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RESUMO

E notado um aumento constante na busca por qualidade de vida, o que tem
levado a populagdo a desenvolver habitos mais saudaveis. Oleos e gorduras,
muito presentes na rotina e parte base de uma alimentacéo tém tomado atencao,
e quando consumidos em excesso podem desencadear diversas doencas. O
Oleo de semente de uva € matéria prima em varios ramos na industria, rico em
vitamina E, antioxidantes e 6leos essenciais, corroborando a importancia de se
desenvolver tecnologias que disseminem seu uso para aproveito de seus
beneficios. Visto isso, os triglicerideos dietéticos vém se destacando devido suas
propriedades nutracéuticas, menor valor cal6rico, maior solubilidade e
metabolizacdo facilitada no organismo, comparado aos convencionais. Apesar
de seus diversos beneficios, o uso de enzimas pode ndo ser vantajoso, por
elevar custos no processo. Uma alternativa bastante promissora é a imobilizacéo
da enzima, ja que esse método permite a reutilizacdo do biocatalisador. Para
esses processos, 0s reatores em leito fixo (PBR) sdo comumente utilizados,
devido a sua eficiéncia e alta producao. Neste trabalho, o objetivo foi sintetizar
triglicerideos dietéticos do tipo MLM em reacédo de acidolise, utilizando 6leo de
semente de uva e acido caprico (C10), catalisada por lipase de Rhizopus oryzae
imobilizada por adsorcéo fisica em pd de sabugo de milho. O biocatalisador
imobilizado foi caracterizado quanto a temperatura e pH 6timos empregando-se
um planejamento experimental de delineamento composto central rotacional
(DCCR). Também se avaliou a estabilidade térmica, bem como os parametros
cinéticos e termodindmicos da enzima livre e imobilizada, em diferentes
temperaturas. Através de planejamento experimental, delineamento composto
central rotacional (DCCR), foram determinados a razdo molar, temperatura e
guantidade de biocatalisador adequados para maior grau de incorporacao (Gl).
Por fim, a sintese foi realizada em reator de leito fixo e o produto analisado
qguanto o Gl e porcentagens de triglicerideos. Os resultados obtidos permitiram
a selecdo das condicdes reacionais mais eficientes para obtencdo dos
triglicerideos dietéticos do tipo MLM, com resultados promissores na area da

biotecnologia.

Palavras-chave: Triglicerideos dietéticos. Oleo de semente de uva. Lipase.

Adsorcdo fisica. P6 de sabugo de milho. Reator de leito fixo.



ABSTRACT

There is a constant increase in the search for quality of life, which has led the
population to develop healthier habits. Oils and fats, very present in the routine
and basic part of a diet, have been paying attention, and when consumed in
excess they can trigger several diseases. Grape seed oil is a raw material in
several branches in the industry, rich in vitamin E, antioxidants and essential oils,
corroborating the importance of developing technologies that disseminate its use
to take advantage of its benefits. In view of this, dietary triglycerides have stood
out due to their nutraceutical properties, lower caloric value, greater solubility and
easier metabolism in the body, compared to conventional ones. Despite its many
benefits, the use of enzymes may not be advantageous, as it increases costs in
the process. A very promising alternative is the immobilization of the enzyme,
since this method allows the reuse of the biocatalyst. For these processes, fixed
bed reactors (PBR) are commonly used, due to their efficiency and high
production. In this work, the objective was to synthesize dietary triglycerides of
the MLM type in acidolysis reaction, using grape seed oil and capric acid (C10),
catalyzed by Rhizopus oryzae lipase immobilized by physical adsorption in corn
cob powder. The immobilized biocatalyst was characterized in terms of optimum
temperature and pH using an experimental central rotational composite design
(DCCR). It was also evaluated the thermal stability, as well as the kinetic and
thermodynamic parameters of the free and immobilized enzyme, at different
temperatures. Through experimental design, central rotational composite design
(DCCR), the molar ratio, temperature and amount of biocatalyst suitable for a
higher degree of incorporation (GI) were determined. Finally, the synthesis was
performed in a fixed bed reactor and the product was analyzed for Gl and
triglyceride percentages. The results obtained allowed the selection of the most
efficient reaction conditions for obtaining dietary triglycerides of the MLM type,
with promising results in biotechnology.

Keywords: Dietary triglycerides. Grape seed oil. Lipase. Physical adsorption.

Corn cob powder. Fixed bed reactor.
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1 INTRODUCAO

O desejo em ter mais qualidade de vida faz com que a atencdo aos habitos
se torne fundamental, o que leva & procura por alimentos mais saudaveis. Oleos
e gorduras, apesar de essenciais na alimentacdo humana, estdo relacionados a
doencas que afetam milhGdes, como obesidade, diabetes, colesterol alto,
doencas cardiovasculares, entre outras (COSTA et al., 2017).

Visto isso, os triglicerideos dietéticos, tém se destacado por promoverem
um efeito benéfico ao organismo, além de evitar doencas associadas ao
consumo excessivo de lipideos. Evidenciando os triglicerideos do tipo MLM,
caracterizados por apresentarem a conformacdo de um acido graxo de cadeia
meédia (M) na posicédo sn-1 e sn-3 e um acido graxo de cadeia longa (L) na
posicdo sn-2 do triacilglicerol, potencializando suas propriedades nutracéuticas,
dentre elas, menor valor cal6rico comparado aos triglicerideos convencionais, e
maior facilidade de serem absorvidos e metabolizados pelo organismo (ABED et
al., 2018; VAZ; CHOUPINA, 2012).

Motivados pela busca de 6leos mais saudaveis, estudos buscam fontes
alternativas aos comumente utilizados (SHINAGAWA et al., 2018). O 6leo de
semente de uva é matéria prima em varios ramos na industria, rico em vitamina
E, antioxidantes e Oleos essenciais (CHOI, 2011; DE SOUZA, 2018; MEDINA et
al., 2015), corroborando a importancia de se desenvolver tecnologias que
disseminem seu uso para aproveito de seus beneficios.

Dentre os catalisadores utilizados na obtencdo destes destacam-se as
lipases. Lipases sdo enzimas que atuam sobre lipideos, bastante versateis,
podendo ser empregadas em diversos processos industriais, pois diferente da
maior parte das enzimas, dispde do potencial de catalisar variadas reacées com
diferentes substratos. A catalise enzimatica é uma alternativa mais promissora
comparadas as metodologias convencionais. Seu uso melhora os processos de
producéo, reduzindo gastos de energia, matéria-prima e gera menor quantidade
de residuos toxicos. Porém, o custo das enzimas ainda € o principal obstaculo
em relacéo a exploracéo total de seu potencial. Uma alternativa € a imobilizagcéo
desse biocatalisador, sabendo que, com a imobilizacdo a enzima adquire maior

estabilidade e é facilmente recuperada do meio reacional, permitindo sua
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reutilizacdo (JEGANNATHAN & NIELSEN, 2013; KIM; AKOH, 2015; KORMAN
et al., 2013).

A demanda por suportes para a imobilizacdo mais econémicos, em que
os residuos agroindustriais sdo apontados, se mantém crescente, com objetivo
de reduzir os custos no processo de imobilizacdo de enzimas, oferecer uma
melhora em seu desempenho, além de trazer novo uso, ecologicamente correto,
aos residuos. O sabugo de milho € um dos residuos mais abundantes no Brasil
(CASTRO; PEREIRA JR., 2010).

Na sintese dos triglicerideos, reatores de tanque agitado (STR) operados
em batelada e reatores de leito fixo (PBR) operando em reciclo total ou continuo
sao os mais utilizados (RAMOS et al., 2017). O STR permite maior contato entre
reagentes e biocatalisador e € vantajoso em escala de bancada. Porém, devido
aos agitadores, pode ocorrer alta tenséo de cisalhamento. Além disso, ha uma
baixa producéo e um tempo morto entre as recargas quando operados em modo
batelada (FERNANDES, 2010). Para processos enzimaticos em escala industrial
o PBR é comumente utilizado, tendo a recuperacao do biocatalisador facilitada,
além de garantir a eficiéncia e gerando alta producdo (DE FARIA, 2014,
GRUBECKI, 2018).

Para a presente pesquisa, o objetivo foi sintetizar triglicerideos dietéticos
do tipo MLM em reacao de aciddlise, utilizando 6leo de semente de uva e acido
caprico (C10), catalisada por lipase de Rhizopus oryzae imobilizada por
adsorcao fisica em p6 de sabugo de milho. Os resultados permitirdo um avanco
na area da biotecnologia, demonstrando boas perspectivas para a producéo dos

triglicerideos dietéticos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O trabalho teve como objetivo sintetizar triglicerideos dietéticos do tipo
MLM em reacao de aciddlise, utilizando 6leo de semente de uva e acido caprico
(C10), catalisada por lipase de Rhizopus oryzae imobilizada por adsorcéo fisica

em po6 de sabugo de milho.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Determinar o melhor carregamento enzimético para a imobilizagdo por
adsorcao fisica em p6 de sabugo de milho;

b) Imobilizar por adsorcéo fisica a lipase de Rhizopus oryzae em pé de sabugo
de milho;

c) Caracterizar a enzima imobilizada quanto a temperatura e pH, avaliando o
efeito na atividade enzimatica;

d) Avaliar a estabilidade térmica da enzima livre e imobilizada;

e) Definir os parametros cinéticos e termodindmicos da enzima livre e
imobilizada;

f) Sintetizar de triglicerideos dietéticos por acidolise enzimatica em reator de
tanque agitado operando em modo batelada;

g) Definir os melhores parametros reacionais (razdo molar, temperatura e
quantidade de biocatalisador), visando a obtencdo de maior grau de
incorporacgao;

h) Avaliar a distribuicdo do tempo de residéncia (DTR) em reator de leito fixo
operando em reciclo total,

i) Realizar a sintese de triglicerideos dietéticos por acidolise enzimatica em reator
de leito fixo operando em reciclo total;

j) Avaliar o grau de incorporacao dos triglicerideos obtidos nas reacdes em leito

lixo e quantificar os mono-, di- e triglicerideos presentes no produto.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 TRIGLICERIDEOS

Triglicerideos, também chamados triacilglicerois, sdo moléculas formadas
da juncédo de trés acidos graxos, diferentes entre si ou ndo, a uma molécula de
glicerol, um tridlcool de trés carbonos. As trés hidroxilas do glicerol ligam-se aos
radicais carboxilicos dos &cidos graxos, e podem ser diferenciados de acordo
com o tamanho de suas cadeias carbonicas (MOLINARO, 2013).

Os triglicerideos do tipo MLM apresentam &cidos graxos de cadeia média
nas posicoes sn-1 e sn-3 e um acido graxo de cadeia longa na posi¢do sn-2.
Nesta conformacdo os lipideos sdo mais completos e nutricionalmente
benéficos, uma vez que sdo mais facilmente metabolizados pelo organismo. Os
acidos graxos de cadeia longa apresentados na posicdo sn-2 sao mais
biodisponiveis, e independente do seu tipo, ainda assim, sdo facilmente
absorvidos pelo organismo. Quando absorvidos através da parede intestinal, os
acidos graxos ndo passam por uma ressintese dos triglicerideos nas células
intestinais. Outro beneficio € que os triglicerideos dietéticos do tipo MLM nao séo
estocados nas células adiposas, ja que passam por [3-oxidacdo (MING, 2006;
MOREIRA, 2016), além de promissor no controle do colesterol, reduzindo os
indices das lipoproteinas de baixa densidade (LDL) sem prejudicar os indices
das lipoproteinas de alta densidade (HDL) (ABED et al., 2018). Logo, constituem
uma boa fonte de energia e trazem beneficios a salde, prevenindo e tratando
doencas relacionadas.

A busca por hébitos melhores e qualidade de vida da populacdo vem
aumentando, levando entdo a um crescente interesse industrial por produtos
mais saudaveis. Estudos comprovam que seus acidos graxos e suas respectivas
posicbes na cadeia do triglicerideo interferem fortemente nas propriedades
funcionais e nutricionais dos lipideos (ABED et al., 2018; WANG et al., 2012).
Neste cenario, os triglicerideos dietéticos do tipo MLM vém se destacando, por
suas maiores propriedades benéficas quando comparado aos convencionais,
resultado esse devido ao tamanho e posicéo de seus 4cidos graxos.

Entre as formas mais promissoras de modificacdo de 0Oleos e gorduras

estdo: interesterificacdo, hidrolise, fracionamento e hidrogenagédo (Figura 1). A
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interesterificacdo, € uma reorganizacao dos acidos graxos na cadeia principal do
triglicerideo, utilizada para modificar suas propriedades fisicas e quimicas, e
compreende em trés processos: a acidélise (troca de radicais acil entre um éster
e um acido); alcodlise (troca entre um éster e um &lcool); e a transesterificacéo,
(troca entre um éster e um outro éster). Na hidrolise, ha o ataque na ligacao éster
do triglicerideo na presenca de moléculas de agua para produzir glicerol e acidos
graxos. No fracionamento, os acidos graxos e os triacilgliceréis ndo sao
alterados, acontece uma separacao fisica entre as fracdes solida e liquida. E na
hidrogenacédo, ha a modificagdo quimica dos acidos graxos, por saturacao,
isomerizacao espacial (cis-trans) ou de posi¢cdo (mudanca das ligacdes duplas
da cadeia), inalterando as ligacdes éster (CASTRO et al., 2004; GIOIELLI, 1996;
OLIVEIRA et al., 2004).

Figura 1 — Reacdes para modificacdo de Oleos e gorduras
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Esses processos quando catalisados por biocatalisadores mostram-se
vantajosos, por exemplo, permitindo a obtencdo de produtos biodegradaveis,
minima formacdo de subprodutos, reducdo da quantidade de residuos, e
emprego de rotas mais acessiveis de producédo (ABED et al., 2018; CHOI, 2011,
KIM; AKOH 2015).

3.1.1 Oleo de semente de uva

Motivados pela busca de éleos mais saudaveis, estudos buscam fontes
alternativas aos comumente utilizados, como 6leo de soja, canola, milho, girassol
e azeite de oliva (SHINAGAWA et al., 2018). O 6leo de semente de uva é matéria
prima na industria, destinado a medicina, alimentos e cosméticos. Rico em
vitamina E, antioxidantes e 6leos essenciais, em destaque o 6leo linoleico
(C18:2), e oleico (C18:1), contendo tracos de linolénico (C18:3) e palmitoleico
(C16: 1), sendo linoleico e linolénico essenciais para o bom funcionamento de
varios 6rgdos e por ndo serem produzidos pelo organismo devem estar
presentes na alimentacdo (CHOI, 2011; DE SOUZA, 2018; MEDINA et al., 2015).
Fabricado na Alemanha, Franca e Italia desde 1930 e bem difundido na Europa
(SHINAGAWA, 2015), no Brasil seu uso ndo é comum, o que leva a profunda
importancia de se desenvolver tecnologias que disseminem seu uso para
aproveito de seus beneficios a saude, além de agregar valor ao residuo, e
diminuindo problemas ambientais e logisticos.

Segundo a Embrapa (2018), a producao de uvas no Brasil alcanca 1,5
milhdes de toneladas/ano, destinada em sua maioria a vinhos, sucos e para a
fruta in natura. O cultivo ocorre em muitos estados no pais, mais fortemente na
regido sul, com destaque para o Rio Grande do Sul. Estima-se que sdo gerados
no Brasil cerca de 210 mil toneladas de residuos de uva por ano, o que €
referente a 16% da uva processada, onde também sdo encontradas as
sementes. 10% da uva constituem-se de sementes. Mundialmente tem-se mais
de 3 milhdes de toneladas de sementes por ano, 38-52% da matéria seca. Essas
apresentam um teor lipidico em torno de 7-20% (OLEGARIO et al., 2015;
SHINAGAWA, 2015; DE SOUZA, 2018).

Assim, o0 Oleo de semente de uva é uma excelente alternativa como

matéria-prima de triglicerideos para a pesquisa.
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3.2 ENZIMAS

Enzimas sédo substancias organicas, de natureza proteica, consideradas
catalisadores biologicos que favorecem o acontecimento das reacdes, que
normalmente seriam pouco espontaneas e muito lentas. Isso acontece pelo fato
de que em sua presenca haver a diminuicdo da energia de ativacdo necessaria
dos reagentes, também denominados substrato (RADZICKA; WOLFENDEN,
1995). Assim, a velocidade da reacdo € maior e a energia de ativagado menor.

Uma das caracteristicas importante das enzimas quando comparadas a
catalisadores quimicos € a alta especificidade, o que as tornam mais eficazes.
Cada enzima é especifica em relacdo a reacdo que catalisa e ao substrato
presente nesta reacdo. Essa especificidade estd, por exemplo, relacionada ao
seu tamanho e forma, o que gera uma complementaridade com o substrato.
Carga e caracteristicas hidrofilicas/hidrofébicas, niveis de estereoespecificidade,
regiosseletividade e quimiosseletividade, também sdo responsaveis por essa
especificidade. Existem também fatores que podem alterar a atividade da
enzima, resultando em sua inibichio ou mesmo desnaturagdo. S&o eles:
temperatura, pH, concentracdo da enzima e do substrato, tempo (GARCIA-
GALAN et al., 2011; ROCHA, 2010).

A Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular (IUMBM), em
1971, estabeleceu normas de nomenclatura e classificacdo das enzimas. S&o
classificadas segundo varios critérios, mais comumente de acordo com o tipo de
reacdo que catalisa, divididas em seis classes que sdo subdivididas e
identificadas pelo numero da EC. As classes s&o: oxirredutases (catalisam
reacles de 6xido-reducdo), transferases (catalisam reacfes de transferéncia de
grupos de uma molécula a outra), hidrolases (catalisam reacdes de hidrolises),
liases (catalisam reacgfes de quebra de ligag&o), isomerases (catalisam reagcdes
de mudanca intramolecular, em que um substrato se transforma em um produto
isdbmero), ligases (catalisam a ligagéo covalente de moléculas, com simultanea
quebra de uma ligacdo de alta energia) (ARAUJO, 2013).

A enzima utilizada nesta pesquisa € uma lipase, pertencente a classe das

hidrolases, de Rhizopus oryzae.
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3.2.1 Lipase

As lipases, (triacilglicerol-acil hidrolases, EC 3.1.1.3), pertencentes a
classe das hidrolases, sédo enzimas que catalisam rea¢cfes de gorduras e 0leos
(seus substratos naturais), ainda, também sdo capazes de catalisar diversas
reacdes em ambos 0s meios, aquosos e ndo aquosos (MEHTA; BODH; GUPTA,
2017; RAMOS; MALCATA, 2017).

O reconhecimento das vantagens em sua aplicagdo como catalisadores
em processos industriais, entre eles, que envolvem reacdes de hidrolise, de
sintese e de interesterificacdo de lipidios, e o grande potencial de aplicacdo das
lipases justifica o aumento do interesse industrial por tecnologias enzimaticas.
Esse interesse é também justificado pela sua capacidade de utilizacdo de uma
ampla gama de substratos, sua estabilidade frente a temperatura, pH e solventes
organicos, e sua régio e enantiosseletividade (RAMOS; MALCATA, 2017;
ROVEDA et al., 2010).

Das caracteristicas estruturais, isentando as diferencas na massa
molecular, na seletividade de substratos, na resposta a ativadores e inibidores,
etc., a estrutura da maior parte das lipases é composta por no minimo cinco
estruturas B-pregueadas em paralelo separadas por porcdes de a-hélices, com
peptideos helicoidais cobrindo grande parcela de sua superficie (KOBLITZ,
2003). Pleiss et al. (1998) tém como principal conclusdo que a estrutura dos
sitios ativos de diversas lipases € normalmente mais largo e profundo, o que
poderia explicar a capacidade que as lipases tém de reconhecer substratos mais
variados e com cadeias mais longas. Nas lipases, o sitio ativo fica localizado em
uma cavidade hidrofébica, geralmente protegida por uma “tampa” polipepitidica,
também conhecida por “lid”, constituida por aminoacidos polares na parte
externa e por aminoacidos apolares na parte interna. A lipase permanece numa
conformacdo fechada quando em fase aquosa, abaixo do seu limite de
solubilidade ou na auséncia de uma emulsdo ou em baixa concentracdo de um
substrato lipidico, ficando seu sitio ativo inacessivel ao substrato. Em situacdes
contrarias, as lipases sofrem uma mudanca conformacional na regido da tampa
adquirindo uma conformacéo aberta e expondo o seu sitio ativo, sendo possivel
gue a enzima catalise a reacdo. Esse aumento de atividade na presenca de

micelas ou emulsdes, deve-se ao fendbmeno conhecido como ativacao interfacial
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(JUNIOR, 2014; MENDES, 2009; VAZ; CHOUPINA, 2012; ZHAO et al., 2019;
ZORN et al., 2016).

Em relacéo a especificidade, as lipases sao classificadas em lipases ndo-
especificas, as quais catalisam as reacdes nas posi¢des sn-1, sn-2 e sn-3 do
triglicerideo de forma aleatéria, e lipases 1,3-especificas, atuando nas posi¢coes
sn-1 e sn-3 do triglicerideo, com uma catalise mais controlada e obtendo a
formacdo de produtos diferentes das obtidas por lipases néo-especificas
(CAMPOS, 2010; VAZ; CHOUPINA, 2012).

A grande quantidade de reacdes que as lipases catalisam conferem-nas
relevancia entre o0s biocatalisadores e importancia nos processos
biotecnoldgicos. Além de reacdes de hidrdlise (sentido direto), sdo capazes de
catalisar reacfes reversas de sintese quando em pouca disponibilidade ou
auséncia de 4gua no meio reacional, como esterificacdo, transesterificacdo e
interesterificacdo (DE SOUZA, 2015; LUZ, 2014).

Outra especificidade das lipases € a seletividade de substrato, podendo
priorizar um determinado grupo de substratos, distinguindo-os, em geral, ao
tamanho da cadeia carbdnica ou grau de insaturacao do grupo acil em questéao
(CAMPOQOS, 2010).

Sao vastamente encontradas na natureza, podendo ser obtidas a partir de
fontes animais, vegetais e microbianas, porém, as lipases microbianas sédo mais
comumente utilizadas (DE CASTRO et al., 2010). Em estudos prévios do grupo
de pesquisa, a lipase de Rhizopus oryzae foi selecionada como biocatalisador a
ser utilizado nas pesquisas (LASCHI, 2019). O Rhizopus oryzae (ROL) é um dos
microorganismos mais utilizados para producdo de lipases, encontrado em
regides de climas tropical e sub-tropical, possuem rapido crescimento e podem
ser isolados de diversas fontes, como frutas, vegetais, sementes e no solo
(LONDONO-HERNANDEZ et al., 2017; VILAS BOAS et al., 2018).

Apesar de sua elevada aplicabilidade, ndo sdo plenamente utilizadas em
escala industrial devido seu alto custo, dificuldade de separacdo do meio
reacional e instabilidade de suas estruturas quando em condi¢des desnaturantes
(RODRIGUES, 2009). Uma alternativa, que vem sendo bastante estudada como

resposta, é a imobilizagdo da enzima.
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3.3 IMOBILIZACAO DE ENZIMAS

Enzimas imobilizadas s&o definidas como enzimas fisicamente confinadas
ou localizadas em uma regido do espaco com retencdo de sua atividade
catalitica e que podem ser utilizadas repetida e continuamente (IUPAC, 1995).
Em relacdo a sua forma livre, as enzimas quando imobilizadas possuem diversas
vantagens, tais como: possibilidade de reutilizacdo da preparagdo enzimatica,
com reducdo no custo, possibilidade de utilizagdo em processos continuos e a
facil separacdo da enzima dos produtos. Além disso, também podem ser
melhorados o desempenho da enzima como atividade, seletividade, estabilidade
operacional e ao armazenamento (DUARTE, 2016).

Visto os beneficios, houve uma expanséo das técnicas de imobilizacédo
objetivando adequar as variabilidades de cada enzima. Apesar da grande
diversidade de métodos, ndo ha um aplicavel para todas as enzimas. Assim, €
necessario escolher o procedimento mais simples e mais barato e que resulte
em um derivado com boa retencdo de atividade e estabilidade operacional
(MENDES et al., 2011). A eficiéncia na imobilizacdo depende das caracteristicas
fisico-cinéticas da enzima, como também, as caracteristicas fisico-quimicas dos
diferentes suportes e os objetivos de uso deste derivado.

A forma mais usual de classificar foi a adotada pela IUPAC (1995), onde
as enzimas imobilizadas séo divididas em duas classes, como é mostrado na
Figura 2:

Figura 2 — Classificacao das enzimas imobilizadas segundo a [UPAC (1995)
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A Tabela 1 apresenta um comparativo entre os principais métodos de

imobilizacéo:

Tabela 1 — Comparativo entre os métodos de imobilizacéo

Caracteristicas  Adsorcao Ligacéo Ligacao Confinamentos
fisica covalente cruzada

Preparacao Simples Dificil Intermediaria Dificil

Forca da Fraca Forte Forte Intermediaria

ligacéo

Atividade Intermediaria Alta Baixa Baixa

Recuperacéo Possivel Rara Impossivel Impossivel

do suporte

Custo Baixo Alto Intermediario  Intermediario

Estabilidade Baixa Alta Alta Baixa

Aplicabilidade Sim Nao N&o Sim

geral

Protecédo N&o Nao Intermediaria Sim

microbiana

Fonte: Adaptada de PEREIRA, 2019.

A imobilizag&o por encapsulamento consiste em aprisionar a enzima no
interior de uma matriz polimérica, dentro de capsulas ou entre membranas, sem
estabelecer qualquer ligacdo quimica. Neste método, a enzima néo esta ligada
ao suporte, fazendo com que néo haja alteracao na estrutura e evitando também
a desnaturacao (DUTTA, 2008). Porém, significativas dificuldades difusionais, o
escape da enzima e a instabilidade dos suportes normalmente utilizados, por
exemplo, sao fatores limitantes (CARVALHO et al., 2006; DUARTE, 2016).

A imobilizacao por ligacdo pode ser realizada por adsor¢ao ou por ligagao
covalente com o suporte ou ligagédo cruzada entre enzimas. O meétodo por ligacéo
covalente baseia-se nas ligagdes covalentes dos grupos funcionais presentes na
enzima: grupamento amino, carboxila, hidroxila e/ou sulfidrilo, a superficie do
suporte. E frequentemente realizada na presenca de um agente ativador, como

o glutaraldeido, em suportes contendo grupamentos amino primarios (POPPE et
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al., 2015). Outros exemplos descritos na literatura para agentes ativadores sao
a genipina e a epicloridrina (MENDES et al., 2011). A enzima é firmemente
ligada ao suporte, evitando sua lixiviagdo. Essa técnica reduz a flexibilidade
conformacional e as vibracbes térmicas, evitando o desdobramento e
desnaturacao da proteina. Como desvantagens, ocorre diminui¢do da liberdade
de movimento, o que pode resultar em diminuicdo da atividade enzimatica
(GARMROODI et al.,, 2016). Além de gerar maiores custos na obtencdo de
enzima insolavel, devido ao uso de agentes funcionalizantes na etapa de
ativacdo do suporte, e demandar maiores estudos para selecdo das condi¢bes
de imobilizacédo (BRIGIDA, 2010).

Outro método € por ligacdo cruzada (entrecruzamento) ou cross-linking,
que acontece sem a presenca de um suporte solido, ligadas entre si por meio de
agentes reticulantes. Esses agentes quimicos utilizados podem ser os mesmos
utilizados na imobilizacdo com suporte, sendo o glutaraldeido um dos mais
utiizados (LEMOS, 2018). Apesar de ter elevada estabilidade a altas
temperaturas e solventes organicos, os aglomerados de enzimas possuem baixa
estabilidade mecanica. Além disso, esta técnica tem baixa atividade recuperada,
pode causar mudancas significativas no sitio ativo da enzima e como as
interacBes ocorrem de forma aleatdria, tem baixa reprodutibilidade (CAO 2005;
DE CASTRO et al., 2008; LEMOS, 2018). As duas estratégias de ligacdes
cruzadas mais utilizadas sdo os CLECs - crosslinking enzyme crystals,
cristalizacdo de enzimas puras, seguida pela reticulacgdo ou os CLEAs -
crosslinking enzyme aggregates, com agregacdo das enzimas antes da
reticulacdo (GARCIA-GALAN et al., 2011).

A imobilizacdo de enzimas por adsorcdo se da pela ligacdo da enzima
com o suporte solido por meio de adsorcéo fisica, ligacdes ibnicas, ligacdes
hidrofébicas e forcas atrativas de van de Waals, ou também uma combinagéo
destas. Para reacdes conduzidas em meio organico nao séo requeridas fortes
interacOes entre enzima e suporte, ja que, a enzima é insoluvel no meio apolar
(LEMOS 2018; VESCOVI, 2016).

Este método destaca-se por tratar-se de uma técnica simples, rapida, de
baixo custo, por ndo ser necessario a ativagdo do suporte e permitir facil reuso,
e que, em geral, causa pouca ou nenhuma mudanc¢a conformacional na enzima,

mantendo sua atividade catalitica. Contudo, pode ocorrer a dessorcdo da
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enzima, sendo sensiveis quanto as condicfes do meio, quando submetidas as
variacbes de temperatura, pH, forca idnica, ou na presenca do substrato,
(MARUM, 2018; QUEISSADA, SILVA, 2020; SHELDON; VAN PELT, 2013). A
eficiéncia deste método depende de varios parametros, entre eles, tamanho da
enzima a ser adsorvida, area superficial do adsorvente, porosidade e tamanho
do poro, possibilitando o contato da enzima com a superficie interna do suporte
(LIMA, 2013; PEREIRA, 2014).

Secundo et al. (2008) relata que o método de adsorcéo € o mais utilizado
para lipases. Devido seu carater hidrofébico, geralmente sdo imobilizadas em
suportes hidrofébicos em um meio de baixa for¢a ibnica, possibilitando em uma
s6 etapa a imobilizacdo, a purificacdo (somente lipases sdo adsorvidas), a
ativacao (lipase é imobilizada com a "tampa" aberta) e a estabilizacdo da enzima
(LIMA, 2013; PALOMO et al., 2002).

Diferentes materiais podem ser utilizados como suporte para uma
imobilizacdo. Pode-se dizer que ndo ha um suporte universal aplicavel em todas

situacoes.

3.3.1 Suportes paraimobilizacéo

A selecdo do suporte de imobilizacdo provém, principalmente, da enzima
a ser imobilizada e do processo a ser empregado. Além disso, as principais
propriedades fisicas e quimicas do suporte devem ser analisadas, como: pH,
natureza hidrofdbica e hidrofilica, morfologia, composicao, resisténcia ao ataque
microbiolégico, resisténcia mecéanica, entre outras. Os suportes podem ser
porosos, nao porosos ou em gel. Quando organicos podem ser naturais ou
sintéticos e por sua vez, 0s inorganicos, minerais ou fabricados (BRIGIDA, 2010;
CABRAL, 2012; FALLEIROS, 2012).

Apesar dos crescentes estudos e beneficios, os custos se tornam o
entrave para o aumento de escala em bioprocessos utilizando enzimas
imobilizadas. Com isso, pesquisas tém sido desenvolvidas utilizando suportes
mais econdmicos, em que o0s residuos agroindustriais sdo apontados como
possibilidade, com objetivo de reduzir os custos no processo de imobilizagao de

enzimas, além de oferecer uma melhora em seu desempenho.
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3.3.1.1 P6 de sabugo de milho

A demanda por suportes alternativos de natureza organica se mantém
crescente, motivados pela facilidade, abundéncia, baixo custo e por serem
ecologicamente corretos. Suportes organicos naturais provindos de residuos
agroindustriais tém se destacado, devido, também, aos avancos na geracao de
residuos causada pela expansdo de areas cultivadas. No Brasil, os residuos
agroindustriais mais abundantes sédo, bagaco da cana de agucar, palha de cana,
palha de soja, palha de arroz e sabugo de milho (CASTRO; PEREIRA JR., 2010).
Estes residuos, como em sua maioria, sdo materiais lignocelulésicos, ou seja,
constituido principalmente de celulose, hemicelulose e lignina.

O Brasil € o terceiro no ranking de produtores de milho e o segundo em
exportacao, atrds apenas dos Estados Unidos (EMBRAPA, 2018). Segundo a
Conab (2018), a producao do gréo no Brasil tem aumentado, com uma producéo
anual média no pais de mais de 80 milhGes de toneladas nos ultimos anos,
decorrente da demanda doméstica e consumo animal, além do crescimento das
exportacfes (CONTINI et al., 2019). A espiga de milho & constituida de trés
partes: grao, palha e sabugo, sendo os dois ultimos residuos gerados apos a
retirada do gréo da espiga. Sao gerados, aproximadamente, para cada tonelada
de milho, 180 kg de sabugo (TORRE et al., 2008; TSAI, 2001) e 700 kg de palha
(HORST, 2013).

A parede celular do sabugo de milho € composta majoritariamente por
32% de celulose, 35% de hemicelulose, 20% de lignina (SILVA et al., 2016), além
de outros compostos inorganicos e moléculas extraiveis, como solventes
organicos, pectinas, carboidratos simples, terpenos, alcaloides, saponinas,
polifendlicos, gamas, resinas, gorduras, graxas, entre outros (SILVA et al., 2009).
As fibras naturais vegetais sdo também denominadas fibras celuldsicas, por ter
como principal componente a celulose, ou ainda, fibras lignoceluldsicas por
normalmente serem ligadas a lignina, um polimero fendlico natural (MARINELLI
et al., 2008). A representacéo da estrutura celular de vegetais, como do p6 de

sabugo de milho, pode ser observada na Figura 3.
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Figura 3 — Representacdo da parede celular do p6 de sabugo de milho
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Fonte: CRUZ (2017, p. 33).

A etapa de tratamento torna-se, entdo, parte chave para processos
enzimaticos. Com o tratamento, causa-se uma desorganizacdo do complexo
lignocelulésico. Assim, quebrando a matriz de lignina e rompendo a estrutura
cristalina da celulose, resultando no aumento da area superficial interna do
substrato, entre outros objetivos (HENDRIKS; ZEEMAN, 2009; RABELO, 2010).

De acordo com Assumpcao (2015), ndo existe um tratamento especifico
para as diversas fibras lignocelulésicas existentes, jA que sua estrutura e
composicdo quimica depende de diversos fatores como, idade, parte da planta
a ser extraida, condicdes climaticas e de plantio, entre outras. E necessario
avaliar a fibra a ser tratada e a finalidade. Os métodos séo classificados em
fisicos, quimicos, fisico-quimicos, biolégicos e podendo haver uma combinacgéo
entre eles (BALAT et al., 2008; BRODEUR et al., 2011).

Mostra-se assim que residuos agroindustriais sdo uma alternativa eficaz
e de baixo custo para o uso como suportes para imobilizagdo de enzimas,
trazendo um novo destino ecologicamente correto para esses residuos e

agregando valor.
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3.4 BIORREATORES E MODO DE OPERACAO

Biorreator ou reator enzimatico refere-se aquele equipamento onde ha o
contato entre enzima e substrato. A selecdo do reator a ser utilizado em
determinado bioprocesso depende de certos fatores que estdo associados as
caracteristicas da bioconversao e as condi¢cdes reacionais, como o formato do
suporte de imobilizacdo, natureza do substrato requisitos operacionais, cinética
de reacdo, superficie catalitica, transferéncia de massa, substituicdo e
regeneracao do catalisador, construgéo do biorreator, custo operacional e modo
de operacédo (PINO et al., 2018; RICO, 2015; TODESCHINI, 2017).

Na sintese dos triglicerideos, reatores de tanque agitado (STR) operados
em batelada e reatores de leito fixo (PBR) operando em reciclo total ou continuo
sdo os mais utilizados (RAMOS et al., 2017). As reacfes enziméaticas descritas
na literatura séo realizadas em sua maioria em reatores de tanque agitado (STR),
sendo os reatores de leito fixo (PBR) ainda pouco explorados. A Figura 4 faz a

representacao dos principais tipos de biorreatores:

Figura 4 — Representacdo dos biorreatores de tanque agitado e em coluna
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Fonte: POPPE et al. (2015, p. 7).

Os reatores podem ser operados de dois modos: descontinuo ou
continuo. Nos processos operados no modo descontinuo ou batelada, em geral,
enzima e substrato sdo colocados no reator que sao agitados mecanicamente

por hélices ou, quando em escala laboratorial, por agitadores magnéticos e
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quando alcan¢ada a conversao desejada, todo meio é retirado (FOGLER, 2012;
LASCHI, 2020; LEVENSPIEL, 2006). De simples operacdo, permite maior
contato entre reagentes e biocatalisador, este modo € vantajoso em escala de
bancada, onde € necessario conhecer o processo e coletar dados, como a
cinética da reacdo. Porém, para processos enziméticos em escala industrial
pode apresentar algumas restricbes. Devido aos agitadores, pode ocorrer
rupturas na enzima imobilizada, pela alta tensdo de cisalhamento. Além disso,
h4 uma baixa produgdo e um tempo morto maior entre as recargas
(FERNANDES, 2010).

O modo continuo é também utilizado em tanques agitados, porém,
caracteristico dos reatores tubulares, onde as reacfes acontecem de forma
continua enquanto o meio reacional flui pelo reator (FOGLER, 2012;
LEVENSPIEL, 2006). O tempo de reacdo, tempo que as particulas permanecem
no reator, € denominado tempo de residéncia. Em um processo ideal, o tempo
de residéncia € o mesmo do tempo espacial. O tempo espacial (T) é o tempo que
teoricamente o fluido leva para passar completamente pelo reator, baseado nas
condicbes de entrada (FOGLER, 2012). Alta eficiéncia a um baixo custo
operacional, facilidade de operacéo, proporcionando um controle de temperatura
mais eficiente, facilidade de construgdo, automacdo e ampliagdo de escala,
reducdo de perdas durante paradas devido aos periodos de regime transiente
mais curtos, menor grau de cisalhamento e requer menor volume de reacao
levando a um menor tempo de residéncia, sdo algumas das vantagens do modo
continuo (CARVALHO, 2008; DE SOUZA, 2013; RICO, 2015).

3.4.1 Reator de leito fixo

Os reatores de leito fixo (PBR), também chamados de reatores de recheio,
geralmente apresentam configuracao tubular e sdo considerados heterogéneos
(FOGLER, 2012). A coluna interna cilindrica € preenchida pelo biocatalisador
gue é mantido compacto e imovel, e o substrato flui de maneira ascendente ou
descendente, sendo esse, liquido ou gasoso (TRAN; CHEN; CHANG, 2016).

Entre as vantagens estédo, simples operacdo que requer um minimo de
equipamentos auxiliares, o que também € um fator para um baixo custo;

eficiente, gerando alta producéo; apresenta tensdes de cisalhamento menores;
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como as particulas do biocatalisador estdo fixas, a sua recuperacéo é facilitada,
ndo havendo a necessidade de separacdo na saida do reator; utilizado para
grande escala em industrias, sendo alguns produtos rentaveis apenas em uso
desta configuragéo. No entanto, em contraponto apresenta limitacdes difusionais
intraparticulares que afetam a velocidade global de reacdo, disposicdo a
obstrucdo do leito e aparecimento de caminhos preferencias, alta queda de
pressdo no escoamento do fluido do leito e limitagBes de transferéncia de massa
e calor, visto que a taxa de liberagdo ou consumo de energia ao longo do reator
néo € uniforme, podendo ser maior na entrada do reator devido a maior taxa de
reacdo (FOGLER, 2012; DE FARIA, 2014; GRUBECKI, 2018).

O leito fixo € comumente empregado em rea¢des enzimaticas. O tamanho
das particulas deve ser analisado de acordo com o processo para ser possivel
controlar a queda de pressédo através do fluxo de alimentac&o. Este fluxo deve
ter baixas velocidades, a fim de aumentar o contato entre enzima e substrato,
porém se manter em taxa necessaria para minimizar as variacbes de
concentragdo ao longo do leito. O fluido passa de maneira aleatéria entre, ao
redor, e no caso de catalisadores porosos, dentro das particulas. A velocidade
de fluxo € maior em leitos com maior volume de poros vazios, entretanto a
concentracdo do biocatalisador € menor, 0 que implica em espacos vagos que
poderiam estar preenchidos aumentando o rendimento da reacdo. Porém, o fluxo
é dificultado com a porosidade reduzida (tabe-SILVA, 2013; POPPE et al., 2015;
RAMOS, 2015). A distribuicdo uniforme e constante do fluxo esta diretamente

relacionada com o tempo de residéncia da reacéo.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

Os equipamentos utilizados para o desenvolvimento dos experimentos

estédo dispostos na Tabela 2.

Tabela 2 - Equipamentos utilizados no desenvolvimento do trabalho

Equipamento Fabricante / Modelo
Balanca analitica Shimadzu, Modelo AUX 220
pHmetro TECNAL, Modelo TEC 2
Balanca determinadora de Shimadzu, Modelo MOC-63U
umidade
Autoclave Phoenix-Luferco®, Modelo AV-75
Estufa de secagem Quimis, Modelo Q317M-42
Agitador magnético TECNAL, TE-0851
Agitador mecanico Kasvi (Julabo Labortechnik), Modelo K40-
1810H
Rotaevaporador BUCHI, Modelo R-124
Bomba peristéltica SOLAB, Modelo SL-64
Bomba a vacuo Prismatec, Modelo 121

GENESYS™ (Thermo Fisher Scientific),

Espectrofotdmetro Modelo 10S UV-Vis

Cromatografo a gas Shimadzu, Modelo CG-2014

Fonte: Elaborada pela autora (2020).

Os experimentos do presente trabalho foram efetuados utilizando lipase
de Rhizopus oryzae, de grau alimenticio, gentiimente cedida pela Prozyn, Séo
Paulo-SP. Como suporte para imobilizacao, foi utilizado o p6é de sabugo de milho,
descarte adquirido da empresa Sagran Industria e Comércio de Ingredientes
Racgbes Ltda, Andira-PR. Ainda, os reagentes 6leo de semente de uva (Distriol,
Sao Paulo), acido caprico - C10 (Sigma Aldrich, Alemanha), azeite de oliva
comercial, hexano, alcool comercial, acetona. Os demais reagentes foram de

grau analitico.
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4.2 METODOS

4.2.1 Tratamento do suporte

Apbs triturado e peneirado, o suporte recolhido entre 42/60 mesh foi
tratado termicamente e basicamente.

Tratamento térmico: Foram adicionados sabugo e etanol 70% na
proporcdo 1:10 (m/v) e levados a autoclave a 120 °C por 20 minutos. Apos,
adicionou-se 4gua destilada na mesma proporgéo e deixou-se em overnight.

Tratamento basico: Adicionou-se solucdo de hidréxido de s6dio 2 mol/L
na propor¢ao 1:10, sabugo:solucdo (m/v), deixando sob agitacdo por 24 horas
em temperatura ambiente. Posteriormente, filtrado lavando abundantemente
com &gua destilada morna. O suporte foi, entdo, seco em estufa,

aproximadamente 50 °C e armazenado em camara fria.

4.2.2 Imobilizac&o por adsorgdo fisica

Foi adicionado hexano ao suporte na proporcéo de 1:10 (m/v), deixou-se
sob agitacdo suave por 2 horas em temperatura ambiente. Em seguida, para
cada grama de suporte, adicionaram-se 20 mL de solugao de lipase (solugdo em
tampéo fosfato 0,1 mol/L pH 7,0). Deixou-se novamente sob agitagédo suave por
2 horas em temperatura ambiente. Apds este periodo, a suspensao foi incubada
por 24 horas em refrigeracdo, aproximadamente 9 °C. Posteriormente, o
biocatalizador imobilizado foi filtrado em papel de filtro e bomba a vacuo e

armazenado em refrigeragéo.

4.2.3 Determinacgéo da atividade hidrolitica

A atividade hidrolitica das preparacfes enzimaticas foi determinada pelo
meétodo de emulséo de azeite, conforme metodologia adaptada de Soares et.al
(1999). O substrato foi preparado pela emulsédo de 10 gramas de azeite de oliva,
10 gramas de agua, 16 mL de tampéao fosfato 0,1 mol/L e pH 7,0 e 14% da agua
de goma arabica. Em Erlenmeyer foram adicionados 4,5 mL da emulséo e,

quando para a enzima em sua forma livre, 1 mL de solucdo enzimatica 0,5
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mg/mL; quando imobilizada, 0,25 g. Também foi realizada a incubacdo de um
branco, sem a adicdo de enzima. Colocados em banho com agitacéo a 37 °C por
5 minutos. A reacdo foi cessada adicionando 10 mL da solucdo de
agua:acetona:alcool (1:1:1, v/v/v). Adicionou-se 3 gotas de fenolfitaleina, como
indicador, e 10 mL de hidroxido de potéssio 0,05 M. Os &cidos graxos liberados
foram titulados por retrotitulacdo com &acido cloridrico 0,05 M, previamente

padronizado. O calculo de atividade hidrolitica foi realizado de acordo com a

Equacéo 1:
Uy _ (Vb-Va). M. 1000
A5 =" @

Onde: Vb € o volume gasto de acido cloridrico na titulacdo do branco, em
mL; Va é o volume gasto de acido cloridrico na titulacdo da amostra, em mL; M
€ a molaridade do titulante, em mol/L; t € o tempo da reacdo (5 minutos); ms € a

massa seca da enzima, em gramas, expressa pelas Equagoes 2 e 3.

Para a enzima livre:

mt. 1mL. 100
vt. (100—u)

ms (g) = (2)

Onde: mt é a massa total de enzima utilizada, em gramas; vt é o volume
de tampao utilizado na solucdo enzimatica, em mL; u € a umidade da enzima

livre, em %.

Para a enzima imobilizada:

mu . 100
100—-u

ms (g) = 3

s

Onde: mu € a massa Umida de enzima utilizada, em gramas; u € a

umidade da enzima imobilizada, em %.
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4.2.4 Teste de carregamento enzimético

Foram preparadas solu¢des enzimaticas em tampao fosfato, 0,1 mol/L e
pH 7,0, em diferentes concentragdes, 10, 15, 20, 30 e 35 mg/mL. Utilizou-se de
1 grama de suporte para a imobilizacdo variando a concentracdo da solucdo
enzimatica utilizada, de acordo com o item 3.2.2. A suspensao passou por etapa
de separacdo em funil para recolher o sobrenadante. ApOs seguiu-se com a
filtracdo e secagem. Dosou-se a atividade hidrolitica do controle (sem enzima),
do sobrenadante e do imobilizado.

Para o comparativo, observou-se o Rendimento de Imobilizacdo e a
Atividade Recuperada, calculados pelas seguintes equacoes:

Para calcular o Rendimento de Imobilizagdo (RI), equagéo 4:
At

RI (%) == x 100 4
A0

Para calcular a Atividade Recuperada (AR), equacao 5

Ader

AR (%) =2

X 100 %)

Onde: At: atividade teoricamente imobilizada, em U/g. AO: atividade oferecida na

imobilizacdo, em U/g. Ader: atividade do derivado imobilizado, em (U/qg).

¢ A0 é aatividade oferecida na imobilizacdo, dosada no controle e calculada

pela equacéo 6:

At0 Xme

A0 (U/g) = (6)

ms

Onde: AtO: atividade da solucéo enzimatica, em U/g; me: massa de enzima, em

g; ms: massa de suporte, em g.

e At é a atividade teoricamente imobilizada, equagéo 7:

At (U/g) = A0 — Af (7)
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e Af é a atividade ndo imobilizada, dosada pelo sobrenadante, equacéo 8:

Atf xXv
ms

Af (U/g) = (8)
Onde: Atf: atividade final do sobrenadante, em U/mL; v: volume final do

sobrenadante, em mL; ms: massa de suporte, em g.

4.2.5 Caracterizacdo da enzima imobilizada

Para a caracterizagdo da enzima imobilizada definiu-se temperatura e pH
otimos realizando um planejamento experimental de delineamento composto
central rotacional (DCCR), utilizando o software Protimiza Experimental Design®

(2014). A Tabela 3 mostra os valores dos niveis para cada fator utilizado.

Tabela 3 — Valores utilizados no planejamento experimental para a

caracterizacao da enzima imobilizada

1,41 1 0 +1 +1,41
T (°C) 24 30 45 60 66
pH 5,0 5,5 7,75 10,0 10,5

Fonte: Elaborada pela autora (2020).

Os ensaios foram realizados de acordo com o item 3.2.3 para determinar
a atividade hidrolitica, diferenciados pela temperatura do banho de incubacéo e
pH da solucdo tampao utilizada na solugao enzimatica.

4.2.6 Estabilidade térmica

Para a enzima livre, preparou-se a solucdo enzimatica, 0,5 mg/mL,
deixando-a incubada em banho com agitacdo, variando a temperatura para os
diferentes ensaios em, 35, 41 e 45 °C. Para a enzima imobilizada, 0,25 g foram
incubadas em 2 mL de tampéao fosfato (0,1 mol/L e pH 7,0) nas temperaturas

mencionadas.
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A cada tempo pré-estabelecido de, 0, 15, 30, 45 e 60 minutos as amostras
eram imediatamente resfriadas em banho de gelo, retirando a aliquota de 1 mL
da solucéo enzimatica e a amostra da enzima imobilizada, acrescidas de 2,5 mL
de emulséo de azeite de oliva para dosagem da atividade hidrolitica, de acordo
com o item 3.2.3.

4.2.7 Cinética e Termodinamica

Os parametros cinéticos e termodinamicos para enzima livre e imobilizada
foram determinados de acordo com as equacdes, apresentadas a seguir (FARIA,
2019; WALAA, 2018):

A constante de inativacao térmica (kd) da enzima livre e imobilizada pdde
ser obtida por regresséo linear dos dados de atividade hidrolitica versus tempo
obtidos com os testes de estabilidade térmica e calculada de acordo com a

Equacéo 9:
A
lnE = —Kd.t (9)

Sendo: A: atividade enzimatica no tempo (U/g) t; AO: atividade enzimatica inicial

(U/g); t: tempo (min)

O tempo de meia vida (t12) foi calculado de acordo com a Equacdo 10 e é

inversamente proporcional a Kd:

t1/2 =22 (10)

Kd

A energia de desativacao (Ed) foi obtida por regresséo linear dos dados de Kd
versus temperatura, calculada de acordo com a equacdo de Arrhenius,

representada pela Equacgéo 11:
Inkd =-22 14+1n4 (11)
R T

Sendo: R: constante universal dos gases (8,314 J/K.mol); T: temperatura (K)
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Para determinar a eficiéncia de imobilizacdo por meio do fator de
estabilidade (FE) (Equacao 12), € considerado o tempo de meia vida da enzima

antes e apos um processo de imobilizacao, calculado pela equacgéao 12.

t1/2imobilizada
t1/2livre

FE = (12)

Sendo: tizimobilizada: tempo de meia vida da enzima imobilizada; tizivre: tempo de

meia vida da enzima livre.

A Ed também esta diretamente relacionada com os parametros
termodinamicos. A variagao de entropia (AS*), entalpia (AH*) e energia livre de
Gibbs (AG*) de desnaturacdo térmica podem ser calculadas de acordo com as
Equacgbes 13, 14 e 15 a sequir:

AH *= Ed — RT (13)

AG *= —RT.In%X&h (14)
KB.T

AS 5= AH; AG (15)

Sendo: h: constante de Planck (11,04.10-36 J.min-1); KB: constante de
Boltzmann (1,38.10-23 J.K-?)

4.2.8 indice de perdxido

Em um Erlenmeyer 2 g do 6leo foram pesados, adicionaram-se, em
seguida, 10 mL de isoctano, 0,5 mL de solucdo saturada de iodeto de potéssio,
deixando-a descansar por aproximadamente 1 minuto em local escuro. Apds,
adicionou-se aproximadamente 20 mL de agua destilada e 0,5 mL de solucéo de
amido (1%, m/v) como indicador para a titulacdo com solucéo de tiossulfato de
sédio 0,01 N, previamente padronizado. O indice de peréxido do 6leo foi definido

de acordo com a Equacéo 16.
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Peroxido (mEq) = N. (Va — Vb)% (16)

Sendo: N: normalidade da solugcdo de tiossulfato de sodio; Va e Vb: volumes
gastos na titulacdo da amostra e do branco, respectivamente, em mL; m: massa

de Oleo, em gramas.
4.2.9 ReacOes em tanque agitado em batelada

Para definir os melhores parametros de razdo molar do acido, temperatura
de reacdo e quantidade de biocatalisador utilizados para a sintese de
triglicerideos, realizou-se um planejamento experimental de delineamento
composto central rotacional (DCCR), utilizando o software Protimiza
Experimental Design® (2014). A Tabela 4 mostra os valores dos niveis para cada

fator utilizado.

Tabela 4 — Valores utilizados para o planejamento experimental para as

reacdes em batelada

-1,68 -1 0 +1 +1,68
Raz&o molar v/v 2,64 4 6 8 9,36
Temperatura °C 28,18 35 45 55 61,82
Biocatalisador % 6,59 10 15 20 23,41

Fonte: Elaborada pela autora (2020).

O meio contendo o 6leo de semente de uva e acido caprico (C10) foi
preparado para um volume final de 20 g para as proporc¢odes utilizadas e colocado
em reator de tanque agitado com 6 cm de altura e 3 cm de diametro, em banho
termostatico e operando em modo batelada. As rea¢des foram mantidas por 24
horas sob agitagdo magnética de aproximadamente 200 rpm. Ao fim, separou-
se 0 biocatalisador e recolheu-se 0 meio, deixando-o em refrigeracdo para

posteriormente seguir as proximas etapas.

4.2.10 Neutralizagcdo do meio reacional e separagdo dos &cidos graxos
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Foram pesados 5 g do 6leo e diluido em 30 mL de hexano, levados ao
funil de separacdo e adicionados de 10mL de solucdo de 0,8mol/L de KOH
hidroalcoolico (30% etanol). Apds ser agitada intensamente, houve a separacéo
de fases da mistura: uma fase hidroalcéolica contendo os acidos graxos livres e
uma fase de hexano contendo os triglicerideos. A fase hidroalc6olica passou por
uma segunda extracdo com o acréscimo de mais 10mL de hexano. Por fim, as
fases com hexano foram levadas em rotaevaporador a 40°C pelo tempo
necessario para que o hexano seja evaporado. As amostras foram guardadas
em vial de 20 mL em refrigeracéo.

4.2.11 Metilacdo dos TAGs

Em um vial de 20 mL foram adicionados 100 mg da amostra e 2 mL
solucédo metandlica de hidréxido de sddio 0,2M. A mistura de reacéo foi colocada
sob agitacdo vigorosa com barra de agitacdo em aquecimento no banho de
glicerina previamente aquecido a 80 °C, durante 15 minutos. Apos o tempo de
reagdo, esperou-se resfriar a amostra e adicionou-se 2 mL de solugéo
metandlica de &cido sulfarico 1,0 M, colocando a mistura novamente a 80 °C sob
agitacdo vigorosa por 15 minutos. Apos, resfriou-se e adicionou-se 1 mL de
solucéo saturada de NaCl e 2 mL de hexano, agitando a mistura vigorosamente
para que haja a separacao de fases. Transferiu-se a fase organica em outro vial
de 20 mL e secou-se 0 hexano em nitrogénio. Por fim, o produto metilado foi
armazenado sob refrigeracdo para posteriormente analisar a composicao de

acidos graxos por cromatografia gasosa.

4.2.12 Determinacdao do perfil de acidos graxos

A composicdo em acidos graxos foi determinada por cromatografia
gasosa, segundo a ISO 12966 (2014), substituindo-se o gas hélio pelo gas
nitrogénio. Para estabelecimento do método de determinacao de perfil de acidos
graxos (C4 a C24) e alguns ésteres de acidos graxos, injetaram-se um mix de
padrées de ésteres de acidos graxos (mix de FAMES, Supelco®). Os testes
foram realizados em cromatografo a gas utilizando injetor Split e detector de
ionizacao por chama (DIC) e coluna Supelcowax (L x I.D. 30 m x 0,32 mm, df 0,5
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pm). A temperatura do injetor e do detector foram de 250°C, sendo o modo de
injecdo Split (1:10) e o gas de arraste utilizado, nitrogénio, na vazao de 0,55
mL/min. A temperatura inicial da coluna foi de 60°C, atingindo 210°C
(aquecimento de 20°C/min) e permanecendo por 7 minutos. Apdés, a temperatura
foi elevada a 250 °C (20°C/min), e mantida por 14 minutos, resultando em 30
minutos total de andlise. Posteriormente, as areas dos picos obtidos foram

relacionadas para determinac&o do grau de incorporacao dos acidos graxos.
4.2.13 Grau de incorporacao dos acidos graxos

O grau de incorporacao (Gl) determina quanto do &cido foi incorporado a
molécula do triglicerideo. Foi calculado de acordo com a Equacéo 17 (CASAS-
GODOY et al., 2013) com modificagdes:

MFA
Gl (%) = 7 - 100 a7
Sendo: MFA: numero de mols de acidos graxos de cadeia média (C10:0), MT:

namero de mols totais de acidos graxos no triglicerideo.

Os valores do Gl (%) obtidos foram normalizados, de acordo com a
Equacdo 18, uma vez que a lipase utilizada é 1,3 especifica, ou seja, a
substituicdo dos acidos graxos somente ocorre nas posi¢cdes sn-1 e sn-3 do
triglicerideo, resultando em um grau de incorporacdo maximo de 66,7%.

X. 100
66,7

GI (%) =

(18)

4.2.14 Curva de calibragéo do corante

Foram preparadas misturas (6leo de semente de uva e corante) com
concentracbes de 0,1; 0,15; 0,20; 0,30; 0,40; 0,50; 0,60; 0,70 mg/mL, e as
leituras das absorbancias foram realizadas em espectrofotbmetro no
comprimento de onda de 545 nm. Com os resultados da média da triplicata das

absorbéancias, construiu-se um grafico relacionando a absorbancia e a
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concentracéo do tracador, obtendo-se a curva de calibracdo do corante a partir

de regressao linear.

4.2.15 Teste do tragador

A caracterizacdo da mistura do reator foi realizada a partir da
determinacao da dispersao axial, conforme descrita por Zanin (2004). O teste foi
realizado em reator de acrilico encamisado, com dimensdes de 20,5 cm de altura
e 2,2 cm de didmetro, a 41 °C com auxilio de um banho termostatico. O reator
foi empacotado com 15 g de sabugo de milho previamente tratado, e alimentado
com o6leo de semente de uva em fluxo ascendente na vazdo de 1 mL/min
utilizando uma bomba peristéltica. O tragcador utilizado foi uma solucao 1% de
corante lipossoluvel (corante de grau alimenticio, rosa, da marca MIX®) em 6leo
de semente de uva. Inicialmente o reator foi operado até que haja a estabilizacéo
das condicbes de temperatura, vazao e altura do leito. Em seguida, foi aplicado
0 pulso de tracador injetando 0,5 ml na linha de alimentagéo do reator com o
auxilio de uma seringa. Na saida do reator foram coletadas amostras com
intervalo de 10 minutos, durante 150 minutos, sendo as absorbancias de cada
amostra determinada através do espectrofotometro.

O Tempo Espacial (T) foi calculado de acordo com Levenspiel (1972),

conforme as Equacgdes 18 e 19:

vatil

T=— (18)
Onde: Vutil: volume util de reator, Q: vazdo da bomba (mL.min-1).
Vtil = Vreator — Venzima (29)

Onde: Vreator: volume total do reator, Venzima: volume ocupado pela enzima

(determinado por densidade cristalina).

Por meio dos valores de concentracdo e tempo determinados, a fungao
de Distribuicdo de Tempo de Residéncia (DTR), E(t), foi calculada de acordo com

a Equacéo 20, considerando a vazao volumétrica constante:
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_c
E@®) = I cat (20)

Onde: C(t): concentracdo em cada tempo e o denominador a area sob a curva
de concentracéo de tracador em fungéo do tempo data pela integral.

O tempo de residéncia médio (tm) foi calculado de acordo com a Equacao
21.

tm= [E().tdt (21)
4.2.16 Reacdes em leito fixo com reciclo total

Para a sintese dos TAGs em reator de leito fixo, foi utilizado reator de
acrilico encamisado com 20,5 cm de altura e 2,2 cm de diametro, operado a
temperatura de 41 °C, vazao de alimentacdo de 1 mL/min em fluxo ascendente
e sendo a reacdo mantida por 96 horas. O meio reacional era composto por 6leo
de semente de uva e acido caprico (C10) na propor¢cdo de 1:3 e o leito
preenchido de 15 g do biocatalisador imobilizado. Foram coletadas aliquotas em
0,1,2,4,8, 24,46, 72 e 96 horas.

4.2.17 Mono-, di- e triglicerideos

O ensaio para determinacdo do mono-, di- e triacilglicerol por cromatografia a
gas foi realizado no CEMPEQC conforme a ABNT NBR 15908-15 adaptada.
Foram pesados aproximadamente 10 mg de amostra, foram adicionados 100 mg
de, 100 uL de MSTFA e 8 mL de heptano. Uma aliquota foi transferida para o
vial e analisada em cromatégrafo a gas Shimadzu, modelo GC-2010, com injetor
On-column a 380°C, detector de ionizacdo por chama (DIC) e coluna
cromatografica Zebron ZB-5HT INFERNO (30mx0,32mmx10 pm), com
temperatura inicial de 50 °C, mantida por 1 minuto, e aguecendo 15 °C/ min até
180 °C e apbs, 7 °C/ min até 230°C e entdo, 20 °C/ min até 380 °C, mantida por
10 minutos. Utilizando como géas de arraste o gas Hélio com velocidade linear de
54,0 cm/s, fluxo de 2,0 mL/min e pressao 1001,1 kPa. A analise teve o tempo
total de 30 minutos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 IMOBILIZACAO POR ADSORCAO FISICA

Na imobilizacdo da lipase de Rhizopus oryzae optou-se por verificar o
melhor carregamento enzimatico para determinar quanto de enzima seria
necessario para a saturacao do suporte utilizado, objetivando explorar o melhor
desempenho do biocatalizador sem utiliza-lo demasiadamente. Na Tabela 5 sdo
apresentados os resultados de Rendimento de Imobilizacdo (RI), Atividade
Recuperada (AR) e Atividade do Imobilizado (Al) para cada Solucdo Enzimatica
(SE).

Tabela 5 — Rendimento de Imobilizac&o, Atividade Recuperada e Atividade do

Imobilizado
SE (mg/mL) 10 15 20 30 35
RI (%) 90,4+0,9 90,6 +0,9 82,30,2 90,8 £0,5 90,6 +0,2
AR (%) 2,8+0,2 2,410,2 55+0,4 6,1 +0,3 6,5 +0,1

Al (U/g) 91,1+3,6 99,2451 1755116 251,6+10,3 273,8+11,2

Fonte: Dados da pesquisa (2020).

O carregamento de 30 mg/mL foi considerado o melhor resultado, visto que
apresentou bom rendimento de imobilizacdo (90,8%) e uma consideravel
atividade recuperada (6,1%). Apesar da baixa atividade recuperada esperada,
possivelmente ligada ao método de imobilizacdo ou suporte escolhidos
(Barancelli, 2019), pode-se observar um aumento na atividade do imobilizado,
fator esse de maior interesse, determinante para monitorar a presenca de lipase
ativa. Aléem disso, manteve-se proxima da apresentada pela solugcdo de maior
concentragdo. Bolina e colaboradores (2012) relatam que a maxima
concentracéo de lipases de Thermomyces lanuginosus e de pancreas de porco
imobilizadas em particulas hidrofébicas de poli-hidréxibutirato (PHB) por
adsorcao fisica foi de 26,5 + 1,80 e 26,4 + 2,30 mg de proteina/g de suporte,
respectivamente. Rodrigues (2018) apresentou em seus resultados rendimento
de imobilizagdo por adsorgéo fisica da enzima comercial Lecitase® Ultra em

derivados celulésicos com valor maximo de 56,93%, obtidos em maiores
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concentracbes de solugdo enzimatica. Por tanto, nota-se o potencial
demonstrado do sabugo de milho como suporte, assim como o método de
imobilizacdo. Além disso, o0s resultados mostram ndo ser necessario um
carregamento maior e que possivelmente se atingiu ou esteja proximo a

saturacgdo do suporte.

5.2 CARACTERIZACAO DA ENZIMA IMOBILIZADA

Para avaliar a influéncia da temperatura e do pH na atividade hidrolitica da
enzima imobilizada foi realizado um delineamento composto central rotacional
(DCCR). O planejamento experimental 22 com 2 variaveis independentes,
temperatura (T) (°C) e pH, sendo 4 experimentos fatoriais, 4 axiais e 3 repeticdes
do ponto central, totalizando 11 experimentos, obtendo a atividade hidrolitica
(U/g) da enzima imobilizada como resposta. A Tabela 6 apresenta a matriz do

planejamento experimental.

Tabela 6 — Matriz do planejamento experimental da caracterizagdo da enzima

imobilizada
Ensaios Variaveis Codificadas Variaveis Reais .R.esposta
T(°C) pH T(°C) pH Atividade (U/Q)
1 -1 -1 30 55 93,45
2 1 -1 60 55 83,10
3 -1 1 30 10 121,52
4 1 1 60 10 83,19
5 -1,41 0 23,79 7,75 112,14
6 1,41 0 66,21 7,75 95,01
7 0 -1,41 45 4,57 104,79
8 0 1,41 45 10,93 83,01
9 0 0 45 7,75 154,44
10 0 0 45 7,75 158,47
11 0 0 45 7,75 158,41

Fonte: Dados da pesquisa (2020).

Pelo software Protimiza Experimental Design® (2014), obteve-se uma
tabela com os coeficientes de regressao, erros padréo, os valores de t calculado
e de p-valor para as variaveis significativas (Tabela 7). Além disso, gerou-se a
ANOVA (Tabela 8), com nivel de significancia a = 5%, em que os efeitos
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quadraticos das variaveis temperatura (x12) e pH (x2?) e o efeito linear da variavel

temperatura (x1) apresentaram-se significativos (p-valor < 0,05).

Tabela 7 - Coeficientes de regressao, erros padrao, os valores de t calculado e
de p-valor na caracterizacdo da enzima imobilizada

Nome Coeficiente Erro Padréo t-calculado p-valor

Média 157,11 5,94 26,47 0,0000
X1 -9,11 3,64 -2,51 0,0406
X12 -27,62 4,33 -6,38 0,0004
X22 -32,46 4,33 -7,50 0,0001

Fonte: Dados da pesquisa (2020).

Tabela 8 - Anélise de variancia (ANOVA) na caracterizacdo da enzima

imobilizada

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado Fcalc _valor

Variacao Quadrados Liberdade Médio P
Regresséao 8633,6 3 2877,9 27,2 0,00031
Residuos 740,0 7 105,7 - -
Falta de Ajuste 729,3 5 145,9 27,3 0,03565
Erro Puro 10,7 2 5,3 - -
Total 9373,6 10 - - -

Fonte: Dados da pesquisa (2020).

Como Fcaic > Frabelado € R?= 92,11%, o modelo pdde ser considerado
estatisticamente significativo, ou seja, 0s valores experimentais se ajustam aos
valores preditos. Pelo planejamento experimental, obteve-se o seguinte modelo

matematico.

Y;=157,11-9,11 x; - 27,62 X,? - 32,46 X2?

Onde: Y1: atividade enzimatica (U/g); x1: temperatura (°C); xz2: pH

Apo6s a validacdo do modelo matematico, as superficies de resposta foram
geradas. A Figura 5 apresenta o grafico de superficie da atividade enzimatica em

funcdo da temperatura e pH.
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Figura 5 — Superficie de resposta para atividade hidrolitica da enzima

imobilizada.
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Fonte: Dados da pesquisa (2020).

No gréfico (Figura 5), pode ser observado uma regido 6tima entre 35 e 50
°C e pH 6,7 a 8,9. O ponto 6timo obtido foi de 41 °C e pH de 7,75, confirmado
em triplicata, com atividade hidrolitica média de 158,4 + 20 U/g, para o valor
predito pelo modelo de 157,57 + 6,02 U/g. Estes valores foram confirmados na
literatura, pois segundo Brigida (2010), lipases se apresentam ativas numa faixa
de pH 4 a 10, sendo em sua maioria entre 7 e 9, e temperatura de 20 a 50 °C,
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com valores 6timos entre 35 e 45 °C. Este resultado foi préximo pelo relatado
por Facchini et. al (2018) que obtiveram 40 °C como a temperatura 6tima para
atividade de duas lipases de Fusarium Verticillioides imobilizadas em suportes
hidrofébicos. Pashangeh e colaboradores (2017) relataram também uma
atividade catalitica maxima da lipase de Rhizopus oryzae imobilizada em

nanoparticulas magnéticas em pH 8,0 e temperatura a 40 °C.

5.3 ESTABILIDADE TERMICA

Ao aumentar a temperatura, a taxa reacional também €é aumentada,
assim, em baixas temperaturas as enzimas movimentam-se lentamente,
comprometendo a catdlise. Entretanto, a elevacédo da temperatura e o tempo de
exposi¢cdo podem comprometer a estrutura da enzima e promover o aumento da
taxa de desativacdo térmica, reduzindo a formacao de produto (ALTARUGIO,
2016; GOMES, 2006).

Para caracterizar a enzima imobilizada e livre quanto a estabilidade em
diferentes temperaturas foi proposto o teste de estabilidade térmica nas
temperaturas de 35 °C, 41 °C (temperatura definida como 6tima) e 45 °C
realizados de acordo com o item. Os perfis de inativacdo térmica sao

demonstrados nas Figura 6, 7 e 8.

Figura 6 — Perfil de desativacao térmica a 35°C da enzima livre e imobilizada.
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Fonte: Dados da pesquisa (2020).
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Perfil de desativacao térmica a 41 °C da enzima livre e imobilizada.
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Fonte: Dados da pesquisa (2020).

Figura 8 — Perfil de desativacdo térmica a 45 °C da enzima livre e imobilizada.
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Fonte: Dados da pesquisa (2020).

A partir dos resultados apresentados nas Figuras 6, 7 e 8 pbde-se

observar que a atividade relativa diminui com o aumento da temperatura,

indicando que temperaturas superiores a 45 °C aceleram a inativagdo da enzima.

As atividades relativas em 35 °C s&o, praticamente, constantes com o passar do

tempo, demonstrando estavel a temperaturas mais brandas. Ao final de 1h as

atividades relativas dos derivados se apresentaram 15,07%, 13,48% e 12,82%
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maiores na enzima imobilizada comparada a livre. Altarugio (2016) também
encontrou resultados semelhantes onde a lipase de Candida rugosa livre e
imobilizada por adsorcéo fisica sdo termicamente instaveis acima de 45 °C
durante o periodo de 1 hora. Bueno e colaboradores (2017?), ap0s tratamento
térmico por 1 hora, indicaram que todas as preparacdes de lipases testadas sao
termicamente instaveis acima de 40°C. Os resultados demonstram a estabilidade

térmica, nas temperaturas estudadas, conferida a enzima apos a imobilizac&o.
5.4 PARAMETROS CINETICOS E TERMODINAMICOS

Através da influéncia da temperatura na estabilidade da enzima estudada
no item anterior, foram calculados os parametros cinéticos e termodinamicos, de

acordo com o item 3.2.7. A Tabela 9 apresenta os resultados.

Tabela 9 — Parametros cinéticos e termodinamicos da enzima livre e imobilizada

Parametro Enzima 35°C 41°C 45°C
Kd (min?) Livre 0,0099 0,0105 0,0433
Imobilizada 0,0036 0,0054 0,0212
R? Livre 0,80 0,99 0,97
Imobilizada 0,90 0,84 0,97
tu2 (min) Livre 70,02 66,01 16,01
Imobilizada 192,54 128,36 32,70
FE 2,75 1,95 2,04
Ed (KJ/mol) Livre 110,63
Imobilizada 136,78
AH* (KJ/mol) Livre 108,07 108,02 107,99
Imobilizada 134,22 134,17 134,14
AG* (KJ/mol) Livre 97,87 99,67 97,22
Imobilizada 100,46 101,41 99,11
AS* (KJ/mol) Livre 0,03 0,03 0,03
Imobilizada 0,11 0,11 0,11

Fonte: Dados da pesquisa (2020).
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A estimativa dos parametros cinéticos e termodinamicos é de extrema
importancia em processos enzimaticos, auxiliando na compreensao do provavel
comportamento de desnaturacdo da enzima (OLIVEIRA, 2015).

De forma geral, os resultados mostram que o aumento da temperatura
acelera a desativacdo térmica da enzima em sua forma livre ou imobilizada, visto
gue a constante de desativacao térmica (Kd) é crescente. Entretanto, ha uma
diminuicao dos valores de Kd quando imobilizada, demonstrando que o processo
de imobilizacao conferiu estabilidade a enzima.

O tempo de meia-vida (t12) corresponde ao tempo necessario para reduzir
a metade a atividade enzimatica inicial (LEVENSPIEL, 2000). Com a
imobilizacdo, a lipase mostrou-se mais estavel, obtendo maiores valores. O que
€ também demonstrado pelo fator de estabilidade (FE), onde a enzima
imobilizada apresentou 2,75; 1,95 e 2,04 vezes mais estabilidade que quando na
forma livre, nas temperaturas avaliadas, 35 °C, 41 °C e 45 °C, respectivamente.
Faria (2019), também reportou valores do fator de estabilidade na faixa de 1,4 a
2,5 para a FTase imobilizada.

O aumento na energia de desativacdo (Ed) para enzima imobilizada
(136,78 KJ/mol) indica que a mesma requer uma maior energia para iniciar o
processo de inativacdo térmica, quando comparada a livre (110,63 KJ/mol),
evidenciando a melhoria na termoestabilidade da enzima. O valor de Ed
representa a barreira de energia a ser transposta para a inativacdo da enzima,
por tanto, quanto maior o valor, maior € a energia necessaria, indicando uma
melhor estabilidade (LEMES, 2015).

A entalpia (AH*), variacdo de calor, fornece o nimero de ligagbes néo
covalentes quebradas, e representa uma medida da barreira energética a ser
superada para que as moléculas comecem a reagir. Assim, entende-se que a
enzima imobilizada, a qual apresentou maiores valores de AH*, precisa de mais
energia para o alongamento, a compressao ou a quebra de ligacbes para atingir
a mudanca do estado nativo ao desnaturado (VARGAS, 2017).

A entropia (AS*) mede a desordem da estrutura enzimatica e esta
associada com a formacéo do estado de transicdo. Os valores positivos de AS*,
indicam que a desordem do sistema aumenta conforma a enzima se desnatura
(SOUZA et al., 2015). Segundo Ustok et al. (2010), valores de AS* proximos a

zero, demostram que a inativacao térmica nao incide em alteracdo relevante na
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estrutura terciaria da enzima, ou seja, a maioria das pontes de hidrogénio
responsaveis pela estrutura ativa do sitio catalitico da enzima ainda esta
presente no complexo ativado. Campello (2010) também relata valores de AS*
baixos (em torno de 0,5 e 0,29 para as enzimas livre e imobilizada,
respectivamente) e que nao houve uma variagao clara com a temperatura. Em
termos de estabilidade enzimatica ha uma relagao entre os valores de AH* e
AS*, em que, altos valores de AH* e baixos AS* mostram um aumento na
estabilidade da enzima (VARGAS, 2017).

A energia livre de Gibbs (AG*) expressa a espontaneidade da perda de
estabilidade da enzima, assim, valores menores evidenciam maior tendéncia a
desnaturacdo. Os valores maiores para a lipase imobilizada indicam que a
imobilizacdo conferiu maior estabilidade a enzima (GARCIA, 2018). Os valores
positivos de AG* mostraram que o processo de inativacao térmica da enzima é
termodinamicamente ndo espontaneo (VARGAS, 2017). A diminuicdo da AG*
nas temperaturas de 41 °C para 45 °C pode estar relacionada a diminuicdo da
disponibilidade de sitios reativos pela desnaturacdo e a mudanca na sua
conformacao inicial (CAMPELLO, 2010).

Por tanto, de acordo com o observado entende-se que a imobilizacdo da
lipase conferiu estabilidade térmica a enzima, tal como um aumento no tempo

de meia-vida.

5.5 REACOES EM TANQUE AGITADO EM BATELADA

Para a sintese dos triglicerideos avaliou-se a influéncia dos parametros da
reacao visando otimizar as condi¢des reacionais. Desse modo, foi realizado um
delineamento composto central rotacional (DCCR) para avaliar a influéncia da
razao molar do acido (r m), temperatura (T) (°C) e quantidade de biocatalisador
(Biocat) (m/m), massa de biocatalisador para massa de 6leo, em %. Realizou-se
um planejamento experimental 23 com 3 varidveis independentes, sendo 8
experimentos fatoriais, 6 experimentos axiais e 3 repeticdes do ponto central,
totalizando 17 experimentos. O grau de incorporagédo (Gl) do acido céprico a
molécula do triglicerideo, calculado pela Equacéo, foi obtido como resposta. A

Tabela 10 apresenta a matriz do planejamento experimental.
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Tabela 10 — Matriz do planejamento experimental dos parametros reacionais

Ensai Variaveis Codificadas  Variaveis Reais Resposta
154198 TRM T(°C) Biocat(%) RM T(°C) Biocat (%) Gl (%)
1 -1 -1 -1 4 35 10 55,38 +1,82
2 1 -1 -1 8 35 10 72,16 £3,47
3 -1 1 -1 4 55 10 49,85 +1,49
4 1 1 -1 8 55 10 73,15 +0,80
5 -1 -1 1 4 35 20 54,33 +4,26
6 1 -1 1 8 35 20 81,27 +2,06
7 -1 1 1 4 55 20 58,16 +1,73
8 1 1 1 8 55 20 84,68 +2,14
9 -1,68 0 0 2,63 45 15 42,62 +0,17
10 1,68 0 0 9,36 45 15 86,93 +2,25
11 0 -1,68 0 6 28,18 15 61,83 £2,15
12 0 1,68 0 6 61,81 15 66,07 +2,63
13 0 0 -1,68 6 45 6,59 59,94 0,94
14 0 0 1,68 6 45 23,40 72,10 +2,06
15 0 0 0 6 45 15 66,34 +0,91
16 0 0 0 6 45 15 64,41 £1,73
17 0 0 0 6 45 15 66,85 +2,63

Fonte: Dados da pesquisa (2020).

Através do software Protimiza Experimental Design® (2014) foram

geradas as tabelas com os coeficientes de regressao, erros padréao, os valores

de t calculado e de p-valor para as variaveis significativas (Tabela 11) e ANOVA

com nivel de significancia a = 5% (Tabela 12). Os efeitos lineares das variaveis

razdo molar (x1) e quantidade de biocatalisador (xs) foram altamente

significativos e também a combinacéo dessas, ao nivel de significancia de 5%

(p-valor< 0,05).

Tabela 11 - Coeficientes de regressao, erros padrado, os valores de t calculado

e de p-valor para os parametros reacionais

Nome Coeficiente Erro Padréo t-calculado p-valor

Média
X1
X3

X1. X3

X2 . X3

65,65
12,30
3,54
1,67
1,47

0,45
0,50
0,50
0,65
0,65

146,96
24,69
7,10
2,57
2,26

0,0000
0,0000
0,0000
0,0246
0,0433

Fonte: Dados da pesquisa (2020).
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Tabela 12 - Andlise de variancia (ANOVA) dos parametros reacionais

Fon_te de Soma dos Graus de Quadr_ado Fcalc p-valor
Variagéo Quadrados Liberdade Médio
Regresséao 2278,7 4 569.7 167,9 0,00000
Residuos 40,7 12 3,4 - -
Falta de Ajuste 37,4 10 3,7 2,2 0,34680
Erro Puro 3,3 2 1,7 - -
Total 23194 16 - - -

Fonte: Dados da pesquisa (2020).

Como Fcalc > Frabelado € R?= 98,24%, apesar da falta de ajuste apresentada,
o modelo pode ser considerado estatisticamente significativo, ou seja, os valores
experimentais se ajustam aos valores preditos. O modelo matematico gerado

pelo planejamento experimental é apresentado a seguir.

Y;=65,65+12,30x; +3,54 x5+ 1,67 X; X3+ 1,47 X5 X3

Onde: Ya: atividade enziméatica (U/g), x1: razdo molar, xz2: temperatura (°C), Xa:
biocatalisador (%).

A Figura 9 apresenta o grafico de superficie de resposta do grau de
incorporacgao (Gl) em funcdo da razao molar e biocatalisador.

A partir das reacg0Oes realizadas obteve-se grau de incorporacao (GIl) do C10
no 6leo de semente de uva entre 42,62 e 86,93%. Foi observado que o Gl era
crescente de acordo com o aumento da razao molar. Tal circunstancia pode estar
associada ao fato de que mais acido graxo foi ofertado no meio reacional. Além
disso, o planejamento de experimentos demonstrou a alta significancia da
variavel razdo molar, assim como a quantidade de biocatalisador.

Bassan (2017) obteve o 6leo com grau de incorporacgéo (Gl) na faixa de
34,40% a 54,36%, empregando 6leo de semente de uva e C10 catalisada pela
lipase comercial Lipozyme RM IM, onde a razdo molar também apresentou maior
influéncia. Costa et al. (2017) imobilizaram a lipase de ROL em Amberlite IRA96
para reacdo de Oleo de semente de uva e &cidos graxos de cadeia meédia e
obtiveram Gl de 52,4% * 6,6. Laschi (2020) também realizou a acidélise

enzimatica do Oleo de semente de uva, porém empregando a lipase de ROL



52

imobilizada covalentemente em pé de sabugo de milho, obtendo GI maximo de
55% + 0,3.
Figura 9 — Superficie de resposta para o grau de incorporacao (Gl).

Gl (Y, %)

24

22

20

18

16

14

[] biocat (Xs, %)

12

10

co

100

2 3 4 5 6 7 8 9 10
razdo molar (X1)

Fonte: Dados da pesquisa (2020).

Apbs os resultados constatados, realizou-se um ensaio empregando as
condi¢cbes reacionais que maximizariam o Gl, de acordo com o planejamento

experimental. O meio reacional era composto por 1:10 (6leo:acido) e 24% de
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biocatalizador, e a reagdo foi conduzida a 45 °C. O Gl médio da reacéo foi de
86,44% = 0,68. Um desvio padrao de 9,59% do valor esperado (100%). Para
essa reacao usou-se um novo lote de biocatalisador imobilizado, o qual forneceu
atividade hidrolitica menor que do utilizado nos experimentos do planejamento.
Houve diferenca de 95,07 U * 8,35 oferecidos nessa reagédo e esta condicao
pode ter influenciado no resultado obtido. Apesar de néo ter resultado em um

grau de incorporacdo maximo, o obtido € bastante expressivo.

5.6 DISTRIBUICAO DO TEMPO DE RESIDENCIA (DTR)

Em um reator ideal de escoamento uniforme ou descontinuo, todos os
atomos permanecem exatamente 0 mesmo tempo dentro dele. Esse periodo em
que os &tomos permanecem dentro do reator € chamado de tempo de residéncia.
Em todos os outros reatores 0os atomos da alimentacdo permanecem tempos
diferentes dentro do reator, isto €, ha uma distribuicdo do tempo de residéncia
(DTR) do material. Por tanto, a DTR em um reator € uma caracteristica da
mistura que ocorre em seu interior (FOGLER, 2002).

A Figura 10 mostra a curva de calibracao obtida para a solucdo do
corante lipossolavel, em diferentes concentracdes, empregado no teste de

tracador. A curva relaciona a absorbancia com a concentracao do corante.

Figura 10 — Curva de calibracédo do corante.
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A equacdo da reta € apresentada pela Equacao 22.

y =1,1475 .x (22)

R?=0,9839.

Onde: y: Absorbancia (nm), x: concentracéo de corante (mg/mL).

Apos a injecdo do corante na linha de alimentacéo do reator e coletadas
as amostras, as medidas de absorbancia foram determinadas no
espectrofotometro. Assim, as concentracdes de corante em cada tempo foram
calculadas pelo modelo matemético obtido pela curva de calibragdo do corante
(Equacdo 22). Para célculo da funcdo E(t), o denominador da Equacao foi
determinado por meio do software OriginPro 8®, da area sob a curva do gréafico
de concentracdo em funcao do tempo. A funcédo E(t) foi calculada para cada
tempo e com auxilio do software OriginPro 8® determinou-se a area sob o grafico
da distribuicdo do tempo de residéncia (Figura 11), obtendo o tempo médio de

residéncia através da Equacgéo 21.

Figura 11 — Distribuicdo do tempo de residéncia do reator de leito fixo

empacotado com p6 de sabugo de milho.
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O tempo médio de residéncia (tm) calculado foi de 67,46 minutos. Com o
volume Uutil do reator definido e a vazdo empregada, obteve-se o tempo espacial
(T) de 51,11 minutos.

E valido mencionar que o conceito de tempo espacial considera apenas o
volume ocupado pelo leito catalitico, ndo levando em consideragdo o volume
restante e conexdes do reator (SILVA, 2013). Com as consideragdes, o tempo

espacial recalculado (T *) € demonstrando pela equacéo 23:

T = Vtotal+Vc (23)

v

Sendo: Vtotal = volume total do reator (mL), Vc = volume das conexdes (mL),

v =vazao (mL/min).

O tempo espacial recalculado foi de 68 minutos. A similaridade entre os
tempos indica a inexisténcia de caminhos preferenciais ou zonas de estagnacao,
bem como um bom empacotamento do leito e boa hidrodindmica do reator
(FOGLER, 2002; SILVA, 2013).

5.7 REACOES EM LEITO FIXO EM RECICLO TOTAL

Uma vez avaliada a influéncia dos parametros reacionais com as reacdes
em tanque agitado, seguiu-se por avaliar os resultados para a sintese dos TAGs
guando em reator de leito fixo.

De acordo com o item 5.5, resultados mais expressivos quanto ao Gl sao
obtidos em reacdes com maior presenca de acido caprico (C10) no meio
reacional; porém, devido as dificuldades operacionais (solidificacdo) manteve-se
a proporcéao de 1:3 (0leo:acido). Sendo o biocatalisador um parametro também
influente e para efeito de comparacéo, foi realizada uma segunda reacao
diferenciada pela quantidade de U do biocatalisador imobilizado por grama de
meio reacional, em que foram ofertados 17,5 U/g de meio, o triplo de U, sendo
na primeira reagao fornecidos 5,6 U/g de meio. A Tabela 13 apresenta a media

dos resultados para os Gl obtidos e os respectivos desvios padrdes.



Tabela 13 — Gl obtido nas reagdes em leito fixo
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Tempo (horas)

Gl (%) 1° reacéo

Gl (%) 2° reacéo

1
2
4
8
24
48

72
96

7,11 +1,69
3,84 +0,79
9,58 £0,12
10,98 + 0,07
18,43 + 0,22
25,81 +£0,73
33,25 +1,05
37,72 +£0,28

22,85+6,14
20,54 +1,30
27,59 +1,29
43,55 + 4,04
47,27 £ 0,48
43,14 + 0,19
56,59 + 0,02
51,13+ 0,77

Fonte: Dados da pesquisa (2020).

Os valores médios dos Gl da 1° e 2° reacdo de acidolise sao

representados na Figura 12.

Figura 12 — GI médio da 1° e 2° reacdo em reator de leito fixo.
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Fonte: Dados da pesquisa (2020).

100

O GI é um importante indicativo da eficiéncia da reagdo, uma vez que

demonstra quanto do acido foi incorporado a molécula do 6leo. Como pode ser

observado, ja na primeira hora ha um aumento no Gl quando comparadas as
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duas reacdes. Assim, sendo necessario menos de 8 horas para alcancar o Gl
maximo obtido na primeira reacdo. Nessa o Gl aumentou linearmente,
apresentando indicios de que necessitaria de mais tempo de reacdo para
alcancar uma estabilizacdo. Enquanto que, na segunda reacdo houve um
aumento mais expressivo até o tempo de 8 horas, e apos h4 a tendéncia a um
estado estacionario. Consequentemente, indicando uma reducao do tempo de
reacao necessario para alcancar o estado estacionario, bem como um resultado
objetivado.

Laschi (2020) obteve GI maximo de 54,4% para a acidélise enzimatica do
0leo de semente de uva em reator de leito fixo, empregando a lipase de ROL
imobilizada covalentemente em p6 de sabugo de milho. Rodrigues e
colaboradores (2019) realizaram a acidoélise entre o 6leo de uva e o acido caprico
em reator de leito fixo catalisada pela lipase imobilizada Lipozyme RM IM e
apresentaram Gl médio de 36,6%.

As atividades hidroliticas do biocatalisador imobilizado foram
quantificadas antes e apds as reacdes de aciddlise. Na primeira reacdo a
atividade hidrolitica média da enzima imobilizada foi de 93,03 + 3,1037 U/g, e
apos 85,30 + 1,5170 U/g. Na segunda reacdo o biocatalisador apresentava
atividade hidrolitica média de 116,91 + 3,8197 U/g e apds, 96,66 = 4,2504 U/g.
Assim mantendo 91,7% e 82,7% da atividade hidrolitica, respectivamente,
evidenciando as vantagens da imobilizag&o.

Foi também avaliado o indice de peréxido (IP) do 6leo de semente de uva
antes e apos as reac¢des. O Oleo inicial tinha IP de 1,04 £ 0,4494 mEqg/Kg, e apos
96 horas de reacdo o produto da primeira aciddlise apresentou IP de 2,32 +
0,3846 mEQ/Kg, e na segunda 1,64 + 0,5403 mEqg/Kg. Estes resultados estéo
em conformidade com o permitido pela ANVISA para 6leos refinados e

prensados a frio, 10 mEqg/Kg, como o 6leo de semente de uva (ANVISA, 1999).
5.8 QUANTIFICACAO DOS MONO-, DI- E TRIGLICERIDEOS
Para quantificar os triglicerideos foi realizada a andlise descrita pelo item

4.2.17. Os resultados das amostras finais das reac¢des realizadas em reator de

leito fixo s&o expostos na Tabela 14.
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Tabela 14 — Quantificacdo de mono-, di- e triglicerideos presentes no 6leo de

semente de uva das acidolises em reator de leito fixo

Amostra Monoglicerideos (%) Diglicerideos (%) Triglicerideos (%)
1° reacéo 14,2 35,9 49,9
2° reacéo 4,8 53,8 41,4

Fonte: Dados da pesquisa (2020).

Tratando de uma lipase 1,3 especifica utilizada na reacédo de acidolise,
sabe-se que ha a modificagdo nas posi¢coes sn-1 e sn-3 do triglicerideo.
Observado um grau de incorporacdo na primeira reacdo de 37,72% = 0,28,
entende-se que houve menor incorporacdo do &cido cprico a molécula,
resultando na porcentagem de monoglicerideos apresentada. Dessa forma, com
0 aumento do grau de incorporagao na segunda reacéo, 51,13% + 0,77, é notado
a diminuicdo na formacdo de monoglicerideos, entretanto, um aumento dos
diglicerideos.

Os diglicerideos tém propriedades estabilizantes, emolientes e ligantes.
Sao utilizados, assim como o0s monoglicerideos, na industria alimenticia,
cosmética e farmacéutica. Além disso, em termos nutricionais, apresentam
caracteristicas semelhantes aos triglicerideos (FINCO, 2018).

O alto percentual de diglicerideos pode estar relacionado ao tempo de
reacao, o qual pode néo ter favorecido a formacao dos triglicerideos. Entretanto,

as duas reacdes tenderam a quantidades semelhantes de triglicerideos, 49,9%
e 41,4%.
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6 CONCLUSOES

Este trabalho teve como objetivo sintetizar triglicerideos dietéticos do tipo
MLM em reacdo de acidolise enziméatica utilizando 6leo de semente de uva e
acido céprico (C10). Para isso, foi proposto a imobilizacao por adsorc¢ao fisica da
lipase de Rhizopus oryzae em pé de sabugo de milho, além de avaliar as
melhores condicdes para 0 processo.

O melhor carregamento enzimatico para a imobilizacdo por adsorcao
fisica em p6 de sabugo de milho foi 30 mg/ml, tendo em vista os melhores
resultados para o rendimento de imobilizacdo (90,8% £ 0,5), atividade
recuperada (6,1% = 0,3) e atividade do imobilizado (251,6 U/g +10,3). Por tanto,
o potencial do residuo agroindustrial utilizado como suporte de imobilizagéo,
sabugo de milho, foi constatado, assim como o método de imobilizagéo.

Avaliando a atividade enzimatica da enzima imobilizada, determinou-se
através do planejamento experimental a temperatura e pH 6timos, 41 °C e 7,75,
respectivamente, resultando na atividade enzimatica média de 158,4 + 20 U/g.
Os efeitos linear e quadratico da variavel temperatura e o efeito quadratico da
variavel pH apresentaram-se significativos.

As atividades relativas do derivado imobilizado, foram 15,07%, 13,48% e
12,82% maiores comparada a livre, ao final de 1h, nas temperaturas de 35 °C,
41 °C e 45 °C, respectivamente. Na temperatura 6tima para atividade enzimatica
obtida pelo planejamento (41°C), o biocatalisador imobilizado manteve 70,19%
de sua atividade inicial, enquanto em sua forma livre, 56,71%. Logo, entende-se
que o processo de imobilizacao conferiu estabilidade térmica a enzima.

Quanto aos parametros cinéticos e termodindmicos da enzima livre e
imobilizada, os resultados mostram que o aumento da temperatura acelera a
desativacdo térmica da enzima. Entretanto, quando imobilizada os valores da
constante de desativacdo (Kd) sdo menores, sugerindo que a velocidade de
desativacdo da enzima diminuiu. Outro fato foi que o tempo de meia-vida (t12)
da enzima aumentou apos a imobilizacao para todas as temperaturas estudadas.
Com a imobilizagdo do biocatalisador houve o aumento da energia de
desativacdo (Ed), ou seja, maior é a energia necessaria para a inativagdo. Os
valores maiores para o imobilizado da energia livre de Gibbs (AG) e entalpia

(AH), indicam que a imobilizagéo conferiu estabilidade a enzima. Observou-se
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também que o aumento na temperatura nao foi relevante para entropia (AS), que
manteve os valores.

No planejamento experimental, utilizado para definir os melhores
parametros da sintese dos triglicerideos em reatores de tanque agitado
operando em modo batelada, o grau de incorporacao (GI) méximo foi de 86,94%
+ 2,25, nas condicdes de: razdo molar 1:9,36 (6leo:acido), a 45 °C e 15% de
biocatalisador. Os efeitos lineares das variaveis razdo molar (x1), temperatura
(x2) e quantidade de biocatalisador (x3) foram significativos e também as
combinagfes dessas, a p-valor < 0,05. Os resultados do planejamento
experimental sugerem que o Gl aumenta gradualmente de acordo com o
aumento de &cido e biocatalisador presente no meio reacional.

Para a distribuicdo do tempo de residéncia (DTR) em reator de leito fixo
operando em modo continuo, o tempo médio de residéncia (tm) calculado foi de
67,46 minutos e o tempo espacial (T) de 51,11 minutos. A diferenca entre os
tempos tedrico e experimental esta possivelmente relacionada a formacéo de
zonas de estagnacao.

A sintese realizada em reator de leito fixo apresentou maior grau de
incorporacdo final, de 51,13% + 0,77, quando ofertados maior quantidade de U
por grama de meio reacional, resultando em 41,4% de triglicerideos formados.

Dessa forma, em virtude do apresentado, a imobilizacado da lipase de
Rhizopus oryzae por adsorcéo fisica, utilizando de p6 de sabugo de milho como
suporte, mostra-se promissora para a obtencao de triglicerideos do tipo MLM da

sintese do 6leo de semente de uva e &cido caprico.
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