaios realizados com o amido no meio reacional que consistiu no agente
dessecante utilizado no estudo. Esse agente promoveu aumento da conversdo em todas as
razdes molares analisadas. Assim, pode-se destacar que o amido é importante na sintese de
ésteres, pois o mesmo adsorve a dgua residual do meio reacional, proporcionando um
aumento da concentracdo de ésteres formados. Na razdo 1:1 apresentou a menor acidez final
e, conseqiientemente, a maior conversao, com valores de 19,62 (mg KOH/g) e 80,12 %
respectivamente. A razao 1:20 continuou possuindo a menor conversao, porém também sofreu
aumento da formagdo de ésteres com 27,22%. Logo, foi obtido um aumento razodvel,
apresentando maior conversdao dos produtos formados no meio reacional. O indice de acidez
inicial e a porcentagem de 4cidos graxos livres iniciais no 6leo se mantiveram praticamente
idénticos por ndo terem sofrido alteragdes, em contrapartida o que foi alterado foi o indice de
acidez final e porcentagem de 4cidos graxos livres finais que diminuiram, favorecendo a
elevagdo da diferenca entre a acidez do meio inicial e final, resultando em maior conversao.

Santos (2011) relatou que na esterificacdo realizada com o dcido oleico em presenca
de zeolitas como agente adsorvente da dgua residual formada no meio reacional apresentou
um aumento na conversao 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.
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No trabalho realizado por Cavalcante (2014) foi evidenciado que com a utilizacdo de
agente dessecante do tipo zedlitas ocorreu uma reducdo da conversdo em todas as razdes
molares como na razao 1:1 que passou de 80% para 70% em ésteres formados apds adicao de
agente dessecante, dessa forma isso comprova que a quantidade desse agente dessecante
utilizado removeu toda a quantidade de &dgua formada no meio reacional, inclusive a
concentracdo de dgua presente na estrutura da lipase. A quantidade de amido ou agente
adsorvente adicionado ao meio reacional tem que ser ideal para que ndo ocorra diminui¢ao da
atividade enzimadtica, pois a lipase tem que estd com a sua estrutura tridimensional ativa,
mesmo quando estd ligada covalentemente a um suporte sendo necessdria uma quantidade
minima de 4gua para isso ocorrer, que nao pode ser adsorvida. Logo, as lipases necessitam de
uma concentracdo minima de 4gua que € necessdria para manter a sua conformacgdo
tridimensional ativa, mesmo quando a enzima estd covalentemente ligada a um suporte (GAO
et al., 2006; TRUBIANO et al., 2007). Dessa forma foi utilizada nos ensaios uma quantidade
de 4g de amido que ndo interferiu na atividade enzimdtica em todas as razdes, ou seja, com
essa quantidade utilizada promoveu aumento da conversdo nos ensaios com o 6leo de buriti.
Na tabela 5, podemos observar a média obtida entre os ensaios realizados em duplicata, bem
como o desvio padrdo entre as amostras, onde o desvio se manteve baixo em praticamente
todos os ensaios, mostrando a confiabilidade nos testes realizados. Em seguida, na figura 23,
foi evidenciado o comportamento grafico dos resultados obtidos com o amido na reagdo, em
relacdo ao percentual de ésteres formados apds as 24 horas de reacdo de esterificacdo. Na
figura B2 no anexo B mostra o perfil grafico dos resultados obtidos em relagdo a acidez final
e inicial, bem como a porcentagem de 4cidos graxos livres iniciais e finais apresentados nos

ensaios.
Tabela 5: Ensaios de esterificacdo realizados com o 6leo de buriti na presenga de amido no meio reacional.
Sendo: Ia (indice de acidez), % AG (porcentagem de dcidos graxos livres) e X (conversdo). Procederam-se com

duracdo de 24 horas a 37°C sob agitagdo.

Razao Ia — inicial (mg Ia — final (ng % AG (%) % AG (%) — X (%)
molar KOH/g) KOH/g) — inicial final
1:1 98,69 + 0,39 19,62 + 0,50 49,60 + 0,20 9,86 £0,25 80,12 £ 0,59
1:5 67,75 £ 0,41 4422 £2,18 34,05 £ 0,21 22,23 £ 1,10 34,72 £ 3,62
1:10 46,85 +0,78 26,60 + 0,28 23,55 +0,39 13,37 +0,14 43,22 +0,35
1:15 36,22 £1,95 25,79 £ 1,20 18,20 £ 0,98 12,96 + 0,60 28,77 £ 0,54
1:20 29,02 £0,21 21,12+ 0,72 14,59 £ 0,10 10,61 £ 0,36 27,22 £2,99

Fonte: Dados do trabalho, 2015.
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Figura 23: Percentual de conversdo em ésteres apresentados em cada ensaio realizado respectivamente com 6leo

de buriti na presenga de sagu (amido) no meio reacional.
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Em trabalho realizado por Meng et al. (2011) obteve-se 90% de conversdo em ésteres
utilizando 9 % (m/v) de peneira molecular (zedlitas) ou agente adsorvente da dgua residual.
Neste estudo, os autores sugeriram que a dgua possui efeito no equilibrio da esterificagdo,
gerando hidrdlise dos ésteres formados. Contudo, € evidente que a dgua possui duplo efeito no
processo de esterificacdo: € essencial para a manuten¢do da conformacao da lipase e da sua
atividade catalitica e € um produto da esterificacdo, o qual pode alterar o estado de equilibrio
reacional. Sendo extremamente importante estabelecer a quantidade ideal para que se obtenha
o maximo de conversdo possivel, ou seja, mantendo no meio reacional apenas a 4gua

responsavel pela atividade enzimatica.
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6. CONCLUSOES

Nesse estudo foi realizada a sintese de derivado com estrutura em organo-gel para a
imobilizacdo da lipase. A atividade da enzima imobilizada, bem como da enzima livre, foram
aferidas, resultando em um suporte promissor. Dessa forma, com a utilizacdo de enzimas
imobilizadas o custo da reacdo de torna menor, pois permite uma fécil separacdo do
catalisador imobilizado do meio reacional, aumentando a resisténcia mecéanica da enzima,
gerando menores custos para a indudstria. Foram agregados valores a materiais de baixo custo
como a quitosana, para a sintese do suporte ou imobilizacdo do catalisador e o amido para

adsorver a dgua residual formada durante a esterificacao.

Com o 6leo de buriti foi realizada previamente a andlise fisico-quimica desse dleo,
onde em todos os parametros analisados (densidade, umidade, indice de acidez, indice de
saponificacdo e o indice de per6xido) mostraram-se compativeis com o que estava descrito em

outros estudos realizados.

Foram obtidos 4cidos graxos livres a partir do 6leo de buriti com a utilizacdo de
metodologia em ultrassom ocorrendo catdlise alcalina, com posterior catdlise 4cida, onde, o
rendimento foi rentdvel, sendo vidvel para a esterificacdo. Dessa forma, nos ensaios de
esterificacdo, em que foi utilizada a enzima livre, observou-se uma menor conversao em
comparacdo aos resultados obtidos de percentuais de ésteres nos ensaios com a enzima
imobilizada. Visto que a enzima livre perde atividade, por ocorrerem alteragdes em seu sitio
ativo ou estruturais, ou seja, a enzima ird esta desprotegida no meio reacional, podendo sofrer
alteracoes, devido a elevada quantidade de etanol que esti entrando em contato com a
estrutura enzimatica. Entre os ensaios realizados com a lipase em um suporte, a razdo molar
acido graxo/etanol ideal € a 1:1, pois apresentou maior conversdo, entre as demais, iSSo
devido a menor concentragdo de etanol utilizado, indicando a nao necessidade de um excesso
estequiométrico do etanol na reacdo, tornando o processo enzimatico, nesse aspecto, mais

vantajoso que a catdlise quimica convencional.

Nos ensaios de esterificacdo com a presenca do amido como agente adsorvente no
meio reacional, apresentou maior conversdo em todos os ensaios em que foi utilizado. O
amido, apesar de ser higroscopico, nao apresentou o mesmo poder dessecante que as zedlitas.
Entretanto, quantidades maiores devem ser estudadas. Necessita-se aumentar a carga

enzimatica e estudar as varidveis de reacao de producdo de 4cidos graxos e esterificacdo. Bem
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como devem ser realizadas andlises espectroscopicas dos ésteres obtidos, para poderem ser
evidenciadas, a composicdo quimica dessas substancias e as suas finalidades na industria

farmacéutica.
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ANEXOS

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

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

Tabela Al: Valores de absorbancia apresentados pelos trés reatores utilizados para a determinagdo de atividade

do derivado a base de quitosana seguido da autodegradag@o do substrato que consistiu no branco para os ensaios.

Reator/tempo Reator 1 Reator 2 Reator 3 Autodegradacio
(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: Dados do trabalho, 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 autodegradagdo do pNPB (D).
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Abs 3° reator C Abs (branco) D
07 - 0,18 -
¥=0,006x + 0,091
v=0,046x + 0,084 0.16 ol 13
0,14

03 -
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Fonte: Dados do trabalho, 2015.

ANEXO B: Perfis dos resultados obtidos com as razoes dacido/etanol utilizadas na

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

Figura B1: Graficos referentes ao indice de acidez inicial (A), final (B) e porcentagem de dcidos graxos iniciais
(O), finais (D) apresentados em cada ensaio realizado respectivamente com 6leo de buriti na auséncia de amido

no meio reacional.

100 ] 504 ?
x_ \
b ) Iy
g { B
\ A 45 4 / \_"
5 0 X = f i
ol A Z 40 b
= 104 ] - / \
= A , = ! "
E &0 = b = as ! \'-.
- . - / I".
= “, < ! \
D s N s f \
= \ b ap Jll' N
S n = / ]
o = | /
< 40 !
\. 25 ] \.x""‘“—-‘_
04 TT—a =
Qﬁ L L L L L 2E T w T v T ¥ Ll i T
11 1.5 1,10 1.15 120 11 15 110 115 129

RAZAQ MOLAR ACIDOETANCL RAZAD MOLAR ACIDO/ETANOL



70

% AG INICIAL (%)

,
5 AG FINAL (%)
@

=|5 1 :0 1 .15 1 lECI
RAZAO MOLAR ACIDOETAKOL

T T T T
11 15 110 115

RAZAD MOLAR ACIDO/ETANOL

(Fonte: Dados do trabalho, 2015)

Figura B2: Grificos referentes ao indice de acidez inicial (A), final (B) e porcentagem de acidos graxos iniciais

(O), finais (D), apresentados em cada ensaio realizado respectivamente com 6leo de buriti na presenga de sagu

(amido) no meio reacional.
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