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RESUMO
O presente trabalho teve como objetivo a sintese enzimatica de lipideos estruturados, a partir
da acidolise de acido caprico (Cio) e 6leo de semente de uva, previamente caracterizado quanto
aos indices de peroxido e acidez, bem como perfil composicional em &cidos graxos. Optou-se
pela rota enzimatica, utilizando a lipase de Rhizopus oryzae (rROL) imobilizada
covalentemente em p6 de sabugo de milho. O p6 de sabugo de milho in natura, amostras de
todas as etapas de ativacdo do suporte, bem como o derivado imobilizado foram submetidos a
analises de FTIR, MEV e elementar por EDS, a fim de conhecer a estrutura do suporte.
Utilizaram-se planejamentos experimentais para avaliagdo da influéncia da temperatura e do
pH na atividade hidrolitica da enzima livre e imobilizada. Os biocatalisadores na forma livre e
imobilizada também foram caracterizados quanto a estabilidade térmica, verificando-se
aumento de cerca de 30 vezes a estabilidade térmica do biocatalisador imobilizado. As reacdes
de acidolise foram realizadas em reatores de tanque agitado e leito fixo. Os produtos foram
analisados quanto ao grau de incorporacédo (Gl) e indice de perdxido (IP). Para os reatores de
tanque agitado, as reacdes foram efetuadas por 24 horas, obtendo-se GI médio de 55 + 0,3%. A
reacdo em reator de leito fixo, com reciclo total, foi conduzida por 120 horas obtendo-se Gl
méaximo de 54,5% em 120 horas. Dessa forma, verificou-se que a enzima de Rhizopus oryzae
foi satisfatoriamente imobilizada em pd de sabugo de milho. Além disso, esta enzima
apresentou potencial para aplicacdo nas reacdes de acidolise, visando a obtencdo de

triglicerideos estruturados, uma vez que os graus de incorporacéo obtidos foram satisfatorios.

Palavras-chave: Imobilizacdo enzimatica. Triglicerideos estruturados. Leito fixo. Sabugo de

milho.



ABSTRACT
The present work aimed at the enzymatic synthesis of structured lipids, based on acidolysis of
capric acid (C10) and grape seed oil, previously characterized in terms of peroxide and acidity
indices, as well as compositional profile in fatty acids. The enzymatic route was chosen, using
Rhizopus oryzae lipase (rROL) immobilized covalently in corncob powder. The corn cob
powder in natura, samples from all stages of activation of the support, as well as the
immobilized derivative were subjected to FTIR, SEM and elemental analyzes by EDS, in order
to know the structure of the support. Experimental designs were used to evaluate the influence
of temperature and pH on the hydrolytic activity of the free and immobilized enzyme.
Biocatalysts in free and immobilized form were also characterized in terms of thermal stability,
with an increase of about 30 times the thermal stability of the immobilized biocatalyst. The
acidolysis reactions were carried out in agitated tank and fixed bed reactors. The products were
analyzed for the degree of incorporation (GI) and peroxide index (IP). For stirred tank reactors,
the reactions were carried out for 24 hours, with an average Gl of 55 + 0.3%. The reaction in a
fixed bed reactor, with total recycling, was carried out for 120 hours, obtaining a maximum Gl
0f 54.5% in 120 hours. Thus, it was found that the enzyme of Rhizopus oryzae was satisfactorily
immobilized in corn cob powder. In addition, this enzyme showed potential for application in
acidolysis reactions, aiming at obtaining structured triglycerides, since the degrees of

incorporation obtained were satisfactory.

Keywords: Enzymatic immobilization. Structured triglycerides. Fixed bed. Corn cob.
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1 INTRODUCAO

Os 0leos e gorduras sdo componentes fundamentais da dieta humana, pois além de
fornecerem energia, transportam e proveem &cidos graxos essenciais ao organismo. Por outro
lado, esses alimentos devem ser ingeridos de forma controlada devido aos elevados valores
energéticos. Sendo assim, visando atender uma crescente demanda da populacdo por habitos
alimentares mais saudaveis, 0s estudos para a producdo de éleos com caracteristicas como
menor valor calérico e &cidos graxos de interesse em sua cadeia, vem ganhando destaque
(MOREIRA et al., 2017; COSTA et al., 2017).

Nesse contexto, surgiram os lipideos estruturados, definidos como triglicerideos
(TAGs) modificados, quimica ou enzimaticamente, a fim de adquirirem propriedades fisico
quimicas, nutraceuticas e funcionais. Esses triglicerideos podem apresentar menores valores
caloricos quando comparados aos 0leos tradicionais. Além disso, sua ingestdo reduz as taxas
de colesterol e séo indicados para pacientes com insuficiéncia pancreética e outras deficiéncias
na absor¢édo de gorduras (ABED et al., 2018; COSTA et al., 2017).

Os triglicerideos estruturados podem ser sintetizados por reacdes de acidolise utilizando
lipases (EC 3.1.1.3). A rota enzimatica é especifica e seletiva, evitando assim a formacéo de
produtos indesejados e, consequentemente, facilitando a separacdo do produto de interesse.
Outra vantagem da utilizacdo de enzimas ao invés da rota quimica convencional é a reducao
dos gastos energéticos, uma vez gque as reacdes sdo conduzidas a temperaturas menores (ABED
et al., 2018; KIM, AKOH, 2015).

Em processos enzimaticos, as enzimas podem ser aplicadas em sua forma livre ou
imobilizadas (COSTA et al., 2017). O processo de imobilizacdo pode aumentar a estabilidade
da enzima, atividade e seletividade; porém, também podem ser observados efeitos de limitacédo
da transferéncia de massa e alteracGes negativas na estrutura conformacional das enzimas
podem ser observadas. Por essa razdo, a escolha do suporte e do método de imobilizacdo a
serem utilizados é de extrema importancia para a eficiéncia do biocatalisador (KIM, AKOH,
2015; ZHAO et al., 2019).

A imobilizacdo enzimética permite a aplicacdo de enzimas em processos industriais,
uma vez que viabiliza sua utilizagdo em reatores continuos ou a reutilizacdo em reatores
operando em modo batelada (COSTA et al., 2017). Nesse sentido, os reatores mais utilizados

para a sintese de lipideos estruturados sdo 0s reatores de tanque agitado (STR) operando em



13

batelada e os de leito fixo (PBR), operando com reciclo total e continuo. A escolha do biorreator
mais adequado para cada processo depende de varidveis como controle de temperatura,
agitacdo, contato entre enzima e substrato e reutilizacdo do catalisador (PINO et al., 2018; SEN,
NATH, BHATTACHARIJEE, 2016).

Os STR sdo amplamente utilizados em bioprocessos devido a sua simples configuracao,
possibilidade de reacdes em escala piloto e intenso contato entre enzima e substrato (PINO et
al., 2018; FOGLER, 2012). Por outro lado, o potencial de reutilizagcdo dos biocatalisadores em
PBR é maior que em STR, uma vez que a agitacdo desses reatores pode danificar a estrutura do
suporte (KIM, AKOH, 2015). Os reatores de leito fixo apresentam maior facilidade de
separacdo do biocatalisador, garantindo que o produto desejado seja livre de contaminantes.
Além disso, os reatores PBR apresentam maior conversdo por unidade de massa de catalisador
quando comparado a outros reatores cataliticos como reator de leito fluidizado (FOGLER,
2012).

Com base nas informacgdes anteriores e somada aos poucos trabalhos encontrados na
literatura sobre a producdo de triglicerideos estruturados em reatores de leito fixo, o objetivo
deste trabalho foi sintetizar triglicerideos estruturados, utilizando 6leo de semente de uva e
acido caprico. As reacdes foram conduzidas em reatores de tanque agitado e leito fixo e
catalisadas pela lipase de Rhizopus oryzae imobilizada covalentemente em pé de sabugo de

milho.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Este trabalho teve como objetivo estudar a imobilizagéo da lipase de Rhizopus oryzae
(rROL), utilizando p6 de sabugo de milho como suporte, bem como a aplicacdo do derivado
imobilizado para a sintese de lipideos estruturados por acidélise do 6leo de semente de uva e
acido caprico em reatores de tanque agitado e de leito fixo operando com reciclo total.

2.2 Objetivos especificos

e Caracterizar a enzima de rROL livre quanto a estabilidade térmica, bem como avaliar a
influéncia de pH e temperatura na sua atividade hidrolitica empregando-se
delineamento experimental;

e Caracterizar o po de sabugo de milho puro, bem como o derivado imobilizado por meio
de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e Espectroscopia no Infravermelho
(FTIR);

e Imobilizar a lipase de rROL em po de sabugo de milho e caracterizar o derivado quanto
a estabilidade térmica, bem como estudar a influéncia de pH e temperatura na sua
atividade hidrolitica empregando-se delineamento experimental;

e Sintese de lipideos estruturados por acidolise enzimatica em reator de tanque agitado
operando em batelada;

e Sintese de lipideos estruturados por acidolise enzimatica em reator de leito fixo
operando com reciclo total;

e Analisar o grau de incorporacdo e indice de perdéxido dos produtos obtidos nas reacdes

de acidélise;
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 OLEOS E GORDURAS

Lipidios sdo constituintes essenciais da dieta alimentar humana, principalmente devido
aos seus elevados valores energéticos e por serem uma excelente fonte de vitaminas
lipossoluveis e antioxidantes. Além disso, se destacam também por fornecer ao organismo 0s
acidos graxos essenciais, definidos como aqueles que o organismo humano ndo € capaz de
sintetizar por suas vias metabdlicas (COSTA et al., 2017; MANDARINO; ROESSING;
BENASSI, 2005; LYU et al., 2019).

Os bleos e gorduras séo substancias hidrofobicas, podendo ter origem animal ou vegetal.
Se diferenciam em funcdo de seus pontos de fusdo, uma vez que os 6leos séo liquidos a
temperatura entre 18 e 22°C, enquanto as gorduras, solidas (MANDARINO; ROESSING;
BENASSI, 2005). S&o constituidos majoritariamente por triglicerideos (TAGs), compostos por
4cidos graxos e glicerol (VILAS BOAS et al., 2018).

Os acidos graxos diferem entre si quanto ao nimero de hidrocarbonetos em sua cadeia,
bem como pela quantidade e posicdo de suas insaturacdes presentes. Desta forma, sdo
comumente classificados quanto ao comprimento de suas cadeias carbdnicas. Os denominados
de cadeia curta possuem até seis carbonos, os de cadeia média entre seis e doze e por fim, os de
cadeia longa possuem mais que doze carbonos. Estudos mostram a relagcdo positiva entre o
comprimento da cadeia de hidrocarbonetos, bem como sua posi¢ao no triglicerideo, e a saude
humana. (MOREIRA et al., 2017). Por este motivo, a sintese de lipideos com acidos graxos

especificos, em posicBes conhecidas do triglicerideo tem ganhado destaque no meio cientifico.

3.1.1 LIPIDIOS ESTRUTURADOS

A Vigitel, pesquisa realizada pelo Ministério da Salude, anualmente nas capitais do pais
e no Distrito Federal, apontou que em 2018, 55,7% da populacdo adulta apresentou excesso de
peso e 19,8% sdo obesos. A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) destaca a obesidade como
um dos maiores problemas de satde publica no mundo, atingindo criancas e adultos (VIGITEL,
2018). Nesse sentido, a demanda por alimentos mais saudaveis, que reduzam a obesidade e que
atendam a parcela da populagdo que necessita de dietas com baixos valores energéticos tem
crescido consideravelmente nos Gltimos anos.

Visando atender esta necessidade, surgiram os lipideos estruturados, definidos como

6leos modificados a fim de alterar o tipo ou a posicdo dos &cidos graxos no esqueleto do
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glicerol. Podem ser sintetizados com o intuito de modificar e/ou melhorar propriedades fisico-
quimicas ou texturais, bem como para adquirirem propriedades nutracéuticas (CHOI, HAN,
KIM, 2015; PANDE et al., 2013; WANG et al., 2012). Como exemplos de caracteristicas que
esses Oleos podem apresentar, pode-se citar 0s baixos valores caléricos quando comparados aos
tradicionais, além de serem favoraveis no controle do colesterol, uma vez que reduzem 0s
indices das lipoproteinas de baixa densidade (LDL) sem prejudicar os indices das lipoproteinas
de alta densidade (HDL) (ABED et al., 2018). Além disso, estes 6leos sdo indicados para
pessoas com deficiéncia na absorcéo de gorduras e insuficiéncia pancreéatica, sendo assim uma
area promissora de estudos (CABALLERO et al., 2014).

Estes 6leos modem ser modificados quimica ou enzimaticamente, sendo essa mais
vantajosa. Esse fato se justifica uma vez que reacdes por essa via sdo conduzidas em condicdes
amenas, além da facilidade de se recuperar o biocatalisador. Outro fator importante é
seletividade ou especificidade da enzima, o que minimiza ou extingue a formacdo de
subprodutos na reacgdo, evitando assim custos de purificacao e garantindo produtos mais seguros
(ABED et al., 2018; CHOI, HAN, KIM, 2015).

Estudos comprovam que as propriedades funcionais e nutricionais dos lipideos estdo
fortemente relacionadas aos seus acidos graxos e suas respectivas posicdes na cadeia do
triglicerideo (ABED et al., 2018; WANG et al., 2012). Nesse sentido, os lipideos de baixa
caloria podem apresentar trés possiveis configuragcdes: SLS, triglicerideos com &cidos graxos
de cadeia curta, S, nas posicdes sn-1 e sn-3, e cadeia longa, L, na posicdo sn-2; MLM, com
cadeias médias, M, nas posicoes sn-1 e sn-3, e de cadeia longa na posicao central e por ultimo,
MMM, com todos os acidos graxos de cadeia media (FERREIRA-DIAS et al., 2013).

Durante a digestao destes triglicerideos, a lipase pancreatica atua nas posicdes sn-1 e
sn-3, permitindo assim, que esses acidos graxos de cadeias menores e mais sollveis sejam
rapidamente absorvidos pelo intestino e metabolizados pelo figado. Este fato favorece a
absorcdo dos &cidos graxos de cadeia longa presentes na posicéo central do TAG (ANG, QUEK,
CHEN, 2018; WANG et al., 2012). Devido a este fato, esses TAG sd0 menos propensos a se
acumularem no organismo humano na forma de gordura (COSTA et al., 2017; ABED et al.,
2018).

A sintese enzimatica de lipideos estruturados € geralmente catalisada por lipases 1,3
especificas, empregadas com o intuito de incorporar acido caprilico (Cs) ou acido caprico (Cio)
nas posi¢des 1 e 3 de diversos 6leos vegetais (FERREIRA-DIAS et al., 2013). Neste trabalho,
foram sintetizados triglicerideos estruturados por via enzimatica, utilizando-se uma lipase 1,3

especifica para incorporacdo de &cido caprico em éleo de semente de uva.
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3.1.2 OLEO SEMENTE DE UVA

A demanda crescente por uma alimentacdo mais saudavel e balanceada tem incentivado
a producdo de lipideos estruturados a partir de 6leos de origem vegetal. Por esse motivo, estudos
buscam fontes alternativas desses 6leos, especialmente de frutas e suas sementes, em
substituicdo aos mais comumente utilizados como os 6leos de soja, canola, milho, girassol e
azeite de oliva (SHINAGAWA et al., 2017).

Neste contexto, o 6leo de semente de uva prensado a frio, utilizado na execucdo deste
trabalho é uma excelente escolha. Segundo dados da EMBRAPA, em 2018 o Brasil teve sua
producéo de uva na ordem de 1,5 milhGes de toneladas, sendo desse total cerca de 50% dedicado
a producéo de vinho e suco (EMBRAPA, 2018). Desse montante, a massa de semente de uva
representa cerca de 12%, valor expressivo de residuo que requer descarte adequado. Sendo
assim, utilizar o 6leo de semente de uva € uma oportunidade de agregar valor ao rejeito das
vinicolas, além de ser um oOleo ambientalmente sustentavel (SHINAGAWA et al., 2015;
SOUSA et al., 2014). A Tabela 1 compara o 0leo de semente de uva com demais 0leos

comerciais empregados na alimentacdo humana (GARAVAGLIA et al., 2016).

Tabela 1 - Composi¢do em acidos graxos essenciais (%) dos 0leos de coco, girassol, azeite de
oliva comparados ao 6leo de semente de uva.

Acido Oleo de Azeite Oleo de Oleo de
semente de : .
graxo de oliva girassol coco
uva
C18:0 3,5 2,3 2,8 2,7
C18:1 14,3 66,4 28,0 6,2
C18:2 74,7 16,4 62,2 1,6

Fonte: o autor.
Analisando-se os dados da Tabela 1, verifica-se que o 6leo de semente de uva é uma
promissora matéria prima para a producdo de triglicerideos estruturados, utilizando-se a rota

enzimatica.

3.2 ENZIMAS

Enzimas sdo proteinas com propriedades cataliticas, podendo ser de origem vegetal,
animal ou microbiana (RAMOS; MALCATA, 2017). Esses biocatalisadores possuem elevado

potencial de aplicacdo em diversas areas devido a sua seletividade, especificidade e atividade
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em condigcdes controladas de pH e temperatura (GALAN, 2011; COELHO; SALGADO;
RIBEIRO, 2008).

As reacOes enzimaticas apresentam diversas vantagens quando comparadas as rotas
organicas convencionais, como por exemplo, a geracdo de menos residuos, além da reducgdo de
gastos energéticos e com separacdo dos produtos formados. Todos esses fatores, somados a
crescente demanda por processos mais sustentaveis e ambientalmente favoraveis, resultaram no
crescimento expressivo na quantidade de estudos em biocatélise (SHELDON, PELT, VAN,
2013; SAID, S.; PIETRO, R., 2014).

A Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular (IUMBM), em 1971,
estabeleceu normas de nomenclatura e classificagdo das enzimas, conforme representado na
Tabela 2.

Tabela 2 - Classificagdo das enzimas de acordo com a Unido Internacional de Bioquimica e

Biologia Molecular em funcédo das reacdes que catalisam.

Classificacao

Enzimas

Reac0es que catalisam

Oxido-redutases

Transferases

Hidrolases

Liases

Isomerases

Ligases

Hidrogenases, oxidases,
peroxidases, hidroxilases,
oxigenases.
Aminotransferases,
acetiltransferases, cinases,
fosforilases,
frutosiltransferases.
Lipases, proteases,
amilases, pectinases.
Descarboxilases,
aldolases.

Glicose-isomerase.

Piruvato carboxilase.

Reac0es de oxidacao-
reducdo ou transferéncia
de elétrons.
Transferéncia de grupos
funcionais como amina,
fosfato, acil, carboxil entre
duas moléculas.
Reac0es de hidrolise de
ligacdo covalente.
Adicdo ou remocéo de um
grupo do substrato.
Reacdes de interconversdo
entre isdmeros oOticos ou
geométricos.
Reacdes de sintese entre

moléculas.

Fonte: adaptado de MONTEIRO; SILVA, 2009; SAID, S.; PIETRO, R., 2014.
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Devido a sua grande versatilidade, as lipases se destacam e sdo empregadas em diversos
processos industriais como na producdo de papel e celulose, téxtil, couro e, na sua maioria,
industria alimenticia (SOUZA VANDENBERGHE, et al., 2016).

3.2.1 LIPASES E RROL

Lipases (EC 3.1.1.3) sdo enzimas que catalisam a hidrolise de triacilglicerois em glicerol
e &cidos graxos livres. Atuam nas ligacOes ésteres das longas moléculas de triglicerideos,
liberando éacidos graxos e glicerol (MEHTA, BODH, GUPTA, 2017; RAMOS, MALCATA,
2017). As lipases atuam na interface Oleo-agua catalisando reacdes de transesterificacdo:
alcodlise, quando o substrato empregado é um alcool, interesterificacdo, na qual um
triacilglicerol esta presente no meio reacional e acidolise, na qual o substrato é um acido. Um
esquema genérico da reacdo de aciddlise esta representada na Figura 1 (RAMOS, MALCATA,
2017).

Figura 1 - Esquema genérico da reacdo de acidolise.
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Fonte: FERREIRA-DIAS et al. (2018).

As lipases podem ser classificadas quanto a sua especificidade, em trés grupos
(KAPOOR, GUPTA, 2012; LAl et al., 2019):

e Lipases ndo especificas: hidrolisam todos os acidos graxos de forma randémica,
independentemente das posi¢cdes que se encontram na estrutura do glicerol;

e Lipases 1,3 especificas: sdo a maioria das lipases conhecidas atualmente,
hidrolisam somente os acidos graxos disponiveis nas posicdes sn-1 e sn-3;

e Lipases de acidos graxos especificos: um seleto grupo de lipases hidrolisam
preferencialmente das duplas ligacdes entre os carbonos de nimero 9 e 10 das cadeias de acidos
graxos.

Esses biocatalisadores apresentam uma particularidade em sua estrutura chamada de lid,
uma espécie de “tampa” movel que pode estar em sua forma aberta ou fechada. Em meios

aquosos, o lid se encontra fechado, ou seja, o sitio ativo da lipase torna-se inacessivel, pois se
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encontra fechado. Sendo assim, as lipases precisam estar em meios ndo aquosos, a fim de que
seus lids se abram e sejam capazes de catalisar as reagdes (Figura 2) (ZHAO et al., 2019; ZORN
et al., 2016). Nesse sentido, lipases necessitam ser ativadas a fim de que seus sitios ativos
fiquem disponiveis para efetuar a catalise, sendo a imobilizagdo enziméatica uma das alternativas
para essa ativagdo. Porém, caso esse processo ndo seja realizado de maneira eficiente, ao invés
de abri-los o processo pode resultar em seu fechamento, tornando as enzimas inativas
(KAPOOR, GUPTA, 2012; LAI et al., 2019; RODRIGUES et al., 2019; ZHAO et al., 2019;
ZORN et al., 2016).

Figura 2 - Representacdo da lipase com os lids fechado (A) e aberto (B).

N B)

Fonte: Adaptado de RODRIGUES (2019).

O controle cada vez mais eficiente dos processos fermentativos garantiu que as lipases
de origem microbiana conquistassem seu espaco no mercado industrial. Este fato pode ser
justificado uma vez que 0s micro-organismos sdo independentes de intempéries sazonais e
geogréficas, seu tempo de producdo € menor quando comparado aos animais e vegetais, além
de modificacBes genéticas, responsaveis pelo aprimoramento das linhagens, o que favorece o
rendimento de producdo. Por outro lado, uma vez que um unico micro-organismo € capaz de
produzir diversas enzimas, faz-se necessaria uma etapa de purificacdo para separar 0s possiveis
contaminantes (SAID; PIETRO, 2010).

Um dos microorganismos mais utilizados para producéo de lipases é o Rhizopus oryzae
(rROL), amplamente encontrado em regides de climas tropical e sub-tropical. Podem ser
isolados de diversas fontes, como frutas, vegetais, sementes e no solo e possuem rapido
crescimento (LONDONO-HERNANDEZ et al., 2017; VILAS BOAS et al., 2018).

Sua utilizacdo vai muito além da producdo de enzimas, podendo também ser aplicado
na producdo de bebidas alcodlicas de acidos organicos, como o latico e o fumérico, entre outras

aplicagdes na industria alimenticia. Estes fatores tornam o ROL um microorganismo atrativo
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para a aplicacdo industrial e estudos em escala laboratorial, motivando assim sua utilizagéo
neste projeto. Para sua utilizagdo na producéo de lipideos estruturados em reatores enzimaticos,
faz-se necessaria sua separacdo do meio reacional, utilizando para isso, sua imobilizagdo em
suportes heterogéneos (LONDONO-HERNANDEZ et al., 2017).

3.3 IMOBILIZACAO ENZIMATICA

As enzimas, em suas condic@es fisioldgicas naturais, atuando sobre condi¢fes brandas
no organismo possuem elevadas seletividade e especificidade. Industrialmente sua aplicacdo na
forma livre torna-se inviavel uma vez que essas aplicagdes exigem que o biocatalisador atue
em condicOes distintas, como por exemplo elevadas temperaturas e pH (POPPE et al., 2015;
RODRIGUES et al., 2019). Este fato eleva os custos de producdo, pois uma vez que as enzimas
estdo homogeneizadas no meio, novas cargas enzimaticas sdo requeridas constantemente e a
purificacdo do produto, além de encarecer o processo, pode ndo ser eficiente. Esses fatores
também dificultam a realizacdo de processos continuos, inviabilizando ainda mais a aplicacéo
industrial desses processos (PINO et al., 2018; SEN, NATH, BHATTACHARJEE, 2016).

Uma alternativa a este empecilno € a imobilizacdo enzimatica, que consiste no
confinamento fisico da enzima em suporte especifico, como por exemplo, particulas
magnéticas, zeolitas, polimeros e residuos de outros processos (POPPE et al., 2015; ZHAO et
al., 2019). Essa técnica confere ao biocatalisador aumento de sua estabilidade térmica, ao pH,
possibilidade de aumento da atividade enzimatica. Além disso, na presenca do suporte a enzima
se torna insoluvel no meio reacional, viabilizando assim sua separacao e possivel reutilizacdo,
tornando o processo mais viavel no ponto de vista econémico (GARCIA-GALAN et al., 2011;
RODRIGUES et al., 2019).

Por outro lado, o processo de imobilizacdo enzimatica pode causar efeitos negativos
como limitacBes de transferéncia de massa e diminuicdo da atividade catalitica da enzima
(ADLERCREUTZ, 2013). O processo de imobilizacdo também pode causar distor¢es na
estrutura da enzima, como por exemplo em seu sitio ativo, tornando-a inativa (BARBOSA et
al., 2014; RODRIGUES et al., 2013). Por estes motivos, a escolha adequada do método de
imobilizacdo e do suporte sdo de extrema importancia para a bom desempenho do catalisador
imobilizado. Os métodos mais utilizados atualmente para imobilizacdo enzimatica, ilustrados
na Figura 3, sdo adsorcdo fisica, ligagdes covalentes (uni ou multipontual), confinamentos em

capsulas ou membranas e cross-link (POPPE et al., 2015).



22

Figura 3 - Esquema dos métodos de imobilizagdo mais utilizados.
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Fonte: Adaptado de POPPE (2015).

A ligacdo covalente também pode ser realizada de forma multi pontual, fornecendo
maior estabilidade ao derivado imobilizado. Para isso, 0 suporte deve possuir grupamentos
amino disponiveis para se ligar de forma bastante préxima a enzima, conferindo maior rigidez
ao derivado imobilizado (POPPE et al., 2015; RODRIGUES et al., 2019).

Por se tratar de uma ligacdo irreversivel, esse método permite alta estabilidade entre
enzima e suporte, evitando efeitos de dessorcao e possivel reducdo da carga enzimatica durante
0 processo (POPPE et al., 2015). A ligacdo covalente confere maior estabilidade ao
biocatalisador, além de aumentar seu tempo de meia-vida. Uma das desvantagens dessa técnica
é a possibilidade de alteracBes estruturais na enzima, causando a perda de sua atividade
catalitica (GARMROODI et al., 2016).

A técnica utilizada neste trabalho, consistiu na ligacdo do tipo covalente entre a enzima
e grupos funcionais presentes no suporte. Caso 0 suporte ndo possua esses grupamentos
funcionais disponiveis, etapas de ativacdo com reagentes, como glicidol e glutaraldeido, séo
necessarias antes de utiliza-lo para imobilizacdo (RODRIGUEs et al., 2013). Por esse motivo,

a escolha do suporte de imobilizacdo adequado para cada aplicacdo é de extrema importancia.

3.4 SUPORTES PARA IMOBILIZACAO

A escolha de um suporte adequado para a imobilizagdo enzimatica € uma variavel critica
a ser considerada, uma vez que influencia fortemente no sucesso da imobilizagdo, bem como

na atuacdo do biocatalisador. Na etapa de selecdo, caracteristicas quimicas e fisicas, area
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superficial, diametro de particula, porosidade, densidade, toxidade, custo, possibilidade de
regeneracdo devem ser avaliados. Suportes porosos apresentam vantagens, pois possuem
elevada area superficial e ndo apresentam limitagdes difusionais (RODRIGUES et al., 2019;
SHELDON, PELT, VAN, 2013). Deve-se também considerar em qual configuracdo de reator
0 biocatalisador sera aplicado a fim de selecionar as caracteristicas fisicas relevantes. Além
disso, a escolha do método de imobilizacdo a ser utilizado estd fortemente relacionada as
propriedades fisico-quimicas do suporte (COSTA SILVA et al., 2015; POPPE et al., 2015).

Nesse sentido, a busca por suportes alternativos aos comerciais tem incentivado estudos
utilizando residuos agroindustriais como bagaco da cana, palha de arroz, casca de coco e p6 de
sabugo de milho (SOUSA et al., 2014). Esses suportes sdo uma alternativa promissora devido
a expressiva agricultura no Brasil e seus consequentes residuos, os quais, requerem descarte
apropriado. Além disso, sua utilizacdo reduz os custos, viabilizando assim o processo de
imobilizacdo enzimatica, uma vez que suportes comerciais possuem elevado valor agregado
(COSTA SILVA et al., 2015).

3.4.1 PO DE SABUGO DE MILHO

Segundo dados da CONAB, Companhia Nacional de Abastecimento, a previsao de
producéo de milho no Brasil na safra 2018/2019 é de 95 milhdes de toneladas, sendo a segunda
cultura mais plantada no pais, perdendo apenas para a soja (CONAB, 2019; IPEA, 2012). Desse
montante, a literatura descreve que cerca de 20% da massa seca de milho é composta de sabugo,
resultando assim em um volume elevado desse residuo todos os anos (BASSAN et al., 2016).
Geralmente, essa matéria prima é subaproveitada na suplementacéo de ragdes animal, biomassa
para geracao de energia e alimentacdo de ruminantes (COSTA SILVA et al., 2015).

A parede celular do sabugo de milho é composta majoritariamente por 32% de celulose,

35% de hemicelulose, 20% de lignina, como representado na Figura 4 (SILVA et al., 2016).
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Figura 4 - Representacao da parede celular do p6 de sabugo de milho.
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Fonte: CRUZ (2017).

Por esse motivo, os residuos liganocelulosicos, como o pé de sabugo de milho,
apresentam elevado potencial para imobilizacdo enzimatica covalentemente gracas aos grupos
OH- disponiveis nas moléculas de celulose e hemicelulose, justificando assim o suporte

selecionado neste trabalho para a producéo de lipideos estruturados em reatores enzimaticos.

3.5 REATORES ENZIMATICOS

As reacOes de aciddlise enzimatica encontradas na literatura sdo, em sua maioria,
realizadas em reatores de tanque agitado (STR). Ha alguns estudos em reatores de leito fixo
(PBR), porém essa configuracdo ainda é pouco explorada (PINO et al., 2018).

Além da escolha da configuracdo ideal de reator a ser utilizada, faz-se necessario decidir
como sera feita a alimentacdo do substrato no meio reacional. A primeira opcao é alimentacao
descontinua ou batelada, a qual se caracteriza como um sistema fechado, ou seja, o substrato e
0 biocatalisador sdo carregados no inicio da reacdo e o volume se mantém constante durante
todo o processo. E uma das configuracdes que apresenta maiores conversdes, devido ao longo
tempo de contato entre a enzima e o substrato; em contrapartida, podem haver diferencas nos
produtos entre bateladas distintas, como por diferengas fisicas, composicionais (PINO et al.,
2018; FOGLER, 2012; LEVENSPIEL, 2006).
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Outro modo de operacdo possivel de ser utilizado é o semi-continuo ou batelada
alimentada. Nesse caso, alimentacGes intermitentes sdo realizadas durante a reacdo quimica,
porém normalmente ndo ha saida de produtos. Estudos reportam vantagens na utilizacdo dessa
configuracdo em processos enzimaticos que apresentam inibicéo pelo substrato maximizando
assim o rendimento da reacdo (PINO et al., 2018; FOGLER, 2012; LEVENSPIEL, 2006).

Por fim, h4 também a opera¢do em modo continuo, na qual o substrato € continuamente
alimentado no reator e os produtos continuamente removidos, ambos na mesma vazéo, de forma
a manter o volume reacional constante. Estudos verificaram que esta configuracdo é
recomendada nos casos de inibi¢do por produto, pois 0 produto é convertido e logo removido,
reduzindo assim sua concentracdo no meio reacional (PINO et al., 2018; FOGLER, 2012;
LEVENSPIEL, 2006).

3.5.1 REATORES DE TANQUE AGITADO (STR)

Os reatores de tanque agitado (STR), Figura 5, sdo utilizados principalmente para
reacOes em fase liquida e contam com uma forga motriz externa responsavel pela agitacdo. Em
escala industrial, pode ser um grande impelidor e em escala laboratorial um agitador magnético.
O STR € considerado perfeitamente misturado, ou seja, temperatura, concentracdo e velocidade
de reagdo sdo idénticas em todos 0s pontos do reator, na saida ou em seu interior (PINO et al.,
2018; FOGLER, 2012). Reacbes enzimaticas que requerem controle rigoroso do pH sao
indicadas nessa configuracdo de reator, devido a facilidade de adicdo de solugdes tampéo
(MARIA, CRISAN, 2011). Por outro lado, a intensa agitacdo pode promover o cisalhamento
do suporte utilizado para a imobilizacdo enziméatica (VILAS BOAS et al., 2018).

Figura 5 - Representacdo de um reator enzimatico de tanque agitado.

Fonte: Adaptado de POPPE (2015).
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A fim de garantir o controle da temperatura do meio reacional, esses reatores podem ser
equipados com jaquetas e camisas externas ou mesmo uma serpentina interna. Devido a sua
intensa agitacdo, esses reatores podem conter chicanas, para evitar a formacdo de vortex,
fenbmeno este responsavel por prejuizos no contato entre enzima substrato, devido a agitacdo
deficiente (PINO et al., 2018; FOGLER, 2012).

3.5.2 REATORES DE LEITO FIXO (PBR)

Os reatores de leito fixo (PBR) (Figura 6), também chamados de reatores de recheio,
geralmente apresentam configuracdo tubular e sdo considerados heterogéneos (FOGLER,
2012). S&o recheados de particulas de catalisador, fixas em seu interior enquanto o substrato
flui pelo meio catalitico de modo ascendente ou descendente (TRAN, CHEN, CHANG, 2016).
Podem ser utilizados tanto para rea¢des em fase liquida, quanto em fase gasosa. Apesar de nao
haver agitacdo como ocorre nos STR, o substrato percorre todo o reator, permitindo assim o
contato com o biocatalisador (FOGLER, 2012; VILAS BOAS et al., 2018).

Figura 6 - Representacdo de um reator de leito fixo recheado com biocatalisador.
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Fonte: Adaptado de POPPE (2015).

pontos mortos, resultando em partes do leito catalitico sem contato eficiente com o substrato.
Além disso, € comum a formacéo de pontos quentes nessa configuracdo de reator e por isso em
reaces enzimaticas a temperatura deve ser severamente controlada a fim de evitar a
desnaturacdo dos biocatalisadores e garantir que estejam nas suas condi¢des 6timas de atuacéo
(FOGLER, 2012; GRUBECKI, 2018).

Como vantagens, o PBR quando aplicado em reagdes envolvendo biocatalisadores

imobilizados, permite a facil separacdo do produto do meio reacional, elevando a pureza do
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produto de interesse e evitando perda de enzima; permite maior facilidade na reutilizagcéo do
catalisador em reacGes de reciclo, reduzindo os custos do processo, além de boa estabilidade
operacional da enzima (GANGULY, NANDI, 2015; GRUBECKI, 2018). Finalmente,
caracteriza-se como um reator de baixas forcas de friccdo quando comparado ao de tanque
agitado, proporcionando assim menores riscos de cisalhnamento do suporte (AL-QODAH et al.,
2017; MARIA, CRISAN, 2011; RODRIGUES et al., 2013). Além disso, essa configuracdo
apresenta a mais alta conversdo por unidade de massa entre 0s reatores cataliticos existentes
(FOGLER, 2012).
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4 MATERIAIS E METODOS

A Tabela 3 apresenta os equipamentos utilizados para o desenvolvimento dos

experimentos descritos.

Tabela 3 - Equipamentos utilizados no desenvolvimento deste trabalho.

Tipo de analise

e/ou Equipamento Modelo/ fabricante
ensaio
Medidas de pH pHmetro Modelo TEC 2

(TECNAL, Piracicaba, SP, Brasil)
Balanga determinadora de Modelo MOC-63U (Shimadzu do Brasil
umidade Comércio Ltda, Barueri/SP, Brasil)

Teor de umidade

Separacéo Modelo Biichi R-124 (Marshall Scientific,
compostos Rotaevaporador Hampton, EUA)
Agitacio Agitador magnético Kasvi, Modelo K40-1810H (FISATON

Equipamentos Cientificos Ltda.)
Modelo CG-2014

Cromatografo a gas (Shimadzu do Brasil Comércio Ltda,
Barueri/SP, Brasil)

Modelo ALPHA (BRUKER, Alemanha)
Modelo SL-64 (SOLAB Piracicaba/SP,

Composigdo em
TAGs

Espectroscopia no

Espectroscopia Infravermelho (FTIR)

Bomba Bomba peristéltica Brasil)
A . Agitador magneético com  Kasvi, Modelo K40-1810H (Julabo
quecimento - .
agitacao Labortechnik, Germany)

Analises
colorimétricas
Fonte: o autor.

GENESYS™ 10S UV-Vis (Thermo Fisher

Espectrofotometro Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA)

Os experimentos do presente trabalho foram efetuados utilizando lipase de Rhizopus
oryzae, de grau alimenticio, gentilmente cedida pela Prozyn, Sdo Paulo-SP. Como suporte para
imobilizacdo, foi utilizado o pd de sabugo de milho, descarte adquirido da empresa Sagran
Industria e Comércio de Ingredientes Rac6es Ltda, Andira-PR. Além disso, 0s reagentes 6leo
de semente de uva (Distriol, Sdo Paulo), acido caprico - C10 (Sigma Aldrich, Alemanha), azeite
de oliva comercial, alcool comercial, acetona, hexano, glicidol (Sigma Aldrich, Alemanha),
borohidreto de sodio (Sigma Aldrich, Alemanha), periodato de sdédio (Sigma Aldrich,
Alemanha), etilenodiamina (Sigma Aldrich, Alemanha) e glutaraldeido (Sigma Aldrich,
Alemanha), foram utilizados nas reac@es e analise dos produtos. Os demais reagentes foram de

grau analitico.
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4.1 SINTESE DO BIOCATALISADOR

A metodologia de ativacdo do suporte utilizado neste trabalho foi adaptada do trabalho
de Bassan e seus colaboradores (2016).

O pd de sabugo de milho foi previamente tamizado, sendo selecionada a granulometria
entre 30 e 40 mesh. Posteriormente, seguiram as etapas de ativacdo do suporte, descritas na
Figura 7.

Figura 7 - Fluxograma representativo das etapas de ativacdo do p6 de sabugo de milho para
utilizacdo como suporte de imobilizagdo da lipase, bem como os grupamentos
quimicos inseridos em cada etapa.
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Fonte: o autor.

Para cada grama de suporte, adicionaram-se 10 mL de alcool 70% em um erlenmeyer e
mantido em autoclave digital (120°C, 20 minutos) para expansao do material liganocelulésico
presente no material e aumento da superficie de contato.

Pesou-se 0,1 grama de pd de sabugo de milho e sua umidade foi determinada com o
auxilio de uma balanca de umidade a fim de calcular a massa da amostra em base seca. Dessa
forma, para cada grama de amostra em base seca, adicionaram-se 10 mL de solucdo de NaOH
(2 mol/L) e manteve-se sob agitacdo (140 rpm, 24 horas) a fim de romper e remover a lignina
presente no suporte. Em seguida, a mistura foi filtrada a vacuo, lavada abundantemente com
agua destilada até que o filtrado se tornasse incolor e com pH 7, aferido com o auxilio de uma
fita de pH.
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O suporte foi mantido em estufa (40°C, 24 horas) e a massa em base seca recalculada
com o auxilio da balangca de umidade. Para a funcionalizacdo com glicidol, para cada grama
seca de suporte adicionaram-se 5,8 mL de &gua destilada, 9,52 mL de NaOH (1,7 M) e 0,068 g
de borohidreto de sodio. O suporte foi homogeneizado com os reagentes descritos e em seguida
submetido ao banho de gelo para adi¢do gota a gota de 1,7 mL de glicidol. Apds este processo,
0 meio permaneceu sob agitacdo (140 rpm, 24h) a temperatura ambiente.

Em seguida, o suporte ativado com glicidol foi oxidado com periodato de so6dio para
obtencdo dos grupamentos glioxil. Para cada grama seca de sabugo-glicidol adicionaram-se 8
mL de periodato de sddio (0,1 M) e 32 mL de &gua destilada. O processo de oxidacdo foi
conduzido a temperatura ambiente e sem iluminacdo, sob agitacdo com auxilio de agitador
mecénico (2 horas, 140 rpm).

O suporte foi lavado abundantemente com agua destilada e filtrado a vacuo para que 0s
grupamentos amino fossem adicionados. Para cada grama de sabugo-glioxil adicionaram-se
22,84 mL de etilenodiamina (2 mol/L, pH 10) e manteve-se sob agitacdo a temperatura
ambiente (140 rpm, 2 horas). Em seguida, adicionaram-se 5,72 mg de borohidreto de sodio e
manteve-se sob agitacdo por 15 horas. O pé sabugo-amino foi entdo lavado abundantemente
com agua destilada e tampéo acetato (pH 4, 0,1 mol/L).

Por fim, o sabugo-amino foi ativado com glutaraldeido 2,5%. Para cada grama de
suporte funcionalizado adicionaram-se 11,16 mL de gluraraldeido 2,5% (v/v) preparado em
tampao fosfato (pH 7, 0,2 mol/L). Suporte e glutaraldeido foram mantidos sob agitacdo a
temperatura ambiente (140 rpm, 15 horas). Apds a ativacdo, o sabugo-glutaraldeido foi
abundantemente lavado com agua destilada e tampéo fosfato (pH 7, 0,025 mol/L) e reservado
para ser utilizado como suporte para imobilizacdo enzimatica.

Para cada grama seca de suporte ativado com glutaraldeido, adicionaram-se 20 mL de
solucdo de lipase 25 mg/mL em tampéo fosfato (pH 7, 0,1 mol/L). O processo de imobilizacéo
foi mantido sob agitacdo mecanica a temperatura ambiente (140 rpm, 24 horas). O rendimento
de imobilizacdo foi quantificado pela atividade hidrolitica do sobrenadante antes e depois da
imobilizacdo pelo método descrito no item 4.2.1.

O rendimento de imobilizacdo (Eg. 1) do derivado imobilizado covalentemente (Y) foi
realizado a partir da determinacdo das atividades hidroliticas (Item 4.2.1), conforme descrito
por COSTA et al. (2018).

- () »



31

Sendo: A, = atividade hidrolitica (U.g™) da solugdo enzimatica inicial, sem adigdo do suporte
utilizada como controle e A (U.g?) = atividade hidrolitica do sobrenadante do derivado

imobilizado, ap6s o processo de imobilizagdo.

4.2 CARACTERIZACAO DAS ENZIMAS LIVRE E IMOBILIZADA EM PO DE SABUGO
DE MILHO

O p6 de sabugo de milho in natura bem como o derivado imobilizado foram
caracterizados utilizando-se Espectroscopia por Infravermelho (FTIR). Para isto, recobriu-se a
superficie de leitura do equipamento, composta por diamante, com a amostra a ser analisada.
Fez-se a leitura e os dados foram analisados com o auxilio do software Origin Pro 8®.

Amostras obtidas apos cada uma das etapas de ativacdo, bem como o sabugo in natura
e 0 derivado imobilizado foram caracterizados utilizando a Microscopia Eletrénica de
Varredura (MEV) com EDS acoplado. Para execucdo desta analise, as amostras foram

previamente recobertas com ouro, utilizando-se uma camara de vacuo.

4.2.1 DETERMINACAO DE ATIVIDADE HIDROLITICA

A atividade hidrolitica foi determinada pelo método de retrotitulacdo, empregando-se
emulsdo de azeite de oliva, preparada com 50% (m/m) de azeite, 50% (m/m) de agua destilada
e 7% (m/m) em relacdo a massa de agua de goma arabica (PAULA, 2012). A reacdo ocorreu
em banho-maria com agitacdo (37°C, 5 minutos) adicionando-se 2 mL da emulsdo de azeite,
2,5 mL de tampao fosfato (pH 7, 0,1 mol/L), 1 mL de solucéo de lipase livre (0,5 mg/mL) ou
0,25 g de derivado imobilizado. A reacdo foi interrompida adicionando-se 10 mL de solucéo de
etanol, acetona e agua, na proporcdo 1:1:1 (v/v/v). Em seguida, adicionaram-se 3 gotas de
fenolftaleina, KOH (0,05 mol/L) suficiente para que a solugdo se tornasse rosa e realizou-se a
retrotitulacdo com HCI (0,05 M). O branco para essa analise consistiu na adicdo de todos os
reagentes, exceto a enzima. A atividade hidrolitica (A) foi determinada de acordo com a

Equacéo 2:

A — (Vbranco_Vamostra )[HCI] 103 (2)
tempo Mgy,
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Na qual: A (U.g™) atividade hidrolitica; Viranco = volume de HCI utilizado no branco da reagéo
(mL), Vamostra = volume de HCI utilizado na amostra contendo enzima (mL), [HCI] =
concentracdo de HCI padronizado (mol/L), tempo = tempo de reagdo (min), Menz = massa de

enzima adicionada ou de derivado imobilizado (g).

4.2.2 INFLUENCIA DO PH E DA TEMPERATURA NA ATIVIDADE HIDROLITICA DA
LIPASE DE RHIZOPUS ORYZAE
Para avaliar a influéncia do pH e da temperatura da lipase de Rhizopus oryzae livre, bem
como imobilizada em p6 de sabugo de milho, utilizaram-se planejamentos experimentais. Para
a enzima livre, utilizou-se a metodologia do Delineamento Composto Central Rotacional
(DCCR), sendo um planejamento fatorial 23 com 4 pontos centrais, totalizando 12 ensaios. A
Tabela 4 exibe os valores das variaveis codificadas e reais para a enzima na forma livre.

Tabela 4 - Matriz do delineamento experimental da enzima de Rhizopus oryzae na forma livre
para avaliacdo da influéncia do pH e temperatura na atividade hidrolitica.

Variaveis Codificadas Variaveis Reais

Ensaios
pH T(°C) pH T(°C)
1 -1 -1 6,0 35
2 1 -1 9,0 35
3 -1 1 6,0 45
4 1 1 9,0 45
5 -1,41 0 5,4 40
6 1,41 0 9,6 40
7 0 -1,41 7.5 33
8 0 1,41 7.5 47
9 0 0 7.5 40
10 0 0 7.5 40
11 0 0 7.5 40
12 0 0 7.5 40

Fonte: o autor.

Ja para a enzima imobilizada em p6 de sabugo de milho, utilizou-se a metodologia do
Delineamento do Composto Central (DCC). Este estudo consistiu em 7 experimentos, sendo 3
repeticdes do ponto central. A Tabela 5 valores das variaveis codificadas e reais para a enzima

imobilizada em p6 de sabugo de milho.
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Tabela 5 - Matriz do delineamento experimental da enzima de Rhizopus oryzae imobilizada
em p6 de sabugo de milho para avaliacéo da influéncia do pH e temperatura na

atividade hidrolitica.

.| Variaveis Codificadas Variaveis Reais
Ensaios
pH T(°C) pH T(°C)
1 -1 -1 6,0 35
2 1 -1 9,0 35
3 -1 1 6,0 45
4 1 1 9,0 45
5 0 0 7,5 40
6 0 0 7,5 40
7 0 0 7,5 40

Fonte: o autor.
Ambos os planejamentos foram realizados de maneira aleatoria, e as influéncias do pH

e da temperatura na atividade enzimatica foram determinadas pela reacdo de hidrolise do azeite
de oliva de acordo com a metodologia descrita no item 4.2.1. As analises estatisticas dos
resultados foram realizadas com o auxilio do programa computacional Protimiza Experimental
Design® (2014).

4.2.3 ENSAIOS DE ESTABILIDADE TERMICA

A estabilidade térmica da enzima de Rhizopus oryzae na forma livre e imobilizada em
po de sabugo de milho foram determinadas por incubacdo em banho termostatico sem agitacéo
durante Oh, 1h, 3h, 6h, 9h e 24h na temperatura da reacdo de aciddlise (45 °C). Apos cada
periodo de incubacdo, quantificou-se a atividade hidrolitica residual de acordo como item 4.2.1.

A atividade relativa (%) foi calculada de acordo com a Eq. 3:

AR(%) = 200 ©

0
Na qual, AR é a atividade relativa no tempo t (U.g2); Un. é a atividade obtida no tempo t (U.g"

1 e U, é a atividade obtida no tempo zero (U.g™2).
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424 DETERMINAQAO DA CONSTANTE DE DESATIVAQAO (Kp) E DO TEMPO DE
MEIA VIDA (T12)
A determinacédo da constante de desativacao (kq) e do tempo de meia vida (t12) da lipase
de Rhizopus oryzae nas formas livre e imobilizada em pé de sabugo de milho, foram efetuadas

empregando-se as Egs. 4 e 5:

In == K+t (4)

Na qual: Ao a atividade enzimatica inicial (U.g™); A a atividade residual apds o periodo de

incubacéo (U.g™b).

t) /p 0693 (5)

1/2=
2=k,

Na qual: Kq = constante de desativagéo (h~1) e t,,, = tempo de meia vida (h).

4.3 DETERMINACAO DO TEMPO DE RESIDENCIA DO REATOR DE LEITO FIXO

Fez-se necessaria a construcdo de uma calibracdo para a mistura (6leo e corante)
lipossoluvel de Corante rosa MIX®. Foram preparadas solu¢cdes com concentragdes distintas,
e as leituras de suas respectivas absorbancias foram realizadas em triplicata com auxilio de
espectrofotbmetro, no comprimento de 545 nm. As concentra¢des, em mg/mL, bem como seus
respectivos valores médios de absorbancia estao relacionadas na Tabela 5 (Apéndice A). Com
0 auxilio do programa Origin Pro 8®, construiu-se um grafico (Figura 34, Apéndice A) da
concentracdo de tracador em fungdo do tempo, obtendo-se a curva de calibracdo do corante

partir de regressdo linear (EqQ. 6).

y = 1,0099x (6)

na qual X representa a absorbancia (A) e y a concentragdo do tragador (mg.mL™).

4.3.1 TESTE DE TRACADOR

A determinacgdo do tempo de residéncia do reator foi realizada a partir da determinacao
da disperséo axial, conforme descrita por Zanin (2004). O desvio do comportamento ideal do

escoamento do fluido no reator foi determinado através da curva de distribuicdo de
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concentracdo no fluxo de saida, usando-se teste de tragador tipo pulso. O tragador utilizado foi
uma solucdo de corante lipossoluvel (corante rosa, grau alimenticio da marca MIX®, S&o
Bernardo do Campo, Brasil) em éleo de semente de algodao, o qual possui a mesma densidade
do 6leo de semente de uva, ndo causando assim prejuizos para a caracterizacdo hidrodindmica
do reator.

O teste foi realizado em reator de acrilico encamisado de 20,5 cm de altura e 2,2 cm de
didmetro. Com auxilio de um banho termostatico conduziu-se o teste a temperatura de 45°C,
mesma utilizada nas reacdes de acidolise enzimatica.

O reator foi empacotado com 15 gramas de pé de sabugo de milho, previamente
submetido aos tratamentos térmico e béasico. O 6leo foi alimentado em fluxo ascendente a vazéo
de 1 mL/min com auxilio de uma bomba peristaltica. Operou-se o reator até que as condicoes
de temperatura, vazéo e altura do leito fossem estabilizadas. Em seguida, aplicou-se o pulso de
tracador na linha da corrente de alimentacdo do reator, com auxilio de uma seringa contendo 5
mL de solucdo concentrada de corante.

Apos 30 minutos, coletaram-se aliquotas de 6leo na saida do reator. Inicialmente as
aliquotas foram coletadas a cada 5 minutos até completar 50 minutos de execucéo do ensaio e
depois a cada 3 minutos até completar 180 minutos de teste. Em seguida a leitura da absorbancia
das amostras foram efetuadas em espectrofotdmetro, a 545 nm. As absorbancias obtidas foram
convertidas em concentragdo de tracador com o auxilio da Eqg. 6.

A fim de determinar o volume Util do reator, utilizou-se a Eq. 7:
Vﬁtil = Vreator - Venz (7)
Na qual, Vyeqtor € 0 Volume total de reator e V,,,, € 0 volume ocupado pela enzima.

O tempo espacial, T, foi calculado com auxilio da Eqg. 8:

— Vi
= (®)

Sendo, Vy; 0 volume (til de reator, Q a vazdo da bomba (mL.min™) e T o tempo

espacial (min).

A distribuicdo dos tempos de escoamento das particulas de fluido na saida do sistema,
E(t), foi calculada com o auxilio da Eqg. 9 (FOGLER, 2002):
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_ C(t)
E@®) = Jyocat ©)

Sendo C(t) a concentracdo de saida do tracador no tempo t e a integral f0°° C(t)dt

corresponde numericamente a area abaixo da curva do gréfico C(t) x t.

O tempo médio de residéncia (t,,) pode ser obtido com o auxilio da Eqg. 10, a qual

representa numericamente a area abaixo da curva do grafico tE(t) x t. (LEVENSPEAL, 1999):
tm = [ tE(t)dt (10)

Dessa forma, as equacdes 8 e 10 permitem comparar o valor tedrico de tempo espacial
com o valor obtido experimentalmente (tempo médio de residéncia) e assim caracterizar o

reator quanto a sua hidrodinamica.

4.4 REACOES DE ACIDOLISE E ANALISE DOS PRODUTOS OBTIDOS
4.4.1 REATOR DE TANQUE AGITADO OPERANDO EM BATELADA

O reator tanque agitado utilizado nas reacdes possuiu dimensdes de 6 cm de altura e 3
cm de diametro. O meio reacional foi composto de éleo de semente de uva e acido caprico (Cio)
na razdo molar de 1:3. O derivado imobilizado foi adicionado na reacdo na proporcao de 10%
(m/m) em relacdo a massa do meio composto por 6leo e acido caprico. A reacdo foi conduzida

por 24 horas, a 45°C e agitacdo de 800 rpm.

4.4.2 REATOR DE LEITO FIXO COM RECICLO TOTAL

O reator de leito fixo encamisado utilizado para a reacdo de acidolise possuiu 20,5 cm
de altura e 2,2 cm de didmetro. O meio reacional foi composto por 6leo de semente de uva,
acido céprico (C1o) e 0 derivado imobilizado na proporgdo de 10% em relacdo & massa do meio.
A vazdo de alimentacdo foi de 1 mL/min, mesma condicdo do teste de tracador realizado e a

reacdo foi mantida por 120 horas. Aliquotas foram coletadas nos tempos 0, 4, 6, 8, 12, 24, 48 ¢

4.4.3 NEUTRALIZACAO DO MEIO REACIONAL APOS REACAO

Apos o término da reacdo, pesaram-se 1,5 g de meio e estes foram diluidos em 30 mL
de n-hexano. Em seguida, foram adicionados 10 mL de solugédo de 0,8 mol/L de KOH
hidroalcoolico (30% etanol). Agitou-se vigorosamente a mistura havendo a separagéo de fases:
uma hidroalcéolica contendo os acidos graxos livres e outra de hexano contendo 0s

triglicerideos (TAG). Recolheu-se a fase organica contendo os TAG, e realizou-se hovamente
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0 processo de extragdo com o acréscimo de 10 mL de hexano. As fases recuperadas contendo
hexano foram submetidas a rotaevaporador a 40°C pelo tempo necessario para que o solvente
fosse evaporado (WANG et al., 2012).

4.4.4 METILACAO DOS TAG APOS SEPARACAO

A metilagdo foi realizada de acordo com a ISO 12966-2 (2011) com adaptagdes.
Pesaram-se aproximadamente 50 mg do TAG previamente submetidos ao processo de
neutralizacdo do item 4.4.3 em um vial de 20 mL. Adicionaram-se 2 mL de solu¢do metandlica
de hidréxido de sdédio (0,2 M) e aqueceu-se a mistura em banho de glicerina (80°C, 15 minutos)
sob agitagdo. Aguardou-se o resfriamento da amostra e, entdo, adicionaram-se 2 mL de solugao
metanolica de acido sulfarico (1M). A amostra foi novamente submetida a esquecimento em
banho de glicerina (80°C, 15 minutos), sob agitacdo, e em seguida resfriada a temperatura
ambiente. Por fim, adicionaram-se 1 mL de solugdo metandlica saturada de cloreto de sédio e
2 mL de hexano. A mistura foi agitada e em seguida mantida em repouso para separacao de
fases. Transferiu-se a fase superior (organica), para outro vial de 20 mL e repetiu-se a extragcdo
com hexano até que toda amostra fosse recuperada. O hexano foi evaporado com nitrogénio

gasoso e o éster metilico obtido foi submetido a analise em cromatografia gasosa.

4.4.5 COMPOSICAO EM ACIDOS GRAXOS

A composicdo em acidos graxos foi determinada por cromatografia gasosa, segundo a
ISO 12966 (2014) com adaptacOes, substituindo-se o gas hélio pelo gas nitrogénio. Para
estabelecimento do método de determinacdo de perfil de acidos graxos (Cs a C2s) € alguns
ésteres de acidos graxos, injetaram-se os padrdes separadamente dos acidos graxos presentes
no 6leo de semente de uva, bem como o0 mix de padrdes de ésteres de acidos graxos (mix de
FAMES, Supelco®). Os testes foram realizados em um cromatégrafo a gas (Shimatzu®,
modelo GC-2014) utilizando injetor Split, detector de ionizacdo por chama (DIC) e coluna SH-
Stabilwax-DA (L x I.D. 30 m x 0,25 pum, df 0,25 um). As temperaturas do injetor e do detector
foram de 250°C, sendo o modo de injecdo Split (1:10) e o nitrogénio utilizado como gas de
arraste, na vazao de 0,55 mL/min. A temperatura inicial da coluna foi de 60°C, atingindo 210°C
(taxa de aquecimento de 20°C/min), permanecendo em 210°C por 7 minutos. Apds, a
temperatura foi elevada a 250 °C (20°C/min), sendo mantida por 14 minutos, resultando em 21
minutos de tempo total de analise. Em seguida, as areas dos picos obtidos foram relacionadas

determinando-se o grau de incorporagéo (Gl).



38

4.4.6 DETERMINACAO DO GRAU DE INCORPORACAO DOS ACIDOS GRAXOS

O grau de incorporagdo (Gl) foi calculado com o auxilio da Eq. 11 proposta por (Casas-
Godoy et al., 2013) com modificagdes:

MFA

X=(222)*100 (11)

Na qual MFA é o nimero de mols de acidos graxos de cadeia média (Cio0) NO
triglicerideo e MT é o0 nUmero de mols totais de acidos graxos no triglicerideo.

Sabe-se que a lipase utilizada ¢ 1,3 especifica, ou seja, somente 2 das 3 cadeias de &cidos
graxos podem ser substituidas, resultando em um grau de incorporacdo maximo de 66%. Dessa
forma, os valores de Gl (%) obtidos neste trabalho foram normalizados, de acordo com a Eq.
12:

GI (%) ==— (12)

X.100
66

4.4.7 DETERMINACAO DOS INDICES DE PEROXIDO (IP) E ACIDEZ

O 6leo puro de semente de uva utilizado nas reag6es de aciddlise, bem como os produtos
obtidos nas reacdes foram caracterizados quanto aos indices de acidez (método Ca 5a-40) e
peréxido (método Cd 8b-90) de acordo com os métodos oficiais da American Oil Chemist's
Society (AOCS, 2017).



39

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 PROPRIEDADES DAS MATERIAS PRIMAS
5.1.1 CARACTERIZACAO DO OLEO DE SEMENTE DE UVA

O Gleo de semente de uva utilizado para as reacbes de acidolise, foi previamente
caracterizado quanto aos indices de peréxido e acidez, conforme descrito no item 4.4.7 Os
ensaios foram realizados em triplicata, e as médias obtidas, bem como os respectivos desvios

padrdes estdo representados na Tabela 6.

Tabela 6 - Indices de perdxido e acidez do 6leo de semente de uva puro utilizado nas reagdes
de aciddlise com acido caprico e lipase de Rhizopus oryzae imobilizada em po6 de
sabugo de milho.

indice de peroxido | Acidez
(mEqg/kg de 6leo) | (mg KOH/g)
1,98 £ 0,20 0,22 £ 0,02

Fonte: o autor.

De acordo coma resolucéo-rdc n° 270, de 22 de setembro de 2005 da Anvisa, 0s valores
méaximos de indice de peroxido e acidez de 6leos prensados a frio e ndo refinados, como o 6leo
de semente de uva, sdo 10 mEqg/kg de 6leo e 0,6 mg KOH/g de éleo, respectivamente. Desta
forma, segundo os dados da Tabela 6, as matérias primas utilizadas neste trabalho estdo em

conformidade com as normas da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa).

O 6leo de semente de uva também foi caracterizado quanto ao seu perfil composicional
em acidos graxos utilizando cromatografia gasosa (Figura 8). As concentracdes médias, bem

como seus respectivos desvios padrdes estdo representados na Tabela 7.
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Tabela 7 - Perfil composicional (%) determinado por cromatografia gasosa do 6leo de semente
de uva puro utilizado para as reagdes de acidolise enziméatica com acido céprico e lipase de
Rhizopus oryzae imobilizada em pé de sabugo de milho.

Numero de carbonos no Acido Graxo (AG) AG (%)

C16 11,23 £0,01
C18 3,76 £ 0,01
Ci18:1 28,70 £ 0,01
C18:2 51,27 + 0,03
C18:3 4,11 +0,01
C20 0,40 £ 0,01
C22 0,54 +0,02

Soma 100,000

Fonte: o autor

Figura 8- Cromatograma obtido por cromatografia gasosa do 6leo de semente uva puro
utilizado para reag0es de acidolise enzimatica com &cido caprico e lipase de
Rhizopus oryzae imobilizada em p6 de sabugo de milho.
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Fonte: o autor.

Analisando-se a Figura 9 e a Tabela 7, verifica-se que o 6leo de semente de uva
apresenta elevadas concentracfes de acidos graxos essenciais, aqueles ndo metabolizados pelo
organismo humano, como o 4cido oleico (C18:1) e linoleico (C18:2). Este fato evidencia que o
6leo de semente de uva é uma promissora matéria prima para utilizacdo na producéo de lipidios
estruturados. Além disso, este 6leo € proveniente do residuo da industria vinicola, sendo assim
sua utilizacdo para esta finalidade é uma oportunidade de agregar valor a este 6leo (Abed et al.,

2018; Demir e Demir, 2018).
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5.1.2 CARACTERIZACAO DO PO DE SABUGO DE MILHO

Conforme descrito no item 4.2, realizaram-se ensaios de Espectroscopia FTIR do
suporte de imobilizacdo in natura, de cada etapa ativacado e tratamentos, bem como do derivado

imobilizado. Os resultados destas analises estdo representados entre as Figuras 9 e 12 a seguir.

Figura 9 - FTIR do p6 de sabugo de milho puro, pés tratamento térmico e pds tratamento basico.

—+— Trat. basico
Trat. térmico
—+— Sabugo puro |

Transmitancia (%)

70 4 [

LI B e e e S e e B L e ey
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 0

Nt ondas (cm™)

Fonte: o autor.

Analisando-se a Figura 9, é possivel verificar as alteracdes realizadas no suporte apds
0s tratamentos térmico com auxilio de autoclave e basico com auxilio de NaOH. Verifica-se
que o pico em 1730 cm?, caracteristico das ligagdes C=0 da hemicelulose desapareceu apos a
realizacdo do tratamento basico. Dessa forma, 0 aumento da transmitancia desta amostra indica
que estes grupos foram removidos e a hemicelulose foi solubilizada, um dos objetivos do pré-
tratamento do material suporte. Além disso, 0 aumento da transmitancia do pico 902 cm indica
a remocao parcial de celulose amorfa, uma vez que este comprimento de onda é caracteristico
de ligacdes B-glicosidicas C-O-C. Pode-se verificar também que o pico em 1427 cm?,
correspondente a deformacdo planar C-H da lignina, apresentou reducdo, indicando assim a
remocdo deste composto. Nesse sentido, verifica-se também a reducgéo do pico em 1330 cm™?,
correspondente aos grupos fendis existentes na lignina, corroborando assim a remocao deste
composto. (BASSAN et al., 2016).
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Apo6s analise dos pré-tratamentos, analisou-se também cada etapa de ativagdo, como
exposto na Figura 10.

Figura 10 - FTIR do p6 de sabugo de milho p6s tratamento basico, bem como ativado com

gliceril e glioxil.
— Gliceril
—— Trat. basico
100 ~ —Glioxil
,:_,)‘a\ W\
' Rl bl S Ty v}'.
\ /, \\J‘ i I\ \\/\ »‘j‘ \ "
90 \ J / WARSAW /\
\ / | Ill | ™~
/ K \ [
= ] 4 AN i\JJ,'I \“. t‘
S T _ { ol )
3 04 1m0 | A | |
c Wk ‘ [ i \
< | A .
= | e |
g \ l\) |\
§ 70 !
’_
N
60

B B ey e e S A A e b e ey e
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 0

Nt ondas (cm™)

Fonte: o autor.

Observando agora a Figura 10, verifica-se o surgimento do pico na regido de 1740 cm-
1 para o suporte glioxil. Esta regido é correspondente a ligagdo C=0 de aldeidos indicando a
presenca deste grupo funcional no suporte. Este resultado era esperado uma vez que o glioxil
formado nesta etapa é um aldeido, comprovando assim que esta etapa de ativacdo foi satisfatoria
(PAVIA et al., 2010).

A Figura 11 representa as Ultimas etapas do processo de ativacdo do suporte, a ativacao

com grupamentos amina, bem como a funcionalizagdo com glutaraldeido.
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Figura 11 - FTIR do p6 de sabugo de milho pos tratamento basico, bem como funcionalizado
com grupamento amino e com glutaraldeido.
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Fonte: o autor.

Ao observar o suporte ativado com grupamentos aminos, nota-se a presenca do pico na
regido entre 1640 e 1550 cm™, caracteristicos destes compostos, indicando que a insercdo
satisfatoria deste grupamento ao suporte. Além disso, pode-se notar também o aumento, mais
discreto, caracteristico deste grupamento, na regido de 3200 cm™. (PAVIA et al., 2010).

Ja na amostra do suporte ativado com glutaraldeido, nota-se que o pico referente aos
grupamentos amino citados anteriormente, nas regides entre 1640 a 1550 cm™ ndo sdo mais
observados. Acredita-se que, como era esperado, que o glutaraldeido, agente de funcionalizacao
utilizado, se ligou aos grupamentos aminos previamente inseridos (PAVIA et al., 2010).

Por fim, pode-se observar a Figura 12 a seguir o espectro de FTIR, a qual representa o

po de sabugo de milho ja imobilizado, bem como a enzima de Rhizopus oryzae na sua forma
livre.
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Figura 12 - FTIR do po de sabugo de milho tratamento bésico, derivado imobilizado e lipase
de Rhizopus oryzae livre.

——] Derivado imob.
100 - —— Trat. basico
rROL livre

90

80 4

70

60 -

Transmitancia (%)

50

40

— T 1 T v T v T T T ' T 7
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 0

N¢ ondas (cm™)

Fonte: o autor.

Por fim, ao analisar-se a Figura 12, nota-se a amostra de tratamento basico, anterior ao
processo de imobilizacdo, bem como da enzima livre, apresentam espectros semelhantes. Isto
pode justificar e indicar que o processo de imobilizacdo aconteceu devido aos menores valores
de transmitancia do derivado imobilizado, bem como pode estar relacionado a sobreposi¢céo dos
picos de forma a se anularem. Como exemplo pode-se citar a regido de 1000 cm™, caracteristica
de grupamentos aminas, a qual é observada tanto no suporte quanto na enzima livre. Dessa
forma, acredita-se que a sobreposicdo de ambos 0s picos resultou em transmitancia mais baixa
no derivado imobilizado. Além disso, o pico em 3200 cm™ caracteristico também de grupos
aminas é observado no derivado imobilizado e ndo no suporte puro, podendo ser oriundo da
propria lipase (PAVIA et al., 2010).

Analisando-se todos os espectros de FTIR, verifica-se que cada uma das etapas alcangou
resultados satisfatdrios e todos 0s grupamentos necessarios para ativacdo e funcionalizacdo do
po de sabugo de milho foram inseridos. Este fato € comprovado também com a dosagem da
atividade hidrolitica do derivado imobilizado, apresentada no item 5.5.

Conforme descrito no item 4.2, foi realizada a Microscopia Eletrénica de Varredura,
MEV, do po de sabugo de milho, das etapas de tratamento e ativagdo, assim como do derivado
imobilizado. Os resultados estdo ilustrados nas Figuras 13 a 20 a seguir.

Analisando-se 0 p6 de sabugo de milho puro (Figura 13) e amostra apos a

descompressdo térmica (Figura 14) verificam-se nitidamente os efeitos causados pela alta
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pressdo e vapor aos quais a amostra foi submetida. Nota-se na Figura 14 o rompimento das
ligacGes estruturais do material, evidenciando que o pre tratamento foi satisfatorio e aumentou
a superficie de contato entre o pé de sabugo de milho e os demais reagentes utilizados nos
processos seguintes de tratamento e ativagdo (De SA; BIANCHI, 2015).

Figura 13 - MEV do po de sabugo de milho in natura, antes dos tratamentos fisico-quimicos.
A esquerda aumento de 150x e a direita aumento de 500x.

SEI x150 100pum  — SEI  10kV WD10mm SS30

Fonte: o autor.

Figura 14 - MEV do p6 de sabugo pés tratamento térmico. A esquerda aumento de 150x e &
direita aumento de 500x.

.
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Fonte: o autor.

A Figura 15 ilustra o pé de sabugo de milho pos tratamento basico, etapa na qual visam-
se a remogdo da lignina e aumento da area superficial da celulose. Nota-se que nesta etapa o
material adquiriu uma nova morfologia, a qual pode estar relacionada a remocéo da lignina bem

como da hemicelulose, fatos estes sugeridos na analise de FTIR (item 5.1). Esta nova estrutura
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do material pode estar relacionada a presenca apenas da celulose, composto com estrutura linear
mais organizada (de SA; BIANCHI, 2015). Terminada esta etapa, apos o processo de lavagem
e filtragem, verifica-se reducgdo significativa da massa de suporte, fato este que também
evidencia a extracdo dos compostos lignoceluldsicos.

Figura 15 - MEV do p6 de sabugo pos tratamento béasico. A esquerda aumento de 150x e a
direita aumento de 500x.

Mo

ek,
SElI  10kV WD10mm SS30 x150 100um  —

SEI  10kV WD10mm SS30

Fonte: o autor.

Por outro lado, nota-se que o material ndo é homogéneo, ou seja, algumas regides do
suporte apresentam superficie irregular, indicando que o tratamento basico realizado causou
danos a estrutura da celulose. Este fato foi relatado por Assumpcao e seus colaboradores (2016),
0s quais realizaram pré-tratamento quimico em bagaco de cana de agucar com hidroxido de
sodio, reduzindo assim a cristalinidade da celulose, a fim de aumentar o contato entre o suporte
e os demais reagentes utilizados. Dessa forma, verifica-se que os pré tratamentos, térmico e

bésico, realizados foram satisfatdrios e indispensaveis para o sucesso das etapas seguintes.

Analisando-se a Figura 16, nota-se a presenca de cristais na superficie do p6 de sabugo
de milho ativado com grupamento gliceril. Estes cristais podem ser oriundos de residuos de
borohidreto de sodio utilizado no processo de ativacdo, apesar do suporte ter sido lavado em
abundancia entre cada uma das etapas. Esta hipotese € justificada com base na andlise quimica
apresentada ainda neste item, a qual evidencia aumento nas concentrac@es de sodio desta etapa

de ativacao.
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Figura 16 - MEV do p6 de sabugo ativado com grupamento gliceril. A esquerda aumento de
150x e a direita aumento de 500x.

e

SEI  10kV WD10mm SS30 x150 100pum  — SEI  10kV WD10mm SS30

Fonte: o autor.

As Figuras 17, 18 e 19 a seguir representam respectivamente as etapas de ativacdo com
glioxil, amino e funcionalizacdo com glutaraldeido. Analisando-se estas imagens, verifica-se
que o pd de sabugo de milho é heterogéneo. A Figura 17 evidencia de forma nitida este fato, na
qual verifica-se grande diferenca morfoldgica dependendo da area do suporte analisada.
Observa-se também a influéncia dos reagentes utilizados em cada uma das etapas de ativacéo

na estrutura do material, indicando assim a eficiéncia do tratamento.

Figura 17 - MEV do p6 de sabugo ativado com grupamento glioxil. A esquerda aumento de
150x e a direita aumento de 500x.

x150 100pum  — SEI  10kV

Fonte: o autor.
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Figura 18 - MEV do pd de sabugo ativado com grupamento amino. A esquerda aumento de
150x e a direita aumento de 500x.

SEI  10kV WDSmm S§S830 SEI  10kV WD9mm §S830

Fonte: o autor.

Figura 19 - MEV do p6 de sabugo funcionalizado com glutaraldeido. A esquerda aumento de
150x e a direita aumento de 500x.

SEI  10kV WD10mm SS30 SEI  10kV WD10mm SS30

Fonte: o autor.

Por fim, a Figura 20 exibe a analise de MEV da lipase de Rhizopus oryzae ja imobilizada
no pé de sabugo de milho. Verifica-se a possibilidade da existéncia de poros na estrutura do
material, porém para corroborar esta hipOtese, andlises especificas sdo requeridas
(RODRIGUES et al., 2019; SHELDON, PELT, VAN, 2013).
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Figura 20 - MEV do derivado imobilizado. A esquerda aumento de 150x e & direita aumento de
500x.

SEI WD10mm SS30 x150 100pum  — SEI  10kV WD10mm SS30 x500

50pm
Fonte: o autor.

As amostras analisadas por MEV também foram submetidas a anélise quimica por EDS.
Trata-se de uma analise semi-quantitativa que visa apresentar indicios para possivel
composicdo elementar do material analisado. Os resultados obtidos estdo representados na
Tabela 8.

Tabela 8 - Analise quimica do po de sabugo de milho in natura, de cada etapa do processo de
ativacdo, bem como do derivado imobilizado, realizadas por EDS.

% (m/m) dos elementos quimicos presentes, determinados por EDS

Sabugo
in Tratamento Tratamento Derivado
natura Térmico Bésico Gliceril Glioxil Amino Gluta Imobilizado
Be 51,36 56,69 58,29 54,40 40,04 52,83 51,62 59,53
C 15,85 13,27 17,61 0,00 12,74 11,66 12,57 19,82
N 4,58 3,58 0,00 0,00 - 3,62 - 0,00
0] 21,38 14,56 16,71 27,07 26,43 17,38 23,57 13,00
Mg - 0,07 - - - - - -
Al - 0,25 0,15 0,25 - 0,25 - -
K - 0,41 - - - - 0,26 -
Na - - 0,31 10,97 0,36 0,15 0,33 0,07

Fonte: o autor.

Analisando-se a Tabela 8, verifica-se que o elemento quimico Berilio foi identificado em
todas as amostras, inclusive do sabugo in natura. Entretanto, Dedavid, Gomes e Machado
(2007) apresentam que a analise de EDS consegue identificar elementos com niimero atbmico
(Z) maior que 4. O Berilio tem Z=4 e, portanto, sua identificacdo nas amostras pode ser um erro

de analise. Por outro lado, Kolanz (2001) apresentou em seu artigo de revisdo que o Berilio é
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um elemento quimico onipresente na natureza e, consequentemente, nos alimentos. O autor
mostra que ja foi encontrado Berilio em arroz (80g/kg), alface (330g/kg) e batatas (0,3 g/kg).
O autor afirma ainda que pessoas ndo expostas ocupacionalmente a tal elemento podem estar
em contato com cerca de 0,53 g por dia do elemento. Dessa forma, é possivel que o Berilio
esteja de fato presente no p6 de sabugo de milho ou mesmo em materiais metélicos aos quais
as amostras foram expostas, como espatulas, equipamentos.

Observa-se também que a presenca de Carbono se manteve em faixas proximas de
porcentagem, com excecdo a amostra de gliceril, a qual ndo registrou tracos deste elemento.
Este fato ndo define com certeza a auséncia de Carbono na amostra, uma vez que talvez apenas
a regido analisada ndo contenha o elemento em questdo, tendo em vista a elevada
heterogeneidade do material estudado.

Nota-se também a presenca de Nitrogénio no sabugo in natura e sua ndo mais observagao
a partir do tratamento bésico, fato este possivelmente relacionado a remo¢do dos compostos
lignoceluldsicos. Este elemento é novamente identificado na amostra do suporte amino, fato
este esperado devido a composicdo deste grupamento e sinaliza que a ativagéo foi satisfatoria.
Esperava-se encontrar o Nitrogénio também na amostra contendo a lipase, porém sabe-se que
ha regibes do suporte nas quais ndo ha enzima, podendo esta ser uma justificativa a esta
auséncia.

Para 0 Oxigénio, observa-se um aumento no suporte gliceril, demonstrando que o glicidol
utilizado na ativacdo foi incorporado a estrutura do material. Nas etapas seguintes, observa-se
a diminuicdo do oxigénio, sugerindo que os proximos reagentes utilizados foram incorporados,
ligando-se a este elemento quimico.

O Sodio também foi identificado nas etapas seguintes ao tratamento basico, possivelmente
devido a resquicios de NaOH utilizado na etapa alcalina.

Ambas as andlises, EDS e FTIR, elucidaram a quantidade significativa de etapas
envolvidas no processo de imobilizacdo, fato este que pode dificultar sua reprodutibilidade,
aléem de ser uma fonte de possiveis erros durante o processo. Apesar disso, a metodologia
utilizada apresentou resultado satisfatorio e foi importante na consolidacdo de técnicas de
imobilizacdo enzimatica em materiais lignocelulésicos, pouco encontrados na literatura. Com
a motivacao de obter processos cada vez mais eficientes, os proximos estudos do grupo de

pesquisa analisam outras técnicas de imobilizacdo, como por exemplo adsorg&o fisica.
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5.2 DISTRIBUICAO DO TEMPO DE RESIDENCIA (DTR)

Segundo metodologia apresentada no item 4.3, realizou-se o teste de tracador tipo pulso
no reator encamisado utilizado nas reac6es de acidélise, a fim de se comparar a distribui¢do do
tempo médio de residéncia ao tempo espacial. Este teste é de suma importancia para reatores
empacotados, uma vez que reflete seu tipo de mistura e permite a descoberta de problemas de
empacotamento, como pontos mortos e caminhos preferenciais, por exemplo (FOGLER, 2012).

Para a execuc¢do do teste, foram coletadas amostras no intervalo de tempo entre 0 e 180
minutos e obtidos os valores de absorbancia para cada ponto. Com o auxilio da curva de
calibracéo (Eq. 6) calcularam-se os valores de concentragédo, sendo tais dados representados de
forma gréfica na Figura 21.

Figura 21 - Concentracdo tracador (mg/mL) em funcéo do tempo (min) em reator de leito fixo
utilizado para reacdo de acidolise de Oleo de semente de uva e &cido caprico,

catalisado por lipase imobilizada em p6 de sabugo de milho.
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Fonte: o autor.

Utilizando-se a ferramenta do software Origin Pro 8®, calculou-se a area sob a curva

da Figura 10, conforme representado na Eq. 13:

J, c(®dt = 43,64 (13)
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Com o auxilio da Eq. 9 do item 4.3.1, calcularam-se os valores de E(t), para cada
amostra coletada. Tendo os valores de E(t) calculados, multiplicou-se cada um deles por seu
correspondente tempo de reacéo, a fim de plotar o gréafico de t.E(t) em funcéo do tempo (Figura
22). Conforme evidenciado na Eq. 10, do item 4.3.1, a area abaixo da curva deste gréafico é
numericamente igual ao tempo médio de residéncia experimental. Dessa forma, novamente com

0 auxilio do software Origin Pro 8®, calculou-se esta integral, representada na Eq. 14:

tm = [, tE(t)dt = 71,0 min (14)

Figura 22 - t.E(t) em funcdo do tempo para teste de tragador realizado em reator de leito fixo
utilizado para reacdo de aciddlise enzimatica com 6leo de semente de uva e acido

caprico para a producéo de lipideos estruturados.
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Fonte: o autor.
Conhecendo-se o volume Util do reator e a vazdo utilizada durante o ensaio, fez-se

possivel calcular o tempo espacial. Esses dados, bem como o tempo espacial, calculado com o

auxilio da Eq. 8 estdo representados na Tabela 9.
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Tabela 9 - Parametros de operagéo do teste de tracador em reator de leito fixo utilizado para
reacdo de aciddlise enzimatica para producao de lipideos estruturados e
determinacgéo do tempo espacial.

Volume do reator (mL) 61,2
Volume til do reator (mL) 50,8
Vazéo (mL/min) 1,0

T (Min) 50,8

Fonte: o autor.

Os valores teorico e experimental apresentam divergéncia de 32%. Segundo Fogler
(2012), a existéncia de volumes mortos no reator, ou seja, regides nas quais o0 0leo permanece
estagnado, € comprovada quando o tempo médio de residéncia é maior que o tempo espacial,
fato este observado neste ensaio. Durante a execucdo do teste de tracador, verificou-se que o
corante ndo apresentava dificuldade para percorrer o leito, mas ficava concentrado na parte de
cima do reator e demorava para sair, aumentando assim o tempo de residéncia. Dessa forma,
acredita-se que a configuracdo do reator foi o fator mais agravante para esta discrepancia, uma
Vez que 0 mesmo apresenta, em sua saida, consideravel reducdo de diametro, aumentando assim
a perda de carga no sistema. Além disso, outro fator que também por ter contribuido para esta
diferenca foi o corante alimenticio utilizado, o qual pode ter causado certa resisténcia ao

escoamento.

5.3 CARACTERISTICAS DA ENZIMA DE RHIZOPUS ORYZAE NA FORMA LIVRE

5.3.1 INFLUENCIA DO PH E TEMPERATURA NA ATIVIDADE HIDROLITICA DA
ENZIMA LIVRE
Para avaliar a influéncia da temperatura e do pH na atividade enzimatica da lipase de
Rhizopus oryzae foram realizados 12 experimentos utilizando o delineamento composto central
rotacional (DCCR) (Tabela 10).
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Tabela 10 - Matriz do planejamento experimental DCCR: varidveis independentes (pH e
temperatura) e a variavel resposta (atividade enzimatica, U.g™) para cada ensaio.

Ensaios Variaveis Codificadas Variaveis Reais Resposta
pH T(°C) pH T(°C) Atividade (U/g)
1 -1 -1 6,0 35 22373
2 1 -1 9,0 35 9588
3 -1 1 6,0 45 24592
4 1 1 9,0 45 7583
5 -1,41 0 5,4 40 23241
6 1,41 0 9,6 40 4271
7 0 -1,41 7,5 33 24277
8 0 1,41 7,5 47 15138
9 0 0 7,5 40 28134
10 0 0 75 40 28266
11 0 0 7,5 40 26847
12 0 0 7,5 40 28421

Fonte: o autor.

Apos o tratamento de dados no Protimiza Experimental Design® (2014) foi gerada a
Tabela 15 (Apéndice B) que apresenta os coeficientes de regresséo, erros padréo, os valores de
t calculado e de p-valor para a atividade obtida nos ensaios. Os dados tabelados foram utilizados
na construcdo do modelo matematico descrito pela Eq. 15.

Y1 =27792,84 - 7077,55 x1 - 7192,89 x:% - 1588,76 x2 - 4217,29 x»? (15)

Na qual: Y1 = Atividade (U.g?), x1 = pH e x2 = Temperatura (°C).

Em seguida, foi realizada a ANOVA com nivel de significancia o = 5%, exibida na
Tabela 16 (Apéndice B).

ComO Fregressao/residuos (37,7) > FTabeIado (2,96) e RZ = 96,17% 0 mOdeIO pOde ser
considerado estatisticamente significativo, ou seja, os valores experimentais se ajustam aos

valores preditos (Figura 23).
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Figura 23 - Valores experimentais e valores previstos para o0 modelo de atividade hidrolitica da

lipase de Rhizopus oryzae na forma livre.
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Fonte: o autor.

Assim, apos a validacdo do modelo matematico para a variavel de atividade enzimatica,
foram geradas as superficies de respostas representadas pela Figura 24.

A Figura 24 indica que os valores de maior atividade para a lipase de Rhizopus oryzae
em sua forma livre sdo obtidos proximos ao ponto central, no qual foi utilizada a temperatura
de 40°C e o pH 7,5. O aumento, bem como a diminuicdo, do pH e da temperatura que se

distanciam desse ponto, ocasionam queda significativa de atividade enzimatica.
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Figura 24 - Superficies obtidas no planejamento experimental DCCR para a atividade
hidrolitica da lipase de Rhizopus oryzae como resposta da variacdo de pH e

temperatura.
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Fonte: o autor.

De acordo com as superficies de resposta e as predigdes representadas pelo modelo da
equacdo 15, o ponto que apresenta a melhor resposta é o de temperatura igual a 39°C e pH 6,8

com um valor de atividade previsto em 29818,79 U/qg.
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Esse resultado se aproxima do observado no trabalho de HIOL e colaboradores (2000),
que obtiveram valores de pH 7 e temperatura 40°C como 6timos para a lipase de Rhizopus
oryzae, com queda de atividade nas temperaturas superiores e inferiores a 40°C e pHs acima e
abaixo de 7,5. KHARRAT et al (2011) obtiveram um valor de temperatura 6tima de 37°C em
seus estudos e PASHANGEH e seus colaboradores (2017) valores 6timos de pH na faixa de 8
e temperatura de 40°C, para o0 mesmo biocatalisador. Todos os resultados encontrados na
literatura descreveram decaimento de atividade para valores inferiores ou superiores aos

otimos.

5.3.2 ESTABILIDADE TERMICA

O estudo da estabilidade térmica com a enzima livre foi realizado na temperatura de
45°C, mesma utilizada na reacédo de aciddlise e pH 7,0. Os resultados para o perfil de inativacao

térmica sdo apresentados na Figura 25.

Figura 25 - Atividade residual da enzima de Rhizopus oryzae em funcéo do tempo de incubacéo

na temperatura de 45°C e pH =7.
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Fonte: o autor.

Analisando a Figura 15, tem-se que a enzima em sua forma livre perde atividade
rapidamente quando incubada na temperatura de 45°C, reduzindo cerca de 80% de sua atividade

inicial apés um periodo de 9 h.
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O efeito da temperatura influenciou diretamente na atividade da enzima durante o
ensaio, uma vez que elevadas temperaturas alteram a conformacédo terciaria das enzimas,
ocasionando assim perda de suas atividades cataliticas. Tal fato ocorre devido a sensibilidade
dos biocatalisadores livres as mudancas de temperatura, quando essas sdo abaixo da 6tima a
reacao se torna lenta e quando sdo muito elevadas podem desnaturar a enzima, resultando em
perda de funcionalidade (RAI, 2012).

Posteriormente, foi realizada a linearizacdo dos dados experimentais da Figura 26,
utilizando a Eq. 4. Os resultados obtidos estéo representados na Figura 26.

Figura 26 — Linearizagdo dos dados de atividade hidrolitica para determinagéo da constante de

desativacao térmica da enzima de Rhizopus oryzae livre.
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Fonte: o autor.

A partir dessa curva, obteve-se a Eq. 16:

in (&) = - 0,2006. (16)

0

Em que A = atividade hidrolitica (U.g") dosada no tempo t, A, = atividade hidrolitica (U.g*) no

tempo 0.

Assim, o coeficiente angular obtido pela equacdo dessa reta equivale a constante de
desativacdo térmica, sendo Kd = 0,2006 ht. Em seguida, utilizando a equagcéo 5, foi calculado
o tempo de meia vida para o biocatalisador soluvel, o tempo obtido foi 3,46 h.

Dessa forma, verifica-se que a temperatura de 45 °C foi muito elevada, resultando em

uma elevada perda de atividade em um periodo curto de tempo. Nos estudos de KHARRAT e



59

seus colaboradores (2011) que caracterizaram a lipase livre de Rhizopus oryzae quanto a
estabilidade térmica, esse padrdo também foi observado, porém de forma mais intensa. Apos 1
hora de incubacdo a 45°C apenas 20% da enzima ainda estava ativa, enquanto que neste
trabalho, para 0 mesmo tempo 70% do biocatalisador apresentou atividade. Uma das possiveis
justificativas para as diferencas entre os valores obtidos é o valor de pH para a execucao dos
ensaios. Neste trabalho utilizou-se pH 7, enquanto que KHARRAT e seus colaboradores
avaliaram as atividades residuais em pH 8,5. Os estudos realizados por CHAABOUNI e seus
colaboradores (2008) também mostraram que em pH 8,5 e 45°C o biocatalisador perde
drasticamente sua eficiéncia. Apés o periodo de incubacdo de 1 hora a enzima apresentava
apenas 40% de sua atividade inicial, quantificada pelo mesmo método utilizado neste trabalho.
Novamente, verifica-se a influéncia do pH na atividade enzimatica.

Por outro lado, os estudos realizados por Pashangeh e seus colaboradores (2017)
apresentaram resultados mais atrativos para a estabilidade térmica da lipase de Rhizopus oryzae.
Apo6s um periodo de incubagdo de 3 horas a 45°C, a enzima apresentou atividade residual de
80%. Este valor destoa do encontrado neste trabalho e acredita-se que esta diferenca se da pelos
métodos de dosagem de atividade enzimatica utilizados. Este trabalho utilizou técnica
titulométrica de emulsdo de azeite de oliva, enquanto Pashangeh e seus colaboradores (2017)
utilizaram como substrato o nitrofenil butirato (pNPP), analisando o produto por

espectroscopia.

5.4 PROPRIEDADES DA ENZIMA IMOBILIZADA

5.4.1 INFLUENCIA DO PH E TEMPERATURA NA ATIVIDADE HIDROLITICA DA
ENZIMA IMOBILIZADA
Para avaliar a influéncia da temperatura e do pH na atividade enzimatica da lipase de
Rhizopus oryzae imobilizada em p6 de sabugo de milho foram realizados 7 experimentos
utilizando o delineamento composto central (DCC) (Tabela 11). Estudos preliminares do grupo
de pesquisa, evidenciaram que, diferentemente da enzima na forma livre, os dados para o

derivado imobilizado se ajustam melhor ao modelo DCC, quando comparado ao DCCR.
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Tabela 11- Matriz do planejamento experimental DCC: varidveis independentes (pH e
temperatura) e a variavel resposta (atividade enzimatica, U.g-1) para cada ensaio.

Ensaios Variaveis Codificadas Variaveis Reais  Resposta
pH T(°C) pH T(°C) Atividade (U/g)
1 -1 -1 6,0 35 74
2 1 -1 9,0 35 132
3 -1 1 6,0 65 80
4 1 1 9,0 65 172
S 0 0 7,5 50 113
6 0 0 7,5 50 114
7 0 0 7,5 50 108

Fonte: o autor.

Apos o tratamento de dados no Protimiza Experimental Design® (2014) foi gerada a
Tabela 17 (Apéndice C) que apresenta os coeficientes de regresséo, erros padréo, os valores de
t calculado e de p-valor para a atividade obtida nos ensaios. Os dados tabelados foram utilizados

na construcdo do modelo matematico descrito pela Eq. 17.

1=113,29 + 37,50 x: + 11,50 x> + 8,50 x1 x2 (17)

Na qual: Y1 = Atividade (U.g?), x1 = pH e x2 = Temperatura (°C).

Em seguida, foi realizada a ANOVA com nivel de significancia a = 5%, exibida na
Tabela 18 (Apéndice C).

ComO Fregressao/residuos (187,1) > FTabeIado (8,94) e RZ = 99,47% 0] m0de|0 pOde ser
considerado estatisticamente significativo, ou seja, os valores experimentais se ajustam aos

valores preditos (Figura 27).
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Figura 27 - Valores experimentais e valores previstos para o0 modelo de atividade hidrolitica da
lipase de Rhizopus oryzae imobilizada em p6 de sabugo de milho.
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Fonte: o autor.

Assim, apos a validacdo do modelo matematico para a variavel de atividade enzimatica,

foram geradas as superficies de respostas representadas pela Figura 28.
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Figura 28 - Superficies obtidas no planejamento experimental DCCR para a atividade
hidrolitica da lipase de Rhizopus oryzae em pé de sabugo de milho como resposta
da variacéo de pH e temperatura.
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Fonte: o autor.

Analisando-se as superficies de respostas obtidas, verifica-se que, para este estudo,
ambas as variaveis, pH e temperatura influenciam na atividade hidrolitica, de forma analoga ao

verificado para a enzima livre. As reacOes de aciddlise deste trabalho sdo realizadas em meio
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organico, ou seja, ndo ha pH, porém, este resultado permite que a lipase de Rhizopus oryzae
imobilizada em pd de sabugo de milho seja utilizada em outras aplicagdes com meios aquosos,
como por exemplo reacdes de interesterificacdo para sintese de biodiesel e reacdes de hidrélise
aquosa para obtencdo de determinados enantiémeros de farmacos (YUAN et. al., 2019).

Ainda se analisando a Figura 29, verifica-se que com os dados obtidos ndo é possivel
obter um Unico par de valores para temperatura e pH 6timos e sim uma regido de melhor
atividade da enzima imobilizada. Este fato pode ser justificado devido a heterogeneidade do
suporte e consequentemente do derivado imobilizado, como verificado nas analises de FTIR e
MEV no item 5.1.3.

Dessa forma, verifica-se que, baseado neste planejamento experimental, a regido de
melhor atividade hidrolitica da enzima imobilizada sdo em pH entre 7-9 e temperaturas entre
50 e 65°C. Para a enzima na forma livre, descrita no item 5.3.1, obtiveram-se os valores de
39°C para temperatura 6tima e 6,8 para o pH. Comparando-se os valores obtidos nos dois
ensaios, verifica-se que a imobilizacdo enzimatica proporcionou aumento nos valores 6timos
de pH e temperatura da enzima de Rhizopus oryzae. Esta € uma das possiveis vantagens que
pode ser obtida a partir das técnicas de imobilizacdo, porém nem sempre este fato é observado.

KHARRAT e seus colaboradores (2011) imobilizaram a lipase de rROL por adsor¢éo
em silica obtiveram os mesmos valores de temperatura e pH 6timos, tanto para a enzima livre
quanto para a imobilizada. Por outro lado, KARTAL et. al. 2012, caracterizaram a lipase de
rROL imobilizada por crosslink e verificaram que a temperatura 6tima do derivado imobilizado
aumentou de 35°C para 45°C quando comparado a forma livre, bem como o pH étimo
apresentou aumento de 6,5 para 7. Os autores atribuem o aumento do pH 6timo a mudanca na
carga eletrostatica total da enzima ap0s o processo de imobilizacdo, uma vez que hd aumento
do montante de grupamentos cidos e dessa forma a enzima apresenta carater mais polidnico.

Por fim, vale ressaltar que a imobilizacéo da lipase de Rhyzopus oryzae em pé de sabugo
de milho foi satisfatoria e apresentou vantagens quando comparada a enzima na forma livre,
corroborando assim o potencial do p6 de sabugo de milho como suporte. Além disso,
interpretando as superficies de respostas obtidas, verifica-se que poderiam ter sido exploradas
outras regides, com faixas de temperaturas e pH mais elevados a fim de verificar o possivel

aumento da atividade hidrolitica.
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5.4.2 ESTABILIDADE TERMICA

O estudo da estabilidade térmica com a enzima imobilizada foi realizado na temperatura
de 45°C, mesma utilizada na reacdo de aciddlise. Os resultados para o perfil de inativacdo

térmica sdo apresentados na Figura 29.

Figura 29 - Atividade residual da enzima de Rhizopus oryzae imobilizada em pé de sabugo de
milho em funcgéo do tempo decorrido de incubagdo na temperatura de 45°C e pH =
1.
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Fonte: o autor.

Analisando a Figura 30, tem-se que a enzima em sua forma imobilizada ndo perde
atividade como o biocatalisador soltvel, sendo estavel na temperatura de estudo e tendo perda
de apenas 15% em atividade ao final das 24h.

Posteriormente, foi realizada a lineariza¢do dos pontos obtidos na Figura 30, utilizando

a equacdo 4, sendo os resultados apresentados na Figura 30.
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Figura 30 - Linearizacdo dos dados de atividade hidrolitica para determinagdo da constante de
desativacdo térmica da enzima de Rhizopus oryzae imobilizada em p6 de sabugo
de milho.
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Fonte: o autor.

A partir dessa curva, obteve-se a Eq. 18:

in (£) = 0,00734.¢ (18)

0

Na qual A = atividade hidrolitica (U.g?) dosada no tempo t, A, = atividade hidrolitica (U.g*) no

tempo 0.

O coeficiente angular obtido pela equacdo dessa reta corresponde numericamente a
constante de desativagdo térmica, sendo Kd = 0,00734 h™. Em seguida, utilizando a equag&o 6,
foi calculado o tempo de meia vida para o biocatalisador imobilizado, o tempo obtido foi de
94,4 h. Nunes e seus colaboradores (2012) estudaram a lipase de rROL imobilizada em
Eupergit, a qual apresentou tempo de meia vida de 54,3 h. Assim, a lipase de Rhizopus oryzae
imobilizada em p6 de sabugo de milho apresentou alta estabilidade térmica quando comparada
ao biocatalisador livre, sendo cerca de cinco vezes superior, além de superior a imobilizada em
suporte comercial.

Isso ocorre devido a interferéncia do processo de imobilizacdo na estabilidade
enzimatica. Segundo Dwevedi (2016) essa interferéncia pode ser positiva ou negativa em
funcdo da matriz do suporte, a qual deve ter ampla &rea de superficie e grupos reativos que
interajam com a enzima, nesse caso 0s grupos —OH presentes no pd de sabugo de milho. Além

disso, a interacdo suporte-enzima é muito relevante e, apesar do método de imobilizagdo por
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ligacdo covalente reduzir a atividade enzimatica, por outro lado aumenta significativamente a
estabilidade da enzima em condigdes adversas, dentre elas o aumento de temperatura
(QUILLES JUNIOR, 2014).

Pashangeh et al. (2017) imobilizaram covalentemente a lipase de Rhizopus oryzae em
particulas nanomagnéticas e ap6s 3 horas de incubacdo a 45°C a enzima apresentava cerca de
90% de sua atividade inicial. A temperatura mais extrema estudada por estes autores foi de
70°C, na qual ap6s 3 horas de incubacdo a enzima imobilizada ainda manteve 10% de sua
atividade enzimatica. Os estudos realizados por Kharrat et al. (2011) com a mesma lipase,
porém imobilizada por adsorcéo fisica em silica gel também apresentou melhora significativa
da estabilidade térmica ap6s o processo de imobilizacdo. Ap6s incubagdo a 45°C, por 1 hora, 0
biocatalisador imobilizado apresentou cerca de 90% de sua atividade.

Portanto, para este estudo, os resultados de tempo de meia vida e Ky foram satisfatorios,
uma vez que o derivado imobilizado se mantém estavel durante o tempo de reacdo de acidolise

para obtencéo dos triglicerideos estruturados.

5.5 TESTE DE CARREGAMENTO

Ap0s os processos de funcionalizacdo e ativacdo do suporte, 0 mesmo foi empregado
na imobilizacdo, item 4.1. Um estudo de carregamento foi realizado para avaliar a quantidade
de enzima que proporcionasse rendimento de imobilizacdo consideravel e atividade hidrolitica
suficiente para aplicacdo na reacdo de interesse. Optou-se por 25 mg/mL de enzima como
carregamento maximo devido a solubilidade da enzima, uma vez que se verificaram em testes
preliminares que concentracfes acima deste limite ndo apresentaram completa dissolucdo. Os
resultados descritos na Tabela 12 mostram os rendimentos de imobilizacdo obtidos.

Tabela 12 - Comparacgdo entre concentracdo de proteinas na enzima livre e no sobrenadante
apos a imobilizacdo utilizando carregamento de 5 mg/mL e 25 mg/mL .

Rendimento de

Carregamento (mg/mL)  Concentracdo de proteina (mg/mL) imobilizacio (%)

Enzima Livre 1,21 +0,04

° Sobrenadante 0,83 +£0,03 31,44+2,.28
Enzima Livre 2,42 £ 0,07

* Sobrenadante 1,27 + 0,06 47,48+ 1,19

Fonte: o autor.

Como se pode observar, obteve-se um rendimento de imobilizacdo de 31,44% no

carregamento de 5 mg/mL e 47,48% e para o carregamento de 25 mg/mL, com atividades
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hidroliticas de 34,64 = 7,00 U/g e 54,45 + 7,00 U/g, respectivamente. Desta forma, pode-se
observar que tanto pelo rendimento de imobilizacdo, quanto pela atividade hidrolitica obtida, o
carregamento de 25 mg/mL apresentou melhores resultados.

Segundo Aghababaie e seus colaboradores (2018) que realizaram a imobilizacédo da lipase
de Candida rugosa em membrana de poliacrilonitrila ativada com glutaraldeido, obtiveram um
rendimento de imobilizacdo de cerca de 40%, 0 que mostra que, apesar de suportes diferentes
e origens diferentes da enzima, o rendimento de imobilizacdo da lipase esta em conformidade
com os valores encontrados na literatura.

Costa et al. 2017, imobilizaram por troca ibnica a lipase de Rhizopus oryzae em Amberlite
IRA 96. Esses pesquisadores obtiveram rendimento de 64,7%, enquanto neste trabalho o valor
obtido foi de 47,5 + 3,1%. Uma possivel justificativa para essa diferenca € a uniformidade das
particulas de suporte utilizadas nos dois trabalhos. O suporte comercial possui granulometria
regular, fato esse que favorece a imobilizacdo. J& 0 pd de sabugo de milho, apesar de ter sido
tamisado, apresenta granulometria menos uniforme. Outros fatores a serem considerados
também sdo as diferencas entre as propriedades dos suportes utilizados nos dois trabalhos, bem
como os metodos de imobilizacdo utilizados. Dessa forma, verifica-se que o pé de sabugo de
milho apresentou desempenho satisfatorio na imobilizacdo e é uma promissora matéria prima

para ser utilizada como suporte.

5.6. REACOES DE ACIDOLISE DO OLEO DE SEMENTE DE UVA E ACIDO CAPRICO

5.6.1 REACAO EM REATOR DE TANQUE AGITADO

A maior parte dos estudos encontrados na literatura sobre reacdes de acidolise
enzimatica sdo operadas em reatores de tanque agitado (XU et al., 2018; MORSELLI-RIBEIRO
etal., 2017; COSTA et al., 2017; RUAN et al., 2014). Este fato pode ser explicado por se tratar
de uma configuracdo de simples construcdo e também devido a sua mistura perfeita, que
propicia um produto uniforme. Outra vantagem deste reator em reacdes enzimaticas é que
devido ao contato de enzima-substrato ser intenso as chances de sucesso da rea¢do sdo elevadas
(KIM, AKOH, 2015).

Com essa motivagdo, somada a necessidade de se comparar os valores de Gl
empregando-se o reator de leito fixo utilizado neste projeto, realizaram-se reacdes de aciddlise

em reator batelada de tanque agitado. Os testes foram realizados em duplicata, com dois lotes
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diferentes de pd de sabugo de milho imobilizado, a fim de mitigar quaisquer possiveis efeitos
de reprodutibilidade experimental.

Os valores médios dos graus de incorporacdo (GI) das duas reacbes de aciddlise
realizadas em modo batelada, bem como seus respectivos desvios padrdo estdo representados
na Figura 31.

Figura 31 - Graus de incorporacao (Gl, %) médios em funcdo do tempo para triplicata de
reacOes de aciddlise em reator de tanque agitado.
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Fonte: o autor.

Como pode-se observar, o GI médio do acido graxo de interesse (C1o) foi aumentando
com o tempo de reacdo e atingiu seu ponto maximo de 55 + 0,3% em 24 horas. Bassan et al.
(2018), que também realizaram a acidolise enzimatico do 6leo de semente de uva para producéo
de lipideos estruturados, porém empregando uma lipase imobilizada comercialmente
(Lipozyme RM IM), obtiveram GI de 51,8%. Nunes e seus colaboradores (2011), apresentaram
dados de producdo destes triglicerideos, pela aciddlise do azeite de oliva e acido céprico,
catalisada por lipase de Rhizopus oryzae imobilizada covalentemente em Eupergit®, o Gl
obtido foi de 52,2%. Costa et al (2017) imobilizaram também a lipase de ROL em Amberlite
IRA96 e obtiveram GI de 52,4%. Estes resultados mostram o potencial da enzima imobilizada
em po de sabugo de milho para a produgdo de lipideos estruturados, uma vez que foram obtidos

resultados semelhantes a lipases imobilizadas comercialmente, de alto valor agregado.
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Os indices de peroxido (IP) do éleo de semente de uva puro e do produto obtido apds
24 horas de reacdo foram analisados. Para a duplicata de reagGes em reatores de tanque agitado,
obteve-se um valor de 5,1 + 0,5 mEqg/Kg 6leo, enquanto para o 6leo (matéria prima) obteve-se
o valor de 2,0 £ 0,5 mEqg/Kg 6leo. Estes valores estdo em conformidade com a exigéncia da
Anvisa de no méximo 10 mEg/Kg 6leo. Apesar disso, 0 aumento do IP apds a reacdo evidencia

a influéncia de fatores como luz e calor durante as rea¢fes de aciddlise.

5.6.2 REACAO EM LEITO FIXO OPERANDO COM RECICLO TOTAL

Seguindo a metodologia descrita no item 4.4.2, realizou-se uma reacdo de aciddlise em
reator de leito fixo encamisado operando em batelada. O meio reacional foi mantido sob
agitacdo a fim de que estivesse bem homogeneizado ao ser alimentado em fluxo ascendente no
reator. A vazdo de alimentagéo foi de 1 mL/min e a reacao foi conduzida a 45°C. As amostras
foram coletadas nos tempos de 0, 4, 6, 8, 12, 24, 48, 72 e 120 horas e seus respectivos graus
médios de incorporacao (Gl) estéo representados na Figura 32.

Figura 32 - Grau de incorporacdo (Gl, %) em funcédo do tempo para reacao de acidolise do 6leo
de semente de uva e acido caprico, catalisada por lipase de ROL imobilizada em po
de sabugo de milho, em reator de leito fixo, operando em modo batelada.
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Fonte: o autor.

Por se tratar da primeira reacdo utilizando leito fixo, decidiu-se conduzi-la por um
periodo maior. Este estudo foi embasado por resultados de Abed et al. (2018) que mostram que

0 Gl tende a estabilizar ap6s longos periodos de reagdo. Dessa forma, analisando-se a Figura
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20, verifica-se que o ponto de maior grau de incorporagéo foi atingido com 120 horas de reacao,
porém a partir das 24 horas ja apresentou tendéncia de estabilizacéo.

Uma vez que as reacdes conduzidas nos reatores de tanque agitado (STR) e leito fixo
(PBR) mantiveram a relagéo entre a massa de biocatalisador e a massa de meio reacional, faz-
se possivel comparar seus resultados de grau de incorporacdo. Nesse sentido, verifica-se que
para o periodo de 24 horas de reacdo ambos 0s reatores apresentaram graus de incorporacao
préximos, sendo 55,0% no STR e 54,4% no PBR.

Apesar da proximidade dos valores, cada configuracdo de reator apresenta certas
vantagens e desvantagens, as quais devem ser ponderadas a fim de selecionar o melhor
biorreator em cada processo. Nesse sentido, a eficiente agitacdo dos STR por um lado
proporciona elevado contato entre enzima-substrato e por outro pode causar danos a integridade
do suporte, inviabilizando sua reutilizagdo. Nos reatores de tanque agitado o controle da
temperatura, importante variavel em processos enzimaticos é mais facil quando comparado a
reatores de leito fixo. Por outro lado, nos PBR a separacao do biocatalisador do meio reacional,
bem como sua operacdo em regime continuo € mais vantajosa quando comparadas ao STR
(PINO et al., 2018; SEN, NATH, BHATTACHARJEE, 2016).

As atividades hidroliticas do derivado imobilizado foram dosadas antes e apds a reacao
de acidolise em reator de leito fixo. A média dos valores obtidos, bem como seus respectivos

desvios padrdes estdo representados na Tabela 13.

Tabela 13 - Atividades hidroliticas (U.g-!) dos derivados imobilizados antes e apds a reacéo de
aciddlise do o6leo de semente de uva e acido caprico, catalisada por lipase de ROL,
em reator de leito fixo operando em batelada.

Atividade hidrolitica (U.g})

Antes dareacdo 259,85 + 3,31
ApOs a reacao 217,45 £ 2,00

Fonte: o autor.

Analisando-se os valores da Tabela 13, verifica-se que a enzima imobilizada manteve
suas propriedades cataliticas mesmo ap6s 120 horas de reacdo, perdendo apenas cerca de 20%
de sua atividade hidrolitica. Este fato evidencia uma das vantagens da imobilizacdo, a qual
proporciona a facil separacdo do biocatalisador do meio reacional e permite sua reutilizacdo em

outras reagdes com a atividade hidrolitica preservada (COSTA et al., 2017). Nas proximas
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etapas do projeto, serd analisada a estabilidade operacional do biocatalisador, permitindo assim
uma anélise mais profunda deste parametro.

Outra varidvel analisada foi o indice de peréxido (IP) do 6leo no inicio e final da reacéo.
Para o 6leo inicial o IP foide 3,8 + 0,5 mEqg/Kg 6leo e para o produto apds 120 horas de reacdo,
obteve-se 16,6 + 0,9 mEqg/Kg Oleo. Este valor estd acima dos 10 mEqg/Kg permitidos pela
ANVISA para 6leos refinados e prensados a frio, como é o caso do 6leo de semente de uva.
Esse elevado valor de indice de peroxido esta associado ao longo periodo de reagéo, resultando
em longa exposicao do 6leo a luz e ao calor. A fim de que o 6leo de semente de uva modificado
esteja dentro das especificacdes exigidas pelo 6rgdo regulatorio a reacdo deve ser conduzida
por um periodo menor. Pode-se também verificar a influéncia da luz no indice de perdxido,
deixando o reator em ambientes de baixa luminosidade durante a execucéo da reagdo (ANVISA,
1999; THODE FILHO et al., 2014).
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6 CONCLUSOES

Neste trabalho, por meio de um planejamento experimental avaliaram-se a influéncia da
temperatura e do pH na atividade hidrolitica. Para a lipase de Rhizopus oryzae na forma livre,
determinaram-se a temperatura e pH 6timos como sendo 39°C e pH 6,8. Ja para a lipase
imobilizada em pé de sabugo de milho, verificou-se que ndo ha um ponto maximo de pH e
temperatura e sim uma regido de maior atividade hidrolitica da enzima imobilizada, como sendo
em pH entre 7-9 e temperaturas entre 50 e 65°C. Estes valores sdo superiores aos encontrados
para a lipase na forma livre e foram alcancados devido a imobilizacdo satisfatoria da enzima

em p6 de sabugo de milho.

Com relagédo & estabilidades térmicas, a enzima livre apresentou tempo de meia vida de
3,46 horas, enquanto a imobilizada de 94,6 horas. O processo de imobilizagdo por ligacao
covalente neste trabalho resultou em aumento de cerca de 30 vezes na estabilidade térmica,
porém, diminuiu a atividade hidrolitica do biocatalisador.

Os derivados imobilizados foram aplicados em reatores de tanque agitado (STR) e de
leito fixo (PBR) para reacdes de aciddlise utilizando 6leo de semente de uva e acido caprico
(C10). O desempenho do biocatalisador foi satisfatorio em ambas configuragdes, resultou em
um grau de incorporacdo médio (Gl) de 55,0% e 54,5%, respectivamente para 0s STR e 0 PBR.

Os produtos obtidos também foram avaliados quanto ao indice de perédxido (IP),
verificando-se que o processo de luz e calor presente nas rea¢fes provocou aumento no IP. Essa
alteracdo foi mais intensa no reator de leito fixo, uma vez que a reagdo foi conduzida por mais
tempo.

O p6 de sabugo de milho in natura, bem como amostras de todas as etapas de tratamento
e ativacdo do suporte foram analisadas em FTIR, MEV e analise elementar por EDS,
verificando-se que estes processos foram realizados de maneira satisfatoria.

Dessa forma, o sucesso na imobilizacdo da lipase em p6 de sabugo de milho concluiu-
se que o p6 de sabugo de milho é um suporte com elevado potencial para imobilizacéo
enzimatica, agregando valor a um subproduto agroindustrial. Além disso, baseado nos graus de
incorporacdo satisfatorios obtidos nas reacbes de aciddlise enzimatica, verificou-se que 0s
reatores de tanque agitado, bem como o de leito fixo sdo vidveis para a producdo de

triglicerideos estruturados.
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Tabela 14 - ConcentragBes do tragador (mg.mL™?) e respectivas absorbancias das amostras

Fonte: o autor.

coletadas durante a execucgéo do teste de tracador em reator de leito fixo.

Concentracéo (mg.L™)

Absorbéancia (A)

0,043 0,004
0,086 0,088
0,130 0,186
0,216 0,232
0,432 0,382
0,648 0,644

Figura 33 - Curva de calibracdo do corante lipossolivel Rosa Mix® utilizado no teste de
tracador em reator de leito fixo.

Fonte: o autor.
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Apéndice B — Teste ANOVA, coeficientes de regresséo, erro padréo, valores de te p valore
do delineamento experimental da enzima de Rhizopus oryzae livre

Tabela 15 - Coeficientes de regressao, erros padrdo, os valores de t calculado e de p-valor no
estudo do efeito da temperatura e pH na atividade da lipase livre de Rhizopus
oryzae.

Nome Coeficiente Erro Padrdo t-calculado p-valor
Média 27949,84 1030,76 27,116  2,38E-08

X1 -7077,55 728,86 -9,711  2,60E-05
X12 -7271,34 814,89 -8,923  4,51E-05
X2 -1588,77 728,86 -2,180 0,066
X22 -4295,73 814,89 -5,272 0,001

Fonte: o autor.

Tabela 16 - Analise de variancia (ANOVA) no estudo do efeito do pH e da temperatura na
atividade hidrolitica da lipase de Rhizopus oryzae.

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado Fcalc p-valor
Variagao Quadrados Liberdade Médio
Regressao 740400225,2 4,00 185100056,3 37,7  0,00022
Residuos 29748897,05 6,00 4908921,10 - -
Falta de
Ajuste 28111455,22 4,00 7027863,81 10,5 0,08906
Erro Puro 1342071,3 3,00 671035,60 - -
Total 769853751,7 10,00 - - -

Fonte: o autor.
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Apéndice C - Teste ANOVA, coeficientes de regressao, erro padréo, valores de t e p valore
do delineamento experimental da enzima de Rhizopus oryzae imobilizada em p6 de sabugo
de milho

Tabela 17 - Coeficientes de regressao, erros padrdo, os valores de t calculado e de p-valor no
estudo do efeito da temperatura e pH na atividade da lipase de Rhizopus
oryzae.imobilizada em p6 de sabugo de milho.

Nome Coeficiente Erro Padréo t-calculado p-valor

Média 113,29 1,28 88,48 0,0000
X1 37,50 1,69 22,14 0,0002
X2 11,50 1,69 6,79 0,0065

X1. X2 8,50 1,69 5,02 0,0152

Fonte: o autor.

Tabela 18 - Analise de variancia (ANOVA) no estudo do efeito do pH e da temperatura na
atividade hidrolitica da lipase de Rhizopus oryzae imobilizada em pd de sabugo de

milho.

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado Fcalc _valor

Variagao Quadrados Liberdade Médio P
Regressao 6443,0 3,00 2147,7 187, 0,00066
Residuos 34,4 3,00 11,5 - -
Falta de
Ajuste 13,8 1,00 13,8 1,3 0,36776
Erro Puro 20,7 2,00 10,3 - -
Total 6477,4 6,00 - - -

Fonte: o autor.



