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RESUMO

ZANETTE, Andréia Fatima. Estudo de Sistemas Reacionais Enziméticos para
Producédo de Produtos Quimicos de Alto Valor de Mercado. Orientadores: Lucio
Cardozo Filho, Rodrigo Octavio Mendonga Alves de Souza e Ivana Correa Ramos
Leal. Maringd: UEM/PGs-Graduagdo em Engenharia Quimica, 2014. Tese de
doutoramento (Doutorado em Desenvolvimento de Processos).

O objetivo do presente trabalho consistiu na producdo enzimatica de dois produtos
de alto valor de mercado: o mono-oleato de glicerila (mono-oleina) e o acido
epoxioleico. A mono-oleina foi produzida pela reacdo de esterificacdo do acido
oleico com solketal (R,S-1,2 Isopropylideneglycerol) utilizando a lipase Lipozyme RM
IM como biocatalisador. A reacdo foi conduzida em condi¢bes supercriticas.
Primeiramente, o comportamento dos sistemas binario (CO, + solketal) e ternario
(CO; + solketal + acido oleico) foi estudado a fim de prever a solubilidade do
sistema. Posteriormente, foi realizado um planejamento fatorial completo, com
triplicata no ponto central, onde foi avaliada a influéncia de trés variaveis
independentes: temperatura (33 a 67°C); razdo molar acido oleico:solketal (1:0,1 a
1:6,4) e concentracao da enzima (0,1 a 13% (m/m)), mantendo-se fixo o tempo em 3
horas de reacéo e a densidade do CO, em 718 kg/m®>. Ao finalizar o planejamento, o
tempo reacional foi avaliado. A condicdo otimizada correspondeu ao tempo de 1
hora de reacado, 60°C, 1% (m/m) de concentracdo de enzima e razdo molar acido
oleico:solketal de 1:5, atingindo rendimentos de aproximadamente 70% em produto.
O segundo produto de interesse industrial, o epoxido, foi obtido pela reacdo de
epoxidacao do acido oleico com o acetato de etila utilizando peréxido de hidrogénio
como agente oxidante. A lipase Candida antarctica B foi imobilizada em
microemulsdes baseadas em organogéis com hydroxyl-propyl-methyl cellulose
(HPMC) e utilizada como biocatalisador. A epoxidacdo foi realizada em baixa
pressdo e em condi¢cdes supercriticas, com CO, como solvente. Em condi¢des
ambientes, a reacdo foi otimizada por meio de um planejamento fatorial 2° com
triplicata no ponto central, que totalizou 11 experimentos. As seguintes variaveis

independentes foram consideradas: temperatura (35-55°C), concentragdo de acido

viii



oleico (50-100 mmol/L) e concentracdo de enzima (0,4-0,8 mg/mL microemulsao). A
guantidade de H;O, foi mantida fixa em 1,2 mL, pois em estudos anteriores
observou-se que um excesso de oxidante ndo afetou a estrutura da enzima. A
condicao otimizada correspondeu ao tempo de 48 horas de reagao, 35°C, 50 mmol/L
de acido oleico e concentracdo de enzima de 0,8 mg/mL de microemulsao atingindo
rendimentos em epoéxidos de aproximadamente 84%. O estudo da cinética da
reacao permitiu observar que a reacdo € lenta, atingindo 10% em rendimentos com
1 hora de reacdo. Para realizar a reacdo de epoxidacdo em condi¢des supercriticas,
0 comportamento do sistema ternario (CO, + acetato de etila + &cido oleico) foi
primeiramente avaliado a fim de prever a solubilidade do sistema. Em seguida, foi
realizada a reacdo, que néo apresentou resultados satisfatorios. Foi realizado um
planejamento experimental, em que o rendimento da reacéo foi em torno de 10% em
todas as condicfes avaliadas. O baixo rendimento obtido na reacdo pode estar
relacionado pela grande quantidade de agua presente no sistema, e o0 CO, em
condicbes supercriticas tem sua solubilidade bastante limitada em sistemas

aquosos.

Palavras-chave: Lipases. Mono-oleina. Epoxido. Microemulsdes. Fluido

Supercritico. Dioxido de Carbono. Equilibrio de Fases.



ABSTRACT

ZANETTE, Andréia Fatima. Study of Reactive Enzyme Systems to Produce High
Value Chemicals Market; Supervisors: Lucio Cardozo Filho, Rodrigo Octavio
Mendonca Alves de Souza and lvana Correa Ramos Leal. Maringd: UEM/PGés-
Graduagdo em Engenharia Quimica, 2014. Doctoral Thesis (Chemical Engineering
Process Development).

The aim of this work was the enzymatic production of two high-value products to
market: glyceryl monooleate (monoolein) and epoxioleic acid. The mono-olein was
produced by esterification of oleic acid with solketal (D,L-,1,2 Isopropylideneglycerol)
using Lipozyme RM IM lipase as biocatalyst. The reaction was carry out in
supercritical conditions. First, the behavior of binary (CO, + solketal) and ternary
(CO; + solketal + oleic acid) systems was study to predict the solubility of the system.
Afterwards we performed a full factorial design with three replications at the center
point where the influence of three independent variables was evaluated: temperature
(33-67°C), molar ratio oleic acid:solketal (1:0.1 to 1:6,4 ) and enzyme concentration
(0.1 to 13% (w/w)), keeping constant the time at 3 hour reaction and the density of
the CO, in 718 kg/m°. Finally, the reaction time was evaluated. The optimized
condition corresponds to the time of 1 hour of reaction, 60°C, 1% (w/w) of enzyme
concentration and molar ratio oleic acid:solketal in 1:5, reaching yields of about 70 %
in the product. The second product of industrial interest, the epoxide, was obtained
by epoxidation reaction of oleic acid with ethyl acetate using hydrogen peroxide as
oxidizing agent. Candida antarctica B lipase was immobilized in microemulsion
based organogels with cellulose hydroxylpropylmethyl cellulose (HPMC) was used as
biocatalyst. The epoxidation was carried out at low pressure and in supercritical
conditions, using CO, as solvent. At ambient conditions, the reaction was optimized
using a 2° factorial design with center point in triplicate, totaling 11 experiments. The
following independent variables were considered: temperature (35-55°C),
concentration of oleic acid (50-100 mmol/L) and amount of enzyme (0.4-0.8 mg E/mL
microemulsion). The amount of H,O, was fixed in 1.2 mL, given that in previous

studies it can be seen that an excess of oxidant does not affect the structure of the
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enzyme. The optimized condition corresponds to the time of 48 hour reaction, 35°C,
50 mmol/L oleic acid and 0.8 mg E/mL microemulsion reaching yields about 84 % in
epoxides. The study of reaction kinetics allowed us to observe that the reaction is
slow, reaching 10 % in income after 1 hour of reaction. To conduct the epoxidation
reaction in supercritical conditions, the behavior of the ternary system (ethyl acetate
+ CO; + oleic acid) was first assessed in order to predict the solubility of the system.
Then, the reaction, which did not show satisfactory results, was evaluated. An
experimental design was performed and the yield remained around 10 % for all
conditions evaluated. A possible negative influence for this result is the large amount
of water present in the system, and CO, under supercritical conditions has very

limited solubility in agueous systems.

Keywords: Lipases. Mono-olein. Epoxy. Microemulsions. Supercritical Fluid. Carbon

Dioxide. Phase Equilibria.
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Capitulo 1 — Introducéo

1. INTRODUCAO

As lipases (glicerol-ester-hidrolases, EC 3.1.1.3) s&o classificadas como
hidrolases e atuam na hidrélise de acilglicerdis liberando acidos graxos e glicerol,
constituindo uma classe especial de esterases [DALLA-VECCHIA, 2004;
KAZLAUSKAS E BORNSCHEUR, 2008]. Desempenham um importante papel nos
processos industriais enzimaticos, para os quais se estima que 80% de todas as
enzimas industriais s&o membros desta classe. Apresentam grande afinidade por um
namero grande de substratos, geralmente sdo biocatalisadores eficazes devido a
elevada atividade especifica pelo substrato, baixo impacto ao ambiente, grupo
funcional e estereoseletividade [LIAW e LIU, 2010; OLIVEIRA et al., 2006].

Grande numero de trabalhos tem sido voltados para utilizagéo das lipases na
transformagéo de moléculas de acidos graxos de elevada massa molecular, tal como
o acido oleico [LEE et al., 2002]. As lipases podem catalisar eficazmente o processo
de esterificacéo e epoxidacdo de acidos graxos, em condi¢Oes brandas de reacdo, a
baixa pressdo, além de poder ser utilizado em condi¢des supercriticas, com
solventes tais como o diéxido de carbono [CENI et al., 2010; HABULIN et al., 2008].

O mono-oleato de (glicerila, ou mono-oleina, pertence a classe dos
monoacilgliceréis e, como tal, apresenta um balanco hidrofilico-hidrofébico, que |he
confere propriedades emulsificantes e surfactantes néo-ibnicos, além de
estabilizantes e antiespumantes de grande importancia na industria alimenticia,
cosmética e farmacéutica [KULKARNI et al.,, 2011]. Exemplos de alimentos
processados, que sao emulsdes, incluem creme de leite, molhos para salada,
salsicha, bolos, chocolate, recheios e produtos instantaneos.

O mercado global de surfactantes esta projetado para atingir 2,3 milhdées de
toneladas até 2015, impulsionado pelo uso de emulsificantes em alimentos e
bebidas, e pelo uso crescente em produtos de cuidados pessoais. Os avancos
tecnolégicos na industria de processamento de alimentos deverdo impulsionar o
crescimento do mercado nos proximos anos [INSUMOS, 2012].

A producédo da mono-oleina pode ser realizada a partir da hidrélise parcial de

Oleos vegetais catalisada por lipases, e também pela esterificacdo do glicerol com o
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acido oleico, tendo como principais dificuldades a insolubilidade do glicerol em
solventes organicos e a formacdo de diacilgliceréis [KULKARNI et al.,, 2011].
Trabalhos atuais relatam a utilizacdo preferencial do solketal em substituicdo ao
convencional glicerol [MACHADO et al., 2011]. O solketal € um &lcool primario obtido
a partir da reacdo do glicerol com a acetona e tende a diminuir o impedimento
estérico causado pelo alcool [ITABAIANA JR et al., 2012].

O &cido epoxioleico € um produto de alto valor agregado, e entre as
aplicacbes importantes de 6leos vegetais epoxidados e ésteres de acido graxos sao
como agente plastificante para o cloreto de polivinilo (PVC) e outros materiais
plasticos, como diluentes reativos para tintas e como intermediarios para a producao
de poliuretano-poliol [ORELLANA-COCA et al., 2005].

O produto de interesse (epoOxido) é obtido por meio de um processo de
epoxidacdo seletiva, que envolve a utlizacdo de uma lipase para catalisar a
formacéo do peracido a partir de H,O, e do acido graxo correspondente. O peracido,
o0 qual transfere o oxigénio para as duplas ligacbes, € formado in situ a partir de
peroxido de hidrogénio [CORREA et al., 2012].

Para a imobilizacdo das enzimas sdo utilizados organogéis baseados em
microemulsbes de &agua-em-Oleo. Nestas microemulsdes, as enzimas ficam
aprisionadas no ndcleo da agua da emulsdo, podendo manter a sua atividade e
aumentar a sua estabilidade no interior da matriz do gel. A importancia da
microemulsdo baseada em organogeéis (MBGs) se apoia em seus potenciais em
inimeras aplicacbes biotecnologicas. Um exemplo importante € a utilizacdo de
varios sistemas de microemulsdes de lipase em reacdes hidroliticas [ZOUMPANIOTI
et al., 2010].

A catalise enzimatica muitas vezes fornece uma alternativa mais seletiva e
favoravel ao meio ambiente do que a catalise quimica. As enzimas séo consideradas
biocatalisadores efetivos por ter alta especificidade ao substrato, grupo funcional
especifico e estereoespecificidade em meio aquoso [MAMURO et al., 2001]. As
reacdes enzimaticas propiciam condicbes amenas de operacdo, facilidade de
separacao e purificacdo dos produtos [JIANG et al., 2013].

Em busca de substitutos aos usuais solventes organicos, tem-se dado
atencdo especial aos fluidos supercriticos. Tal técnica se beneficia da elevada

difusividade apresentada por fluidos no estado supercritico para obter-se elevados
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rendimentos em diversos tipos de reacado. Aliado a esta vantagem, estd o beneficio
de ser uma técnica limpa, de facil separacdo dos produtos, reduzindo
significativamente os danos causados ao meio ambiente [HABULIN et al., 2008].

O processo de producdo da mono-oleina e do acido epoxioleico utilizando
enzimas e a reacdo em condi¢des supercriticas utilizando dioxido de carbono
apresenta-se como alternativa ao processo convencional de producéo, uma vez que
as condicOes reacionais (temperatura) utilizadas sdo brandas, em menor tempo de
reacdo, com um aumento no rendimento e na seletividade do produto. Além disso, a
separacdo do produto é facilitada, uma vez que em condi¢cdes atmosféricas, o
diéxido de carbono é completamente disperso no ambiente.

Com base nos aspectos expostos, este trabalho visa explorar o potencial da
utilizacdo de dioxido de carbono em condi¢cdes supercriticas para a producdo de
produtos de interesse industrial. Tais reagbes foram conduzidas em condi¢des
supercriticas e lipases foram utilizadas como biocatalisadores. As técnicas utilizadas
vém ao encontro com o foco das pesquisas e do direcionamento das industrias nos

dias atuais: reducéo do impacto ambiental.
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2. OBJETIVOS

Esta tese foi um trabalho conjunto entre os Departamentos de Engenharia
Quimica da Universidade Estadual de Maring4, do Instituto de Quimica da
Universidade Federal do Rio de Janeiro e do National Hellenic Research, em

Atenas, Grécia.

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho consiste na producdo enzimatica de dois

produtos de alto valor agregado: mono-oleina e acido epoxioleico.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Producéo enzimatica de mono-oleina em didxido de carbono supercritico:

i. Obtencdo dos dados de transicdo de fase para o0s sistemas binario
(CO; e solketal) e ternario (CO, + solketal + acido oleico);

ii. Avaliar o desempenho do biocatalisador imobilizado numa reacéo de
esterificacdo em dioxido de carbono em condi¢cbes supercriticas e
verificar a influéncia das condi¢cdes reacionais no rendimento através
de um planejamento de experimentos DCC;

iii.  Otimizar as condicdes reacionais.
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Producéo enzimatica do acido epoxioleico em baixa presséo:

Validacdo do método de analise de epoxidos em GC e LC-MS/MS;
Avaliar o desempenho da aplicacdo de microemulsGes baseadas em
organogéis em uma reacdo de formacdo de epoxido a partir do acido
oleico, bem como estudar as condi¢gfes reacionais no rendimento em
epoxido por meio de um planejamento de experimentos DCC;
Otimizar as condi¢des reacionais;

Estudar o efeito das variaveis na cinética da reacao.

Producdo enzimatica do acido epoxioleico em dioxido de carbono

supercritico:

Obtencdo dos dados de transicdo de fase para o sistema ternario
(CO; + acetato de etila + acido oleico);

Validacdo do método de analise de epoxidos em GC;

Estudar o efeito das variaveis no rendimento da reacao por meio de

um planejamento experimental.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo sera apresentada uma revisdo sobre o estado da arte
referente as reacbes enzimaticas de esterificacdo e epoxidacdo. Levando em
consideracao os objetivos delineados para este trabalho, serd dada énfase especial
a utilizacdo de enzimas em duas reacfes quimicas especificas e conduzidas em

condicdes supercriticas.

3.1 BIOCATALISE

s

A biocatalise é relativamente uma tecnologia verde. Reacfes enzimaticas
podem ocorrer na presenca de agua a temperatura ambiente e pH neutro, sem a
necessidade de condi¢cbes extremas, economizando energia para 0 processo. Hoje,
as biotransformacbes altamente quimico-, regio- e estereosseletivas podem
simplificar os processos de fabricacdo e torna-los ainda mais economicamente
atrativos e ambientalmente aceitaveis [LIESE et al., 2000].

Nos ultimos anos, a utilizacdo de enzimas em processos industriais tem
aumentado consideravelmente (Tabela 1). O “Fungal Genomics Project” € um centro
de pesquisa que identifica enzimas fangicas para aplicacbes industriais e
ambientais. Este centro prevé a identificacdo de mais de 70.000 genes de 15 novas
espécies de fungos, identificados por meio da sequéncia genética de cada fungo
[FUNGAL GENOMICS PROJECT, 2013].

O mercado de enzimas estd divido em enzimas industriais (enzimas
técnicas, enzimas para industria de alimentos e enzimas para racdo animal) e
enzimas especiais (enzimas terapéuticas, enzimas para diagnéstico, enzimas para

guimica quiral e enzimas para pesquisa) [MONTEIRO e SILVA, 2009].
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Tabela 1. Aplicagcbes de enzimas em processos industriais e ambientais.

Processo

industrial/ambiental

Enzimas

Aplicagbes/Substratos

Fabricacdo de celulose

e papel

Lacases, celulases, pectinases,
xilanases, esterases, lipases

Lignina, celulose e hemicelulose

Tratamento e

descontaminacao de

agua

Lignina-peroxidases,
manganese-peroxidases,
lacases, citocromo P450,
esterases, lipases

Cloroanilina, clorobifenil,
clorofendis, DDT, plasticos,
corantes heterociclicos,
nitrotolueno, 6leo diesel

Liguefacéo do carvéo

Peroxidases,lacases, esterases

Carvao

Testes
ecotoxicoldgicos

Lignina-peroxidases, citocromo
P-450, monoxigenases,
glutationa-transferases

Biossensores, biomarcadores,
modelo do metabolismo
xenobiético dos mamiferos

Detergentes

domésticos/industriais

Proteases, lipases, amilases,
celulases

Lavanderia e limpeza de louca
em uma ampla faixa de T

Processamento de
alimentos
e funcionalidades

Proteases, invertases, alfa-
amilases, pectinases,
glucomilases, celulases,
xilanases, lactases

Clarificagéo e extragao de sucos,
melhoramento do sabor,
extracdo de carne, producéo de
acuUcar, textura de massas

Alcool combustivel

Celulases, amilases,
glucoamiases, xilanases,
proteases

Amido ou aclcar com base de
matérias-primas vegetais em
alcool

Panificacéo Alfa-amilases, oxidases, Maximizar a fermentacao,
lipases, lipoxigenases, condicionamento,branqueamento
xilanases, proteases e fortalecimento da massa

Fermentacéao Alfa-acetolactato- Reduzir o tempo de maturacéo
decarboxilases, beta- da cerveja, melhorar o
glucanases, celulases, rendimento e filtrabilidade,
xilanases, proteases extracdo de proteina

Vinificacao Pectinases, glucosidases, Liberacdo de compostos de cor e

celulases

aroma, clarificacdo do vinho

Alimentacao animal

Fitases, xilanases, beta-
glucanases, alfa-amilasess,
proteases, endo-xilanases

Melhorar a digestibilidade

Farmacéutico e

Citochrome P450 oxigenases,

Biotransformacéo de antibidticos,

guimica fina glutationa transferases, antitumorais, esteroéides, etc
lactases, alfa-galactosidases
Téxtil Celulases, proteases, amilases, Remoc&o de corante,

catalases

degomagem

Processamento do
couro

Proteases e lipases

Remocéo de gordura e cabelo da
pele e do couro cru

Cuidados pessoais

Proteases, glucoamilases,
glucose-oxidases, catalases

Pasta de dente, solugéo de
limpeza para lentes de contato

Fonte: Fungal Genomics Project (2013).

A biotecnologia envolve a utilizagdo de células microbianas e enzimas na

obtencdo de produtos quimicos, incluindo aminoacidos, medicamentos, e polimeros
e tem atraido consideravel atencdo [SUDHEESH et al.,, 2010; SOETAERT e




Capitulo 3 — Revisao Bibliografica

VANDAMME, 2006]. E aplicada para a producéo sustentavel de produtos quimicos
provenientes de fontes renovaveis usando células vivas e suas enzimas [LI et al.,
2012; LI et al., 2011; SEVERAC et al., 2011, STEPHANOPOULOS, 2007],
contribuindo assim para a realizacao de processos limpos com minima geracédo de
residuos e diminui¢cdo do consumo de energia.

Além da producdo de produtos quimicos uteis, produtos quimicos téxicos
podem ser removidos por micro-organismos. A perspectiva € de que o
desenvolvimento das pesquisas conduza a melhoria das proteinas e das técnicas
utilizadas, fazendo com que estes biocatalisadores sejam mais eficazes, sempre em
busca de uma sociedade sustentavel [KURODA e UEDA, 2011].

3.2 CATALISADORES BIOLOGICOS: ENZIMAS

As enzimas sdo proteinas que podem ser usadas como catalisadores
biologicos. A catalise das reacdes bioldgicas € imprescindivel para a conservacao,
reproducao dos seres vivos e transformacdes quimicas, uma vez que a maioria das
reacbes que ocorrem nos organismos tem, na auséncia de catalisadores,
velocidades muito baixas. As reacOes catalisadas por enzimas tém velocidades
altas, entre 10° e 10% vezes maiores que as reacdes ndo catalisadas e algumas
ordens de grandeza maiores que as reacOes catalisadas por catalisadores
inorganicos. Além disso, por apresentarem uma estrutura complexa, possuem um
alto grau de especificidade, propriedade ausente nos catalisadores inorganicos.
Portanto, sua presenca permite a sele¢éo das reagcfes que poderdo ocorrer em um
determinado organismo / substrato [PAQUES e MACEDO, 2006; BORZANI et al.,
2001].

As enzimas sao proteinas globulares compostas por vinte diferentes
aminoacidos. Estes se caracterizam por terem, unidos ao atomo de carbono, um
grupo amino (basico), um grupo carboxila (acido) e um radical varidvel. Sé&o
macromoléculas, com peso molecular variando entre cerca de 5.000 até mais de
1.000.000 de Da. Dalton (Da) é uma unidade de massa, equivalente a 1/12 da
massa de um atomo de carbono 12 [MALAJOVICH, 2009; BORZANI et al., 2001]. As
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enzimas sdo catalisadores biolégicos que diminuem a energia de ativacao,
acelerando a taxa de reacdo, sem alterar a constante de equilibrio e a energia livre
de reacdao [ISICK et al., 2003].

A presenca de um carbono assimétrico resulta em duas formas moleculares
(R) e (S) que diferem por suas propriedades Opticas. Os aminoacidos que compdem
as proteinas correspondem a forma (R). A reacdo de condensacgdo entre o grupo
carboxila de um aminoé&cido e o grupo amina de outro cria uma ligagéo peptidica. A
unido de véarios aminoacidos forma uma cadeia peptidica que se caracteriza ndo s6
pelo nimero e tipo de aminoacidos que a compdem, como pela sequéncia em que
estes se encontram, denominada estrutura primaria. Ao se estabelecerem ligacdes
entre 0s grupos que formam os enlaces peptidicos, a cadeia adota uma estrutura
regular ou estrutura secundaria, geralmente em forma de hélice ou de folha. As
interacdes entre as cadeias laterais dos aminoacidos causam o dobramento da
proteina, resultando uma configuracdo espacial que € chamada de estrutura
terciaria. A forma final de uma proteina dependera ainda da associacao entre varios
polipeptidios, no que se denomina de estrutura quaternaria (Figura 1). Quando
sintetizada dentro da célula, uma proteina adotara espontaneamente a configuracéao
espacial que decorre de sua estrutura primaria. Entretanto, fatores ambientais como
o pH, a concentracdo salina ou a temperatura podem causar alteracdes

momentaneas ou definitivas na forma da molécula [MALAJOVICH, 2009].

Aminoacidos Folha pregueada Helice
\ {Conformagao ) {Conformagdo o)

o - Hélice

ESTRUTURA ESTRUTURA ESTRUTURA ESTRUTURA
PRIMARIA SECUNDARIA TERCIARIA QUATERNARIA

Figura 1. Estrutura de uma proteina (Malajovich, 2009).
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Alteracbes ambientais, tais como pH, temperatura e forca ibnica do meio,
dentre outros fatores, podem causar mudancas na estrutura das enzimas e, em
decorréncia, afetam suas propriedades [BORZANI et al., 2001].

Devido a grande diferenca de tamanho entre a enzima e seus substratos,
estes se ligam a molécula em uma regido especifica de sua superficie, chamada
sitio ativo (Figura 2). O sitio ativo € uma cavidade com forma definida, aberta na
superficie da molécula globular da enzima, e é essa forma definida do sitio ativo que
confere especificidade a catdlise enzimatica A ligacdo entre o sitio ativo e o
substrato é extremamente especifica: a molécula precisa ter certas caracteristicas
eletrbnicas e espaciais que permitam o seu “encaixe” com a proteina [PRIMO et al.,
2007; BORZANI et al., 2001].

Algumas enzimas tém especificidade quase absoluta por um dado substrato
e ndo atacard nem mesmo moléculas muitissimo semelhantes. Ja outras, tém
especificidade relativamente ampla e agem em muitos compostos com

caracteristicas estruturais comuns [LEHNINGER, 1993].

Substrato Produtos

— —
P P

Enzima Complexo Enzima-Substrato Enzima

Figura 2. Mecanismo da atividade enzimatica.
Fonte: Malajovich (2009).

As enzimas sao classificadas pelo tipo de reacdo que catalisam (Tabela 2).
Aproximadamente 75% das enzimas aplicadas industrialmente sdo hidrolases. Entre
as enzimas classificadas como hidrolases, as proteases dominam o0 mercado
enzimatico, representando cerca de 40% de todas as enzimas comercializadas
[SAID e PIETRO, 2004].

10
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Tabela 2. Classificagdo das enzimas, de acordo com a International Enzyme

Commission.

Classe Reacéo catalisada Exemplos

Oxidorredutases Reacdes de oxidagéo-reducéo Desidrogenases, oxidases

Transferases Transferéncia de grupos Transaminases, fosforilases
funcionais

Hidrolases Reacdes de hidrdlise Proteases, carboidrases,

peptidases, lipases

Liases Eliminacdo de grupos (formagéao Decarboxilases (renina,
de duplas ligacdes) trombina)

Isomerases Reacdes de isomerizacao Isomerases, mutases

Ligases Formacéo de ligacéo acoplada Sintetases.

com a clivagem de um trifosfato

3.2.1 Imobilizac&o de Enzimas

Na biocatalise, é vantajoso utilizar a enzima imobilizada ao invés da enzima
livre, devido a facilidade para separar os produtos de uma reacdo quimica. Também,
a enzima suportada pode ser facilmente limpa e usada em outras reacodes
[BUISSON et al., 2001].

Enzimas imobilizadas sdo aquelas que estdo confinadas em um espaco,
separadas por barreiras que permitem o contato entre a enzima e o substrato no
meio da reacdo, mas que as tornam pouco soluveis em qualquer meio [GIRELLI e
MATTEI, 2005].

Embora as enzimas sejam muito ativas e seletivas, elas sdo menos estaveis
do que catalisadores quimicos, especialmente no que diz respeito a temperatura, pH
e solventes organicos. Outro problema é que enzimas sao muitas vezes mais caras
do que os catalisadores quimicos, de modo que a reciclagem e reutilizacdo é muitas
vezes uma necessidade para a viabilidade comercial [ROTHENBERG, 2008].

Todos estes inconvenientes podem ser eliminados ou removidos em grande
parte por meio da imobilizacdo da enzima. A enzima imobilizada possui muitas

vantagens a um convencional catalisador soélido: € mais facil de manusear, pode ser

11
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recuperada a partir da mistura do produto por filtracdo, e, mais importante, € bem
adequada para os processos continuos de grande escala. Além disso, as enzimas
imobilizadas sao geralmente mais estaveis em relacdo a temperatura, pH e
solventes organicos. A principal desvantagem € que a imobilizagdo cria uma barreira
de difuséao adicional [ROTHENBERG, 2008; ZANIN e MORAES, 2004].

3.2.2 Lipases

As lipases (glicerol-ester-hidrolases, E.C. 3.1.1.3) sdo enzimas hidroliticas
encontradas em varios organismos como animais, plantas, fungos e bactérias. Estas
enzimas catalisam a hidrolise de triacilglicerois de cadeia longa em acidos graxos
correspondentes e glicerol [DIAZ et al., 2006; KAZLAUSKAS e BORNSCHEUR,
2003].

Apresentam grandes vantagens em processos de biotransformacfes por
possuirem grande afinidade por um namero grande de substratos, atividade elevada
sem perdas durante o processo ou alteracdes na seletividade. Além disso, possuem
disponibilidade comercial [LIAW e LIU, 2010; LO et al., 2009] e ndo necessitam de
cofatores (substancias inorganicas necessarias para auxiliar na catalise ou aumentar
a taxa de reacdo da mesma).

As lipases podem atuar como catalisadores em diversas reacoes:
esterificacdo, transesterificacdo, hidrélise, alcodlise, aciddlise e amindlise [FORESTI
e FERREIRA, 2006; CARVALHO et al., 2003].

A maioria das pesquisas sobre lipases esta focada na caracterizacao
estrutural, elucidacdo do mecanismo de acéo, cinética, sequenciamento e clone de
genes das lipases e caracteristicas gerais do seu desempenho [SHARMA et al.,
2001], uma vez que conhecendo tais informacbes, pode-se prever como ir4 se
comportar em uma reagao.

As razdes do enorme potencial biotecnologico dessa enzima se devem aos
seguintes fatores: alta estabilidade em solventes organicos; nao requerem a

presenca de co-fatores; possuem uma larga especificidade pelo substrato e, exibem

12
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uma alta enantiosseletividade [CASTRO et al., 2004]. As lipases atuam sobre
substratos pouco sollveis em agua e em interfaces de lipideo/dgua, formando
microemulsées [COTE e SHARECK, 2008].

As lipases sdo encontradas em tecidos de varios animais e plantas, e podem
ser produzidas por fermentacdo usando varias espécies de microrganismos, tais
como fungos, Rhizopus penicillium, Geotrichum sp, por leveduras de Tulopis sp e
Candida sp e bactérias como Pseudomonas sp, Achromobacter sp e Staphylococcus
sp. As lipases de microrganismos sdo as mais utilizadas devido a facilidade de
obtencdo da enzima e o numero ilimitado de microrganismos possiveis capazes de
produzi-las. A maioria das lipases utilizadas como catalisadores em sintese organica
sdo de origem microbiana, como Candida rugosa, Pseudomonas fluorecens,
Rhizopus oryzae, Burkholderia cepacia, Aspergilus niger, Thermomices lanuginosus
e Rhizomucor miehei [AL-ZUHAIR et al., 2009; LEAL, 2000].

As lipases podem ter peso molecular variando entre 20 a 75 kDa,
dependendo da fonte, apresentam atividade em pH na faixa de 4 a 9 e em
temperaturas variando desde a ambiente até 70°C. Lipases sédo geralmente estaveis
em solugcbes aquosas neutras, apresentando atividade oOtima na faixa de
temperatura entre 30 e 40°C, sendo que sua termoestabilidade varia
consideravelmente em funcéo de sua origem, em que as lipases microbianas séo as
mais termoestaveis [CYGLER e SCHARG, 1999].

A especificidade das lipases se divide em trés grupos: lipases nao-
especificas; lipases 1,3-especificas; lipases acido graxo especificas. As lipases 1,3-
especificas (Aspergillus niger, Mucor javanicus, Rhizopus oryzae, Penicillium
roquefortti) catalisam as reacdes nas posi¢cdes dos alcodis primarios do glicerol
(posicdo 1 e 3), formando assim, produtos com composicdes diferentes daqueles
obtidos por lipases nao-seletivas ou mesmo por catalisadores quimicos. A lipase
pancreatica é uma tipica lipase 1,3-especifica, entre diversas outras, como lipases
vegetais (colza, mostarda e lupino) que também possuem este tipo de especificidade
(Tabela 3).
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Tabela 3. Especificidade de algumas enzimas.

Lipase Especificidade

Aspergillus niger Relativamente 1,3-especifica
Candida antarctica B 1,3-especifica

Candida antarctica A N&ao-especifica ou 2-especifica
Candida rugosa Nao-especifica

Rhizomucor oryzae Altamente 1,3-especifica
Rhizomucor miehei Relativamente 1,3-especifica
Geotricum candidum Acido graxo especifica
Rhizomucor javanicus Levemente 1,3 especifica

Fonte: Bornscheuer e Kazlauskas (1999).

Lipases também apresentam enantioseletividade, ou seja, a capacidade da
enzima de reagir com diferentes velocidades com os dois enantibmeros, com
formacédo preferencial de um enantiomero do produto em relacdo ao outro [FABER,
2000].

Uma das caracteristicas especificas das lipases € a sua capacidade de agir
sobre substratos pouco solUveis em agua, atuando na interface aguallipideo. A
atividade catalitica das lipases é reduzida na auséncia de uma interface, o que é
evidenciado pela baixa conversdo na reacao hidrélise de ésteres sollveis em agua.
A facilidade com que estas enzimas aceitam diferentes substratos e de varios
tamanhos sugere que sua estrutura € flexivel e pode adotar diversas conformacdes.
Devido a essa facilidade, a baixa barreira de energia necessaria para que ocorram
mudancas conformacionais dificulta a modelagem e a previsdo das interacfes
estereoquimicas para este grupo de biocatalisadores [ZAKS e KLIBANOV, 1988].

Além disso, apresentam problemas quando utilizadas na biotransformacéao
com a atividade de &gua presente no sistema. Uma vez que na reacdo de
esterificacdo ocorre formacao de agua, este parametro pode deslocar o equilibrio da
reacdo, diminuindo a atividade e seletividade da enzima [VOLL, 2011; FREITAS et
al., 2008].
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3.2.3 Aplicagdes das lipases como biocatalisadores

Os parametros reacionais de todas as reacgOes utilizando catalisadores
quimicos ou enzimaticos, devem ser otimizados para se obter os melhores
rendimentos possiveis com estabilidade do catalisador, buscando menores custos
de producdo. Os parametros que podem ser avaliados em uma reacdo com
aplicacdo de lipases como biocatalisador sdo: pH, temperatura, solventes, tampao,
cofatores, métodos de imobilizacdo, concentracdo de substratos e produtos, adicao
de antioxidantes ou estabilizantes, material do reator ou revestimento e tratamento
fisico (agitacdo, fluxo, fases gas-liquido, etc) [AWADALLAK et al., 2013;
SUWANNARANGSEE et al., 2012].

Na reacdo enzimatica de acido palmitico com isopropanol visando a
producéo de palmitato de isopropil (utilizado na preparacdo de sabdes, cremes para
a pele, lubrificantes, etc) as seguintes condi¢cdes reacionais foram avaliadas: pH,
temperatura e tempo, obtendo rendimentos 6timos em pH 7,0 na temperatura de
60°C por meio da lipase imobilizada de Candida antarctica (EC 3.1.1.3). Foi obtido
um rendimento de 99% em 14 horas de reacao realizadas em um reator batelada.
Como citado anteriormente, neste trabalho foi relatado o problema de producédo de
agua durante a sintese do éster. Dois processos geralmente sdo empregados para
sua remocédo: a agua da reacdo é removida por destilacdo azeotropica (alcool:agua)
ou alternativamente, a agua é removida durante a esterificacdo por pervaporacédo a
80°C [HILLS et al., 1990].

Cheong et al. (2007) realizaram a hidrélise parcial da oleina utilizando a
lipase Lipozyme RMIM como catalisador. Foi utilizada a metodologia de superficie
de resposta para avaliar os parametros da reacdo: quantidade de agua,
concentracdo de enzima, temperatura e tempo de reacdo. Além destes trabalhos,
inimeros outros podem ser citados onde se avaliam 0s parametros reacionais
[BABICZ et al., 2010; ZHONG et al., 2010; LO et al., 2009].
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3.3 REACOES ENZIMATICAS EM FLUIDO SUPERCRITICO

A primeira observacao relatada da ocorréncia de uma fase supercritica foi
feita por Baron Cagniard de La Tour em 1822. Ele notou visualmente que o limite
gas-liquido desaparecia quando a temperatura de certos materiais era aumentada
por aquecimento em um reator fechado [TAYLOR, 1996]. Desde entdo, diversos
estudos tem sido realizados a fim de se utilizar as diversas vantagens apresentadas
pelos fluidos supercriticos, tanto em processos de separacdo, deteccdo, reacao,
entre outras.

Um gés, quando comprimido isotermicamente a pressdes mais elevadas que
a sua pressao critica, exibe poder de solvatacédo reforcada na vizinhanca da sua
temperatura critica. Tais fluidos sdo chamados de fluidos supercriticos (SCF) e seu
estado termodinamico correspondente para uma substancia pura é ilustrado na
Figura 3 [RIZVI, 1994].

O estado supercritico € obtido ao se elevar a presséo e a temperatura de um
gas ou de um liquido de forma que se altere o estado de agregacéao,
consequentemente modificando as propriedades do liquido e do gas. Um fluido
supercritico € definido como qualquer substancia que esteja acima de sua
temperatura critica (Tc) e pressao critica (Pc). A temperatura critica (Tc) € a maior
temperatura na qual um gas pode ser convertido a liquido por aumento na pressao.
A pressao critica (Pc) € a maior pressdo na qual um liquido pode ser convertido em
gas por aumento na temperatura. A regido critica € a regido de uma unica fase e
possui ambas as propriedades, de liquido (solvatacdo) e de gas (difusividade) [SUN,
2002; RIZVI, 1994].

Um fluido supercritico exibe propriedades de transporte desejaveis que
melhoram a sua adaptabilidade em diversas reacdes. A densidade de um SCF é
comparada com a dos liquidos e sua viscosidade € comparada com a de gases. A
alta densidade dos SCF contribui para a alta difusividade equivalente aos de
liquidos. Portanto, esta mais rapida dissolucdo de particulas de soluto em SCF tem
contribuido para a utilizacdo crescente de SCF para fins de reacdo e extragcédo
[RIZVI, 1994].
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Figura 3. Diagrama de fases de uma substancia pura.

As vantagens dos SCF, comparados com solventes organicos, incluem
solubilidade facilmente controlada dos componentes, alta difusividade, velocidades
reacionais maiores, e cabe salientar a baixa toxicidade, o que um torna um solvente
ambientalmente correto [HABULIN et al., 2008Db].

Entre as reacdes enzimaticas em SCF, o uso de lipases & promissor,
mostrando diversas aplicacdes na sintese de diversos compostos quimicos. Dioxido
de carbono supercritico tem capacidade de dissolver agua, e sua solubilidade
depende da escolha da temperatura e da presséao [RIZVI, 1994].

Para utilizar tal tecnologia, é importante avaliar a solubilidade do solvente no
meio reacional. A solubilidade de compostos pode variar significativamente
dependendo do solvente. Associacdes quimicas entre solvente-soluto e solvente-
solvente pode afetar consideravelmente a solubilidade. A capacidade do solvente de
entrar em contato com o soluto (fator do tamanho molecular do solvente,
impedimento estérico) também pode influenciar fortemente a solubilidade
[JENNINGS e WEISFENNING, 2005].

O diéxido de carbono supercritico (scCO,) € potencialmente considerado
como substituto de solventes convencionais em alimentos e aplicacdes
farmacéuticas. As vantagens do scCO; incluem solvente livre de poluicdo, baixas
temperaturas de operacdo, baixo custo energético e altas velocidades de

transferéncia de massa e difusividade [RIZVI, 1994].
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Para um estudo detalhado com relacdo as aplicacdes do CO, supercritico,
h& a necessidade de definir os comportamentos do equilibrio de fase entre este e os
componentes do sistema préximos ao ponto critico. Na pratica, quando se utiliza o
CO, supercritico, seja para extracdo, reacdo, impregnacdo entre outras, sempre
havera a necessidade de envolver mais de uma substancia [SILVA et al., 2014;
GIUFRIDA et al., 2011].

O propano compete em muitas aplicacBes supercriticas com o diéxido de
carbono. Como é possivel observar na Tabela 4, o propano apresenta pressao
critica de 42,5 bar, de modo que é possivel trabalhar a press6es mais baixas que a
do CO,, o0 que propicia menores gastos de pressurizacdo. Por outro lado, embora o
poder solvente do propano seja maior que o do CO,, com baixo grau de toxicidade,
seu uso € restrito por ser um solvente inflamavel [ESPINOSA, 2001]. Este gas,
apesar da inflamabilidade, tem se mostrado interessante para a solvatacdo ou
intumescimento de polimeros de alta massa molar. O propano estd ganhando
popularidade, seja por suas propriedades, seja por razdes econémicas. O CO; é
altamente soluvel em solventes apolares, por sua vez, o propano tem alta

solubilidade em solventes polares.

Tabela 4. Propriedades criticas de alguns fluidos supercriticos utilizados como meios

reacionais.

Solvente Férmula Tc (°C) Pc (bar) pc (g/cm®)
Dioxido de carbono CO; 31,0 73,8 0,47
Etano CoHe 32,2 48,8 0,20
Propileno CsHs 91,8 46,0 0,23
Propano CsHs 96,7 42,5 0,22
Eter dimetilico C2He0 126,9 52,4 0,26
n-pentano CsHi» 196,6 33,7 0,24
Metanol CH3;OH 239,5 80,9 0,27
Etanol CH3;CH,OH 240,7 61,4 0,28
Agua H.O 374,2 221,2 0,32
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No trabalho ja citado de Habulin et al. (2008a), onde os autores sintetizaram
diferentes ésteres de &cidos graxos de acgucares (palmitato de frutose, laurato de
frutose, etc) catalisados por lipase em 2-metil-2-butanol a pressdes atmosféricas e
em scCO; (diéxido de carbono supercritico) a 10 MPa obteve-se um rendimento de
67% em 24 horas de reagdo a 80°C. O estudo verificou um aumento da estabilidade
da lipase em scCO,, provavelmente devido a rigidez da lipase imobilizada em scCO,
a altas temperaturas. Ao contrario, quando a sintese foi realizada em solvente
organico a temperaturas superiores a 60°C, as forcas que estabilizam a estrutura da
proteina diminuiram a forca que leva a quebra da conformacao de seus ativos.

Os resultados indicaram que ha um caminho promissor em se usar scCO;
como um meio reacional seguro para a sintese enzimatica de ésteres de acidos
graxos de acucares. Devido a nao toxicidade e inflamabilidade deste solvente é
possivel usa-lo na industria de alimentos como aditivo. Rendimentos de até 61%
foram obtidos podendo aumentar até 74% ao adicionar peneira molecular. A
separacdo dos ésteres de acUcares a partir da mistura reacional foi realizada por
extracdo liquido-liquido com etanol. A lipase e o0 aclUcar que nao reagiu foram
separados por centrifugacdo e o etanol foi evaporado sob vacuo [HABULIN et al.,
2008a].

A reacdo de esterificacdo enzimatica (Novozym 435, SP 382 de Candida
antarctica e Lipozyme IM de Rhizomucor miehei) para producdo do laurato de
citronelol foi realizada em scCO; foi investigada por Habulin et al., 2008 Os autores
avaliaram os efeitos da temperatura e presséo e o efeito de diferentes co-solventes
na velocidade da reacdo [HABULIN et al., 2008Db].

Segundo Habulin et al., (2008b) SCFs tém sido usados para a biossintese
devido as vantagens comparadas aos métodos convencionais que utilizam solventes
organicos. Entre os SCFs, o scCO, provém um interessante meio para sintese de
ésteres de terpeno devido a sua boa capacidade de solvatacao, alta difusividade e
baixa viscosidade que aumenta a transferéncia de massa do substrato para as
particulas do catalisador, facil recuperacao dos produtos sem tracos de solventes,
gue € um dos aspectos mais atrativos, especialmente na producdo de géneros

alimenticios.

19



Capitulo 3 — Revisao Bibliografica

Rosso et al. (2013) avaliaram uma alternativa aos métodos convencionais de
sintese de poliésteres. O produto de interesse foi obtido por meio da polimerizacao
enzimatica em dioxido de carbono supercritico. O reator de volume variavel, onde foi
conduzida a reacdo, foi adequado para proporcionar o controle das varidveis do
processo.

Matsuda (2013) descreve uma interessante revisdo sobre os avancos
recentes na biocatalise utilizando di6xido de carbono supercritico (scCO,). Séo
abordadas as metodologias de estabilizacdo de enzimas em CO, supercritico, bem
como as reacdes de sintese organica. O autor prevé a necessidade de mais estudos
com a utilizacdo de uma grande variedade de enzimas em scCO, com o0 objetivo de
encontrar a biotransformacdo adequada a ser aplicada no processo industrial. Além
disso, ressalta que essas reacdes podem promover o desenvolvimento da quimica
verde no futuro.

Ceni et al. (2010) relatam a producdo de 1-glicerii benzoato por
transesterificacdo enzimatica em n-butano comprimido, utilizando a lipase
imobilizada comercial Novozym 435. Os experimentos foram planejados com base
em dados de equilibrio de fases do sistema de benzoato de metila/butano, medidos
utiizando o método sintético estatico com uma célula de volume variavel. As
condicBes otimas foram de 5,5% (m/m) de enzima, razdo molar de substratos de 3:1,
50°C e 6 horas de reacao, obtendo uma conversdo em de benzoato de 1-glicerilo de

cerca de 6%.

3.3.1 Equilibrio de Fases

A utilizacdo de sistemas pressurizados em reacdes requer informacdes
sobre o comportamento de fases do sistema, pois a solubilidade entre substratos e
fluido supercritico € fundamental para que ocorra a reacdo quimica. Tais dados séo
importantes, uma vez que fornecem informacdes sobre a solubilidade dos reagentes
e dos produtos em relacdo ao solvente, bem como as condi¢cdes de temperatura e
pressdo em que ocorrem uma, duas ou mais fases em equilibrio [SUN, 2002;
TAYLOR, 1996].
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Lay et al. (2010) mediram as pressdes no ponto de bolha entre o didxido de
carbono e n-heptano em um aparato PVT (pressao, volume e temperatura). Para
este sistema binério as fracdes molares de CO, avaliadas foram entre 0,502 e 0,91 e
temperatura entre 25 e 40°C. Os resultados indicam que a pressao no ponto de
bolha aumenta com o aumento da fracdo molar de CO; a temperatura constante, ou
seja, € verificado que o diéxido de carbono pode se dissolver prontamente em n-
heptano.

Lanza (2004) indicou que h& miscibilidade em toda a faixa de composicao
em pressoes entre 50 e 130 bar em propano e butano em estado supercritico com
6leo de soja. O glicerol é um solvente polar e os 6leos vegetais sdo apolares,
portanto, sua miscibilidade é limitada. Desta forma, um surfactante, pela sua
caracteristica molecular, tem a capacidade de dispersar solventes polares em
apolares, formando microemulsées [KAEWTHONG e KITTIKUN, 2004].

Schwarz e Knoetze (2007) estudaram o equilibrio de fases de alcodis de alto
peso molecular em propano supercritico indicando que na faixa de temperatura e
pressao estudadas todos os alcodis se mostraram misciveis.

Na revisdo realizada por Guclu-Ustundag e Temelli (2006) é reportado o
comportamento de fase de lipidios em sistemas ternarios e foi realizada a analise
para determinar o efeito dos parametros operacionais e de composicdo sobre o
comportamento de solubilidade e na eficiéncia de separacdo. Os autores ressaltam
gue o conhecimento do comportamento das fases é essencial para o
desenvolvimento de qualquer processo supercritico.

Ha4 um grande interesse na producdo de biodiesel em solventes
pressurizados, além do que, a utilizacdo de CO, supercritico pode ser uma
alternativa interessante para melhorar a purificacdo de biodiesel. Desta forma,
Araujo et al. (2012) obtiveram medidas de equilibrio da fase para o sistema ternario
CO, + glicerol + etanol para obter uma melhor compreensdo do comportamento do
sistema.

Sao encontrados na literatura alguns trabalhos cujo foco da pesquisa foi
estudar o sistema binario CO; + acido oleico. Os estudos permitem a obtencdo dos
parametros cinéticos, que podem melhor descrever alguns processos industriais

como de separacdo e fracionamento de produtos [AL-DARMAKI et al.,, 2011;
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FERNANDEZ-RONCO et al.,, 2010; HONG et al., 2010]. Penedo et al. (2009)
utilizaram a equacéo cubica de estado de Peng-Robinson com regra de mistura de
van der Waals com interacdo binaria dos parametros para modelar os dados
experimentais. O modelo foi adequado para tratar os dados experimentais. O autor
destaca a importancia da obtencédo destes dados experimentais para utilizagdo em
processos de separacao em condi¢des supercriticas, ja que os acidos graxos estao
presentes em concentracdo elevada em 06leos vegetais e estdo sendo largamente
utilizados na industria.

Laudani et al. (2009) estudaram o equilibrio de fases a alta pressdo do
sistema ternario acido oleico/1-octanol/CO, para obter informacdes para otimizacao
da sintese enzimatica de n-octil oleato. Os dados de equilibrio foram medidos a
temperaturas de 35, 323 e 343 K ao longo de um faixa de pressao de 1 a 25 MPa. A
solubilidade do CO, aumentou com o aumento da pressao até 10 MPa. A pressdes
mais elevadas, ndo se observou aumento significativo da solubilidade. A equacéo de
estado Soave-Redlich-Kwong com regra de mistura quadratica foi utilizada com
sucesso para a correlacdo dos dados estudados.

Sima et al. (2012) estudaram dados de equilibrio de vapor do sistema binario
CO; e acetato de etila nas temperaturas de 50, 60, 70, 80 e 90°C atingindo pressdes
entre 0,85 e 10,9 MPa. Os dados experimentais foram modelados por uma equacgao
geral cubica de estado usando regra de misturas de van der Waals, e apresentaram

concordancia entre o modelo e os dados experimentais.

3.4 MONO-OLEINA

A seguir, sera descrita brevemente a aplicacdo, caracteristicas e formas de
obtencdo da mono-oleina, um dos produtos a serem obtidos neste trabalho. Os

substratos utilizados na reacdo sao também revisados.

3.4.1 Aplicagdes, caracteristicas e formas de obtenc&o da mono-oleina
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A mono-oleina ou mono-oleato de glicerila é uma mistura de glicerideos
derivados do acido oleico e outros &cidos graxos, que consiste principalmente em
mono-oleato. A cadeia acil (acido oleico) € ligada ao esqueleto do glicerol (ou
solketal, foco deste estudo) por uma ligacéo éster. O glicerol pode formar hidrogénio
e € referida como a “cabeca” da molécula, que proporciona caracteristicas
hidrofilicas. A cadeia de hidrocarboneto fornece caracteristicas hidrofobicas para
mono-oleina e é muitas vezes chamado de “cauda” [RULKARNI et al., 2011; BOYLE
e GERMAN, 1996].

A mono-oleina pode ser produzida por esterificacao direta de acidos graxos,
principalmente o &cido oleico, com o glicerol ou pela glicerdlise (transesterificacéo)
de Oleos vegetais refinados. Geralmente, os catalisadores utilizados nestes
processos sdo o hidroxido de sodio, em temperaturas entre 200 e 250°C, sendo
necessaria uma etapa posterior de recuperacao para separar os mono e digliceridios
[GANEM-QUINTANAR et al., 2000; ITABAIANA et al., 2012]. Comercialmente
disponivel, a mono-oleina pode ser obtida em duas formas: como glicerideo misto
(ou simplesmente mono-oleina) ou como mono-oleina destilada, este Ultimo € o
preferido para aplicacbes farmacéuticas, devido a sua alta pureza. A mono-oleina
pode ser misturada com um surfactante aniénico, que geralmente é usado como um
emulsionante primario para sistemas 0leo-em-agua. Apresenta-se como uma pasta
cerosa amarela com odor caracteristico. A mono-oleina € um produto nao-toxico e
biodegradavel [KULKARNI et al., 2011].

Uma das principais aplicacbes da mono-oleina é como surfactante,
abreviacdo para agentes ativos de superficie, sdo substancias capazes de diminuir a
tensao superficial do meio no qual se encontram e/ou a tensao interfacial com outras
fases. E caracterizado por possuir tendéncia a ‘unir as superficies e interfaces. O
termo interface denota uma ligacdo entre quaisquer duas fases imisciveis. S&o
constituidos de duas partes distintas: uma que é solavel em um fluido especifico (a
parte liofilica) e outra que € insoluvel (a parte liofébica) (Figura 4) [HOLMBERG et
al., 2003].
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Cabeca hidrofilica Cauda hidrofobica

Figura 4. Representacdo esqueméatica de um surfactante formado por uma cabeca

hidrofilica (polar) e uma cadeia alquil, a cauda hidrofébica (apolar)

A aplicacdo de surfactantes é interessante devido as suas caracteristicas:
diminuicdo das tensdes superficiais e interfaciais; molhabilidade, penetrabilidade,
difusdo, hidrofilicidade e hidrofobicidade, emulsificacdo, detergéncia, formacdo de
gel, formacdo de espuma, floculacdo, atividade sequestrante de metais e acdes
antimicrobianas. Além destas caracteristicas, apresentam as vantagens de
possuirem biodegradabilidade, baixa toxicidade, biocompatibilidade e digestibilidade
e biorremediacdo [NITSCHKE E PASTORE, 2002; REHM, 1996]. A Tabela 5
apresenta alguns exemplos de interfaces que podem envolver uma fase liquida, na
gual séo utilizados surfactantes.

O impacto dos surfactantes sobre o meio ambiente tem aumentado de
importancia. Recentemente, a questdo tornou-se um fator importante na formulacao
de todos os trabalhos envolvendo surfactantes, ja que a maioria destes produtos
usados nos domicilios e na industria escoa para esgotos. Desta forma, é essencial
gue o surfactante ofereca o0 minimo risco possivel para o meio ambiente
[HOLMBERG et al., 2003].

Tabela 5. Exemplos de interface envolvendo uma fase liquida.

Interface Tipo de sistema Produto

Solido — liquido Suspenséao Base de solvente de tinta
Liquido — liquido Emulsao Leite, creme

Liquido — vapor Espuma Creme de barbear
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Os biossurfactantes, de acordo com a sua estrutura quimica e propriedades,
sdo utilizados na industria de cosméticos com diferentes fungbes tais como
emulsificantes, espumantes, hidratantes e agentes antimicrobianos, em cremes,
lo¢cBes, pastas, géis, repelentes, anticaspas, desodorantes, tintas de cabelo, batons,
entre outros [KOSARIC, 1996].

Na industria de alimentos, os biossurfactantes sao empregados como
aditivos em pequenas quantidades. Os alimentos (industrializados ou nao)
necessitam de emulsificantes, visto que, além da &gua, contém trés outros
componentes principais: proteina, carboidrato e gordura. Também sao utilizados
como conservantes para paes [ITABAIANA JR et al., 2011].

No controle ambiental, os biossurfactantes tém desempenhado um
importante papel, removendo acumulo de materiais toxicos na agua e no solo
[KITAMOTO et al., 2002; KELKAR et al., 2006]. Na agricultura, sdo empregados nas
formulacdes de herbicidas e pesticidas. Os compostos ativos destas formulagdes
sdo, geralmente, hidrofobicos, sendo necessarios agentes emulsificantes para
dispersa-los em solugbes aquosas [LIN, 1996].

Embora a mono-oleina seja uma molécula bem conhecida e largamente
utilizada como um agente emulsionante e como um aditivo alimentar desde os anos
1950, a sua potencial aplicabilidade na industria farmacéutica € grande. Ela tem sido
focada em diversos estudos como sistema para liberacdo de drogas por meio de
diferentes vias de administracdo [GANEM-QUINTANAR et al., 2000; ESPOSITO et
al., 2013].

No trabalho de Esposito et al. (2013), a mono-oleina foi utilizada em
dispersfes aquosas como sistemas de liberacdo de drogas, tal como a curcumina. A
curcumina possui efeitos terapéuticos, que liberada controladamente, aumentam sua
eficiéncia no organismo.

Com o mesmo objetivo, Mengesha et al. (2013) desenvolveram um novo
método de liberacdo de drogas baseado em monoacilgliceréis (monoeoleato e
monoestearato de gliceril), especialmente voltado para uso na quimioterapia
intracavitaria.

A forma mais usual de se obter a mono-oleina é pela reacdo da esterificacdo

utilizando catalisadores quimicos a partir do acido oleico e do glicerol. Porém, a
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sintese quimica € restritiva, pois sdo utilizadas altas temperaturas e solventes
toxicos que levam tracos destes residuos para os produtos. Visando novas rotas
alternativas para obtencdo do produto em questdo, estudos tem substituido a
catalise quimica pela catdlise enzimatica. Os processos enzimaticos, altamente
regiosseletivos, sdo os mais indicados para a transformacdo destas substancias e
representam uma importante vantagem sobre 0s processos quimicos convencionais
de baixa seletividade [HOLMBERG et al., 2003]. A esterificagdo enzimatica para
obtencdo do mono-oleato de glicerila é apresentada na Figura 5.
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Figura 5. Rota enzimatica para a sintese de mono-oleina.

Os acidos graxos séo a primeira escolha de um hidrofobico natural (cauda)
para surfactantes por serem facilmente transformados e devido a sua abundancia
[HOLMBERG et al., 2003].

O solketal, um alcool priméario obtido a partir da reacdo do glicerol com
acetona. O solketal ((R,S)-1,2-isopropylidene glycerol (4-hydroxymethyl-2,2-dimethyl-
1,3-dioxolane) pode ser transformado a partir da glicerina, um subproduto da reacéo
de biodiesel, que esta disponivel abundantemente no mercado atual, devido ao
desenvolvimento da producdo de biodiesel [SURIYAPRAPADILOK e KITIYANAN,
2011, FERREIRA et al., 2010]. A estrutura do solketal pode ser visualizada na Figura
5.

Tal composto possui caracteristica de solvente e de surfactante, podendo
ser intitulados “solvo-surfactante verde”, e € um substituto potencial do etileno e do
propileno glicol. Além disso, € um composto oxigenado Ut como aditivo em

combustiveis, diminuindo sua viscosidade e reduzindo a emissdo de particulas
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[ROYON et al., 2011]. E utilizado em maior escala como solvente e plastificante e
como agente de suspensao em preparacoes farmacéuticas [CARKSON et al., 2001].

A funcéo acetal formada bloqueia os grupos hidroxil central e um terminal,
sendo composto quiral importante na sintese de monoacilglicerideos,
diacilglicerideos, fosfatos de glicerol e muitos compostos bioldgicos ativos
[ITABAIANA et al., 2012)].

Estudos sugerem que o uso de solketal leva a altas conversdes e altas
velocidades iniciais da reacéo. Isto pode ser deduzido devido a menor quantidade de
agua produzida na reagdo com este alcool [HESS et al., 1994].

Sao encontrados alguns trabalhos na literatura para obtencdo da mono-
oleina, como o de Wang et al. (2013) que relatam um novo meétodo para a sua
sintese. Para este propdsito foi utilizado 1,2-acetonida glicerol que reagiu com acido
oleico e metanol por meio de uma reacdo de esterificacdo catalisado pela lipase
Novozyme 435. Os substratos da reacdo passaram por purificacdes antes de
realizar a reacdo. O rendimento obtido, nas condi¢cbes Gtimas reacionais, foi de
94,6% nao purificado.

A grande inovacdo deste trabalho € unir a catélise enzimatica, ja
reconhecida pelas suas inUmeras vantagens, com uma reacao conduzida em dioxido
de carbono em condicbes supercriticas. Os trabalhos citados na literatura ainda
utilizam solventes organicos, tais como heptano, para conduzir a reacdo. Este
trabalho é focado na substituicdo total do heptano pelo scCO..

A sintese enzimatica por meio de solventes supercriticos ainda € pouco
estudada. Sdo encontrados alguns trabalhos, como o de Habulin et al (2008a) em
gue sintetizaram diferentes ésteres de acidos graxos de acucares como palmitato de
frutose, laurato de frutose, palmitato de sacarose e laurato de sacarose catalisados
pela enzima imobilizada Novozym 435 em 2-metil-2-butanol a pressées atmosféricas
e em scCO; a 10 MPa. Os resultados obtidos indicam o potencial em se utilizar
scCO, como meio para obtencdo de ésteres de acucares, obtendo rendimentos de
até 61%.
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3.5 EPOXIDOS

A sequir, sera descrito brevemente a aplicacdo, caracteristicas e formas de
obtenc&o de epoxidos. E dado foco especial na obtencdo do produto pela reacdo de
epoxidacao do &cido oleico, o acido epoxioleico, o segundo produto, cuja producdo
sera avaliada neste trabalho.

3.5.1 Aplicagdes, caracteristicas e formas de obtencéo dos epoxidos

A epoxidacdo é uma reacdo muito util em sintese organica. Devido a
elevada reatividade do grupo epoxido, pode ser utilizada como um intermediario
ativo para a sintese de muitos produtos de alto valor comercial tais como alcoois,
glicéis, alcaloaminas, compostos de carbonil, compostos olefinicos e polimeros
como poliésteres, surfactantes de alta tecnologia, poliuretanos e resinas epoxi
[DINDA et al., 2011, RIOS et al., 2005].

Classicamente, a sintese de um epoxido € realizada por oxidacdo de um
acido organico e peroxido de hidrogénio (portador de oxigénio) que gera um
peracido (Figura 6). As reacfes pioneiras nesta area posteriormente levaram o nome
de seus inventores, que sdo a reacdo de epoxidacdo de Prilezhaev e a reacdo de
Baeyer-Villiger [ROTLEWSKA et al., 2011]. Recentemente, polimeros a base de 6leo
vegetal estdo sendo preparados por reacdes de polimerizacdo, incluindo a
condensacao e fazendo o uso de diéxido de carbono [ROUMANET et al., 2013].

Durante a epoxidacdo quimica, peroxiacidos sdo produzidos pela reacao de
acido acético ou acido formico e peréxido de hidrogénio na presenca de um acido
forte, tais como H,SO, e H3PO,4, que pode causar corrosdo de equipamentos e

iniciar a indesejavel abertura do anel.
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Figura 6. Representacdo esquematica da alcodlise de triglicerideos usando KOH

como catalisador seguido pela epoxidagao do acido oleico.

Recentemente, epoxidagcdo enzimatica tem sido desenvolvida com éxito,
mostrando-se superior a sintese quimica [PETROVIC et al., 2002, Sun et al., 2011]
(Figura 7). As condicbes de reagcdo sao suaves, ocorre a formacgdo de
hidroperoxidos estaveis diretamente a partir de acidos graxos, as enzimas
apresentam alta, regio e estereosselectividade, suprindo significativamente reacoes

secundarias, obtendo conversdes elevadas [CORREA et al., 2012; LU et al., 2010].
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Figura 7. Representacdo esquematica da epoxidacdo quimio-enzimatica do acido

oleico.

O peroxido de hidrogénio € o oxidante mais utilizado na reacdo de
epoxidacdo, devido a sua acessibilidade e baixo custo, porém tem sua aplicagédo

limitada para sintese oxidativa, ndo apresentando rendimento sem adi¢cdo de um
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catalisador. Catalisadores metélicos tém sido usados em conjunto com peroxido de
hidrogénio para formar epoxidos. Esses catalisadores proporcionam boa seletividade
e rendimentos e podem ser usados em quantidades relativamente pequenas. No
entanto, problemas com a estabilidade do catalisador e a necessidade de separagao
e de reciclagem poés-reacao proporcionam desafios adicionais de processamento e
custos mais elevados [NOLEN et al., 2002].

Dinda et al. (2011) investigaram a cinética de epoxidacdo do Oleo de
semente de algoddo por acido peroxiacético (PAA) gerado “in situ” a partir de
peréxido de hidrogénio e acido acético glacial na presenca de resina de troca idnica
acida (Amberlite IR-120) como catalisadores. Obtiveram conversdo de oxirano
superior a 65% nas condi¢cfes Otimas sao: temperatura entre 70 e 80°C, razao molar
H,Oz:.concentracdo de insaturacdo de cerca de 1,5, relagdo molar de acido
acético:concentracdo de saturacdo de 0,5 e quantidade de catalisador de 15% em
relacéo a fase de 6leo presente no sistema.

Mushtaq et al. (2013) realizaram a reacdo de epoxidacdo dos ésteres
metilicos obtidos do Oleo de Jatropha curcas. Obtiveram 92,89% de rendimento nas
seguintes condicdes reacionais: 70°C, razdo molar acido formico/C=C de 0,96 mol,
razao molar peroxido de hidrogénio/C=C de 3,12 mol em 277 minutos de reacao.

Correa et al. (2012) realizaram a reacdo de epoxidacdo do acido oléico
usando a lipase PSCL Amano como biocatalisador. Foi aplicado planejamento de
experimentos CCD para avaliar a influéncia das variaveis no rendimento da reacéao.
As condi¢des o6timas obtidas foram: 55°C, 10%(m/m) de enzima, 0,2% de peréxido
de hidrogénio, 150 rpm em 3 horas de reacédo. O rendimento obtido foi de 88%.

Sun et al. (2011) conduziram a epoxidacao do 6leo da semente de Sapindus
mukorossi usando peréxido de hidrogénio como doador de oxigénio e &cido
estearico como transportador de oxigénio ativo na presenca lipase imobilizada
Candida antarctica B. As condi¢cdes oOtimas obtidas através de metodologia de
superficie de resposta foram: 50°C, 7 horas, 2% de enzima (em relacdo a massa de
0leo), razdo molar H,O,/ligacbes C=C de 4:1. Nestas condi¢des, o rendimento obtido
foi de 4,6% em epoxido.

Além dos trabalhos descritos, diversos outros trabalhos encontrados na

literatura utilizaram catalisador biologico para conduzir a reacdo de epoxidacdo de
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acidos graxos e 6leos [SUN et al., 2011; SILVA et al., 2011; KOTLEWSKA et al.,
2011].

Roumanet et al. (2013) sintetizaram varios poliésteres a partir de varios diois
alifaticos derivados do &cido oleico, um dos mais abundantes &cidos graxos
presente, por exemplo, no 6leo de oliva, éleo de soja e déleo de girassol. Apresentou
100% de rendimento em poliésteres. Os autores afirmam que o material sintetizado
contribuira para um novo e grande campo de polimeros biodegradaveis derivados de
recursos renovaveis.

O efeito do tipo de processo de epoxidacdo do Oleo de soja sobre as
caracteristicas dos 6leos de soja epoxidados foi investigado no estudo de Saithai et
al. (2013). Foram utilizados dois processos de epoxidacdo: epoxidacdo quimica “in
situ” utilizando peroxido de hidrogénio e acido formico, e uma epoxidagao quimio-
enzimatica utilizando duas enzimas: Novozyme 435 (CALB) e uma lipase
aciltransferase  (CpLIP2). A epoxidagdo quimio-enzimatica produziu alta
concentracdo de epodxidos e, em contraste, a epoxidacdo quimica mostrou uma
baixa producdo de epoxidos. Mais uma vez foi evidenciada neste estudo, a
vantagem em se utilizar enzimas na transformacao de produtos.

Fuchs e Schwab (2013) avaliaram o desempenho da enzima peroxigenase
extraida do tomate na catélise de diversas reacdes: epoxidacdo, hidroxilacdo e
aromatizacao, transformando diferentes acidos graxos. Na reacdo de epoxidacéo,
obteve-se um rendimento de 97% em epoxidos. O estudo em questao permite novas

aplicacdes na sintese de quimica fina a partir de recursos renovaveis.

3.5.2 Microemulsdes

Biotransformacdes utilizando enzimas em meios com baixo teor de agua tem
sido estudado por meio de véarias abordagens. Entre esses meios, podemos citar as
microemuls@es de agua em 6leo (A/O), também conhecidas como micelas reversas
[ITABAIANA JR et al.,, 2013; XENAKIS et al.,, 2009; PAVLIDIS et al., 2009;
PAPADIMITRIOU et al., 2011; NISHIYAMA et al., 2006].
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O meio onde estdo inseridas as microemulsfes € constituido por nanogotas
aquosas dispersas em uma fase organica nao polar estabilizada por tensioativos
elou alcoois de cadeia curta. Este liquido termodinamicamente estavel com uma
grande area interfacial proporciona uma fase aquosa onde enzimas hidrofilicas
podem ser hospedadas, e uma fase organica nao polar, onde substratos ou produtos
hidréfobos sao solubilizados [DANDAVATE et al, 2009; FULTON e SMITH, 1988].

As aplicacbes praticas de microemulsdes A/O podem ser dificultadas pela
necessidade de separar o surfactante do produto da reacdo. As técnicas usuais
aplicadas para realizar esta separagdao apresentam alguns problemas, tais como a
formacéo de emulsdes e de espuma causadas pela presenca de surfactantes. Desta
forma, tais microemulsdes podem ser "geleificadas" pela adicdo de gelatina ou de
outros agentes geleificantes, como os derivados de celulose ou agar, obtendo-se
uma matriz adequada para a imobilizacdo de enzimas (Figura 8). O termo organogel
€ utilizado para caracterizar os sistemas em que o liquido em seu interior é formado
por Oleo. A preparacao de organogeis a base de microemulsdo (MBGs) envolve a
geleificacdo de microemulsdes A/O em lecitina ou AOT [ZOUMPANIOTI et al., 2010].

Lipases imobilizadas em organogéis mantem a sua atividade catalitica e
estabilidade durante longos intervalos de tempo. Além disso, na maioria das
condicBes, a matriz de gel retém completamente o surfactante, gelatina, agua e
enzima componente, permitindo a difusdo de substratos ndo polares ou produtos
entre a fase ndo polar [ZOUMPANIOTI et al., 2010].

Micela Reversa

Figura 8. Representagcédo esquematica da formacdo de uma microemulsdo baseada

em organogel em que a lipase esté alojada.
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Organogéis contendo enzimas oferecem muitas vantagens em relacdo a
apenas microemulsdées contendo enzimas, tais como a capacidade de dispersar o
biocatalisador a um nivel molecular e a incorporar um cofator da enzima
[DELIMITSOU et al., 2002]. Tem sido demonstrado que as enzimas imobilizadas em
géis de hidroxilpropilmetil celulose (HPMC) mantem a sua atividade catalitica e o
organogel se mantem estavel, mesmo em temperaturas mais elevadas
[ZOUMPANIOTI et al., 2008]. A utilizagcdo de enzimas imobilizadas em MBGs €
caracterizada por conversdes elevadas e altas purezas O6pticas, até mesmo em
temperatura ambiente. A reutilizacdo de enzima e recuperacdo do produto sao
facilitadas por este processo [ZOUMPANIOTI et al. , 2010].

Chen e Yeh (1998), ao avaliarem o grande potencial para aplicacao industrial
nos processos de biotransformacao utilizando micelas reversas, desenvolveram um
modelo matematico que possibilita a interpretacédo dos dados cinéticos da hidrolise
de p-nitrofenil-B-D-galactopiranosideo por B-galactosidase em sistema aquoso e
micela reversa. Ao avaliar os parametros cinéticos, o maior efeito sobre a velocidade
de hidrdlise é devido a quantidade de agua livre em micelas reversas, e ndo devido
a mudancas estruturais nas moléculas da enzima. Prevendo e correlacionando os
parametros cinéticos, é possivel estimar o efeito das moléculas de agua que
participam na biossintese de sistemas micro-aquosos, por exemplo, a sintese de
sacarose contendo poliéster ou a esterificacao catalisada por lipases.

Miyata et al. (2011) estudaram a formacdo de micelas poliméricas de
copolimeros e as suas performances como sistema carreador de drogas. O grupo
desenvolveu um sistema constituido por micelas poliméricas versateis para o
carregamento de drogas e estrutura hidrofilica biocompativel, em escala
nanomeétrica. Estas caracteristicas sao preferiveis, pois permitem que a
permeabilidade da droga seja aumentada, aumentando o efeito da retencédo. Essas
micelas “inteligentes” permitem a liberacdo de drogas pela estabilizacdo reversivel
da estrutura da micela, controlando o transito intracelular. Elas sdo Gteis em diversas
situacles, apresentando respostas melhores quando comparadas a outras drogas
sem esta funcionalidade. Além disso, a capacidade de se controlar o tamanho das

micelas poliméricas na faixa de algumas dezenas a centenas de nandmetros afeta
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significativamente sua longevidade na corrente sanguinea e eficiéncia de
acumulacao e penetragdo. Diversos outros estudos também apontam sobre o futuro
promissor de micelas para a liberagdo controlada de farmaco, melhorando sua
biodisponibilidade oral [NISHIYAMA e KATAOKA, 2006; FRANCIS et al., 2004].

Papadimitriou et al. (1995) estudaram a formacéo de micelas em reacdes de
esterificacdo enzimatica. Os autores utilizaram bis-(2-etil-hexil) sulfossuccinato de
sédio (AOT) em micelas reversas para cossolubilizar os reagentes hidrofilicos e
hidrofébicos da reacdo enzimética de esterificacdo. Obteve-se oleato de pentil a
partir da reacdo de acido oleico e pentanol, utilizando uma lipase para catalisar a
reacdo. Os autores verificaram que a natureza do alcool (1-pentanol e isopentanol)
altera drasticamente a velocidade inicial da reacéo, realizando um estudo estrutural
do sistema micelar para explicar esta mudanca de atividade. A partir do observado,
surgiu a hipotese que a formacgdo de micelas preserva a capacidade catalitica da
enzima e melhora a interagdo entre reagentes hidrofébicos e hidrofilicos.

O estudo verificou que tal reacdo € possivel, permitindo a solubilizacdo de
ambos os reagentes hidrofilicos e hidrofobicos. A lipase fica localizada na interface,
e ndo é muito perturbada pela interacdo intermicelar. No caso do acido oleico e
derivados do pentanol, a natureza da interface € fortemente perturbada. A natureza
do pentanol ndo contribui para a perturbacdo observada mesmo que a viscosidade
seja fortemente diminuida. A mudanca de atividade da lipase dos alcodis ndo é
devido a um efeito estrutural, mas € provavelmente devido a especificidade da
enzima [PAPADIMITRIOU et al., 1995].

Avramiotis et al. (1996) utilizaram microemulsdes agua-6leo baseadas em
lecitina e AOT para solubilizar lipase de Pseudomonas cepacia. A atividade
enzimatica foi testada na reacdo de esterificacdo entre o &cido laurico e varios
alcodis de cadeia curta. Foi constatado que a lipase € especifica em sistemas com
propanol em lecitina, enquanto as microemulsées com AOT a enzima nhao
mostraram qualquer preferéncia a nenhum 4&lcool. A enzima fica posicionada
préximo a interface, com a eficiéncia da transferéncia sendo mais pronunciada em
sistemas com AOT [AVRAMIOTIS et al., 1996].

MicroemulsGes agua em Oleo (A/O), composta por azeite virgem como a

fase de oOleo continua, uma mistura de lecitina e propanol como emulsionantes e
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agua como a fase dispersa, tem sido utilizadas com sucesso como meio de um
modelo biomimético para realizar reacdes enzimaticas que podem ocorrer
naturalmente em azeite de oliva. O espalhamento de luz dinamico (DLS) foi utilizado
para avaliar o tamanho dos dominios dispersos polares como uma funcdo do teor de
agua; espectroscopia de ressonancia elétrica paramagnética (EPR) foi utilizada para
estudar a polaridade no interior dos poélos dispersos. O estudo verificou que a
atividade enzimatica foi afetada pelo ambiente restrito dos nanorreatores e também
a polaridade diferente do meio, levando a velocidade inicial a valores comparaveis
para ambos os substratos [PAPADIMITRIOU et al., 2011].

As microemulsdes em 6leo de oliva foram preparadas misturando 6leo de
oliva virgem com uma mistura de lecitina e 1-propanol para resultar em um sistema
contendo 85% de Oleo de oliva virgem, 10% de 1-propanol e 5% de lecitina. Em
seguida, quantidades adequadas de agua ou tampdo aquoso foram adicionadas
para obter uma solucdo clara de micela reversa. A atividade enzimatica e a
especificidade de substrato foram significativamente afetadas nas microemulsdes
principalmente devido a baixa polaridade e a auséncia de agua livre no
microambiente onde as enzimas foram realocadas [PAPADIMITRIOU et al., 2011].

Podemos citar ainda diversos trabalhos em que micelas reversas foram
utilizadas para solubilizar lipases em reacdes de esterificacdo. O efeito da adicdo de
agua foi avaliado, bem como o rendimento das reacfes, citando a facilidade em
recuperar o produto da reacdo [ZOUMPANIOTI et al., 2006; ZOUMPANIOTI et al.,
2010].

3.5.3 Microemulsdes em fluido supercritico

Estudos em que micelas sdo formadas em fluidos supercriticos tém sido
realizados nas ultimas décadas devido as diversas vantagens que apresentam. A
formacdo de micelas aumenta o rendimento da reacdo, pois facilita a solubilidade
dos reagentes. O fluido supercritico substitui o uso de solventes orgéanicos, além de

apresentar as vantagens ja citadas de melhor solubilidade e difusividade.
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Podemos citar o trabalho de Fulton e Smith (1988) que utlizaram o
surfactante AOT para formar micelas reversas e microemulsdes em etano e propano
supercritico em sistemas contendo alcanos. As microemulsdes formadas mostraram
ser fortemente dependentes da pressao. Também se verificou que a solubilidade de
AOT em etano e propano apresenta comportamento tipico de sélidos em fluidos
supercriticos. A 300 bar, o sistema propano-SC e surfactante € capaz de solubilizar
uma quantidade muito maior de agua do que o sistema etano-SC e surfactante. A
difusividade de reagentes ou produtos é maior em fluido supercritico em
comparacao com liquidos, altas velocidades de transporte sao verificadas, podendo
aumentar potencialmente as velocidades da reagcéo [FULTON E SMITH, 1988].

No trabalho de Hakoda et al. (2003) foram formadas micelas reversas em
AOT em uma reacdo enzimatica contendo lipases em etano supercritico. As micelas
reversas foram formadas sob varias condicbes onde seus diametros hidrodinamicos
foram medidos usando o espectrofotometro de espalhamento dindmico de luz. As
observacdes indicam que a lipase em micelas reversas AOT em etano supercritico
apresenta boa atividade. A conversao de trioleina aumentou com o0 aumento no
tamanho das micelas reversas. Ficou claro que a lipase em AOT com formacéo de
micelas em etano supercritico mostra atividade, sendo que a conversao de trioleina
aumentou com o0 aumento da propor¢ao de agua, atingindo seu valor maximo perto
da temperatura critica.

Outros estudos demonstram a eficacia da utilizacado de micelas reversas em
reacdes enzimaticas promovidas por fluidos supercriticos [HABULIN et al., 2008a; LI
et al., 2007; KANE et al., 2000; EHRHARDT et al., 1999], citando vantagens tais
como boa solubilidade, facil recuperacédo dos produtos, alta atividade enzimatica,
altos rendimentos, néo toxicidade dos solventes, podendo ser utilizado em aditivos
alimentares.

Blattner et al. (2006) utilizaram lipases encapsuladas em microemulsdes de
lecitina baseadas em organogéis para realizar a reacao de esterificacdo do &cido
laurico e 1-propanol e scCO, como solvente para o substrato. Velocidades iniciais
maiores foram observadas no sistema com scCO;, quando comparado com a reacao

utilizando isooctano como solvente. O estudo em questdo se mostrou como uma
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alternativa promissora para processos de bioconversao, atingindo 36% em 3 horas

de reacao.

3.6 CONSIDERACOES FINAIS

Na revisdo bibliografica constatou-se que ha varios trabalhos que citam
reacdes enzimaticas para a producdo de diversos compostos quimicos. E,
atualmente, é tendéncia na industria fazer a substituicdo de catalisadores quimicos
por catalisadores enzimaticos. Em contrapartida, sdo poucos os trabalhos na
literatura que relatam tais reacdes enzimaticas conduzidas em condi¢des
supercriticas, fazendo uso do dioxido de carbono como solvente.

Neste contexto, o presente trabalho aborda a producdo enzimatica de
monoestearato de glicerila em scCO,, onde os efeitos dos parametros reacionais
serdo investigados, bem como dados de equilibrio inéditos para o referido sistema.

Também aborda a producdo enzimatica de epodxidos fazendo uso de
micelas reversas. Este estudo foi conduzido a baixas e altas pressdoes e o0s

parametros reacionais investigados.
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4. MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo serdo apresentados os materiais e os métodos utilizados nas
duas reacgOes estudadas neste trabalho: a reacdo de esterificacdo para obtencéo do
mono-oleato de glicerila e a reacdo de epoxidacdo para a obtencdo do epdxido
derivado do acido oleico.

4.1 OBTENCAO DA MONO-OLEINA

Neste item estdo incluidas as especificacbes dos materiais utilizados, as
metodologias de analise e o0s procedimentos experimentais realizados para
obtencdo da mono-oleina a partir da reacdo de esterificagcdo do acido oleico com
solketal em scCO;, supercritico. Os procedimentos para obtencdo dos dados de
equilibrio de fases para os sistemas binario (CO, + solketal) e ternario (CO, +

solketal + &cido oleico) também estdo descritos.

4.1.1 Especificacdo dos Materiais

Nos experimentos para a obtencdo dos dados de equilibrio de fases e na
reacdo de esterificacdo para sintese da mono-oleina foram utilizadas os seguintes
materiais (todos os materiais foram utilizados como recebido, sem nenhum tipo de
tratamento):

e 4cido oléico padréo analitico (Vetec);

e R,S-1,2-Isopropilideneglicerol (solketal) (pureza 98%, Sigma Aldrich);

e didéxido de carbono USP 99,9% (White Martins);

¢ lipase Lipozyme® obtida de Mucor Miehei, imobilizada em resina de troca

ibnica macroporosa, 30 U/g (1 U corresponde a quantidade de enzima
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gue liberta 1 umol de acido esteérico por minuto a pH 8,0 e 70°C) (Sigma
Aldrich);

Na quantificagéo dos produtos, foram utilizados os seguintes materiais:
e n-heptano, pureza 99,5% (Vetec);

e acetato de cobre I, padrédo analitico (Vetec).

¢ N-methyl-N-trimethysilyltrifluoroacetamide (MSTFA) (Sigma-Aldrich)

4.1.2 Procedimento Experimental

4.1.2.1 Microscopia Eletrénica de Varredura

A caracterizacdo microestrutural dos biocatalisadores foi realizada atravées
da microscopia eletronica de varredura (MEV) em um microscopio Shimadzu
SuperScan SS-550 com a finalidade de verificar alteracGes na lipase antes e apds o
uso na reacao. Esta técnica permite visualizar a superficie do material. Todas as

micrografias foram obtidas das superficies do material seco recobertas com ouro.

4.1.2.2 Determinacao do rendimento da reacao

O método modificado de Lowry and Tiesley (1976) foi utlizado para
guantificar os produtos da reacéo. Trata-se de um método colorimétrico que mede a
coloracédo do complexo azul-esverdeado (715 nm) formado entre os ions cobre Il e
os acidos graxos livres sollveis na fase organica. Tal técnica apresenta maior
rapidez de analise e menor custo. Os resultados obtidos pelo método de Lowry-
Tiesley foram confirmados por meio de cromatografia gasosa acoplado a

espectroscopia de massa.
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Inicialmente, foi preparada uma solucdo aquosa 5% (p/v) de acetato de
cobre(ll). Essa solucdo foi filrada e o pH ajustado na faixa de 6,0-6,2 com a
utilizagao de piridina.

Aliquotas de 300 uL do meio reacional (diluido 10 vezes em heptano) foram
retiradas e transferidas para frascos eppendorff, que continham 300 uL de solugéo
de acetato de cobre Il (preparacédo previamente descrita) e 600 yL de heptano. A
solucéo final foi vigorosamente agitada em vértex por 30 segundos e aguardava-se a
separacdo das fases, apds o0 descanso por alguns minutos. A fase superior foi
analisada em espectrofotdmetro a 715 nm. Cada reacgéao foi analisada em duplicata e
o rendimento calculado de acordo com a diferenca de absorbancia da amostra e da
solucdo estoque. Para comprovar a eficacia do método, leituras em GC foram
realizadas.

A anélise de GC-MS foi realizada utilizando o método modificado EN 14105.
Os &cidos graxos livres e o R,S-1,2-Isopropilideneglicerol (solketal) foram
transformados em derivados silanisados mais volateis na presenca de piridina e
MSTFA. As medidas foram realizadas em duplicata em um cromatégrafo gasoso
Agilent GC 7890 acoplado a um detector de massa MS 8990, com uma coluna
capilar (ZB-5 30m x 0,25m x 0,1um). As amostras em GC-MS foram preparados por
dissolucéo de 0,1g do produto final em 1 mL de n-heptano. Aliquotas de 100 uL
desta solucdo foram adicionados 100 uL de MSTFA. Apds 15 minutos, estes
reagentes foram dissolvidos em n-heptano. Aliquotas de 1 uL desta amostra foi

entdo injetada no GC.

4.1.2.3 Aparato experimental utilizado no equilibrio de fases

As medidas experimentais de equilibrio de fases a altas pressdes foram
baseadas no método estatico sintético e o aparato e metodologia experimentais
utilizados sao similares ao proposto por Pinto et al. (2013), Santos et al. (2012),
Mazzer et al. (2012) e Giufrida et al. (2011). O aparato experimental € composto de
uma bomba volumétrica de alta-pressédo do tipo seringa (ISCO 260D, Lincoln, USA)

e uma célula volumétrica de alta pressdo com capacidade de 27 cm®, de volume
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variavel e com janelas laterais e frontal de safira. As condicfes operacionais foram
controladas por meio de um controlador de pressao absoluto com precisao de 0,03
MPa (Smar LD 301, Sertdozinho, Brasil) e controlador de temperatura ligado a um
termopar (tipo T, a precisdo de = 1,0 K), que esteve em contato com o sistema no
interior da célula. Internamente, a célula de equilibrio é composta por um pistao
movel, que permite a variacdo da pressdo, controlada por uma bomba do tipo
seringa (Figura 9).

Figura 9. Aparato experimental. BS — Bomba tipo seringa, C — Cilindro de CO2, VB
— Vaso da bomba, V — Vélvulas do tipo agulha, AM — Agitador magnético, CE —
Célula de equilibrio, JF — Janela frontal, JL — Janela lateral, R — Resisténcia elétrica,
P — Pistdo, IT — Indicador de temperatura, TP — Transdutor de pressao, IP —

Indicador de pressédo, BT — Banho termostatico.
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Ao inicio de cada experimento, a célula era purgada com CO, para remogao
do ar residual. A alimentacdo da célula (solketal ou solketal + acido oleico) foi
realizada por meio da injecdo com uma seringa, pela abertura da conexao da linha
de alimentacao, a temperatura ambiente. O reator era fechado e entdo conectado a
linha de abastecimento do solvente. Todos os controladores e cabos eram
conectados e iniciava a alimentacdo do reator com o solvente. Com condi¢des
previamente determinadas de pressdo e temperatura é possivel determinar a
guantidade exata de CO; a ser alimentado, calculado a partir de sua densidade. A
pressdo do sistema é calculada pela equacdo de Peng-Robinson. Inicialmente, a
temperatura foi fixada e o sistema pressurizado até se manter monofasico. Em
seguida, para obtencao dos dados de equilibrio do tipo LV diminuia-se a pressao do
sistema gradativamente até o surgimento de uma nova fase. As medidas de
transicdo foram realizadas para as temperaturas de 35, 45, 55 e 65°C. Os dados

foram obtidos com base em trés repeti¢cées de cada ponto experimental.

4.1.2.4 Aparato experimental utilizado na reacao de esterificacao

O aparato utilizado para conduzir a reacao de esterificacdo para obtencéo da
mono-oleina foi 0 mesmo descrito no item 4.1.2.3 (Figura 9). A célula de equilibrio foi
usada como reator, com a diferenca que, durante todo o tempo reacional, tanto a
pressao quanto a temperatura se mantiveram fixas em condi¢des operacionais pré-
determinadas.

Para o preparo do sistema reacional, quantidades pré-definidas de éacido
oleico, solketal e de biocatalisador foram pesadas em balanca analitica e
adicionadas ao reator (célula de equilibrio), a temperatura ambiente, juntamente com
a barra magnética para promover a agitacdo do sistema. O reator foi fechado e
conectado a linha de abastecimento do solvente. Todos os controladores e cabos
eram conectados e iniciava a alimentacédo do reator com CO,, a 20°C e 100 bar. A
densidade do sistema foi fixada em 718 kg/m®. Em seguida, a temperatura foi

ajustada na condicdo da reacdo. Foi considerado como tempo inicial da reacéo o
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momento em que o sistema atingiu a temperatura e pressao desejadas. Depois do
tempo estipulado de reacéo, o sistema foi resfriado e despressurizado lentamente. O
material foi coletado e as amostras analisadas em duplicata pelo método

colorimétrico de Lowry-Tiesley, descrito no item 4.1.2.2.

4.1.2.5 Estudo das condi¢cdes de operacao

Com base nos dados disponiveis na literatura, iniciou-se o estudo da
producdo de mono-oleina por método enzimatico em scCO, como solvente. O
estudo foi realizado por meio de um Delineamento Composto Central Rotacional
(DCCR) considerando 3 variaveis independentes: temperatura, quantidade de
catalisador e razdo molar AO:solketal. O tempo néo foi selecionado como variavel
independente para evitar que mascarasse 0 efeito das demais variaveis, ja que
possui grande influéncia em qualquer reacdo. Esta variavel foi estudada apos
realizar o planejamento de experimentos. O tempo reacional selecionado para
conduzir as reacdes foi baseado em dados experimentais disponiveis na literatura e
considerando que reacdes enzimaticas tendem a ocorrer rapidamente.

Foram selecionadas concentracfes de solketal maiores que a quantidade
estequiomeétrica do acido oleico para deslocar o equilibrio em direcédo a formacéao do
produto.

As temperaturas selecionadas estédo na faixa de temperatura que as lipases
atuam (33 — 67°C). Maiores temperaturas poderiam causar a desnaturacdo da
enzima.

A quantidade de catalisador foi baseada no exposto na literatura e em uma
faixa suficientemente ampla (0,1 — 13% em relacdo a massa de substrato).

O tempo foi fixado em 3 horas, suficiente para que a reacdo ocorra, baseado
no exposto na literatura, visto que reacdes enzimaticas possuem cinética rapida
[ITABAIANA et al., 2012]. A densidade do CO, foi mantida em 718 kg/m®. Nesta

densidade, os substratos da reacdo estdo todos solubilizados (verificado por meio
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dos dados de transicao de fase). As variaveis estudadas e os respectivos niveis sdo
apresentados na Tabela 6.

Novos testes foram realizados com base nos resultados obtidos no DCCR
com a finalidade de aumentar o rendimento da reacdo. Testes com razées molares
maiores de substratos (AO:solketal) foram avaliados, bem como a cinética da

reacao.

Tabela 6. Variaveis e niveis avaliados no DCCR.

_ Niveis
Variaveis
-1,68 -1 0 1 1,68
Temperatura (°C) 33 40 50 60 67
(Enzima] (m/m%) 0,1 1 55 10 13
Razao AO:Solketal 1.0,1 1:1 1:3 15 16,4

4.2 OBTENCAO DO EPOXIDO

Neste item estdo incluidas as especificagcbes dos materiais utilizados, as
metodologias de analise e o0s procedimentos experimentais realizados para
obtencao do acido epoxioleico a partir da reacdo de epoxidacédo do acido oleico com
uso de peroxido de hidrogénio como doador de oxigénio. As reacbes foram
conduzidas em baixas pressfes e altas pressdes. Em condi¢cBes pressurizadas foi
utilizado CO,. Os procedimentos para obtencdo dos dados de equilibrio de fases

para o sistema ternario (CO, + acetato de etila + &cido oleico) também séo descritos.
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4.2.1 Materiais

Para a obtencdo dos dados de equilibrio de fase e para a reacdo de

epoxidacdo para obtencdo do &cido epoxioleico foram utilizados os seguintes

materiais (todos os materiais foram utilizados como recebido, sem tratamentos

prévios):
[ ]
[ ]

acido oléico grau analitico (Vetec);

acetato de etila grau analitico (Merck e Sigma Aldrich);

peréxido de hidrogénio 35% (m/m) (Soluay Chemicals S.A. e FMaia);
iIso-octano grau analitico (Merck);

1-propanol grau analitico (Sigma Aldrich);

Hidroxypropyl methyl cellulose (HPMC, viscosidade 2600-5600 cP, 2%
em H,0, 20°C) obtido da Sigma Aldrich;

trizma hydrochloride, grau reagente (Sigma Aldrich);

lecitina  (L-a-Phosphatidyl-Choline)(L- a-lecithin) contendo 36% de
fosfatidilcolina (Sigma Aldrich);

lipase Candida antarctica B recombinada do microrganismo aspergilus
aryzae. A atividade enzimatica da enzima foi de 10,8 U/mg (U
corresponde a quantidade de enzima necessaria para hidrolisar tributirina,
de modo que 1 mol de acido butirico por minuto em pH 8 e temperatura
de 50°C é liberado) (Sigma Aldrich).

Na quantificacdo dos produtos, foram utilizados os seguintes materiais:

acetato de etila grau analitico (Merck e Sigma Aldrich);
n-dodecano grau analitico (Sigma Aldrich);

metanol grau-HPLC (Lab-Chem);
N-methyl-N-trimethysilyltrifluoroacetamide (MSDFA).
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4.2.2 Procedimento Experimental

4.2.2.1 Preparo da microemulséo

Microemulsbes de lecitina foram usadas para imobilizar a enzima. Tais
microemulsdes contém 3,5% (m/m) de lecitina dissolvida em iso-octano com 5%
(v/iv) de 1-propanol. As proporcbes para a formacdo da microemulsdo foram
determinadas em trabalhos anteriores do grupo [DELIMITSOU et al., 2002].
Quantidades determinadas da enzima Candida antarctica B foram dissolvidas em
solucdo tampéo tris/HCI (pH = 7,5) e adicionadas a 980 puL de microemulsdo. (O
volume total de microemulsdo com enzima foi de 1 mL, sendo 980 puL de

microemulséo e 20 yL de enzima+tampao).

4.2.2.2 Preparo das microemulsdes baseadas em organogéis

As microemulsdes baseadas em organogels (MBGs) foram preparadas
introduzindo quantidades apropriadas de microemulsdes contendo a lipase Candida
antarctica B (previamente descrita) para uma segunda solucdo de
hydroxypropylmethyl celulose (HPMC) em &gua. Para isso, 1 mL de lecitina
contendo a lipase foi geleificada com 1g de HPMC e 2 mL de agua, a temperatura
ambiente. Esta solucdo foi misturada até se tornar homogénea, sendo entdo

adicionada ao meio reacional.

4.2.2.3 Sintese enzimatica do ep6xido do acido oleico

Reacdo a baixa pressdo (Os ensaios foram realizados no laboratério do

Instituto de Biologia, Quimica Medicinal e Biotecnologia, Atenas, Grécia):
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A sintese enzimatica a baixa pressao do epoxido foi realizado em uma
incubadora shaker orbital Lab Tech tipo horizontal com controle de temperatura e
agitagao. A agitacdo foi fixada em 150 rpm e a reagéo foi conduzida em um frasco
reagente de vidro com tampa. Neste frasco foi adicionado 5 mL de acetato de etila
(quantidade mantida fixa em todo os experimentos), quantidades pré-determinadas
de &cido oleico e 10 uL de dodecano (padréo interno para analise em GC). Com 0s
substratos prontos, foi adicionado a esse frasco/reator a MBGs previamente
preparada (descrito no item 4.2.2.2). Ao adicionar peroxido de hidrogénio (1,2 mL)
ao sistema reacional iniciou-se a contagem do tempo, depois de incubar no sistema
por 10 minutos. Amostras foram retiradas a intervalos fixos de tempo e analisadas
através de cromatografia gasosa e de um sistema LC/MS/MS.

Reacao a altas pressoes

Para a sintese enzimatica a alta pressao do epoxido foi utilizada a célula de
equilibrio como reator. O procedimento experimental utilizado foi 0 mesmo utilizado
para a obtencdo da mono-oleina, descrito no item 4.1.2.4. O modo de preparo das
MBGs foi igual ao usado para preparar 0 sistema a baixa pressao, descrito no
paragrafo anterior. Ao reator foi adicionado 5 mL de acetato de etila (quantidade
mantida fixa em todo os experimentos), quantidades pré-determinadas de acido
oleico e de H,O,. Posteriormente, estes substratos foram adicionados ao reator

juntamente com a MBGs previamente preparada (descrito no item 4.2.2.2).

4.2.2.4 Determinacao do rendimento da reacao

Reacdo a baixa pressdo (As analises foram realizadas no laboratério do
Instituto de Biologia, Quimica Medicinal e Biotecnologia, Atenas):

O rendimento das reacdes de epoxidacdo foi monitorado via GC e a
identificacdo do produto através do método analitico LC-MS/MS.

Cromatografia Gasosa: Para a determinagéo do rendimento da reacéo, foi

utilizado um cromatografo gasoso Hewlett Packard (HP), modelo 6890C. As
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condicdes cromatograficas empregadas foram: coluna capilar HP-INNOWAX (30m x
0,32 mm d.i. x 0,25um) a um fluxo de 1 mL/min. A temperatura do injetor foi de
270°C e a temperatura do detector FID de 290°C. A temperatura do forno aumentou
de 150 até 260°C a uma taxa de 30°C/min e mantida constante por 12 minutos. Os
dados foram analisados baseados no consumo de &cido oleico durante a reagéo, por
meio de uma curva de calibragéo. N-dodecano foi utilizado como padréo interno.

Cromatografia Liquida — Espectroscopia de Massa: O procedimento de
preparacdo da amostra envolveu diluicdo de cada amostra em metanol. O sistema
LC-MS/MS consistia em um espectrémetro de massa 3200 Q TRAP® com ion triplo-
guadrupolo linear equipado com uma interface TurbolonSpray (AB Sciex
Instruments, EUA) e um sistema Agilent HPLC 1200 (consistindo de um micro
desgaseificador a vacuo G1379B, um bomba binaria G1312A, um amostrador
automatico G1329 e um compartimento para coluna G1316A). A separagéo foi
realizada utilizando uma coluna de fase inversa Zorbax Eclipse Plus C-18 (50 mm x
2,1 mm de diametro interno, 3,5 um tamanho de particula). A fase movel consistiu de
fase A (agua com 0,05% de acido formico (v/v)) e fase B (acetonitrila com 0,05% de
acido férmico (v/v)). A velocidade de fluxo foi de 0,3 mL / min. A fim de determinar os
analitos, um sistema de gradiente foi aplicado: 90% da fase B foram mantidos
durante 1 minuto e aumentou para 98% por 7 minutos. Apds, mantida a 98% durante
3 minutos e diminuiu para 90% ao longo de 1 minuto, em que foram re-equilibrados
durante 2 minutos. O tempo de analise total foi de 14 minutos. O sistema foi operado
uma temperatura ambiente (23-25°C). A saida da coluna foi diretamente ligada a
sonda ESI com tubo PEEK. O volume de injecéo foi de 5 pL.

lonizacao por electrospray (ESI) operando em modo negativo foi usado para
todos os analitos. Solucdo de acido oleico em metanol de 1 mg/mL foi infundido
diretamente usando uma bomba seringa. A aquisicdo dos dados foi realizada no
modo Q1 MI (quadrupolo de ions multiplos) e os seguintes ions foram monitorados:
(m/z): 281,2 (acido oleico); 279,1 (acido linoleico); 297,1 (epdxido acido oleico);

295,1 (mono-epo6xido de acido linoleico); e 311,4 (di-epoxido linoleico).
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Reacéo a altas pressoes:

Para a andlise dos produtos da reacéo, foi utilizado um cromatégrafo gasoso
Agilent GC 7890 acoplado a um detector de massa MS 8990 e a separacdo ocorreu
com uma coluna capilar (ZB-5, 30 m x 0,25 mm x 0,1 pum). A temperatura da coluna
se manteve a 60°C por 1 minuto e entdo aumentou para 280°C a 15°C/min, se
mantendo por 10 minutos. O gas de arraste foi o hélio (He) com um fluxo de 1
mL/min. A temperatura de injecao foi de 280°C. As temperaturas da fonte de ions e
a interface foram de 280 e 200°C, respectivamente. Os &cidos graxos foram
transformados em derivados silanisados mais volateis na presenca de piridina e
MSTFA. As amostras foram preparadas pela adicdo de 100 uL de MSTFA a 100 uL
da reacdo. Depois de 15 minutos, estes reagentes foram dissolvidos em 2 mL de
acetato de etila. Aliquotas de 1uL desta amostra foi injetada no equipamento GC-
MS.

Foram reproduzidos alguns experimentos realizados em Atenas e analisados
no cromatografo gasoso do Laboratorio de Tecnologia Supercritica e Equilibrio de
Fases / DEQ / UEM para verificar a reprodutibilidade dos resultados. Os resultados

foram semelhantes, tornando possivel a utilizacdo do equipamento e da técnica.

4.2.2.5 Estudo das condicBes de operacao

Reacdo a baixa pressdo (Laboratério do Instituto de Biologia, Quimica
Medicinal e Biotecnologia, Atenas):

Para determinar as condi¢cdes oOtimas da reacdo de epoxidacdo do acido
oleico foi utilizado o Delineamento Composto Central (DCC) com trés variaveis:
temperatura, quantidade de enzima e concentracédo de acido oleico. O ponto central
foi realizado em triplicata para calcular o erro experimental. As variaveis e seus
niveis reais e codificados estdo demonstrados na Tabela 7. Estudos prévios
conduzidos pelo grupo de pesquisa indicaram que a quantidade de perdxido néo
afeta o rendimento da reacado. Foi conclusivo neste estudo que o organogel fornece

protecdo a enzima, que ndo sofre a agdo do H,O,. Desta forma, a quantidade de
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H,O, foi fixada em excesso, em 1,2 mL. O tempo de reacdo foi estudado
posteriormente e, nas rea¢fes do planejamento, foi fixado em 10 horas. Os niveis de
cada variavel foram selecionados baseados em resultados prévios e da experiéncia

sobre o tema pelo grupo de pesquisa.

Tabela 7. Valores reais e codificados avaliados no DCC.

Fator -1 0 +1
Temperatura (°C) 35 45 55
Concentragéo de enzima (mg/mL de

. 0,4 0,6 0,8
microemulséo)
Concentracao de acido oleico (mmol/L) 50 75 100

Reacao a alta pressdao com scCO

Para determinar as condi¢cdes oOtimas da reacdo de epoxidacdo do acido
oleico em scCO foi utilizado o planejamento fatorial fracionario 2** com dois niveis e
guatro variaveis independentes: temperatura, quantidade de enzima, concentracao
de H,0, e concentracao de acido oleico. O ponto central foi realizado em triplicata, e
0 planejamento totalizou 11 experimentos. As variaveis e seus hiveis reais e
codificados sédo apresentados na Tabela 8. O tempo foi mantido constante em 3
horas de reacéo. A pressdo do CO, foi mantida em 718 kg/m°.

A faixa de temperatura estudada foi a mesma avaliada na reacéo realizada
em condi¢cdes ambientes (35 — 55°C).

A concentracdo de H,0, foi incluida como uma variavel no planejamento e
em baixa concentracdo, pois pode influenciar negativamente no rendimento da
reacao, ja que o CO, possui baixa afinidade a dgua. O oxidante utilizado possui 35%
de H,0,, o restante é constituido por agua.

A faixa selecionada para avaliar a concentracdo de acido oleico foi mais

ampla, pois se considerarmos propor¢des industriais seria necessario um volume
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extremamente grande de acetato de etila para a producdo de uma pequena
guantidade de epoxido (5 mL de acetato de etila e 50 mM de AO = 100 uL de AO).

Tabela 8. Valores reais e codificados avaliados no DCC.

Fator -1 0 +1
Temperatura (°C) 35 45 55
Qtde de enzima (mg/mL microemulsao) 0,8 15 2,2
Volume de H;0; (uL) 200 600 1000
Concentracao de acido oleico (mM) 0,1 0,5 0,9

4.2.2.6 Reuso do catalisador

A fim de determinar a estabilidade da lipase imobilizada em organogéis
(HPMC), o biocatalisador foi reutilizado em independentes bateladas consecutivas.
Cada batelada da reacdo foi mantida durante 80 min a 35°C. O volume total da
reacdo foi de 6,2 ml em cada caso. Depois de cada execucdo, 0S organogeis
contendo lipase foram lavados trés vezes com 5 mL de acetato de etila e uma nova

reacdo de epoxidacao foi realizada tal como descrito anteriormente.
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5. RESULTADOS: PRODUCAO DE MONO-OLEINA

5.1 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos na
producdo enzimatica da mono-oleina em sistemas pressurizados. A primeira etapa
do trabalho consistiu em obter os dados de transicdo de fase dos componentes
envolvidos na reacéo. Posteriormente, sdo apresentados os resultados da reacao de

esterificacédo para formacédo da mono-oleina.

5.1.1 Dados de equilibrio de fases

Para identificar as regifes de temperatura e pressao mais apropriadas para
a sintese da mono-oleina, é importante o conhecimento sobre o comportamento de
fases dos componentes envolvidos no sistema estudado. Desta forma, os dados de
transicdo de fase de misturas binarias e ternarias entre o solketal, acido oleico e o
diéxido de carbono como solvente foram obtidos.

Seguindo o procedimento experimental descrito no Capitulo 4 no item
4.1.2.4, foram obtidos dados experimentais de equilibrio de fases para os seguintes
sistemas binario e ternario: CO; + solketal e CO, + solketal + &cido oleico a 35, 45,
55 e 65°C.

5.1.1.1 Sistema binario CO, + solketal

As medidas experimentais para o sistema binario CO,(1)+solketal(2) foram
realizadas em fragdes molares de didxido de carbono na faixa de entre 0,35 a 0,85 e

nas temperaturas de 35, 45, 55 e 65°C. Na Tabela 9 sdo apresentados os valores
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experimentais PXT e as transicdes de fase, sendo que foram detectados apenas
equilibrio liquido-vapor (ELV) do tipo ponto de bolha (PB) em todas as fracdes
estudadas. A pressdao medida e o desvio padréo relativo a estas medidas séo
apresentados para cada temperatura e composi¢cdes globais avaliadas. Os dados
experimentais sao apresentados em termos de fracdo molar de CO; (Xx;), pressao de

transi¢cao de fase (P) e o desvio padréo das replicatas u(p).

Tabela 9. Dados de equilibrio de fase ELV do sistema CO5(1) + solketal(2).

X1 P/MPa  uP()/MPa Tipo® X1 P/MPa u(p)/MPa  Tipo®
T =35°C T = 45°C
0,35 2,93 0,02 ELV (PB) 0,35 3,45 0,01 ELV (PB)
0,45 3,67 0,01 ELV (PB) 0,45 4,36 0,01 ELV (PB)
0,55 4,21 0,01 ELV (PB) 0,55 5,24 0,02 ELV (PB)
0,65 4,85 0,03 ELV (PB) 0,65 6,35 0,02 ELV (PB)
0,75 5,45 0,02 ELV (PB) 0,75 7,65 0,02 ELV (PB)
0,85 6,26 0,01 ELV (PB) 0,85 8,29 0,01 ELV (PB)
T =55°C T =65°C
0,35 3,99 0,02 ELV (PB) 0,35 4,40 0,01 ELV (PB)
0,45 5,14 0,01 ELV (PB) 0,45 6,07 0,01 ELV (PB)
0,55 6,18 0,02 ELV (PB) 0,55 7,13 0,01 ELV (PB)
0,65 7,50 0,02 ELV (PB) 0,65 8,87 0,01 ELV (PB)
0,75 9,13 0,02 ELV (PB) 0,75 10,34 0,03 ELV (PB)
0,85 9,93 0,01 ELV (PB) 0,85 12,14 0,02 ELV (PB)

A Figura 10 apresenta graficamente os resultados experimentais obtidos
para o sistema CO,(1) + solketal(2). Observa-se que, ao aumentar a fracdo de COo,
aumenta a pressdo da transicdo de fase. Para cada uma das isotermas
representadas, a regido acima da curva dos pontos experimentais representa uma

regido de uma unica fase fluida, enquanto que abaixo da curva tem-se uma regido
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em que duas fases coexistem. Esta regido € constituida por uma liquida e outra

vapor.
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Figura 10. Diagrama da composicao-pressao do sistema {CO(1) + solketal(2) } para

T =35°C (#); 45°C (l); 55°C (#); 65°C (4).

E possivel verificar que o solketal apresenta boa solubilidade em CO, em
todas as composicfes avaliadas. Para fins de comparacao, podemos citar dados do
sistema binario entre CO, e glicerol. O glicerol possui uma estrutura semelhante e &
o alcool mais utilizado na producdo da mono-oleina. Medina-Gonzalez et al. (2013)
estudaram este sistema em temperaturas entre 40 e 200°C a pressoes até 35MPa.
Em relacéo a fase rica em CO,, observou-se que a solubilidade de CO, em glicerol
foi extremamente baixa. Por outro lado, a fase rica em glicerol dissolveu-se

facilmente em CO,.
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5.1.1.2 Sistema Ternério

As medidas experimentais para o sistema ternario CO,(1)+solketal(2)+ acido

oleico(3) foram realizadas em fracdes molares de CO, na faixa de 0,55 a 0,95 nas

temperaturas de 35, 45, 55 e 65°C. A razdo molar entre solketal:acido oleico foi

constante e igual a 3:1 (0,75 solketal + 0,25 &cido oleico] (Tabela 10).

Tabela 10. Dados de equilibrio de fase para o sistema {CO,(1) + (0,75 solketal(2) +

0,25 &cido oleico(3)]}.

X1 X2 P/MPa u(p)f Tipo® X1 X2 P/MPa u(p)f Tipo®
MPa MPa
T=35°C T =45°C
0,55 0,33 5,27 0,01 ELV (PB) 0,55 0,33 5,24 0,02 ELV (PB)
0,65 0,26 5,36 0,02 ELV (PB) 0,65 0,26 6,03 0,02 ELV (PB)
0,70 0,22 5,49 0,02 ELV (PB) 0,70 0,22 6,44 0,01 ELV (PB)
0,75 0,18 5,84 0,02 ELV (PB) 0,75 0,18 7,01 0,03 ELV (PB)
0,80 0,15 6,73 0,01 ELV (PB) 0,80 0,15 7,85 0,01 ELV (PB)
0,85 0,11 7,23 0,03 ELV (PB) 0,85 0,11 8,87 0,01 ELV (PB)
0,90 0,07 9,47 0,01 ELV (PO) 0,90 0,07 11,83 0,02 ELV (PO)
0,95 0,04 13,15 0,01 ELV (PO) 0,95 0,04 15,50 0,01 ELV (PO)
T =55°C T =65°C
0,55 0,33 6,12 0,03 ELV (PB) 0,55 0,33 6,57 0,01 ELV (PB)
0,65 0,26 7,06 0,02 ELV (PB) 0,65 0,26 8,05 0,02 ELV (PB)
0,70 0,22 8,24 0,02 ELV (PB) 0,70 0,22 8,98 0,02 ELV (PB)
0,75 0,18 8,73 0,01 ELV (PB) 0,75 0,18 10,47 0,02 ELV (PB)
0,80 0,15 9,47 0,02 ELV (PB) 0,80 0,15 11,80 0,01 ELV (PB)
0,85 0,11 11,09 0,01 ELV (PB) 0,85 0,11 13,88 0,04 ELV (PB)
0,90 0,07 1457 0,01 ELV (PO) 0,90 0,07 17,37 0,03 ELV (PO)
0,95 0,04 17,88 0,03 ELV (PO) 0,95 0,04 19,76 0,02 ELV (PO)
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Foram verificadas transi¢cdes de fases liquido-vapor (ELV) do tipo ponto de
bolha (PB) e, em fracbes mais elevadas de CO,, tipo ponto de orvalho (PO). Os
dados experimentais sdo apresentados em termos de fracdo molar de CO, (xi),
fracdo molar de solketal (x2), pressao de transicéo de fase (P) e o desvio padréo das
replicatas u(p) (Tabela 10).

Na Figura 11 é possivel observar graficamente os resultados experimentais
obtidos para o sistema ternario CO,(1) + solketal(2) + &cido oleico(3). Ao aumentar a
fracdo de CO,, ocorre um aumento na pressao da transicao de fase. Para cada uma
das isotermas representadas, a regido acima da curva dos pontos experimentais
representa uma regido com uma unica fase. Abaixo da curva, duas fases distintas

coexistem: uma liquida e outra vapor.
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Figura 11. Diagrama da pressao-composicdo do sistema {CO,(1) + (0,75 solketal(2)
+ 0,25 Aacido oleico(3)} a T = 35°C (#); 45°C (M) 55°C (#); 65°C (4). Regiéo

onde ocorre a reagao ( *).
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A Figura 12 compara os sistemas binarios e terndrios de solketal nas
maiores e menores temperaturas estudadas: 35°C e 65°C. A pressao de transicao
de fase a 35°C é superior para o sistema ternario {CO, (1) + (0,75 solketal (2) +
acido oleico 0,25 (3)] } do que para o sistema binario {CO, (1) + solketal (2)}, com
excecao para a fragcdo molar de CO; igual a 0,85. A 65°C, o sistema binério tem
pressdes de transicdo de fase ligeiramente mais elevadas do que o sistema ternario
para fracdes molares de CO; inferiores a 0,75. A partir deste ponto, 0 sistema
ternario tem pressdes de transicao de fase maiores do que o sistema binario. Assim,
observa-se que a adicdo de acido oleico no sistema binario {CO, (1) + solketal (2)}
em uma razdo molar de solketal:acido oleico de 3:1 tem pouco efeito sobre as

pressdes de transicéo de fase.
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Figura 12. Comparacdo do diagrama pressdo-composicdo entre 0s sistemas
{CO,(1) + solketal(2)} a T = 35°C (©); 65°C (O) e {CO,(1) + (0,75 solketal(2) + 0,25
acido oleico(3)]}a T = 35°C (e); 65°C (H).
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5.1.2 Modelagem

A equacéo de estado de Peng-Robinson com a regra mistura linear para o
covolume (parametro b) e a regra de mistura quadratica para o parametro de atracéo
(parametro a) foram usadas para modelar o comportamento de fase relatado neste
trabalho. As temperaturas criticas, pressoes criticas e fatores acéntricos do CO, e do
acido oleico foram obtidos a partir da base de dados DIPPR (2003). Os dados do
solketal foram estimados utilizando o método de Constantinou e Gani (1994)
considerando grupos de segunda ordem. A Tabela 11 apresenta as propriedades
dos componentes puros e os parametros de interacdo binaria ajustados conforme

descrito a seguir.

Tabela 11. Temperaturas criticas, pressoes criticas, fatores acéntricos e parametros

de interacao binaria usados nos calculos.

CO, (1) Solketal (2) Acido oleico (3)
Temperatura critica (°C) 31,21 362,5 508
Presséo critica (bar) 73,83 36,18 13,9
Fator acéntrico 0,223621 0,3820 1,182
Parametros de interacao binéaria 0 0,04744 0,02822

0,04744 0 0

0,02822 0 0

O parametro de interacdo binaria para o par CO, — solketal foi ajustado
utilizando os dados de equilibrio de fase apresentados na Tabela 9. A equacao de
estado de Peng-Robinson correlaciona a pressédo do sistema com um desvio relativo

médio (DRM) de 3,6%, onde o DRM foi calculado como segue:

1 ex;
p]qa c_pj 14
exp
J

exp
DRM = X7,

.100 % Equacéo 1
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em que n®? é o nimero total de pontos de dados experimentais, p é a presséo, e 0s
sobrescritos "exp" e "calc" referem-se aos valores experimentais e calculados,
respectivamente.

A Figura 13 demonstra que 0s maiores desvios entre os valores
experimentais e calculados para o sistema binario {CO, (1) + solketal (2)} ocorrem
na temperatura mais baixa medida (35°C). O ajuste para as outras temperaturas (45,
55 e 65°C) é substancialmente melhor.
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[¢.0] o N
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Frac&o molar fase liquida

Figura 13. Pressbes experimentais e calculadas no ponto de bolha para o sistema
binario {CO»(1) + solketal(2)} a diferentes temperaturas: e, 35°C; @, 45°C; A, 55°C;
m, 65°C.

Com o parametro de interacdo CO,-solketal fixo, os pontos de bolha para os
dados ternarios demonstrados na Tabela 10 foram utilizados para ajustar o
parametro binario para a interacdo acido oleico-CO, (Tabela 11). Uma tentativa de
também ajustar o parametro de interacdo binaria solketal-acido oleico produziu

pouca concordancia nos resultados e um valor do parametro préximo a zero. Tendo
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em vista seu pequeno efeito, o pardmetro de interacdo binério solketal-acido oleico
foi fixado em zero (Tabela 11). Os pontos de bolha do sistema ternario sdo
correlacionada com uma DRM de 4,2%.

A Figura 14 apresenta as pressoes calculadas e experimentais, com a linha
diagonal como referéncia visual. Os valores calculados sdo bem alinhado com a
diagonal, o que indica que eles estdo bem correlacionadas, exceto por uma
condicao na faixa de baixa pressao e outra na faixa de alta presséao.

14

12

10 4

Pressao calculada / MPa

4 6 8 10 12 14
Press&o experimental / MPa

Figura 14. Pressbes experimentais e calculados no ponto de bolha para o sistema
ternario {CO»(1) + solketal(2) + acido oleico(3)} em varias temperaturas: e, 308 K; ¥,

318 K; A, 328 K; m, 338 K.

5.1.3 Planejamento experimental

Tendo como objetivo estudar as variaveis relevantes na reacdo de
esterificacdo e maximizar o seu rendimento, foi realizado um planejamento
experimental fatorial completo (DCCR) 2°, que totalizou 17 experimentos (com

triplicata no ponto central) tendo a finalidade de verificar a influéncia de trés variaveis
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independentes: temperatura, razdo molar acido oleico:solketal e concentragdo de
catalisador (enzima Lipozyme RM IM) com CO, supercritico como solvente. O tempo
foi mantido fixo em 3 horas de reacgéao.

A Tabela 12 apresenta a matriz do planejamento de experimentos e as

respostas em termos de rendimento em mono-oleina.

Tabela 12. Valores reais e codificados e resposta do Planejamento.

. T (El
Experimento Razao Molar Rend. (%)
(°C) (m/m)
1 -1 (40) -1 (1) -1 (1:1) 39,09
2 1 (60) -1(1) -1 (1:1) 38,49
3 -1 (40) 1 (10) -1 (1:1) 37,42
4 1 (60) 1 (10) -1 (1:1) 37,19
5 -1 (40) -1 (1) 1 (1:5) 53,57
6 1 (60) -1 (1) 1 (1:5) 68,64
7 -1 (40) 1 (10) 1 (1:5) 70,56
8 1 (60) 1 (10) 1 (1:5) 75,72
9 -1,68 (33) 0 (5,5) 0 (1:3) 66,17
10 1,68 (67) 0 (5,5) 0 (1:3) 66,15
11 0 (50) -1,68 (0,7) 0 (1:3) 56,23
12 0 (50) 1,68 (13) 0 (1:3) 69,69
13 0 (50) 0 (5,5) -1,68 (1:0,1) 39,85
14 0 (50) 0 (5,5) 1,68 (1:6,4) 69,57
15* 0 (50) 0 (5,5) 0 (1:3) 58,74
16* 0 (50) 0 (5,5) 0 (1:3) 61,62
17* 0 (50) 0 (5,5) 0 (1:3) 61,58

* = Ponto Central

Ao analisar a Tabela 12, pode-se verificar que o rendimento mais elevado foi

obtido no experimento 8 (75,72%), que corresponde a temperatura mais elevada
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(60°C), razdo molar entre os substratos de 1:5 e 10% (m/m) de enzima. Porém, ao
observarmos o experimento 6, observa-se um rendimento de 68,64% com apenas
1% de enzima. Portanto, foi selecionado este ensaio para avaliar posteriormente a
cinética da reacdo, visto que, em termos industriais, a quantidade de enzima usada
€ bem menor que para o experimento 8, reduzindo os custos de producéo.

Este tipo de planejamento permitiu a obtencao de modelos mateméticos com
parametros lineares e quadraticos (multipla regresséo) das variaveis estudadas. A
partir dos resultados obtidos na Tabela 12, foram calculados os efeitos principais e
de interacdo das variaveis, bem como os coeficientes para o modelo matemético, e
a analise de variancia - ANOVA para determinar a validade do modelo.

A Figura 15 apresenta a estimativa dos efeitos lineares, quadraticos e a
interacdo das variaveis independentes, em um nivel de 95% de confianca. A direita
da linha vermelha sdo apresentados os efeitos significativos das variaveis. E
possivel observar que apenas o efeito linear da raz&o molar entre o acido oleico e o
solketal (R) foi significativo. Nenhum dos fatores de interacdo entre as variaveis

foram estatisticamente significativos em um nivel de confianca de 95%.

RE . 5,99
rREE —1.812
EV 158 |
ExRE/ 127
TxRY/ 0,99
TV 0,70
= -0,50
TXEY 0,45
7 0,01
Ip=.IEIE

Efeitos Estimados (Walores Absolutos)

Figura 15. Estimativa dos efeitos lineares e quadraticos das variaveis.
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Os dados experimentais de rendimento foram ajustados pelo modelo de
regressao considerando apenas as variaveis que possuem efeito significativo

(Raz&o molar, R). A equacao obtida é dada pela Equacao 2:

y=6123+12,18%*R Equacéo 2

O modelo foi ajustado pela andlise de variancia (ANOVA), apresentada na
Tabela 13. O valor de F calculado foi de 5,04, valor este superior ao F tabelado
(3,68). Desta forma, podemos afirmar que o modelo proposto para o sistema estudo
é valido com 95% de confianca. O coeficiente de determinacdo (R?) de 0,87 pode

explicar 87% das variacdes dos resultados, e pode ser utilizado para fins preditivos.

Tabela 13. Andlise de Variancia (ANOVA) referente a producdo de mono-oleina.

Soma dos Graus de o
. Quadro Médio Fcalc
Quadrados Liberdade
Regressao 2553,63 9 283,74 5,04
Residuos 393,96 7 56,28
Total 2947,59 16

F b (9; 7; 0,05): 3,68 R’=0,87

A Figura 16 ilustra as superficies de resposta do rendimento em mono-oleina
em funcdo das varidveis. A inclinacdo da curva permite a avaliacdo do efeito da
variavel sobre o rendimento em produto. Os menores valores na escala
correspondem aos menores niveis da variavel, enquanto que os valores maiores
representam o0s niveis mais elevados da mesma. Ao analisar as superficies,

percebe-se que 0s maiores rendimentos sao obtidos nas seguintes condi¢des: razéo
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molar AO:solketal de 1:5, quantidade de catalisador de 10% e 60°C, ou seja,
maiores niveis de temperatura e menores niveis de catalisador.

A variavel que estatisticamente influenciou na reacéo foi a razdo molar entre
0s substratos (4cido oleico e solketal). Na tentativa de obter maiores rendimentos
em mono-oleina, novos testes foram realizados, conduzindo um aumento na razao
molar entre os substratos. As condi¢cdes estudadas, bem como os resultados
obtidos, estdo descritos na Tabela 14.

Nestes novos testes (Tabela 14) ndo foi verificado melhores rendimentos.
Portanto, as condi¢Bes reacionais encontradas como Otima para rendimento em
mono-oleina sdo: temperatura de 60°C, 1% (m/m) de catalisador e razdo molar
AO:solketal de 1:5 em 3 horas de reacéo.

Fixadas estas condic¢des, foi avaliada a cinética da reacdo. O tempo nao foi
selecionado como uma variavel independente no planejamento porque geralmente
apresenta bastante importancia e influéncia no rendimento da reacgdo, podendo
mascarar o efeito das demais variaveis. Assim, foram avaliadas as concentracfes
nos niveis de 5, 10, 15, 30, 45, 60, 90 e 120 minutos. Os resultados obtidos

experimentalmente podem ser observados na Figura 17.

Tabela 14. Condicdes avaliadas para otimizar a reacéo.

Condicao Rendimento (%)
60°C, 1:10, 10% E 66,40
60°C, 1:10, 1% E 53,85
60°C, 1:15,10% E 60,11
40°C, 1:15, 10% E 22,87
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STNETRMIMERRY

(c)RXE
Figura 16. Superficies de respostas em funcédo do rendimento em mono-oleina para:

(a) Temperatura versus Enzima; (b) Razdo AO:solketal versus Temperatura; (c)

Razao AO:solketal versus Enzima.

Em concordéancia com o verificado na literatura, onde o0s autores
obteviveram a melhor condicdo experimental da reacdo de producdo de
monoestearina no tempo de 1,5 horas (ITABAIANA JR, et al., 2012), a cinética da
reacado foi rapida, e a reacdo se manteve estavel em menos de 1 hora de reacéo.
Portanto, com base nos resultados experimentais obtidos, chegou-se a um maximo
no rendimento nas seguintes condicfes experimentais:

e Raz&o molar AO:solketal de 1:5;

¢ Quantidade de catalisador de 1% (m/m);

e Temperatura de reacao de 60°C;
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e Tempo de reacédo de 1 hora.

Nestas condi¢cdes experimentais, obteve-se um teor maximo em ésteres em
torno de 70 %.

As condi¢des 6timas da reacdo encontradas para a reacdo de esterificacao
do &cido oleico para producdo da monooleina sdo condizentes com o que pode ser
observado na literatura. Por se utilizar um biocatalisador, a lipase, as condi¢des
reacionais de tempo e temperatura foram amenas, visto que as enzimas possuem
cinética rapida e degradam em temperaturas maiores. Os métodos tradicionais de
producdo de monooleina utilizam solventes organicos. Na reacdo exposta, 0
solvente organico foi satisfatoriamente substuido por diéxido de carbono em
condicdes supercriticas.
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Figura 17. Curva cinética da reacdo de esterificacdo do acido oleico catalisada pela

Lipozyme em ScCO:..
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5.1.4 Anélise da estrutura dos biocatalisadores em MEV

A Figura 18 apresenta as micrografias obtidas por Microscépio Eletrénico de

Varredura (MEV) da lipase Lipozyme RM IM néo utilizada e utilizada na reacao.

Figura 18. MEV da Lipozyme RM IM. Visao geral da lipase ndo usada (a), 200x;
detalhe da enzima néo usada (b), 500x, detalhe da enzima apds uso na reacao (c),

500x.

Na Figura 18 pode-se observar que, ap0s 0 uso na reacao de esterificacdo
(c), a Lipozyme RM IM sofreu mudancas superficiais. Desta forma, alteracbes em
nivel estrutural podem tem ocorrido. No caso do estudo da reuso da enzima,
diminuicdes no rendimento apds o primeiro ciclo poderiam ser explicadas por estas
micrografias. Batistella et al. (2012) observou, através da MEV, que o sistema
reacional utilizado em seu trabalho (solvente e ultrassom) parece atacar o suporte

utilizado na imobilizacdo da enzima Novozym 435.
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6. REACAO DE EPOXIDACAO

6.1 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo serdo apresentados os resultados experimentais obtidos para
a reacao de epoxidacao do acido oleico a baixa pressao, em condi¢cdes supercriticas
e a obtencdo dos dados de equilibrio de fases para o sistema ternario CO, + acetato
de etila + 4cido oleico. A obtencdo dos dados a baixa pressao teve a cooperacao da
National Hellenic Research Fundation, no Instituto de Biologia, Quimica Medicinal e
Biotecnologia, em Atenas, Grécia. No laboratério do Dr. Xenakis foi desenvolvida a
técnica de imobilizacdo de enzimas em microemulsbes baseadas em organogeis

para uso como biocatalisador.

6.1.1 Reacédo de epoxidacéo a baixa pressao

Os dados apresentados a seguir envolvem a epoxidacdo de acido oleico
catalisada por lipase imobilizada em lecitina a base de microemulsdo baseada em
organogel (MBG). Este tipo de catalisador foi preferido para este estudo ao invés de
trabalhar diretamente com micelas reversas. Esta decisdo foi com base nas
vantagens apresentadas pela catélise heterogénea sobre a homogénea, tal como a
reutilizacao do catalisador e mais facil isolamento do produto.

Vérios solventes foram testados para a epoxidacéo de &cido oleico, ou seja,
tolueno, 1-octanol, 2-octanol, n-hexano e acetato de etila. Observou-se que a reagao
foi realizada com sucesso em acetato de etila, enquanto que, quando os outros
solventes foram utilizados, ndo ocorreu a formacao de produtos ou apenas vestigios
de produto. Parece que, de acordo para o mecanismo proposto por Klaas e Warwel
(1999),0 acetato de etila atua como um co-oxidante, uma vez que pode reagir com
H,O, para produzir acido acético e peréxido e doar o oxigénio para o acido oléico da

ligacéo dupla, promovendo assim, a reagédo de epoxidagao.
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A taxa de adicdo de H,O, foi testada. Aliquotas de H,O, foram adicionadas
em intervalos de tempo definidos e a reacdo de epoxidacao foi seguida por 5 horas.
Como pode ser observado na Tabela 15, o melhor rendimento foi observado para o
sistema em que a quantidade total de H,O, foi adicionada no inicio da reacéo.

Tabela 15. Influéncia da velocidade de adigdo de H,O; no rendimento da reagéo.

Velocidade adi¢édo de H,0, 10 pul/20 min 10 plL/15 min t-0
Rendimento, %° 29 25 31

% Referente a 5 horas de reacio.

O fato de que o rendimento da reacdo é mais elevado para o sistema em
gue H,0O, foi adicionado em Unica aliquota no inicio da reagdo mostra que nenhum
efeito toxico de H,O; na atividade enzimatica pode ser observado. Este ndo é o caso
de muitos outros trabalhos onde enzimas imobilizadas comerciais foram utilizadas
para a catédlise da epoxidacdo [KUDANGA et al.,, 2010; GITIN et al., 2006;
SKOURIDOU et al., 2003], e a solucdo de peroxido de hidrogénio foi adicionada gota
a gota durante a reacéo devido ao efeito deletério do H,O, sobre a enzima [YADAV
e DEVI, 2001; BJORKLING et al., 1990]. Provavelmente, no presente caso, a enzima
€ bem protegida pela matriz de imobilizacdo, ou seja, pela lecitina baseada em
organogel. O fato de que a enzima é protegida quando imobilizada em MBGs
lecitina-HPMC foi provado em um estudo envolvendo diferentes organogéis (usando
HPMC ou &gar) com base em microemulsdes de lecitina ou AOT [ZOUMPANIOTI et
al., 2008].

Dados prévios obtidos pelo grupo foram aplicados para o estudo da reacéo
de epoxidacdo. O sistema de formacdo de microemulsdes foi estudado por
Avramiotis et al. (1998), que obtiveram uma concentracdo 6tima de substratos para
formar a microemulsdo: 3,5% (m/m) de lecitina dissolvida em iso-octano com 5%
(v/v) de 1l-propanol. A enzima foi entdo adicionada neste sistema micelar, que a
mantém estavel e ndo afeta sua estrutura. Em seguida, esta microemulsdo contendo

a enzima foi geleificada em HPMC para facilitar a separagcéo do produto do meio
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reacional, bem como facilitar a recuperacdo da enzima. A geleificacdo mantém
também a enzima estavel e ndo afeta a sua atividade [ZOUMPANIOTI et al., 2010].
Tendo como objetivo verificar a influéncia das variaveis independentes na
reacdo de epoxidacgao, utilizou-se um delineamento composto central (DCC). As
variaveis estudadas e sua faixa de atuacdo foram: temperatura (entre 35 e 55°C),
guantidade de enzima (de 0,4 a 0,8 mg de E/mL de microemulsdo) e concentracéo
do &cido oleico (entre 50 e 100 mM). A faixa de cada variavel foi selecionada
baseada em trabalhos prévios, que demonstraram que a uma maior concentracado
de enzima néo afeta o rendimento da reagdo, bem como em temperaturas mais
elevadas ocorre a desnaturagdo da enzima [ZOUMPANIOTI et al.,, 2010]. A
concentragcado de peroxido de hidrogénio foi mantido fixo em excesso em 1,2 mL. A
Tabela 16 apresenta a matriz do planejamento, bem como a conversédo do acido

oleico em epoxidos. O tempo de reacao foi fixado em 10 horas.

Tabela 16. Valores reais e codificados e resposta do Planejamento.

' Qtde de .
Experi- . Concentracéo Rendimento
Temperatura Enzima (mg/mL . .
Mento . Acido Oleico (%)
(°C) microemulsao)
(mM)

1 35 (-1) 0,4 (-1) 50 (-1) 46,9

2 55 (+1) 0,4 (-1) 50 (-1) 32,7

3 35 (-1) 0,8 (+1) 50 (-1) 52,6

4 55 (+1) 0,8 (+1) 50 (-1) 34,4

5 35 (-1) 0,4 (-1) 100 (+1) 42,3

6 55 (+1) 0,4 (-1) 100 (+1) 34,7

7 35 (-1) 0,8 (+1) 100 (+1) 53,0

8 55 (+1) 0,8 (+1) 100 (+1) 38,8

o* 45 (0) 0,6 (0) 75 (0) 48,2

10* 45 (0) 0,6 (0) 75 (0) 46,3

11* 45 (0) 0,6 (0) 75 (0) 50,7

* = Ponto Central
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O Delineamento Composto Central (DCC) totalizou 11 experimentos
incluindo a triplicata no ponto central, os quais foram executados em sequéncia
aleatoria. Os primeiros oito ensaios foram usado para determinar o modelo
matematico e referem-se a estatistica. Os ensaios 9 a 11 representam as triplicatas
dos pontos centrais para a obtencdo do erro experimental. Pode-se observar que os
melhores rendimentos foram obtidos nos experimentos 3 e 7. A partir dos resultados
obtidos, foram calculados os efeitos principais e de interacdo das variaveis, 0s seus
coeficientes para a determinacdo do modelo matematico, bem como a andlise de
variancia — ANOVA, para determinar a validade do modelo.

Os efeitos estimados e os valores de p sdo mostrados na Tabela 17. As
variaveis com valor de p < 0,05 séo significativos no processo. A quantidade de
enzima e a concentracdo de acido oleico apresentam valores de p > 0,05, o que
significa que eles ndo afetam significativamente o rendimento da reagéo. Deve ser
observado que a quantidade de enzima utilizada no presente estudo (0,4-0,8 mg de
enzima) correspondem a apenas 0,29-0,58% em massa de H,O, e 0,2-0,9% em
massa de acido oleico, o qual é considerado baixo. Consequentemente, o organogel
em lecitina contendo a lipase oferece uma vantagem em aplicacdes industriais, uma
vez que € um processo econémico em termos de impacto ambiental e custo do
biocatalisador. Mais especificamente, o biocatalisador estudado no presente trabalho
apresenta melhores resultados em comparacdo com a producdo de acido
epoxiestearico catalisado por PSCI Amano lipase. O intervalo de quantidade de
enzima por massa de acido oleico é de 10-20%, o que é 100 vezes mais do que a
carga de enzima no presente estudo [CORREA et al., 2012].

Como verificado na Tabela 17, a temperatura teve um efeito negativo
(-13,55) dentro da gama escolhida de 35-55°C. Ao escolher a menor T dentro do
intervalo estudado, os rendimentos mais elevados séo atingidos. Ou seja, quando a
temperatura aumenta 35-55°C e as outras duas variaveis (concentracdo de enzima e
de AO) sdo mantidas constantes, o rendimento cai de 53% para 39% para 0s
valores mais baixos (0,4 mg de enzima, e 50 mM de AO) e de 47% para 33% para
0s maiores valores (0,8 mg de enzima, 100 mM de AO), indicando, assim, a

preferéncia do sistema a temperaturas mais baixas.
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Tabela 17. Efeitos dos parametros estimados no DCC 2° para a epoxidacdo do

acido oleico catalisado pela CalB imobilizada em HPMC MBGs.

Variaveis Efeito p-valor
Principal 43,69 0,0002
Temperatura -13,55 0,0130
Enzima 5,55 0,0708
Concentracdao AO 0,55 0,7582
Temperatura x Enzima -2,65 0,2316
Temperatura x Concentracao AO 2,65 0,2316
Enzima x Concentragdo AO 1,85 0,3576

O Grafico de Pareto (Figura 19) mostra a estimativa dos efeitos lineares e a
interacdo das variaveis independentes, ao nivel de 95% de confianca. A direita da
linha tracejada os efeitos das variaveis sao significativos. Verifica-se que apenas o
efeito linear da temperatura de reacao (T) foi significativo. Os demais fatores lineares
e de interacdo entre as variaveis ndo foram significativos. Tal efeito apresentado
pela temperatura foi negativo, portanto, maiores rendimentos serdo obtidos nos
menores valores desta variavel.

Os dados experimentais foram ajustados para o modelo proposto e a
adequacdo foi realizada pela andlise de variancia e parametros de R® O teste
estatistico do modelo foi realizado pelo teste de Fischer. A Equacéo 3 representa o
modelo matematico de rendimento de acido oleico em epodxidos catalisado pela CalB
considerando apenas as variaveis que possuem efeito significativo, onde y é o

rendimento e T é a temperatura:

y=43,69—-6,77*T Equacao 3
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Figura 19. Estimativa dos efeitos lineares e de interacdo das variaveis.

A Tabela 18 mostra a andlise de variancia que descreve a validade do
modelo de teste F e os residuos, que demonstram a magnitude do erro
experimental. O F calculado (16,59) foi maior que o F tabulado (5,12), mostrando a
validade do modelo experimental. O coeficiente de determinacéo (R? = 0,65) sugere
gue a variacado da amostra de 65% para a producdo de epoxido € atribuida para as

variaveis independentes e podem ser explicados com precisao pelo modelo.

Tabela 18. Andlise de Variancia para validacdo do modelo matematico (ANOVA).

Fator SQ GL QM F calc F tab p-valor
Regressao 367,20 1 367,20 16,59 5,12 <0,01
Residuos 199,20 9 22,13
Falta de Ajuste 189,46 7 -

Erro 9,74 2 -
Total 566,41 10 -
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Outro fator explorado para avaliar o rendimento foi a cinética da reacao.
Para isso, realizaram-se experimentos aumentando o tempo de reacao de 10 horas
até 72 horas. A temperatura foi fixada em 35°C, quantidade de catalisador em 0,8
mg/mL de microemulsédo e concentracdo de acido oleico de 50 mM. Os resultados
obtidos experimentalmente séo apresentados na Figura 20.
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Figura 20. Andlise da influéncia do tempo no rendimento da reacao.

Através dos resultados obtidos observa-se que o aumento no tempo, fixando
as demais variaveis, resulta em um aumento no rendimento de 53% em 10 horas
para 84% em 48 horas.

Portando, com base nos resultados experimentais obtidos, chegou-se a um
6timo no rendimento em epdéxido nas seguintes condicdes experimentais:

e temperatura: 35°C,

e (uantidade de enzima: 0,8 mg/mL of microemulséo,
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e concentracao de &cido oleico: 50 mM
e concentracdo de H>O2: 1,2 mL

e tempo de reacgdo: 48 horas

Nestas condi¢cdes experimentais, obteve-se um teor maximo em epéxido de

aproximadamente 84%.

6.1.1.1 Efeito da temperatura de incubagdo na velocidade inicial e célculo da

energia de ativacéo E,

CaL B imobilizada em MBGs lecitina-HPMC foi utilizada para a epoxidacéo
de acido oleico com H,0; e o efeito da temperatura sobre a a atividade da enzima foi
estudado para uma faixa de temperatura entre 18 e 55°C. Foi observado que o
aumento da temperatura resulta em um aumento na velocidade da reacdo de 0,3
para 2,3 mM/min (Figura 21). O fato de que a velocidade da reacdo depende
fortemente da temperatura sugere que a reagcdo é controlada cineticamente. Uma
vez que a temperatura 6tima para a CaLB é 35°C, o aumento da atividade da lipase
com o aumento da temperatura até 55°C pode ser atribuido por uma melhor difuséo
dos substratos no interior da matriz do catalisador.

Isto estad de acordo com as conclusfes de estudos prévios [ZOUMPANIOTI
et al., 2010], onde o aumento da temperatura de incubacao resultou em um aumento
importante na velocidade inicial da producdo de propil laurato catalisada pela lipase
R. miehei imobilizada na mesma MBGs lecitina-HPMC.

Além disso, a energia de activacao (Ea) foi determinada usando da equacéo

de Arrhenius:

—Eq ~
k=Ae °/rr Equacéao 4
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onde k é a velocidade constante da reacao, A é o fator pré-exponencial de Arrhenius,

R é a constante do gas (8,314 JK™'mol™) e T é a temperatura absoluta (K).
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Figura 21. Efeito da temperatura na velocidade inicial da epoxidacdo do acido oleico
com H,0, catalisado pela lipase C. antarctica B imobilizada em organogel
HPMC/lecitina.

As enzimas sao catalisadores bioldgicos que reduzem a energia de ativacéo
(Ea) necesséaria para converter os substratos em produtos. Em solu¢des aquosas, a
Ea € uma caracteristica intrinseca da prépria enzima. No entanto, imobilizando a
enzima, a difusdo pode tornar-se um limitante da velocidade e a reacdo pode mudar
a cinética para difusdo controlada resultando numa mudanca da Ea aparente
medida. Por isso, foi determinada a energia de ativacdo para a epoxidacdo. O
grafico de Arrhenius para a sintese do epoxido é mostrada na Figura 22.

A energia de ativacdo aparente calculada foi de 41 kJ mol™ e pareceu ser
semelhante a das energias de ativacao calculadas para a sintese do propil laurato
catalisada pela lipase R. miehei imobilizada em MBGs com HPMC ou agar
[ZOUMPANIOTI et al., 2008] e da mesma ordem de grandeza das energias

calculadas por Hedstrom et al. (2001) para a CalL imobilizada em organogéis. Esta é
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considerada uma energia baixa que permite o uso do biocatalisador para a

realizacdo da epoxidagdo quimioenzimatica.
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Figura 22. Arrhenius plot para a reacdo de epoxidacao catalisada pela lipase CalB
imobilizada microemulsbes de lecitina com HPMC em organogel. A energia de

ativacao aparente calculada é de 41 kJ mol-1.

6.1.1.2 Reuso da enzima

Para observar o efeito da capacidade que o biocatalisador possui em manter
a sua atividade, a reacdo de epoxidacdo do &cido oleico foi testada 7 vezes
consecutivas. Como pode ser observado na Figura 23, a atividade da lipase apos 4
utilizacbes é bem conservada. O rendimento é reduzido apos 4 corridas em apenas
em torno de 10%. No entanto, apos a corrida 5 e 6, o rendimento reduziu cerca de
40% e no sétimo ciclo, o rendimento da reacéo foi de 25%.

Deve destacar que, apés a primeira utilizagdo, uma hiperatividade da enzima

pode ser observada. Este comportamento também foi observado para a mesma
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lipase imobilizada em organogéis com HPMC utilizadas para a sintese do laurato de
propila [ZOUMPANIOTI et al., 2006], mas nao foi observado para lipase R. miehei
imobilizada em organogeles com HPMC e utilizadas para a mesma reagédo de
esterificacdo [DELIMITSOU et al., 2002]. Tal comportamento pode ser atribuido a
interacbes da CalLB com a matriz de imobilizagdo dos MBG que podem afetar a
estabilidade estrutural da lipase, um fenbmeno que n&do ocorre no caso da lipase R.

miehei.
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Figura 23. Resultado do reuso da lipase CalB imobilizada em organogéis na

epoxidacao do acido oleico.

6.1.2 Reacdo de epoxidacdo em condi¢des supercriticas

A seguir sdo apresentados os dados de transicdo de fase para o sistema
ternario CO, + acetato de etila + acido oleico e os resultados da reacdo de

epoxidacgao utilizando MBGs em sistemas pressurizados.
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6.1.2.1 Dados de Equilibrio de fases

Da mesma maneira que foi aplicado na producdo da mono-oleina, para
obter-se 0 epoxido do &cido oleico em condi¢cdes supercriticas é essencial o
conhecimento do comportamento do sistema a ser empregado. Assim, foi medido o
comportamento de fases da mistura ternaria entre o CO», 0 acetato de etila e 0 acido
oleico.

Seguindo o procedimento experimental descrito no Capitulo 4, foram obtidos
dados experimentais de equilibrio de fases para o seguinte sistema ternario: CO; +
acetato de etila + acido oleico a 35°C, 45°C, 55°C e 65°C, nas fragcbes molares de
acido oleico:acetato de etila de 1:3, 1:9 e 1:200 (Tabela 19). Esta ultima fracdo é
bastante elevada e, para fins industriais, pouco praticaveis, ja que ocorre a formacéo
de uma pequena quantidade de epoxido para um excesso muito grande de solvente.
Esta fracao foi estudada, pois foi a utilizada para conduzir as reacbes em baixa
pressao. Os dados experimentais sdo apresentados em termos de fragcdo molar de
CO; (x1), fracdo molar de acetato de etila (x2), presséo de transicdo de fase (P) e 0
desvio padréo das replicatas u(p).

Na fracdo molar de 1:3 {CO,(1) + (0,75 acetato de etila(2) + 0,25 acido
oleico(3)} foram verificadas transicdes de fases liquido-vapor (ELV) do tipo ponto de
bolha (PB) e, em fracbes de CO, acima de 0,9 ocorreu a formacao tipo ponto de
orvalho (PO).

Na fracdo molar de 1:9 {CO,(1) + (0,90 acetato de etila(2) + 0,10 acido
oleico(3)} foram verificadas transicoes de fases liquido-vapor (ELV) do tipo PB para
todas as fracdes.

Na fracdo molar de 1:200 {CO»(1) + (0,995 acetato de etila(2) + 0,005 acido
oleico(3)} foram verificadas transi¢cdes de fases liquido-vapor (ELV) do tipo PB e, em

fracBes de CO, acima de 0,85 ocorreu a formacéo tipo PO.
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Tabela 19. Dados de equilibrio de fase para o sistema ternario.

X1 X2  p/MPa u(p)f Tipo® X1 X2  p/MPa u(p)f Tipo®
MPa
Fracdo molar AO:acetato etila de 1:3

T=35K T =45°C
0,50 0,37 3,44 0,02 ELV (PB) 0,50 0,37 3,24 0,01 VLE (PB)
0,60 0,30 4,00 0,03 ELV (PB) 0,60 0,30 4,06 0,01 VLE (PB)
0,70 0,22 5,06 0,03 ELV (PB) 0,70 0,22 4,98 0,02 VLE (PB)
0,80 0,15 5,20 0,02 ELV (PB) 0,80 0,15 6,24 0,03 VLE (PB)
0,90 0,075 12,62 0,01 ELV (PO) 0,90 0,075 13,55 0,02 VLE (PO)
0,95 0,038 13,16 0,01 ELV (PO) 0,95 0,038 1550 0,01 VLE(PO)

T =55°C T=65°C
0,50 0,37 3,81 0,03 ELV (PB) 0,50 0,37 4,50 0,02 ELV (PB)
0,60 0,30 5,09 0,03 ELV (PB) 0,60 0,30 5,85 0,03 ELV (PB)
0,70 0,22 6,17 0,02 ELV (PB) 0,70 0,22 7,45 0,02 ELV (PB)
0,80 0,15 7,49 0,01 ELV (PB) 0,80 0,15 9,34 0,01 ELV (PB)
0,90 0,075 1525 0,02 ELV (PO) 0,90 0,075 16,92 0,01 ELV (PO)
0,95 0,038 17,88 0,02 ELV (PO) 0,95 0,038 19,76 0,02 ELV (PO)

Fracdo molar AO:acetato etila de 1:9

T=35°C T =45°C
0,50 0,45 3,34 0,01 ELV (PB) 0,50 0,45 4,02 0,02 ELV (PB)
060 0,36 4,45 0,03 ELV (PB) 0,60 0,36 4,52 0,03 ELV (PB)
0,70 0,27 4,62 0,01 ELV (PB) 0,70 0,27 5,59 0,02 ELV (PB)
0,80 0,18 5,55 0,03 ELV (PB) 0,80 0,18 6,81 0,01 ELV (PB)
0,85 0,13 6,14 0,01 ELV (PB) 0,85 0,13 7,27 0,01 ELV (PB)
0,90 0,090 6,48 0,02 ELV (PB) 0,90 0,090 8,83 0,02 ELV (PB)
0,95 0,045 13,37 0,01 ELV (PB) 0,95 0,045 15,66 0,03 ELV (PB)
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Continuacéo da Tabela 19

T =55°C T =65°C
050 045 4,25 0,03 ELV (PB) 050 045 493 0,01 ELV (PB)
060 036 531 0,03 ELV (PB) 0,60 0,36 6,28 0,04 ELV (PB)
0,70 0,27 6,58 0,01 ELV (PB) 0,70 0,27 7,62 0,03 ELV (PB)
0,80 0,18 7,87 0,02 ELV (PB) 0,80 0,18 9,19 0,02 ELV (PB)
085 0,13 861 0,01 ELV (PB) 0,85 0,13 10,14 0,01 ELV (PO)
0,90 0,090 11,33 0,01 ELV (PO) 0,90 0,090 13,75 0,01 ELV (PO)
0,95 0,045 18,28 0,01 ELV (PO) 0,95 0,045 21,35 0,01 ELV(PO)

Fracdo molar AO:acetato etila de 1:200

T =35°C T =45°C
050 0,49 345 0,02 ELV (PB) 050 0,49 381 0,01 ELV(PB)
0,60 040 4,03 0,03 ELV (PB) 0,60 0,40 4,87 0,03 ELV (PB)
0,70 0,30 4,70 0,01 ELV (PB) 0,70 0,30 559 0,02 ELV(PB)
0,80 0,20 5,88 0,02 ELV (PB) 0,80 0,20 6,58 0,02 ELV (PB)
0,85 0,15 5,83 0,01 ELV (PO) 0,85 0,15 7,01 0,01 ELV (PO)
0,90 0,1 6,56 0,01 ELV (PO) 0,90 0,1 7,62 0,01 ELV (PO)
0,95 0,05 7,00 0,01 ELV (PO) 0,95 0,05 8,20 0,02 ELV (PO)

T =55°C T =65°C
0,50 0,49 4,43 0,01 ELV (PB) 0,50 0,49 4,96 0,01 ELV (PB)
0,60 0,40 5,34 0,01 ELV (PB) 0,60 0,40 6,12 0,02 ELV (PB)
0,70 0,30 6,47 0,01 ELV (PB) 0,70 0,30 7,41 0,01 ELV (PB)
0,80 0,20 7,53 0,02 ELV (PB) 0,80 0,20 8,67 0,02 ELV (PB)
0,85 0,15 8,13 0,01 ELV (PO) 0,85 0,15 9,42 0,02 ELV (PO)
0,90 0,1 9,03 0,03 ELV (PO) 0,90 0,1 10,15 0,01 ELV (PO)
0,95 0,05 9,47 0,01 ELV (PO) 0,95 0,05 10,68 0,01 ELV (PO)

Os dados experimentais sdo apresentados em termos de fracdo molar de

COz (x1), fragcdo molar de acetato de etila (x2), presséo de transicdo de fase (P) e o

desvio padrao das replicatas u(p).
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Nas Figuras 24 e 25 sdo apresentados os resultados experimentais obtidos
para o sistema estudado. Nas duas projecdes se observa que, ao aumentar a fracao
de CO,, ocorre um aumento na pressdo da transicdo de fase. Em fracdes altas de
CO; (acima de 0,9) se observa um grande aumento nas pressdes de transicdo de
fase. Para cada uma das isotermas representadas, a regido acima da curva dos
pontos experimentais representa uma regido com uma Unica fase. Abaixo da curva
coexistem uma fase liquida e outra vapor. O sistema estudado, nas duas fracfes
molares de acetato de etila e acido oleico apresentam boa solubilidade em CO, em

pressoes relativamente baixas.
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Figura 24. Diagrama pressao-composicao do sistema {CO,(1) + (0,75 acetato de

etila(2) + 0,25 4cido oleico(3)} a T = 35°C (#); 45°C (H): 55°C (#); 65°C (&).

A Figura 26 compara os resultados experimentais de ELV do sistema
ternario obtido neste trabalho {CO,(1) + (0,995 acetato de etila(2) + 0,005 &cido
oleico(3)} com dados reportados na literatura de um sistema binario {CO,(1) +
acetato de etila(2)} (SIMA et al., 2012). Como no sistema ternario a quantidade de

acido oleico € muito pequena, tal sistema se comporta como binario (CO, + acetato
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de etila), ou seja, pequenas concentracoes de acido oleico tem pouco efeito sobre

as transicoes de fase.
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Figura 25. Diagrama pressao-composicao do sistema {CO,(1) + (0,90 acetato de

etila(2) + 0,10 &acido oleico(3)} a T = 35°C (#); 45°C (H); 55°C (#); 65°C (&).
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Figura 26. Diagrama pressao-composicao: comparacdo com dados da literatura.
Este trabalho, sistema ternario {CO»(1) + (0,995 acetato de etila(2) + 0,005 acido
oleico(3)}: #, 35°C; M 45°C; #® 55°C; &, 65°C. SIMA et al. (2012), sistema
binario (CO»(1) + acetato de etila(2)]: O, 50°C; [], 60°C; ¢, 70°C; A, 80°C.

6.1.2.2 Planejamento experimental

Apés a analise das transicdes de fase e a boa solubilidade verificada entre os
substratos da reacdo em scCO,, foi realizada a reacdo de epoxidacdo do acido
oleico em condi¢cdes supercriticas catalisado pela CalB imobilizada em
microemulsGes baseado em organogéis HPMC. Para isso, realizou-se um
planejamento experimental com as seguintes variaveis independentes: temperatura,
concentragcdo de enzima, concentracdo de H,O, e concentracdo de acido oleico. A
Tabela 20 apresenta a matriz do planejamento, bem como a conversdo do acido
oleico em epdxidos. O tempo de reacao foi fixado em 3 horas e a pressdo em 100

bar.
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Os niveis selecionados no planejamento foram baseados nos dados obtidos

experimentalmente pela reacdo de epoxidacdo a baixa pressédo. Foram realizados

testes preliminares para delimitar a quantidade de catalisador, sendo que a faixa

selecionada foi de 0,8 a 2,2 mg de E/mL de microemulséo.

O Delineamento Composto Central totalizou 11 experimentos incluindo a

triplicata no ponto central, os quais foram executados em sequéncia aleatdria.

Tabela 20. Valores reais e codificados e resposta do Planejamento.

Exp. T(°C) (E](m/m)  (H202] uL (AO]uL Media
Rend. (%)

1 1 (35) -1 (0,8) 1 (200) 1 (100) 12,37
2 1 (55) -1 (0,8) 1 (200) 1 (900) 8,15
3 -1 (35) 1(2,2) 1 (200) 1 (900) 7,78
4 1 (55) 1(2,2) 1 (200) -1 (100) 9,40
5 -1 (35) -1 (0,8) 1 (1000) 1 (900) 6,90
6 1 (55) -1 (0,8) 1 (1000) -1 (100) 8,34
7 -1 (35) 1(2,2) 1 (1000) -1 (100) 8,31
8 1 (55) 1(2,2) 1 (1000) 1 (900) 6,60
o* 0 (45) 0(1,5) 0 (600) 0 (500) 6,28

10* 0 (45) 0(1,5) 0 (600) 0 (500) 6,37

11* 0 (45) 0(1,5) 0 (600) 0 (500) 6,40

* = Ponto Central

Ao observer a Tabela 20 verifica-se que o melhor rendimento obtido foi no

experimento 1, que corresponde aos menores niveis de todas as variaveis. O

rendimento obtido ndo foi satisfatorio, se comparado a producdo do mesmo produto

nas mesmas condi¢cfes reacionais a baixa pressdo (dados apresentados no item

anterior — item 6.1.1).

Na tentativa de aumentar o rendimento da reacdo novos testes foram

realizados e outros niveis das variaveis foram avaliados. A concentracdo de H,O; foi
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diminuida e o tempo reacional foi estudado em até 10 horas de rea¢cdo. Nenhum dos
testes obteve respostas positivas.

Outros testes foram realizados a fim de verificar o motivo pelo qual o
rendimento da reacdo foi baixo. Estes testes e as varidveis avaliadas estdo
apresentados na Tabela 21. Todos os componentes da reacado foram removidos
separadamente para avaliar o comportamento do sistema. Estes resultados indicam
gue a enzima sofre uma desativacao neste sistema. Como a solubilidade do CO, em
agua é€ limitada, a enzima pode estar exposta ao meio reacional que faz com que
perca a sua atividade. Neste sistema, a quantidade de agua presente é
relativamente grande. O doador de oxigénio utilizado na reacdo, o H,O;, possui
bastante agua em sua composicado. Além disso, no preparo do gel € utilizado 1 mL
de agua, conforme procedimento descrito em Materiais e Métodos.

Tabela 21. Testes para avaliar o rendimento da reacao de epoxidacdo em scCO..

Substratos removidos Rendimentos obtidos
Enzima Negativo
Enzima e gel Negativo
Microemulséo Negativo
Peréxido Negativo
Peréxido e gel Negativo
Peréxido e microemulséo Negativo
Aumento da pressao Negativo
Solvente alternative: propano Negativo

Na tentativa de aumentar a afinidade entre os substratos da reacdo e o
solvente, foi substituido o scCO; por propano supercritico. O propano, em condi¢des
supercriticas, apresenta boa solubilidade em agua. Porém, foi verificado visualmente
gue a estrutura do gel foi comprometida neste sistema, desagregando pequenas

particulas do gel, visiveis a olho nu.

87



Capitulo 6 — Resultados: Producéo de Epoxido

Ao comparar a técnica de formacao de epdxidos com MBGs a baixa pressao,

fica evidente que o uso de scCO- ndo produziu resultados satisfatorios.
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7. CONCLUSOES E SUGESTOES

7.1 CONCLUSOES

Reacdo de esterificacdo do acido oleico para producdo enzimatica de mono-
oleato de glicerila em scCO.:

Dados de equilibrio de transicdo de fases para os sistemas {CO,(1) +
solketal(2)} e {CO,(1) + solketal(2) + &cido oleico(3)} nas temperaturas 35-65°C
foram obtidos neste trabalho. O acido oleico e solketal apresentam excelente
solubilidade em CO,, fator que favorece a reacédo de formacdo de monoacilgliceroéis
a partir do acido oleico. Os dados experimentais relatados sdo importantes
informacdes para o desenvolvimento de processos de esterificacdo sob condicdes
supercriticas, incluindo a sintese de mono-oleina por esterificacdo com solketal.

No planejamento proposto, o rendimento maximo (70% em mono-oleina) foi
encontrado na condicdo de 60°C, razdo molar 1:5 (acido oleico/solketal), 1% de
enzima (p/p em relacdo a massa de substratos), e com um tempo de 1 hora de
reacdo a pressdes proximas a 20MPa. Apenas a razdo molar apresentou efeito
significativo positivo.

A producdo de monoestearato de glicerila em condi¢cdes supercriticas com a
enzima Lipozyme RM IM como biocatalisador foi otimizada. A técnica utilizada é
promissora, principamente nos dias atuais, em que a preocupacao com O meio

ambiente tem se intensificado.

Reacdo de epoxidacdo do acido oleico para producdo enzimética do acido
epoxioleico a baixas e altas pressoes:

As medidas de transicao de fases para o sistema {CO(1) + acetato de etila(2)

+ acido oleico(3)} nas temperaturas de 35-65°C foram apresentadas neste trabalho.

Os substratos da reacdo, o acetato de etila e o acido oleico, apresentaram boa

solubilidade em CO,. Este fator favorece a reacdo de formacao de epdxidos a partir

do &cido oleico.
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O planejamento experimental proposto para otimizar a reacédo de epoxidagao
a baixa presséo entre o acido oleico, acetato de etila e peréxido de hidrogénio como
doador de oxigénio foi eficiente e suficiente para atingir 84% em epoéxidos. Este
rendimento foi atingido a 35°C, 0,8 mg de enzima Candida antarctica B / mL de
microemulsdo, concentracdo de acido oleico de 50 mM, 150 rpm e 48 horas de
reacao.

A técnica utilizada de microemulsdes baseadas em organogéis é interessante
e foi eficiente na reacdo empregada. Os MBGs mantém a atividade da enzima,
protegendo sua estrutura e facilitam a purificacdo e separacdo do produto da reacao
em condigdes reacionais brandas.

As melhorias apresentadas pelo uso de MBGs em comparagdo com outros
sistemas de microemulsdes A/O néo geleificadas sé&o importantes economicamente,
tornando estas microemulsbes baseadas em organogéis um catalisador eficaz
aplicado em diversas reagdes de sintese.

Em contrapartida, a técnica de MBGs em dioxido de carbono supercritico para
conduzir a reacdo de epoxidacao do acido oleico ndo apresentou resultados
satisfatorios. Pode-se explicar tal comportamento devido a baixa solubilidade que o
dioxido de carbono em agua. E neste sistema, a quantidade de agua € bastante
elevada, pois esta presente no oxidante da reacdo, o peroxido de hidrogénio, e
também na formacéo do gel. Esta baixa solubilidade pode ter afetado a estrutura do
gel, desprotegendo a enzima e a desativando.

A técnica de MBGs em scCO; néo foi eficiente para este tipo de reacdo, mas
tem um futuro promissor em outras reacdes de sintese, e deve ser investigada mais

profundamente.

7.2 SUGESTOES

Tendo como base os resultados obtidos neste trabalho, as seguintes
sugestdes para trabalhos futuros podem ser delineadas:
e Avaliacdo de outras lipases para a sintese dos compostos quimicos em

guestao, incluindo enzimas ndo comerciais.
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Estudar a producdo de monoacilgliceréis em scCO, a partir de dleos
vegetais.

Utilizacdo de reatores de fluxo continuo para producdo de
monoacilglicerdis em scCOs,.

Aprofundar o estudo de reutilizagéo das enzimas.

Estudar a producdo de epoxidos utilizando MBG a partir de Oleos
vegetais.

Estudar a producédo de epoéxidos utilizando MBG a partir do acido linoleico
(testes preliminares obtiveram 33% em epéxidos em 3 horas de reacéo a
35°C, quantidade de enzima de 0,8 mg/mL de microemulséo,
concentragéo de acido linoleico de 50 mM, 1,2mL de H,05,).

Estudar a técnica de MBGs em diferentes reacdes de sintese conduzidas
em condi¢cdes supercriticas.

Modelagem cinética dos dados experimentais obtidos.
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