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RESUMO - Lipases sao biocatalisadores de grande importancia em diferentes areas, sendo capazes de catalisar
reagBes em meios aquosos ou organicos, além de promoverem a esterificacdo entre acidos graxos e etanol
produzindo ésteres oleatos. Nesse contexto, 0 objetivo do trabalho foi produzir de oleato de etila (acido oleico e
alcool etilico) a partir de lipase de Candida antarctica (CALB) imobilizada em poliuretano (PU) submetida
irradiacdo ultrassonica. Os experimentos foram realizados, através de um Delineamento Composto Central
Rotacional Completo 2° (DCCR), avaliando a concentracdo de enzima (g), temperatura (°C), agitac&o
ultrassonica (% - 132 W) e o tempo de reacdo. A producéo foi otimizada com conversdo de 40% (0,1 g, 72,5 °C,
50 % e 15 min de reacao), com atividade de esterificacio de 3707,0 U/g (R? 0,95) e rendimento de 242% (0,05 g,
50 °C, 70 % em 15 min de reacdo). A estabilidade operacional foi de 24 ciclos de reutilizacdo com 41 % de
atividade em relagdo a inicial. Os resultados de conversdo de oleato de etila sdo considerados promissores,
podendo ser utilizada na indistria de biodiesel, cosméticos, farmacéuticos e de detergentes, por possuirem
caracteristicas tensoativas, emulsionantes, lubricidade e de plastificantes
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1 INTRODUCAO

Os ésteres sdo considerados uma das classes mais importantes de compostos organicos e podem ser
obtidos através de diferentes formas, como através de fontes naturais por destilacdo e extracdo com solventes
adequados, catalise quimica e mais recentemente por biocatalise. A incorporacdo dessa nova técnica para a
produgdo de compostos biodegradaveis tem como principal objetivo, a producgdo de produtos biocompativeis,
sintetizadas a partir de substratos renovaveis, em condi¢des brandas, elevado grau de pureza, minimizagao de
residuos e consequentemente vantagens ambientais (Dhake et al., 2012; Neta et al. 2012; Aguieiras et al., 2013).

No caso das lipases, podem ser através da esterificacdo, interesterificacdo e transesterificacdo, representando
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melhorias significativas no processo, principalmente no que se refere ao tempo de reacdo, consumo de energia,
estabilidade, termoestabilidade e atividade catalitica (Aguieiras et al., 2013). Neste sentido, sendo utilizados
principalmente na indUstria (cosmética, biomédica, farmacéutica, agricola, quimica, detergentes e de alimentos)
e em niveis académicos (Neta et al., 2012; Aguieiras et al., 2013; Nyari, 2013). Sendo assim, a utilizagdo de
irradiacdo ultrassonica em aplicagcbes quimicas torna — se uma alternativa interessante no desempenho de
bioprocessos, esta tecnologia tem sido utilizada devido a sua capacidade em aumentar a interagdo entre as fases
através do colapso das bolhas de cavitacdo, e do jato de ultrassom que rompe as fases dos substratos, auxiliando
em processos biotecnologicos influenciando diretamente sobre a atividade e a estabilidade do catalisador
(Rokhina et al., 2012). Face ao exposto, objetivo deste estudo foi produzir de oleato de etila a partir de lipase de
Candida antarctica (CALB) imobilizada em poliuretano submetida irradiag&o ultrassdnica

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material

A enzima utilizada nesta pesquisa foi a lipase de Candida antarctica B (Novozyme NZL-102-LYO-
HQ) e os monémeros comerciais Poliol e Isocianato (Empresa Flexivel Poliuretanos — Mannes). Os solventes
foram acetona (FMaia), &cido Oléico (Vetec), alcool Etilico (Merck) e hidroxido de Sédio (Nuclear).

2.1 Métodos

2.1 Imobilizacéo

O procedimento de imobilizagdo da enzima CAL B imobilizada em situ em espuma rigida de
poliuretano (PU) foi realizada na concentracdo pré-estabelecida (60/40 %) descrita por Nyari (2013) onde sdo
adicionadas 10 % da enzima diluida ao mondmero (Poliol), homogeneizado e em seguida adicionado o
isocianato, ap0s 5 min (etapa de polimerizagao) o derivado imobilizado foi mantido por 24 horas em dessecador

e posterior medida da converséo.

2.2 Avaliacdo do tempo de reacdo na sintese de ésteres de oleato de etila sob irradiacdo ultrassonica
A fim de verificar em qual tempo de reacéo ocorria a maior produgdo de oleato de etila, foi realizado
um estudo de produgdo em fungdo do tempo (0 a 60 min), onde o meio reacional era composto por acido oleico e

alcool etilico (1:1) em condicOes reacionais de temperatura de 15 min.

2.3 Otimizacgéo da producdo de oleato de etila sob irradiagéo ultrassonica

A fim de otimizar a producdo de oleato de etila sob irradia¢do ultrassdnica, foi realizado um DCCR
completo 2%, as variaveis estudadas foram concentragdo de enzima (0,016 a 0,184 g), temperatura de reacio
(24,8 a 72,5 °C) e a agitacdo ultrassdnica (16,6 a 83,6 % - 132 Watts - 40 Hz), fixando a razao molar em 1:1 de
acido/alcool (peso dos substratos (m/v) em 5 g &cido oleico/alcool etilico) e o tempo de reagdo de 15 min
(Trentin et al., 2014).
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2.4 Estabilidade Operacional

Depois de otimizados as variaveis de producdo de oleato de etila foram realizadas o estudo dos ciclos
operacionais da lipase imobilizada, apds cada ciclo a lipase imobilizada era submetida a um novo processo sem
lavagem, retirado apenas o excesso por meio de centrifugagdo (2000 rpm) por 5 min, sendo realizado todos em

triplicata, repetidos sucessivamente até obtermos resultados inferiores a 50 % da atividade inicial.

2.5 Determinagdes Analiticas

A atividade de esterificacdo (U/g) foi quantificada através de uma reacdo de sintese, empregando a
razdo molar (&cido/alcool (m/v) (volume substrato)) como reagentes, segundo metodologia descrita por Paroul et
al. (2011). Uma unidade de atividade enzimética foi definida como a quantidade de enzima que consome 1 pmol
de &cido graxo por minuto, nas condigdes do ensaio. A determinagdo da conversdo das reacdes é feita
acompanhando a redugdo da area do sinal do agente limitante (Paula et al., 2005).

2.6 Anélise Estatistica

A andlise de variancia seguida pelo teste de Tukey foi aplicado para a analise estatistica dos dados
obtidos. Os dados foram tratados com o auxilio do programa software Statistica ® 8.0 (Statsoft Inc) foi usado
para auxiliar o design e a estatistica analise de informacao experimental, adotando em todos os casos estudados

um nivel de confianca de 95% (p <0,05).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Imobilizagéo

O procedimento de imobilizacdo da enzima CAL B imobilizada em situ em espuma rigida de
poliuretano (PU) foi realizada na concentracdo pré-estabelecida (60/40 %) descrita por Nyari (2013) onde sdo
adicionadas 10 % da enzima diluida ao monémero (Poliol), homogeneizado e em seguida adicionado o
isocianato, apds 5 min (etapa de polimerizacao) o derivado imobilizado foi mantido por 24 horas em dessecador

e posterior medida da atividade por esterificacdo e seu rendimento.

3.2 Avaliacdo do tempo de reacdo na sintese de ésteres de oleato de etila sob irradiagéo ultrassdnica

A determinacgdo do tempo de reacdo € importante, pois atraves desta a ha possibilidade de agilizar o
processo, evitar perdas de materiais e solventes, energia, consequentemente gerando menor custo do processo.
No decorrer de 15 min de reacéo a atividade de esterificacdo atingiu seu apice com 1234 U/g e conversdo de
oleato de etila de 31 %. Estudos reportados na literatura apresentam tempo reacional bem superior aos
encontrados neste trabalho. Barboza et al. (1992) concluiram que a utilizagdo do ultrassom em reacfes quimicas
possui algumas vantagens, entre elas: redugdo do tempo de reacdo, reducéo da quantidade de reagentes, aumento

de rendimento, seletividade, favorecimento de reagdes que normalmente ndo ocorrem em condic¢6es normais. Liu
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et al. (2008) estudaram o efeito da agitacdo ultrassdnica na hidrolise de 6leo de soja em sistema livre de solvente,
utilizando a CALB, em comparacéo a agitacdo mecanica, apresentando um aumento nas taxas de reacéo de 94 %
em 1 hora de reagdo e 64 % em 2 horas, 58 % em 3 horas, 41 % em 4 horas e de 34 % em 5 horas. Mostrando
gue a taxa de reacdo em banho ultrassdnico foi de 2,3 vezes maior em 5 horas do que aquela obtida em 12 horas

de reacéo.
3.3 Otimizac¢do da produgéo de oleato de etila sob irradiacgdo ultrassénica

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 1, matriz do DCCR completo 2%, podemos
observar que a maior conversdo de oleato de etila foi de 40 % no ensaio 12 com concentracgéo de enzima igual a
0,1 g, temperatura de 72,5 °C e 50 % de agitacdo ultrassbnica. J& a maior atividade de esterificacao foi de 3707
U/g com rendimento de242 % no ensaio 4, com concentragéo de enzima de 0,05 g, temperatura de 50 °C e 70 %
de agitagdo ultrassdnica em apenas 15 min de reagao.

Tabela 1. Matriz do DCCR completo 2° em funcéo das variaveis estudadas para a sintese de ésteres de oleato de

etila.
Ensaios Agitacdo Temperatura Concentracdo Atividade de Converséo
Ultrassénica (%) (°C) de Enzima (g)  Esterificagio (U/g) (%)

1 -1 (30,00) -1(30) -1 (0,05) 416,6 £ 104,1 2,1+£0,2
2 1 (70,00) -1(30) -1 (0,05) 3641,3 £ 595,2 20,0+0,7
3 -1 (30,00) 1 (50) -1 (0,05) 1785,7 +2199,4 8,1+0,0
4 1 (70,00) 1(50) -1 (0,05) 3707,0 £ 1555,0 222+35
5 -1 (30,00) -1(30) 1 (0,150) 1139,8 +572,9 19,2+0,0
6 1 (70,00) -1(30) 1(0,15) 1795,7 + 408,6 30,4+2,6
7 -1 (30,00) 1 (50) 1(0,15) 650,7 + 136,4 11,2+0,9
8 1 (70,00) 1 (50) 1(0,15) 1887,6 +122,1 30,9+£0,7
9 -1,68 (16,4) 0 (40) 0(0,2) 1064,8 + 16,1 12,0£0,0
10 1,68 (83,6) 0 (40) 0(0,2) 867,7+722,6 96+1,3
11 0 (50) -1,68 (24,8) 0(0,2) 939,3 +467,0 10,6 £0,9
12 0 (50) 1,68 (72,5) 0(0,1) 3054,2 £341,2 40,4 +0,7
13 0 (50) 0 (40) -1,68 (0,016) 3075,4 £ 198,4 56+0,1
14 0 (50) 0 (40) 1,68 (0,184) 1398,5 + 302,2 28,7+1,3
15 0 (50) 0 (40) 0(0,1) 1122,9 + 130,2 126+0,4
16 0 (50) 0 (40) 0(0,1) 1272,4 + 163,5 142 +0,4
17 0 (50) 0 (40) 0(0,1) 1128,3 + 596,7 135+0,1

*Variaveis Tixas: Razao molar (acido/alcool (I:I) m/v 5 g) e I5 min de reagao.

A Figura 1 apresenta o diagrama de Pareto com resposta em termos de conversao (%) de oleato de etila

em funcédo das varidveis estudadas, com efeito significativo positivo (p < 0,05) para a concentragdo de enzima,
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seguida da agitagdo ultrassOnica e da temperatura, ou seja, se aumentarmos 0s niveis destas variaveis
possivelmente ocorreria um incremento na porcentagem de conversdo e a interacdo entre a temperatura e a
concentragdo de enzima apresentou um efeito significativo negativo na sintese de ésteres de oleato de etila. Na
literatura podemos comprovar a eficiencia da irradiagdo ultrassonica na conversdo em esteres, mas nao

especificamente em ésteres de oleato de etila, utilizando enzimas imobililizadas.

(3) Enzima (L
(1) Agitacdo Ultrassonica (L
Temperatura (Q
(2) Temperatura (L
(2) Temperatura x (3)
Enzima (Q) ¢
(1) Agitago Ultrassonica (Q) |
(1) Agitacéo Ultrassonica x (2) Temperatura (L

(1) Agitacdo Ultrassonica x (3) Enzim

Efeitos Estimados (Valor Absoluto)

Figura 1. Diagrama de Pareto para a conversdo (%) de oleato de etila sob irradiacdo ultrassénica.

Em alguns estudos relatados na literatura, uma poténcia considerada otima é de 60 %, quando utilizada
em potencias mais baixas, ha muito pouca dispersdo de ondas e menos dissipacdo, resultando em bolhas de
cavitacdo minimos (Khan et al., 2015). Os autores concluiram que estes resultados podem ter sido verificados
provavelmente devido ao fato de o ultrassom induzir a uma melhor dispersdo e diminuir a aglomeracdo da

enzima.

3.4 Estabilidade Operacional

A lipase imobilizada foi submetida a reagGes sucessivas de sintese ela apresentou 24 ciclos de utilizacdo
(estabilidade operacional) com atividade residual de 41 % em relagdo a atividade inicial. Este resultados é
superior aos repostados na literatura. Bansode e Rathod (2014) utilizando o ultrassom na sintese de isoamilo
butirato usando a lipase (Novozym-435) obtiveram 7 ciclos consecutivos de reutilizacdo livre de solvente

organico, sendo assim de forma mais ecoldgica.

4 CONCLUSAO

A produgdo de oleato de etila foi otimizada com 40% conversdo, rendimento de 242 % e atividade de

esterificacdo de 3707,0 U/g. O reuso da enzima imobilizada na produgdo de oleato de etila apresentou 24 ciclos
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de reutilizacdo com 41 % de atividade residual. Os resultados de conversdo de oleato de etila utilizando o

sistema de irradiagdo ultrassonica, sdo considerados bons, podendo este sistema ser utilizando na industria,

principalmente na de farmacos, cosmeticos e ate mesmo de alimento, por ndo se tratar de um metodo quimico.
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