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Resumo

RESUMO

Esteres de acidos graxos tem larga aplicacao como
emulsificantes em alimentos, cosméticos e produtos farmacéuticos.
Além do seu efeito conservante, os ésteres podem ser utilizados como
aromatizantes naturais na industria alimenticia.

Lipases s30 enzimas pertencentes a classe das Hidrolases que
atua em ésteres de acidos graxos e glicerol na interface 6leo-agua em
um sistema insolGvel ou heterogéneo. Esta caracteristica peculiar se
deve ao fato de serem soluveis em agua e atuarem em substratos
insolliveis em agua.

O objetivo deste estudo foi verificar as condigdes Otimas de
produgéo de ésteres em meio reacional aquoso e em solvente organico
por lipase microbiana.

Neste trabalho, foram selecionadas lipases de diferentes
microrganismos para producao de ésteres. A lipase de Rhizopus sp
FEA-LB-14 foi a enzima mais ativa para a producdo de ésteres. As
condicdes ideais para producao de ésteres de sacarose e acido oléico
foram com relacdo molar de 0,05mol/L:0,05mol/L, respectivamente em
tampao acetato 0,05M pH 5,6 a 40°C por um periodo de 96h, usando
4g/L de enzima bruta de Rhizopus sp.

A mesma enzima mostrou melhor atividade para a produgéo de
Butil Laurato, em solvente organico, frente a outros substratos. As
condices 6timas de reacao foram: relacdo molar de butanol e acido

laurico de 1:1, em hexano, a temperatura de 50°C por 2 horas.



Resumo

A reacao de esterificagéo entre glicerol e diferentes acidos graxos
foi examinada e verificou-se que a enzima esterifica o acido laurico e
glicerol com maior rendimento, produzindo mono, di e triglicerideos.
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Summary

SUMMARY

Fatty acid esters are widely applied as emulsifiers in food, cosmetics

and pharmaceutical products. Besides their activity in inhibiting microbial
growth, these esters can be used as natural flavouring in the food industry.
Lipases are enzymes classified as Hidrolases, that act on fatty acid esters
and glycerol, at the oil - water in interface, insoluble or heterogeneous
systems. This special characteristic is due to its solubility in water and its
action on water insoluble substrates.

The objective of this work was to verify the optimum conditions for
ester production by microbial lipase in an aqueous system and in an
organic solvent.

In this work, lipases from different microorganisms were selected for
ester production. Rhizopus sp. FEA-LB-14 lipase was the most active
enzyme found for the production of esters. For oleic acid esters of
sucrose, the best conditions for production were obtained with a sucrose:
oleic acid molar ratio of: 0.05 Mol/L: 0.05 Mol/L in 0.05 M acetate buffer
pH 5.6 at 40°C for 96 hours, using 4g/L Rhizopus sp crude enzyme.

Butyl laurate ester was the product with the highest yield, obtained
by a lipase catalysed esterification of different fatty acids and alcohol. The
optimum reaction conditions were: 1:1 molar ratio of butanol and lauric
acid in hexane at 50° C for 2 hours.

The esterification reaction between glycerol and different fatty acid
was examined. It was verified that the enzyme gives the greatest yields by
esterifying lauric acid and glycerol, producing, monoglyceride, diglyceride
and triglyceride.
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Introdugdo

1. INTRODUCAOQ

Lipases constituem um grupo de enzimas associadas ao
metabolismo de triacilgliceréis, bem como sua degradagéo. Podem ser de
origem microbiana ou de origem vegetal e animal.

As Lipases compreendem um grupo de enzimas classificadas como
Hidrolases (E.C.3.1.1.3), e também sédo conhecidas como Acilglicerol,
Acilhidrolases ou Glicerol Ester Hidrolase. Sua fungdo biolégica é a
hidrélise de ésteres de acidos graxos e glicerol resultando na formacao de
diglicerideos, monoglicerideos e acidos graxos livres. Estas enzimas
podem atuar de modo reversivel, catalisando também a esterificacao de
acidos graxos e glicerol produzindo diversos glicerideos. Este tipo de
reacdo ocorre na interface oOleo/agua, caracteristica esta peculiar as
lipases que s&o sollveis em agua e atuam em substratos ndo soluveis
em agua, sendo necessdria a interacdo lipase-lipideo de modo que
resulte na emulsificacdo entre o substrato liquido e a agua, na qual a
lipase esta envolvida. A lipélise enzimatica, na interface dleo/agua, ocorre
devido a uma orientacao ideal da enzima, onde a parte hidrofilica dirige-
se para o exterior (agua) e a parte hidrofébica para o interior (6leo).

As enzimas lipoliticas sdo importantes no contexto industrial devido
a aplicacdo em diversas areas como sintese organica, composicao de
detergentes, produtos de biotransformagéo que ndo poderiam ser obtidos
por processos quimicos convencionais e que possuem grande aplicacao
no setor farmacéutico, cosmético e de alimentos.
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A selecdo e o isolamento de microrganismos produtores de lipases
s&0 objetos de estudos, pois esta enzima pode ser produzida em larga
escala, em relacdo as dos vegetais e animais, através de processos
fermentativos com a utilizacdo de substratos de baixo custo.

A cinética de reacao enzimatica catalisada por lipases depende de
sua origem, grau de purificacdo e especificidade, sendo estas
influenciadas pelas condicdes de reagdo como: pH, temperatura,
homogeneizagdo, area superficial (6leo/agua) e tipo de substrato.
Dependendo das caracteristicas do experimento, a lipase podera realizar
reacido de hidrolise ou esterificacdo, neste caso € necessaria a
diminuicdo da atividade de 4gua do meio.

Outra forma de aplicacdo das lipases é a hidrdlise de Oleos
vegetais, de acordo com sua especificidade, podem-se clivar as posicoes
1,2 ou 2,3 do triacilglicerol ou ainda pelo tamanho da cadeia dos acidos
graxos.

O potencial de aplicagao de lipases tem sido alvo de muitos estudos
e é de consideravel importancia tecnolégica. Esta tecnologia é reforcada
pela aplicacdo das lipases microbianas em hidrélise de lipideos onde, por
exemplo, no tratamento de triacilglicerois contendo altos teores de acidos
graxos poliinsaturados, a hidrolise deste material pela lipase permite um
enriquecimento do valor nutricional de um alimento ou amplia sua
aplicacao em produtos farmacéuticos.

Processos de esterificacdo enzimatica catalisados por lipases tem
sido utilizados com sucesso para sintese e modificagédo de compostos
organicos, pois podem melhorar as propriedades organolépticas, reduzir

total de gorduras saturadas, etc. Um dos objetivos da industria de 6leos
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estd centrado no desenvolvimento de novos triglicerideos com
propriedades de fusdo variaveis, através de processos de
interesterificacdo dos triglicerideos disponiveis por catalise de lipase
microbiana, facilitando assim sua aplicacao.

As lipases podem ser utilizadas em sistemas de reagbes com
solventes organicos. Em tais sistemas, a enzima permanece ativa e pode
catalisar reacdes de esterificacdo e transesterificacao.

Os ésteres de acidos graxos podem ser produzidos com altos
rendimentos e com um grau de pureza consideravel por reacoes quimicas
convencionais, porém a via biotecnolégica, particularmente a enzimatica,
tem a vantagem dos ésteres obtidos serem considerados de fontes
naturais, tendo, portanto, maior valorizagdo no mercado.

Os ésteres de cadeia curta, como os acetatos, propionatos e
butiratos sdo0 componentes importantes de aromas naturais usados em
industrias alimenticias.

Sintese de ésteres de acidos graxos, em solventes organicos, por
lipases tem sido desenvolvidos para melhorar o rendimento, pois
substratos, como o acido oléico, sdo insoliveis em fase aquosa € 0
excesso de agua dificulta a sintese enzimatica dos ésteres.

Esteres de acidos graxos s&o utilizados em uma extensa classe de
produtos. As aplicagbes mais comuns sdo0 lubrificantes, cosméticos,
plastificantes, emulsificantes.

A Figura 1 apresenta os principais derivados de acidos graxos e
suas aplicagdes (MAAG et alii, 1984).
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Figura 1- Derivados de Acidos Graxos.
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2. OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivos:

1) Selecionar lipases de diferentes origens capazes de catalisar a
reagdo de esterificacdo de é&cidos graxos € glicerol, produzindo
ésteres como produtos finais.

2) Estudos de parametros qué afetam a producdo de ésteres em
reacdo catalisada pela lipase tais como: tamanho da cadeia
carbdnica do &acido graxo € alcoois, presenca Ou auséncia de
solvente organico e temperatura 6tima.

3) Estudo de esterificacdo de carboidratos e acidos graxos pela lipase
selecionada.

4) Estudo das caracteristicas do éster de carboidrato produzido guanto
as propriedades surfactantes e efeito bacteriostatico.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

OSIPOW et alii 1956, iniciaram os estudos sobre métodos de
preparacao de éster de acidos graxos e sacarose, produzindo monoéster
de sacarose. As condicdes de reacao foram descritas da seguinte
maneira: trés moles de sacarose, um mol de éster metilico de acido
estearico, dissolvidos em quatro litros de dimetilformamida. A mistura foi
incubada & 60°C e 0,2 moles de sédio foram adicionados para catalisar a
reacao. A adicdo de solvente, como dimetilformamida, e o excesso de
agucar produziram monoéster em bom rendimento.

FUKUMOTO et alii 1963, selecionaram uma linhagem de
Aspergillus niger que produziu 21 gramas de enzima bruta para cada 53
gramas de farelo de trigo (ProcessKoji), em um periodo de incubacao de
72 horas a 30°C.

IWAI et alii 1972 estudaram, comparativamente, lipases de:
Aspergillus niger, Rhizopus delemar, Geotrichum candidum e Penicillium
cyclopium quanto as suas propriedades enzimaticas de esterificacdo.
Aspergillus niger produziu lipase especialmente em meio sdlido
constituido de farelo de trigo e CaCOs;, enquanto que os outros
produziram grande quantidade de lipase em meio liquido. A principal
caracteristica deste meio foi a alta concentragao de nitrogénio e certa
quantidade de fonte de carbono. De acordo com os autores, todas as
lipases produzidas podem ser definidas como Glicerol Ester Hidrolases
(E.C.3.1.1.3), devido a sua ag3o catalitica.



Revisdo Bibliografica

SCHOLNICK et alii 1974, estudaram as propriedades dos
surfactantes de lactose e ésteres de acidos graxos. A estrutura quimica
da lactose serve como porcdo hidrofilica de surfactantes n&ao idnicos.
Foram testados varios ésteres de lactose através da mistura de diferentes
ésteres metilicos de Aacidos graxos com lactose em N-metil-2-
pirrolidinona. Monoésteres de &cido laurico, miristico, palmitico, estearico
e oléico também foram obtidos.

Quando uma propor¢do molar de 3:1 de sacarose e eésteres
metilicos foi utilizada, o produto da reagao foi 85% de monoésteres e 15%
de diésteres. Outros métodos de sintese destes produtos foram testados,
mas sem éxito. Os ésteres produzidos foram verificados em
cromatografia em camada delgada (CCD). O sistema de solventes
utilizados na fase movel foi composto de 80% de cloroférmio, 10% de
metanol, 8% de acido acético e 2% de agua. O revelador usado foi uma
solucio de acido sulfirico e dicromato. A analise de ésteres foi dificultada
pela alta higroscopicidade dos cristais.

Foram verificadas as propriedades tensoativas, estabilidade das
emulsdes e agente dispersante frente a um emulsificante controle
(Triton-X-100) e os melhores resultados foram obtidos com ésteres de
lactose e acido laurico, miristico e palmitico, provavelmente devido a
maior solubilidade e também por serem os de menores pesos
moleculares.
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OKUMURA et alii 1975, purificaram e caracterizaram duas lipases
obtidas em meio semi-sélido, utilizando Penicillium cyclopium,
comparando suas propriedades. As andlises foram feitas por sistemas
reacionais iguais, com ou sem agitacdo. As lipases foram purificadas com
sulfato de aménio a 70% de saturagéo, e o precipitado foi dissolvido em
agua destilada deionizada; o sal foi retirado em coluna de Sephadex G-
25, e posteriormente concentrada em didlise contra polietilenoglicol.
Foram feitos testes de pH 6timo de atividade e pH de estabilidade das
lipases.

Em 1977, pesquisando lipases fungicas, TSUJISAKA et alii
relataram as propriedades enzimaticas de esterificacdo de lipases de
quatro tipos de microrganismos: Aspergillus niger, Rhizopus delemar
ATCC-34612, Geotrichum candidum ATCC-34614 e Penicillium cyclopium
ATCC-34613. Estas enzimas foram purificadas para estudo de suas
aplicacbes. A mistura de reagdo para a sintese de glicerideos foi
constituida de 4 mi de glicerol, 1 ml de 4gua e 0,1 ml de solucdo de
enzima e 0,1 ml de &cido oléico. As quantidades de glicerideos
sintetizados pelas lipases de G. candidum e P. cyclopium foram inferiores
em cerca de 10% em relacéo as quantidades sintetizadas pela lipase de
A. niger e R. delemar (60%).

Sintese de ésteres por lipase, usando preparacdo de enzima
homogeneizada, foi pesquisada por OKUMURA et alii, 1979. A
quantidade de éster sintetizado e os produtos foram identificados por
cromatografia em camada delgada e espectroscopia de infra-vermelho.
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Lipases de Aspergillus niger, Rhizopus delemar, Geotrichum
candidum e Penicillium cyclopium sintetizaram ésteres de acido oléico e
varios alcoois primarios. Esteres de alcoois terciarios, fenol ou ésteres
alcodlicos ndo foram sintetizados pela lipase. Altas concentracOes de
alcool foram necessarias para a sintese de éster de etilenoglicol,
propilenoglicol ou trimetiletilenoglicol. Lipases de Aspergillus niger,
Rhizopus delemar sintetizarem ésteres oléicos de varios acidos graxos e
alguns acidos bibasicos. Ao contrario, lipases de Geotrichum candidum e
Penicillium cyclopium sintetizaram ésteres oléicos somente com acidos

graxos de cadeia média ou longa.

HOLMBERG et alii 1981, produziram monoglicerideos com 80% de
rendimento, através da hidrolise enzimatica de triglicerideos, utilizando
lipase de Rhizopus delemar em microemulsdes. Quando solubilizada em
pequena quantidade de agua, a enzima, uma vez em microemulsoes, &
protegida de efeitos desnaturantes de solventes organicos. O uso de
microemulsdes, como meios reacionais, eliminam o problema de
insolubilidade de triglicerideos e outros substratos lipofilicos. Varios
fatores foram avaliados para determinar as condigdes étimas de reacao
como: tipo de surfactante, escolha do hidrocarboneto e influéncia do pH.

O melhor resultado obtido foi o surfactante anidnico di (2 etilhexil)
sulfossuccinato de sodio. Portanto, a lipase apresentou melhor atividade
com surfactantes anidnicos e ndo aniénicos, mas ndo com os cationicos.

Dentre os hidrocarbonetos testados (n-hexano, n-octano e isoctano)
a lipase teve maior ag&o catalitica em isoctano, utilizando também pH 7,0

a 35°C por 3 horas. A andlise dos acidos graxos foi feita através da
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titulacao das amostras, dissolvidas em etanol, com KOH 0,1 M em etanol.
As reacOes também foram monitoradas por cromatografia em camada
delgada (CCD), usando o sistema de solventes: éter de petréleo, éter
dietilico e acetona na proporgdo: 45:50:5 (v/v/v), respectivamente. O
cromatograma foi revelado utilizando iodo sublimado como agente
revelador. Dos resultados obtidos, pode-se verificar que a enzima
utilizada no experimento foi 1,3 especifica, mantendo a posicdo 2 da
molécula do glicerol intacta. A produgdo de monoglicerideos de cadeia
longa é de grande importancia, pois sdo de larga utilizacdo na area de
alimentos como emulsificantes e na area farmacéutica, por serem
surfactantes nao idnicos.

JENSEN et alii 1983, avaliaram os métodos para deteccdo e
determinagdo de lipases (acilglicerol hidrolases) e a preparacdo de
ensaios foram revistas, incluindo substratos, condicbes reacionais e
selecdo de microrganismos. Alguns métodos para determinacdo da
atividade lipolitica foram discutidos, entre eles: titulometria, colorimetria,
radioensaio, cromatografia gasosa, tratamento enzimatico dos acidos
graxos e verificagcao dos produtos formados, determinagao de lipases por
imunologia direta.

A selecdo do método a ser usado pode ser influenciado pelo
numero de amostras e pela precisdo desejada. Na titulagdo direta do
ensaio o pHmetro ndo é necessario, pois os indicadores de ponto de
viragem s&o satisfatorios. A sensibilidade e as vantagens e desvantagens
de cada método foram descritas.

10
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GUPTA et alii 1983, desenvolveram um método de purificagdo de
mono e diésteres de sacarose por cromatografia em coluna para larga
escala com monitoracdo das fracbes por cromatografia em camada
delgada (CCD). Cinco litros de éter dietilico foram passados numa coluna
de silica gel, de 70 cm, e em seguida este solvente foi descartado. A
amostra foi dissolvida em tolueno (150 g em 250 mL de tolueno) a 60°C,
deixando esfriar até 30-35°C e colocado imediatamente apds a porgdo
final de dietiléter. Foram adicionados 100 mL de tolueno para eluir a
amostra. Os residuos de glicerideos e acidos graxos foram eluidos da
coluna pela corrida de 5 L de éter dietilico. Os diésteres e ésteres de aito
peso molecular foram eluidos com 7-8 L de n-butanona, e os
monoesteres com n-butanona saturada com agua. Sendo assim, o
processo de purificagao foi verificado em cromatografia em camada

delgada.

O estudo da hidrélise de 6leo de céco e 6leo de oliva por lipase de
Candida rugosa foi relatado por LINFIELD et alii 1984. Os autores
verificaram que a reag¢ao hidrolitica aproxima-se de um produto cinético
de primeira ordem. Esta razdo nao foi afetada pela temperatura numa
faixa de 24 a 26° C. O dleo de oliva foi mais rapidamente hidrolisado
quando comparado ao Oleo de cOco. A hidrédlise foi afetada por
hidrocarbonetos e surfactantes nao iénicos. A quantidade de acidos
graxos produzidos foi diretamente proporcional ao logaritimo do tempo de
reagcao e concentracao enzimatica. Todos substratos foram hidrolisados
quase que totalmente apds 72 horas. A lipase de Aspergillus niger
desempenhou esta performance. A lipase de Rhizopus arrizus teve uma

11
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baixa taxa de hidrolise devido a especificidade do ataque do grupamento
acila aos grupos o hidroxi do glicerol. A esterificacdo do glicerol, com
acidos graxos, foi estudada com a lipase de C. rugosa e A . niger. A
remocdo de agua e o uso excessivo de acidos graxos revertem a reagao
de hidrolise para esterificagéo. Entretanto, a esterificacao de 70% do

contetdo de glicerideos foi lenta.

HOQ et alii 1984, realizaram a sintese continua de glicerideos de
acido oléico por sete lipases comerciais. O experimento foi feito a 40°C
usando biorreator de membrana hidrofébica micropor. As lipases
produzidas por Rhizopus japonicus, Candida cylindracea e Phycomyces
nitens, foram inativadas em cerca de 97% em solucdo de glicerol e
apresentaram baixas taxas de conversao de glicerideos. As demais
lipases renderam atividade de sintese de glicerideos na seguinte ordem:
R delemar < Pseudomonas fluorences < Mucor miehei <
Chromobacterium viscosum. Estas quatro lipases apresentaram uma
relacdo entre a conversdo e a quantidade de lipase adsorvida na
membrana durante a reacdo. A lipase foi relativamente adsorvida quando
a solucao de glicerol, agua e lipase foi substituida por 97% de solucado de
glicerol sem lipase. A lipase de Mucor miehei foi adsorvida mais
fortemente do que a de Cromobacterium viscosum. O produto obtido da
lipase de Mucor miehei foi composto de monoglicerideos, diglicerideos e
triglicerideos na propor¢éo molar de 3:4:1 respectivamente. Os conteidos
de 2- monoglicerideos e 1,2 diglicerideos (isbmeros) no produto foram de

80% de conversao produzida pela lipase de Mucor miehei.

12
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A meia vida aproximada da lipase de Mucor miehei foi estimada em

27 dias de reacéo continua em experimento de 54 dias.

MELFFERT et alli em 1984, relatam a importancia e o crescimento
da utilizacdo de ésteres de acidos graxos. Os autores consideraram, de
acordo com a aplicacio tecnolédgica a seguinte classificagdo: ésteres de
alcoois polifuncionais, ésteres de acidos graxos etoxilados e ésteres de
monoalcoois. A mais importante aplicacdo citada foi na area de industria
de cosméticos, téxteis, na manufatura e processamento de plasticos e
lubrificantes. Esteres metilicos também podem ser compostos
intermediarios na conversao quimica de alcoois graxos, ésteres, amidas e

ésteres sulfonados.

SEINO et alii 1984, verificaram que ésteres de sacarose sao
emulsificantes potencialmente importantes em alimentos, cosméticos e
produtos  farmacéuticos,  utilizando-se lipases de Rhizopus,
Enterobacterium, Pseudomonas, Aspergillus, Chromobacterium, Candida,
Mucor e Penicillium e acidos graxos como oléico, esteérico e linoléico e
carboidratos como sacarose, glicose, frutose e sorbitol. A lipase de
Candida cylindracea foi a mais ativa na sintese de ésteres de
carboidratos.

As condicdes ideais para atividade foram: taxa molar de carboidrato
para &acido graxo 0,05mol/L:0,2mol/L, quantidade de lipase 4 g/L
dissolvidos em tampao fosfato pH 5,4 com periodo de reagéo de 72 horas
a temperatura de 40°C.

13
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A formacdo de ésteres de acido oléico e sacarose pela lipase de
Candida cylindracea foi maior que 60%, enquanto que para glicose foi ao
redor de 28%.

MAAG et alii 1984, fizeram uma revisdo sobre os surfactantes
obtidos de acidos graxos. Devido as suas propriedades indispensaveis,
alguns emulsificantes tém sido usados ha muito tempo, como os ésteres
de acUcares, ésteres sulfonados e ésteres de acidos graxos. Os ésteres
de acidos graxos podem ser obtidos pela glicerindlise de triglicerideos.
Esta reagdo ocorre com excesso de glicerol em temperaturas de 200 a
250°C sob atmosfera de gas inerte, especialmente se acidos graxos
insaturados s&o usados. Esteres de carboidratos e acidos graxos, como
ésteres de sorbitol, tém sido estudado ha vinte anos;, onde foram
descritos seu preparo, a partir de fontes renovaveis, e sao
fisiologicamente, dermatologicamente e biologicamente aceitados como

surfactantes.

EIGTVED et alii 1986, utilizaram uma lipase 1,3 especifica
produzida pelo fungo Mucor miehei, para esterificar um acido graxo
especifico nas posigbes extremas do triglicerideo, sem alterar o acido
graxo da posicéo central pelo processo de transesterificacao.

A producao de lipase de Aspergillus foetidus em reator com banho e
agitacdo foi relatada por BONE et alii 1987. A producao maxima de
lipase por A. foetidus foi obtida no meio com 2% de dleo de oliva € 0,5%
de sacarose. As condicdes otimas para produgdo da lipase foram

14
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encontrados com agitacao a 500 rpm, com fluxo de ar de 1,5 litros por
minuto. A imobilizagéo do microrganismo em polimeros naturais, como
alginato, agar ou quitosanas foi impraticavel, pois 0 mesmo utiliza o

polissacarideo cCOmo nutriente.

IBRAHIM et alii 1987, realizaram estudos de hidrolise e
esterificacdo por agéo da lipase termoestavel de Humicola lanuginosa. A
faixa de temperatura para a hidrolise e esterificagao foi de 45 a 50°C.

Dos acidos graxos testados ( C2 @ C.s), foi encontrado uma maior
eficiéncia da enzima nas reacbes contendo acidos graxos de cadeias
carbonica C» a Css. A sintese de ésteres de acido laurico com diferentes
alcoois primarios, terpénicos € secundarios, também foi investigada. A
maxima atividade de sintese, com alcool primario, ocorreu com O n-octil,
que foi 55,7% de esterificacido. Em sistemas de reacéo, contendo o alcool
secundario, a maior porcentagem de esterificacao (52,1%) ocorreu com o]
isoamil @ com dlcool terpénico O maior rendimento, 87,2%, foi com O
geraniol. As atividades de hidrolise e esterificacdo apresentaram altos
rendimentos na presenca de solvente organico. Foi encontrada a taxa
maxima de esterificagao em sistema de reagao contendo o solvente

organico n-hexano.

Em 1987. JASPERS et alii concluiram que a sintese de ésteres de
acidos graxos e sacarose sempre resulta em misturas complexas. Sao
descritos dois procedimentos para analise quantitativa de monoésteres €
diésteres de sacarose, a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e

coluna de fase reversa.

15
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A mistura de metanol e agua (85:15, v/v) foi usada para separagao
dos monoésteres enquanto que metanol, acetato de etila e agua
(65:25:10 v/v/v) foram usados para separagdo dos diésteres. A completa
separagéo dos diésteres nao foi possivel devido a presenca de estruturas

isdbmeras complexas.

BAILLARGEON et alii em 1988, realizaram um estudo comparativo
de atividades hidrolitica e de sintese entre lipase bruta de Candida rugosa
e a mesma enzima ligada covalentemente a polietilenoglicol (PEG -
lipase) em meios reacionais organicos € aquosos. Foram testados
polietilenoglicol de diferentes pesos moleculares ( 750, 1900 e 5000). A
estabilidade destas enzimas foi verificada incubando-as em agua €
benzeno a 45°C por trinta minutos. A atividade lipolitica foi verificada
utilizando 6leo de oliva como substrato. A lipase modificada (PEG-lipase),
apresentou uma maior estabilidade (cerca de 10 vezes) em agua, quando
comparada com a lipase bruta, porém, apresentou menor estabilidade em
benzeno. A seletividade das enzimas para acido oléico e estearico
também foi verificada, utilizando um molar equivalente de cada acido
(0,091 M) com 2 equivalentes de alcool (0,182 M de metanol ou octanol) a
30°C. O percentual de conversdo dos ésteres foi determinado pela
titulacdo dos acidos graxos livres e a quantidade dos dois ésteres
formados foi determinada por cromatografia gasosa (CG).

A esterificacdo de acido oléico e 1-octanol pela PEG 5000-lipase foi
a reacdo de maior rendimento. A produgao preferencial de 1-octiloleato
sobre os ésteres de acido estearico sugerem uma pequena alteragao na

atividade da lipase ou de seu sitio ativo. PEG-lipase de Candida rugosa

16
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pode ser usada comercialmente na hidrélise de 6leos, principaimente em
baixas temperaturas. A alteragao da seletividade da PEG-lipase,
favorecendo reagdes com acido oléico, em relagdo ao acido estearico

também pode ser usada.

CHOPINEAU et alii 1988, verificaram a producdo de
biosurfactantes por agucares alcoolicos e 6leos vegetais catalisada por
lipase em meio ndo aquoso. As lipases pancredtica (LPP) e de
Chromobacterium viscosum, catalisaram reacdes de transesterificacao
entre um numero de agucares alcoolicos e varios Oleos vegetais €
animais em piridina anidra. Os produtos obtidos desse processo foram
identificados como monoésteres primarios de acucares alcoolicos €
acidos graxos. Estes acucares enzimaticamente preparados foram tidos
como excelentes surfactantes em relacdo as suas habilidades de reduzir

tensdes superficial e interfacial estabilizarem emulsoes.

NISHIO et alii 1988, pesquisaram a sintese de ésteres por lipase de
pPseudomonas fragi 22.39 B. A lipase usada no estudo foi purificada e
liofilizada para ser usada em solucdo de enzimas e agua destilada. Uma
unidade de atividade da enzima foi definida como a quantidade que libera
1umol de acido graxo livre por minuto a 37°C e pH 9,0. A mistura de
reacao para sintese de ésteres de acido oléico e varios alcoois constituiu
de 10 mMol de éacido oléico, 10 mMol de alcool e 0,2 mL de solucao
enzimatica (1500 unidades). Para a sintese de alcool oléico e varios
4cidos carboxilicos o sistema de reacao era formado de 10 mMol de

alcool oleato, 10 mMol de acido e 0,2 mL de solugao enzimatica
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(1500 unidades). Cada mistura foi incubada a 37°C com agitacao
magnética constante a 300 rpm, por oito horas.

A lipase de P. fragi 22.29 B pode catalisar a sintese de ésteres de
acidos graxos de cadeia aberta (como os acidos butirico, laurico e
linoléico) e éster alcodlico de oleina, mas nao reagiu com acidos
carboxilicos aromaticos (acido benzoico) e acido isovalérico e acido
2_hexildecandico para a sintese de ésteres oléicos. O ganho da atividade
enzimatica foi proporcional ao aumento do niumero de carbonos dos
acidos graxos. A lipase pode sintetizar ésteres de acido oléico e alcool
primério (1-butanol) e alcool secundario (2-butanol), mas nao esterificou
alcool terciario (butanol terciario). A enzima sintetizou glicerideos de
glicerol e &cido oléico. Monoleina e 1,3 dioleina foram 0s principais
produtos e triloleina 0 menor. A sintese de monoéster foi pouco afetada
pelo conteudo de agua na mistura da reacao, enquanto que glicerideos
de acido oléico foi muito afetado. Os resultados indicaram que a lipase de
P. fragi 22.39 B tem especificidade nas posicdes 1,3 para sintese de

glicerideos.

Em 1988, MERCADE et alii, avaliaram a producéo de um novo
surfactante de Pseudomonas 42A2, isolado de uma amostra de agua que
quando cultivado com sais minerais, 6leo de oliva e fonte de carbono
produz um novo surfactante, o acido octadecendico.

Para as analises quimicas do surfactante, o mesmo foi purificado
em cromatografia em coluna de silica gel, usando um sistema solvente de

cloroférmio:metanol (9:1 V/V).
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Esta analise foi monitorada por cromatografia em camada delgada

com fase movel de cloroférmio:metanol:agua (65:25:4 VIVIV).

HIRUTA et alii 1988, estudaram a produgéo de 9- hidroxiperoxido y
linolénico por lipoxigenase de soja, em sistema de duas fases. Nesse
estudo, 9-hidroperoxi-y-linolénico foi produzido por acéo de lipoxigenase
utilizando um sistema composto por tampao borato pH 6,5 e hexano a
baixas temperaturas (10°C) com alguns surfactantes anionicos, que
mostraram pequeno efeito inibitorio na atividade enzimatica em pH 6,5. O
sistema evita o efeito inibitério de altas concentragdes de substrato e de
hidroperoxidos, bem como baixa solubilidade do substrato em sistema
aquoso. Nao a lipoxigenase 2, mas a lipoxigenase 1 foi indicada como
responsavel pela reducdo de 9-hidroperoxi-y-linolénico. Entre os
surfactantes anionicos testados, acetato e sarcosinato mostraram-se
efetivos. A produgdo de 9-hidroperoxi-y-linolénico foi aumentada pela
acéo de ions Ca'. A fracio da lipoxigenase 1 foi responsavel pelo
rendimento maximo de 35% na presenca de Ca'" 0,5M, surfactante

aniénico acetato @ 10°C e emulsao de acido vy - linolénico 4,8 M.

DONNELLY et alii, 1988, verificaram que compostos surfactantes
produzidos por fermentacdo apresentam desvantagem como baixo
rendimento associados a dificuldades de recuperacao dos produtos
formados. Baseado nesta condicdes, o autor apresentou estudos de
caracterizagdo de propriedades surfactantes de ésteres de sacarose

comerciais.
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Foi utilizado Cromatografia em camada delgada para pesquisa dos
esteres, tendo como fase mével CHCI,: CH30H: CH;COOH: H,0, 79: 11:
8: 2 viViviv e as bandas foram visualizadas com vapor de iodo. A tensao
Superficial foi verificada 3 temperatura ambiente (20+1°C), usando Dy
Nouy Tensiometer (Cambridge Instruments London, England) pelo
método de placa de vidro, com a concentracéo de ésteres de sacarose
variando entre 0,0001-2,0% P/p. Os ésteres de Sacarose ndo sio tio
faceis de se dispersarem em agua e para assegurar a medida correta as
amostras foram aquecidas até a fuséo.

BJORKLING et alii 1989, verificaram a aita seletividade de enzimas
que catalisam a esterificacio de glicosideos simples.A seletividade 6 -0,
na esterificacéo de alquilglicosideos com acidos graxos de cadeia longa,
apresentou rendimento em torno de 95% de 6-0 monoésteres, usando
lipases em sistemas de reacio isentos de solvente organico. O sistema
de reacdo utilizado foi composto por: 50 g (0,24 Mol) de etil-D -
glicopiranosideo, a 70°C e 0,01 bar com 1,35 equivalentes de &cidos
graxos de cadeias C; a Cie 2,5%(p/p) de lipase imobilizada de Candida
antartica com atividade de 40 BIV ( BIV = uma unidade de esterificacao
formada, que corresponde a 1 mol de acido hexadecandico incorporado,
até trioctadecenoilglicerol por minuto).

O progresso da reacao foi monitorado através de cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE).A tensao Superficial dos ésteres de
acidos graxos de etil-D- glicopiranosideo foi determinada utilizando-se o)
tensidbmetro Krius tipo K-10. O melhor rendimento, na faixa de 95%,
ocorreu quando o acido octadecendico e etil oy isopropilglicosideo foram
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utilizados como Substrato. Com o objetivo de se atingir a melhor
atividade enzimatica, a lipase imobilizada foi dissolvida em 10% de agua
destilada.

A esterificacdo de acido oléico com glicerol, usando lipases
produzidas por Penicillium roqueforti, Rhizopus delemar e Rhizopus
niveus, foi estudada por PARK & PASTORE, 1989. A esterificacao
maxima foi obtida quando a mistura de reacao continha 0,99 de acido
oléico, 8g de glicerol e 0,4 mL de agua que continha lipase, era incubada
a 40°C. A lipase de P roqueforti esterificava em menor tempo,
Comparativamente, formando monoglicerideo, 1,2 (2,3)-diglicerideo e 1,3-
diglicerideo e nao formava triglicerideo. As lipases de R. delemar e R.
niveus demonstraram forma similar de esterificacdo, formando todos o
glicerideos, inclusive triglicerideos, porém, menos 1,2(2,3)-diglicerideos
que a lipase de P. roqueforti.

LANGRAND et alii 1990, reportaram detalhadamente 3 influéncia
do tamanho da cadeia carbdnica dos acidos (C2a Cs) e dos alcoois (C,a
Ce) primarios, bem como a influéncia da natureza do alcool (terpénico oy
nao) na sintese do aroma. A preparacéo de 35 ésteres de cadeia curta,
Componentes de aroma, foj realizada pelas lipases de Mucor miehe;,
Aspergillus sp, Candida fugosa e Rhizopus arrhizus em sistema com
adicdo de solvente organico. Os substratos utilizados foram os acidos:
acetico, propidnico, butirico, valérico e caproico; assim como, os alcoois:
metanol, etanol, butanol, isopentanol, hexanol, citronelo] e geranil.
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Cada Préparacao de lipase testada apresentou seletividade de
reacao, de acordo com o acido ou alcool testado. Por exemplo, a lipase
de Aspergillus Sp foi altamente seletiva para acidos e alcoois de cadeia
carbdnica muito curta. Os autores concluiram que as reagbes enzimaticas
Catalisadas por lipases sdo muito convenientes na sintese de ésteres.
Contudo, cada sintese apresenta um problema especifico, onde as
condicdes de preparacao e experimentais devem ser otimizadas para se
obter altos niveis de conversao.

A sintese de éster por lipase bruta de Rhizopus oligosporus em
sistema aquoso foi pesquisada por ISHII et alii, 1990. As reacoes
Catalisadas por lipases sido usadas COm sucesso para sintese e
modificacdo de CoOmpostos organicos. Apesar de se obter altos
rendimentos de esterificacdo na presenca de solventes organicos,
estudos em sistemas aquosos tem sido relatados, pois a vantagem é a
auséncia de toxicidade do solvente organico.

A reacdo de sintese ocorreu em banho termostatizado com agitacao
de 120 rpm a 37°C, por 48 horas. A mistura de reacdo continha 2 g de
alcool, 1 g de &cido oléico e 1 mL de solucdo de enzima (10 mg de
enzima em pd, em tampao fosfato S0mM, pH 55). A reacao foi
paralisada devido a adicdo de 20 mL de etanol/acetona (1:1 VIV).

O grau de esterificacdo foi calculado pela quantidade de 3cido
consumido na reacao; determinado pela titulacido com KOH 0,05N. O
produto de reacao foi detectado por cromatografia em camada delgada
(CCD), com fase mével Composta de éter de petrdleo:dietiléter:acido
acetico (70:30:1 VIVIV) e visualizacio das bandas com 4cido sulftrico 3
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120°C. O maior rendimento de esterificacdo de todos 0s alcoois testados,
38,5%, foi com 1-propanol.

LEITGEB & KNEZ 1990, relataram um estudo sobre a influéncia da
agua na sintese de n-butil oleato por lipase imobilizada de Mucor miehe;.
Foi investigada a influéncia da concentracao inicial de agua na sintese de
n-butil oleato. A sintese foi feita com lipase imobilizada do Mucor miehej
(Lipozyme™ ) em varias condigdes de reacdo. A atividade da enzima foi
mais baixa em quantidades maiores de agua.

As taxas de reacao inicial, bem como a conversao de equilibrio,
elevam em concentracdes baixas de agua. A 6tima concentragéo de agua
Para a atividade de lipase imobilizada é dependente de temperatura em
pressdo de 1 bar. A concentracdo de &agua inicial efetua apenas o
equilibrio de esterificacéo a 0,032 bar. Em altas concentragdes iniciais, a
conversao de equilibrio, assim Como as taxas de reacao, decrescem em
ambas pressées.

PHERONI & FOURNERON 1990, estudando lipases especificas e
nao especificas de mamiferos e microrganismos, verificaram que estas
enzimas catalisam a hidrélise de acidos graxos anidros de cadeia curta,
media e longa. Todas as lipases testadas no estudo catalisaram mais
eficientemente a hidrolise de acidos graxos anidros puros e em menor
grau, a hidrélise de tributirato de glicerol. A présenca de 0,5% (por
massa) de acido graxo anidro em um triglicerideo pode dobrar a taxa
inicial de liberagao de préton durante a hidrélise enzimatica. Esse dado
deveria ser levado em conta, quando se verifica a atividade especifica de
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Uma lipase para varios Substratos sintéticos. A inibicdo pareceu estar
relacionada com a hidrélise anidrica, As taxas de inibicao dependiam do
acido graxo anidro e da origem da lipase.

MUKHERJEE et alji 1991, estudaram o enriquecimento de acido
y-linoléico produzido por fungo pela reacao catalitica por lipase. A
esterificacido ocorrey com butanol, catalisado por lipase microbiana. A
reacao foi realizada 3 temperatura de 30°C usando 250 mM de dleo
produzido pelo fungo Mucor Sp (Sigma) e 500mM de n-butanol e 1 mi de
hexano na presenca de lipase de Mucor miehei - Lipozyme (10% do peso
do Substrato). A reacao foi terminada pela separacio da lipase do produto
de reag&o por centrifugacio.

A lipase de Mucor miehei comparada com g enzima lipolitica de
Candida cylindracea, Penicillium cyclopium e Rhizopus  arrhizys
demonstrou ser a maig efetiva no enriquecimento de &cido v - linoléico no
processo de esterificacao de acidos graxos de 6leo produzidos por fungos
em butanol.

A sintese enzimatica de ésteres de carboidrato em 2- pirrolidona foi
estudada por JANSSEN et alii 1991. A esterificacdo de sorbitol e acidos
graxos, mediada por lipase, foi investigada através de um sistema de 2
fases com 2-pirrolidona como solvente do sorbitol. A lipase de
Chromobacterium viscosum mostrou uma taxa de esterificagdo inicial de
1,4 mMol g " h' e apos 74 horas, 80% do conteudo inicial de sorbito] foj
convertido em ésteres de sorbitol. Com frutose oy glicose como substrato,
taxas iniciais de esterificacdo foram de 0,2 e 0,04 mMol g'h’,
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réspectivamente. Os efeitos das concentracdes de sorbitol, acidos graxos,
agua e 2-pirrolidona na atividade de esterificacéo foram estudados. Uma
concentragéo excessiva de acidos graxos e agua (1M), fez-se necessaria
Para melhor producdo de ésteres. O Co-solvente organico polar 2-
pirrolidona pode inativar a lipase. Este € um co-solvente apropriado para
carboidratos em baixas concentragdes. A esterificacdo foi estudada
também em reator de membrana de duas fases. Os valores de reacao

emulsdo. A atividade de agua num sistema de membrana foj
relativamente alta, resultando em baixo rendimento de produto.

Em 1992, BLOOMER et alii estudaram a sintese de ésteres de
acido graxo e etanol por lipase de Rhizomucor miehei E.C.3.1.1.3 com o
objetivo de aumentar o rendimento da reacéo pela evaporacio da agua
produzida pelo sistema. Isto permitiu uma producdo mais rapida dos
ésteres, tendo o refluxo de pentano oy hexano. O procedimento geral da
reacao dispunha de 400 mg de substrato, acidos graxos poliinsaturados
(&cido oléico, acido linoléico, acido o- linoléico, acido v- linoléico, Acido
araquiddnico, acido docosahexanéico e acido estearico) e 1,25 molar de
etanol e como solvente 20 mL de pentano com 80 mg de Lipozyme. Altos
rendimentos foram obtidos na sintese dos ésteres e sem a ocorréncia da
peroxidacéo das duplas ligagées dos acidos graxos poliinsaturados.

Proporgbes molares de etanol: acido estearico de 1:1, 1,25:1,1,5: 1
e 3: 1 foram usadas para testar a influéncia da quantidade de substrato
no tempo de reac3o.
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A sintese de etillaurato em escala foi obtida com 50 g de acido
estearico e 12,8 ml de etanol (1,25 molar), dissolvidos em 200 mL de
hexano; sendo esta converséo obtida em 50 minutos.

Utilizando a lipase de Mucor mieheij (Lipozime™), GHOSHAY et alii
em 1992, preparou ésteres de A&cidos ricinoléico de cadeia longa
(extraidos a partir do o6leo de mamona), como decilricioleato,
dodecilricinoleato, tetradecilricioleato, hexadecil e octadecilricinoleato e
alcool de cadeias C, a C1s puro, com alto rendimento.

A formagao dos ésteres foi analisada atraveés da cromatografia em
Ccamada delgada (CCD). O sistema de solventes (fase movel) utilizados
para a cromatografia foi composto de: hexano, éter etilico € aceético na
proporg¢ao: 90:10:1 (VIVIV), respectivamente. Em relacdo a tensio
Superficial, foi verificado que o éster tetradecilricinoleato, dentre 0s
monoglicerideos obtidos, foi o que apresentou a melhor acao tensoativa
de acordo com as medidas de tensio superficial relatadas.

PECNIK et alii 1992, estudaram a sintese de ésteres de
acidos graxos por lipase imobilizada 1,3 especifica de Mucor miehej
(Lipozyme ™) A sintese de 1,2- isopropilideno glicerol ocorrey por
catalise acida e condensacao de glicerol e acetona com acido oléico na
presenca da lipase de M. miehej (Lipozyme ™), produzindo 1 2-
isopropilideno—3-oleiIglicerol. Os melhores parametros (temperatura e
pressao) e concentragbes (enzima/ substrato) foram investigados.
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BENNETT et alii 1992, estudaram a sintese biocatalisadora do
adogante dissacarideo sucralose, utilizando tetraclororafinose como
intermediario. O procedimento realizado neste estudo, envolve a cloracao
quimica da rafinose para formagcédo do intermediario tetraclororafinose,
seguida da hidrélise enzimatica da ligacdo «-1,6 glicosideo do
tetradeoxigalactorafinose para produzir sucralose e 6-clorogalactose.
Preparacbes comerciais enzimaticas e de microrganismos foram
utilizados para selecionar a-galactosidase com alta atividade catalitica. A
enzima de maior atividade foi produzida pela cultura de Mortierella
vinacea, com uma taxa maxima de 118 pmol de sucralose/seca de
celulas/hora, com 5% da atividade dirigida a rafinose, e K,, de 5.8 mM
dirigida a tetradeoxigalactorafinose (TCR). A enzima testada, também
poderia ser utilizada na forma de micelas, ou na forma de reator de
coluna continua. A reacao também foi estudada em solvente orgénico
(metil isobutil cetona) para a melhor solubilidade do TCR e aumentar a
produtividade volumétrica. Sintese de rafinose foi obtida de solucdes
aquosas de galactose saturadas e sacarose, usando a-galactosidase

isolada de Aspergillus niger.

AKOH em 1992, estudou as propriedades de emulsificacdo dos
poliésteres e mistura de ésteres de Sacarose, poliésteres de carboidratos
e acidos graxos. Varios poliésteres de carboidratos e acidos graxos,
substitutos potenciais de gordura, foram examinados por suas habilidades
de reduzirem as tensdes superficialmente e interfacialmente sozinhos ou
em misturas com emuisificantes comerciais. Emulsificantes comerciais de
ésteres de sacarose ou poliésteres de carboidratos e acidos graxos e
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suas propriedades de surfactantes, foram examinadas por sua habilidade
de reduzir tensbes superficialmente e interfacialmente em diferentes
concentragoes, e por estabilizarem emulsdes alimenticias A/O e O/A em
temperatura ambiente e refrigerada. Em geral, quando usados sozinhos,
os poliesteres de carboidratos foram excelentes estabilizadores de
emulsdes A/O e ruins para O/A. Misturas de poliésteres de carboidratos
com emulsificantes comerciais hidrofilicos (S-1670), produziram emulsdes
estaveis O/A e instaveis A/O. Esses resultados sugerem que misturas de
emulsificantes de substitutos potenciais de gordura com emulsificantes
comerciais de ésteres de agucares, podem ser usados em alimentos

dietéticos, cosméticos e emulsificantes A/O e O/A na area farmacéutica.

JONES et alii 1992, descreveram um método que visa a protecao
da hidroxila 6 primaria da sacarose. Esse método envolve a producio de
glicose-6 acetato por fermentacdo de glicose, usando linhagem de
Bacillus megaterium, seguida pela conversdo da sacarose-6-acetato
como um produto cinético, usando uma frutosiltransferase produzida por
uma linhagem de Bacillus subtilis. A sacarose 6-acetato foi descoberta
sendo mais lipofilica do que o esperado e esta propriedade auxiliou na
purificacdo por cromatografia. A sacarose-6-acetato pura pdde ser
cloridatada e subsequentemente diacetilada para fornecer o adocante de
alta intensidade 4,1,6 - tricloro - 4,1,6 Trideoxigalactosucrose (sucralose)
em altas taxas. Foi relatada intensidade nas moléculas de aclcar que
foram sintetizadas por métodos similares, incluindo 4,1,6 -Tricloro, 4,1,6 -
Trideoxi-L-arabinosacarose e 4, 1, 6- tricloro- 4, 6, 1, 6
tetradeoxigalactosacarose.
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Eles foram obtidos de Xilose e 6- deoxiglicose respectivamente, via
intermediacéo da xilsacarose e 6- deoxiglicose, formados pela reacdo da
frutosiltransferase em aceptores monossacarideos.

MUTUA & AKOH 1993, estudaram a sintese de ésteres de acidos
graxos alquil glicosideos em meio nao aquosos por acéo da lipase de
Candida sp. Esteres de acidos graxos alquil glicosideos sao sintetizados
com sucesso através da transesterificacdo de metilglicosideos,
metilgalactosideos e octilglicosideos, catalisada por lipases. Os
experimentos foram conduzidos ém meio orgénico com lipases de
Candida sp como biocatalisadores. Foram estudados o tempo de reacao
€ producdo de ésteres, efeito da temperatura, tipo de solvente,
concentracdo de substrato, adicdo de agua, relagdo entre a enzima
imobilizada e nao imobilizada. As condicdes o6timas para a sintese
enzimatica foram: uma proporcao molar de alquilgliéosideo € metiloleato
de 1: 4, a lipase imobilizada de Candida sp (SP 382), benzopiridina 2:1
sem adicao de agua, temperatura de 55° C, tempo de reacdo de 48 horas
e agitacdo de 200 rom. Foram encontrados niveis aceitaveis de
incorporagéo de acido oléico nos alquilglicosideos (58,6 a 100 mol%).

OGUNTIMEIN et alii 1993, estudaram a sintese de ésteres de
carboidratos, catalisados por lipases em solventes organicos. Neste
estudo, foram utilizadas lipases de Candida e Mucor miehei, que
catalisaram a sintese de ésteres dos monossacarideos glicose e frutose e
acido estearico em alcool terc- butil, com rendimento de 10 3 24%. Os
dissacarideos Sacarose, maltose e palatinose foram também testados
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para a produgao de ésteres de carboidratos. Os autores observaram que
na presenca de fenil ou acido butil bordnico, a sintese de ésteres de
glicose apresentou maior rendimento em solventes como hexano,
heptano, benzeno e tolueno. Na sintese de ésteres de dissacarideos, foi
observado que o dissacarideo mais efetivo na produgéo de ésteres foi a
palatinose.

OHNISHI et alii 1994, estudaram a producéo de lipase de
Aspergillus oryzae em cultura semi-solida, e verificaram que o fungo
crésceu em meio semi-sélido, porém produziu pouca quantidade de
lipase. Os autores concluiram que isto pode ser resultado da degradacao
da lipase pela quantidade de protease que também foi produzida.

AKOH em 1994, estudou a sintese de ésteres de acidos graxos
acetilados de glicose em solvente organico. Para este estudo, foram
utilizadas as lipases imobilizadas de Candida antartica (SP382) e
Candida cylindracea (200 |). Estas lipases catalisaram a sintese de
ésteres acetilados de Acidos graxos de glicose com penta acetato de
glicose (GP) e Trisum 80 (80% &cido oléico), dleo vegetal ou oleato de
metila como substratos em solventes organicos. O rendimento foide 6,4 a
2% e a taxa de incorporacéo de acido oléico na glicose foi de 31 g
100%. Na reacéo, estas enzimas foram capazes de catalisar a sintese de
ésteres de acido graxo de glicose livre como substrato. A taxa de maior
incorporagdo de &cido oléico (100) foi obtida em benzeno com lipase
(SP382) e Trisum 80 como doador de grupo acil. Quando se utilizou
oleato de metila como doador de grupo acil, a taxa de incorporacéao obtida
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em benzeno foi de 90,5% e 75% em isooctano. A lipase de Candida
cylindracea (200 1) apresentou maior taxa de incorporacdo (74%) em
sistema composto por benzeno:piridina (2:1 viv) e cloroférmio (61%) e
menores taxas em sistemas contendo benzeno ou isooctano puros.

Entretanto, em sistema composto por glicose livre e Trisum 80
como substratos, ambas enzimas tiveram niveis aceitaveis de
incorporagdo de acido oléico (82-100%) em solventes como benzeno,
benzeno:piridina. As melhores condicbes para a reacdo foram: lipase
(10% do peso do substrato), tempo de incubacio de 48 horas, proporgdo
de Trisum: penta acetato de glicose (1:2) respectivamente, 3 mL de
solvente e 3% de &agua. Estes ésteres podem ser utilizados como
emulsificantes na area de alimentos, cosméticos e formulagoes
farmacéuticas.

ZAKS et alii, em 1994, relataram a producéo de monoglicerideos
por transesterificacdo de triglicerideos, catalisadas por lipases em meio
alcodlico. No processo realizado, a enzima selecionada foi adicionada a
uma emulséo de triglicerideos em meio alcdolico contendo uma certa
quantidade de agua. A lipase selecionada foi adicionada no meio de
reacdo e a suspensio é formada, devido ao fato que as lipases sao
insoltveis na maioria dos solventes organicos. A suspensao foi agitada
até completar a reaco. Apbs a reacdo, a enzima foi removida, e os
monoglicerideos produzidos foram separados da mistura reativa. O
rendimento do processo foi de 90%. O processo apresentado fornece alto
rendimento de B - monoglicerideos tendo estrutura Unica, chamados de

monoglicerideos acilados na posicdo B. Ao contrario, os métodos
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quimicos tradicionais resultam apenas em monoglicerideos a- acilados. O
processo apresentou diversas vantagens, incluindo baixa formacao por
produto, condigbes brandas de reacao, facil separagdo do produto e
formacao de ésteres de acidos graxos, como segundo produto da reacio.
Os ésteres de acidos graxos formados podem ser usados diretamente na
industria cosmética ou como material de sintese de varios produtos, tais
como alcoois graxos, aminas, etc. A estabilidade operacional da lipase
biocatalisadora manteve-se elevada e a biocatalizagdo pode ser
facilmente reutilizada. A reacdo pode ser efetuada em temperatura
ambiente ou levemente alta. O processo citado anteriormente, quando
comparado com os processos tradicionais, teve a vantagem de exigir
pouca hidrogenacdo de triglicerideos altamente insaturados e
temperaturas brandas de destilacao.

SARNEY et alii 1994, estudaram a sintese quimica de ésteres de
dissacarideos de acidos graxos. A utilizacio de enzimas para a producao
de surfactantes tém sido ativamente exploradas nos ultimos anos. Dentre
as vantagens do método enzimatico relatadas pelos autores, estdo as
condigOes de reacdes brandas e a alta seletividade enzimatica. Embora
recentes relatos tém aceito a preparacdo de monossacarideos e ésteres
alquil glicosideos, a sintese de ésteres de dissacarideos permanecem um
desafio. Isto € devido a baixa solubilidade de dissacarideos em solventes
organicos, que sdo geralmente considerados apropriados para a
biocatalise, uma vez que poucas enzimas sdo conhecidas por reter a
atividade catalitica em piridina ou dimetilsulfoxido (DMSO), podendo
solubilizar estes aglicares em altas concentragoes.
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Para resolver este problema, os autores adotaram uma alternativa
previamente desenvolvida para o preparo de ésteres de monossacarideos
de acidos graxos, chamada acetalizacao de dissacarideos que foi tentada
para melhorar sua solubilidade com acidos graxos, evitando o uso de
solventes muito polares no meio de reagcédo. Os autores descrevem a
sintese de monoésteres de lactose e maltose enzimaticamente
preparados para corresponder aos dissacarideos acetalizados. Foi obtido
um produto final com bom rendimento, apos a hidrélise acida catalisada

dos grupos acetatos.

SARNEY et alii 1995, fizeram uma revisdo sobre a aplicacdo de
enzimas em sintese de surfactantes. O trabalho sugere dois métodos
para sintese de ésteres de agucares e acidos graxos. O primeiro método
foi baseado no uso de solventes organicos, dimetilsulféxido ou piridina,
capaz de solubilizar ambos os substratos e o segundo método em meio
isento de solvente organico. Outra alternativa € o emprego de
carboidratos acetilados, pois facilita a solubilidade dos reagentes. Os
produtos finais, ésteres de acidos graxos com mono e dissacarideos,

foram obtidos por catalise com lipases e com alto indice de rendimento.

ADELHORST et alii 1995 preparam 6-0-monoéster de
alquilglicopiranosideo com rendimento de 90%, através da catalise
enzimatica direta. A esterificacdo de sacarose ou glicose com Aacidos
graxos de cadeia curta (Cg - Cqo) e longa (Cq2 - C1g) Ocorreu em meio
isento de solvente orgénico sob agitacéo a 70° C com catalise de lipases

imobilizadas de Candida antartica e cylindracea, Humicola sp e
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Pseudomonas sp. Dentre as enzimas estudadas, a lipase de C. anfartica
foi a mais estavel a temperatura, enquanto as lipases de Pseudomonas
cepacia e C. cylindracea foram as que mostraram menores rendimentos
cataliticos. Também foi observado que as reagbes mais rapidas
ocorreram com acidos graxos de cadeia longa (Cq2 - Cig) quando
comparados com os acidos graxos de cadeia curta ( Cs - C10). Este efeito
comprovou a preferéncia geral de lipases por substratos lipofilicos.

Estudos de especificidade de &cidos graxos pela lipase de
Rhizomucor miehei contra 20:1n-9, 20:5n-3, 22:n-9 e 22:6n-3, foram
realizados por PEDERSEN et alii, em 1995. Este estudo foi realizado
comparando-se a alcodlise em propanol de varias misturas de acidos
graxos com cadeias carbonicas entre Cx € Cz (FFA), ou seus etil-
ésteres correspondentes (FAEE) em n-heptano. Para todos os acidos
graxos examinados, o grau de converséo foi muito maior quando se
utilizou acidos graxos em relagdo aos etil - ésteres. A lipase apresentou
alta especificidade contra o substrato 20:1n-9, e menor especificidade em
relacao aos acidos graxos poliinsaturados, especialmente 22:6n-3. O grau
de conversio de acidos graxos n-3, apresenta uma clara preferéncia para
20:5n-3 sobre 22:6n-3, n3o somente quando este se apresenta sozinho

ou nas diferentes misturas examinadas.

COULOND et ali 1995, realizaram estudos de comparagdo de
esterificacdo direta e transesterificacéo de frutose por acao da lipase de
Candida antartica. Neste estudo, a sintese de frutose oleato foi realizada

em fermentador pela lipase imobilizada de Candida antartica em sistema
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de reacdo com ou sem solventes organicos. No entanto, quando se
utilizou solvente orgénico no sistema de reacao, foi obtido 65% e 46% de
conversao de frutose por transesterificacdo e esterificacao

respectivamente.

LINKO et alii 1995, estudaram a sintese de ésteres de butil oleato e
por acao de 25 lipases comerciais, entre estas, as lipases de Candida
rugosa, Chromobacterium viscosum, Pseudomonas fluorences e
Rhizomucor miehei apresentaram maior rendimento na sintese de butil
oleato no teor de 85,5%, 87,3%, 87% e 84,6%, respectivamente. O efeito
da propor¢cdo molar 1-butanol/acido graxo e a concentracao da enzima
foram investigados. Foi encontrado que, na propor¢cao molar de alcool/
acido graxo, 0,5:1,0 a sintese de 80% do éster foi produzida pela lipase
de Candida rugosa. Para as lipases de Chromobacterium viscosum e
Pseudomonas fluorences a sintese de 90% de éster foi observada na
propor¢cao molar 2:1. A lipase de Rhizomucor miehei, apresentou uma
taxa de producgédo de butil oleato de apenas 40% na proporgdao molar 3:1.
Em relacdo ao efeito da concentracdo da enzima, foi observado um
aumento na produgdo de butil oleato em cerca de 100% guando se
utilizou 3,2% de extrato enzimatico para a lipase de Rhizomucor miehei.
Para as outras lipases, n&o foi observado nenhum efeito o aumento da
concentracao da enzima na producéo do éster.
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A esterificagdo de acido oléico com glicerol na presenca de
catalisador 6xido de ferro sulfatado foi pesquisado por GUNER et alii
1996. A esterificacdo ocorreu com quantidades equivalentes de reagentes
a uma temperatura entre 180-240°C, com agitacdo a 200 rom, e
nitrogénio (gas inerte, 200mL/min) foi passado sobre a superficie da
mistura de reagéo para garantir uma atmosfera inerte e para remocao de
agua. O efeito do catalisador na cinética da reacdo em diferentes
temperaturas foi relatado.

Esteres de carboidratos utilizados como surfactante na
esterificacéo, por lipase, de acidos graxos e alcoois de cadeia longa em
sistema isento de agua, em hexano, foram estudados por BASHEER et
alii, 1996. Lipases de diferentes fontes foram, inicialmente, tratadas com
surfactante do tipo ésteres de carboidratos para garantir a dispersibilidade
em solventes apolares. Esta técnica permitiu altos rendimentos de
biocatalise. O valor do balango hidrofilico-lipofilico, o acido graxo de
cadeia longa e os ésteres usado para modificar as lipases, influenciaram
significativamente na atividade de esterificacdo pelo complexo lipase-
surfactante.

Aspergillus sp linhagens n° 1068 e 1099 foram selecionadas e
isoladas por COSTA & PASTORE em 1996, por apresentarem alta
producéo de lipase. A lipase de A. sp n° 1099 hidrolisa preferencialmente
gordura do leite de cabra e nao apresenta afinidade pelo substrato
sintético p-nitrofenil-laurato. A lipase de A. sp n°1068 hidrolisa
preferenciaimente gordura de cdco, tem pequena atividade contra 6leo de
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oliva e apresenta afinidade pelo substrato p-nitrofenil-laurato. Devido a
sua maior atividade lipolitica , esta enzima foi selecionada para o estudo
de purificacdo enzimatica. A reacao de esterificacéo entre acido oléico e
glicerol pela lipase de Aspergillus Sp no1068 foi pesquisada e verificou-se
que a enzima esterifica 0 acido oléico e glicerol, produzindo mono, di e
trioleina.

HAYES et alii 1996, fizeram uma revisdo sobre a atividade
catalitica de lipases. Acidos graxos hidroxilados, originados de fontes
naturais e sintéticas, tem muitas aplicagbes em cosméticos, lubrificantes
e na industria de alimentos. O trabalho relatou a acdo de lipases em
hidroxiacidos e derivados. Lipases de Pseudomonas Sp e da porcao
pancreatica sdo usados com sucesso para a producao de lactonas. As
lipases também catalisam reacoes entre hidroxiacidos e alcoois
originando hidroxiésteres como maior produto.

SKAGERLIND et alii 1997, estudaram a sintese de éster glicosidico
em microemulsdo. O surfactante, etil-6-0-decanoil glicosidico, foi
sintetizado por catalise lipolitica. A lipase usada foi de Candida antarctica.
A microemulsao foi feita com dois substratos para a reacao, etilglicosidico
e acidos graxos tendo sais de acidos graxos ou ester glicosidico como
surfactante. Pressdo reduzida foi usada para eliminar a agua de
condensacao. Surfactantes de boa biodegradacao e baixa toxicidade tem
tido consideravel interesse. Esteres de acucares preparados por
condensacdo de um acido graxo com um mono ou dissacarideo, sdo

exemplos de surfactantes nao iénicos.
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Lipases que catalisam esta condensacio em sistema aquoso tem
sido relatadas, porém os rendimentos s3o baixos. Altos rendimentos
podem ser obtidos em sistemas com solventes organicos, como a
piridina, alcoois terciarios ou quaternarios ou usando sistema bifasico,
sendo uma com agua e aglcar e a outra com &cido graxo ou
etilglicosideo dissolvido em &cido graxo liglefeito, com lipases
imobilizadas. Para obter altos rendimentos, a escolha do sistema de
reacao € importante. O rendimento da reacéo foi significativo, com
conversao de &cidos graxos e etilglicosideo alcancando 77% e 96%,

respectivamente.

COSTA & PASTORE 1997, caracterizaram uma lipase fungica de
uma linhagem de Rhizopus sp ainda n&o relatada na literatura. A lipase
bruta teve sua atividade hidrolitica testada contra os substratos de
gordura de cbco, 6leo de oliva, dleo de mamona, gordura do leite de
cabra e substrato sintético p-nitrofenil-laurato. A enzima mostrou maior
atividade para hidrolisar gordura de cdco, frente aos outros substratos.

O extrato enzimatico bruto foi parcialmente purificado em coluna de
DEAE-Sephadex A-50, sendo obtidas duas fragbes, as quais foram
submetidas a testes bioquimicos para caracterizacdo de suas
propriedades. As fracbes apresentaram atividade em temperatura na faixa
de 40 a 55°C e temperatura de estabilidade na faixa de 24 a 40°C, e, pH
6timo de 6,0 a 6,5 e estaveis no pH entre 5,6 a 7,5, semelhante a enzima
bruta.
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SHAHID! et alii 1997, pesquisaram a sintese enzimatica de
acilglicerois a partir de glicerol e concentrados de acidos graxos ¢-3 de
6leos marinhos, em solvente organico. Sete lipases foram usadas para a
biocatalise de esterificacdo. A lipase LP-401-AS de Chromobacterium
viscosum mostrou alto rendimento para esta reacdo. Efeitos dos
parametros reacionais desta lipase foram estudados, a saber:
temperatura, curso da reacao, concentragédo da enzima, e volume de
solvente. O grau de sintese de acilglicerol foi de 94,3%. A concentracao
de monoacilgliceréis, diacilgliceréis e triacilglicerdis foi 13,8, 43,1 e
37,4%, respectivamente.

GANDHI 1997, fez uma revisao de aplicagbes de lipases. Segundo
o autor, lipases podem ser empregadas na produgcdo de produtos
farmacéuticos, cosméticos, detergentes, alimentos e perfumarias,
diagnésticos médicos e sintese de materiais organicos. O autor também
relata as vantagens da utilizacdo de lipases nas reacdes de hidrélise de
Oleos e gorduras em relacdo a hidrélise quimica, devido as condicdes
brandas de temperatura e baixo custo, tornam este grupo de enzimas
muito atrativo sob o ponto de vista industrial. A habilidade de lipases
catalisarem a reagdo de sintese como a esterificacéo é discutido. Lipases
podem catalisar a sintese de ésteres em sistemas de reagao contendo ou
nao solventes organicos. Esteres de acidos graxos de baixo peso
molecular como acetato de geranil, isoamil butirato e benzil propionato,
sdo exemplos de ésteres produzidos por acao de lipases e que sdo
largamente utilizados devido as suas qualidades aromaticas e de “flavor’.
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Esteres de butil laurato sdo um dos componentes na composicéo de
“flavors”, especiaimente para 0S péssego, O que aumenta O interesse

industrial, devido a sua potencial aplicagdo na area de alimentos.

TSITSIMPIKOU et alii 1998, estudaram a acilacao de glicose
catalisada por lipases em di6xido de carbono supercritico. A acilacao de
glicose e acido laurico em sistema de reacdo catalisada por lipases de
Candida antartica e Candida rugosa € Mucor miehei, foi investigada.
Foram realizados estudos do efeito da temperatura na atividade
enzimatica, efeito da atividade de agua inicial e proporgdo molar entre
glicose e acido laurico. Foi verificado que, a lipase de Candida antartica
manteve-se estavel em temperaturas acima de 70°C, enquanto que a
lipase nao imobilizada de Candida antartica, teve a temperatura 6tima de
reacdo a 60°C. A reagao de acilacdo foi dependente da atividade de agua
(aw) inicial para 0s dois substratos e enzimas; foi encontrado um valor de
0,75 de aw inicial para a lipase de Candida antartica, 0,53 para a lipase
de Candida rugosa e entre 0,3 a 0,5 para a lipase de Mucor miehei. Em
relacdo a proporgcdo molar acucar/ acido graxo, a lipase de Candida
rugosa foi mais ativa na propor¢éo molar 1:3, enquanto que a proporgao
6tima encontrada para as lipases de Mucor miehei e Candida antartica foi
de 1:6.
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4. MATERIAIS E METODOS.

4.1 MATERIAL.

4.1.1 Reagentes e Materiais Especificos.

Reagentes quimicos: acidos, alcalis, sais minerais, solventes
(MERCK, CARLO ERBA, RIEDEL ou equivalente).

Reagente especifico: Ryoto Sugar Ester (MITSUBISHI CHEMICAL
INDUSTRIES LTDA).

Acidos Graxos: acido laurico, acido caprilico, acido oléico (RIEDEL e
SIGMA).

Glicerideos: 1 (3)- monoleina, 1.2 (1.3) dioleina, trioleina, 6leo de oliva

comercial.

Meios de Cultura: PDA (Potato Dextrose Agar), BHI (Brain Heart

Infusion).

Meio de fermentagido semi-solido: farelo de trigo comercial e agua

destilada.
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- Placas de vidro 24x24 cm, Silica Gel G-60 (MERCK).

- Coluna de fase reversa ODS-RP-18 de diametro interno de 4,6 mm

DP 5 u, 25 cm de comprimento.

4.1.2 EQUIPAMENTOS.

Estufas de cultura, mod. 002 CB, FANEN.

- Estufas bacteriologicas, FANEN.

- Autoclave vertical, PHOENIX.

- Banho termostatico, GILSON.

- Banhos térmicos de temperatura controlada, FANEN.

- Agitadores magnéticos com aquecimento, QUIMIS.

- Potenciémetro, DIGIMED TE-902.

- Espectrofotdmetro, BECKMAN DU-70.

- Agitador de tubos mod. AT-56, PHOENIX.
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- Centrifuga refrigerada mod. J2-21 , BECKMAN.

- Balanca semi-analitica OHAUS® Precision plus, TECNAL.

- Balanga analitica mod. H-10, METTLER.

- Cromatégrafo WATERS 600-E Power Line com detector WATERS

484 de indice de refracio e integrador ao processador Data Médulo
WATERS, mod. 746.
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4.2 METODOS.

4.2.1 PRODUGAO DA ENZIMA.

4.2.1.1 Preparo do Inéculo.

Para producdo da enzima foi utilizada cultura de Rhizopus sp LB-
FEA-14 (linhagem pré selecionada no Laboratério de Bioquimica de
Alimentos- FEA- UNICAMP) cultivada em meio de PDA (Potato
Dextrose Agar). Foi preparada uma suspensao de esporos,
adicionando-se 10 mL de agua estéril em tubo contendo a cultura
selecionada, a superficie do tubo foi raspada com alca de niquel-cromo
para remocgao dos esporos.

4.2.1.2 Fermentacao Semi-sélida.

Foi preparado meio de fermentacao semi-solida constituido de
farelo de trigo e agua na proporgédo de 60:40 (p/v) e colocados em
erlenmeyer de 500 mL. Este meio foi esterilizado em autoclave por 15
minutos a 120°C. Ao meio foi adicionado 1mL de inéculo descrito no
item acima e incubados a 30°C por 120 horas, em estufa
termostatizada para a produgéo da enzima.
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4.2.1.3 Extracao da Enzima.

Apés o periodo de incubacdo, os frascos erlenmeyer foram
retirados da estufa, adicionados 100 mL de agua destilada, e em
seguida, deixados em repouso por cerca de uma hora. Apés este
periodo, o meio foi homogeneizado com bastéo de vidro e filtrado em
la de vidro, para obtencao do extrato aquoso contendo a enzima bruta.

4.2.1.4 Fracionamento com Sulfato de Amdnio.

Ao extrato aquoso foi adicionado sulfato de amoénio até 70% de
saturacao. Esta etapa foi realizada em banho de gelo para manutengao
da atividade da enzima. A mistura permaneceu sob refrigeracao por 12
horas. Apés este periodo, o extrato foi centrifugado a 7000 rpm / 4°C,
por 16 minutos. O precipitado, contendo a enzima bruta, foi dialisado
contra agua deionizada em membrana de acetato de celulose a
temperatura de 10°C, por 48 horas. Posteriormente, a enzima bruta foi
liofilizada e mantida em freezer.
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4.2.2 DETERMINAGAO DA ATIVIDADE LIPOLITICA DA ENZIMA
BRUTA.

4.2.2.1 Determinacdo da Atividade Lipolitica no Substrato de Oleo
de Oliva.

A um sistema contendo 1 g de 6leo de oliva e 4 mL de tampao
fosfato de soédio 0,05M pH 6,0, foi adicionado 1mL do extrato bruto
enzimatico na concentragdo de 10 mg/mL e 5 pérolas de vidro de 0,3
mm de didmetro cada, mantidos em erlenmeyer. A mistura foi incubada
em banho termostatizado a 40°C por 60 minutos, e agitado com 130
oscilagées por minuto. Apds a incubagéo, a reagao foi paralisada pela
adicdo de 15 mL de etanol/acetona (1:1, v/v). A atividade da lipase foi
estimada pela titulagao dos acidos graxos livres da hidrélise do 6leo de
oliva, com uma solucédo de KOH 0,05N e indicador fenolftaleina. Uma
unidade de atividade enzimatica foi definida como a quantidade de
lipase que libera 1umol de &acido graxo por minuto, a 40°C por uma
hora.

O calculo da atividade enzimatica foi feito utilizando-se uma
curva padrao de acido oléico x KOH 0,05N.
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4.2.3 ESTUDO DE ESTERIFICAGAO DE GLICEROL E ACIDOS
GRAXOS PELA LIPASE BRUTA DE Rhizopus sp.

4.2.3.1 Preparo da Mistura de Reacao.

A mistura de reagado para sintese de ésteres de acidos graxos, foi
composta de 8g de glicerol e 1g dos diferentes acidos graxos (acido
oléico, laurico e caprilico) e 25mg de extrato bruto liofilizado dissolvido
em 1mL de agua destilada.

Cada mistura de reacéo foi colocada em erlenmeyer de 125 mL,
com cinco pérolas de vidro de 3mm de didmetro cada para melhor
homogeneizacéo, e foram incubados a 40°C em banho termostatizado,
com agitacdo de 130 oscilacdes por minuto, por tempo de reacao
variavel, a saber: Oh, 6h, 24h, 72h, 96h.

A reagéo foi paralisada com 15 mL de etanol/ acetona 1:1 (v/v) e
os acidos graxos remanescentes foram titulados com KOH 0,05N,
utilizando fenolftaleina como indicador, conforme descrito no item

4.2.2.1. Este ensaio foi realizado pelo menos em triplicata.
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4.2.3.2 Cromatografia em Camada Delgada (CCD) dos Produtos de
Esterificagido de Acidos Graxos e Glicerol pela Lipase Bruta

de Rhizopus sp.

A cromatografia, em camada delgada (CCD), foi realizada
preparando-se uma mistura de 45 g de Silica Gel G-60, com 90 mL de
acido borico 0,3M. A mistura foi aplicada em placas de vidro 24x24 cm
de dimens&do, por 2 mm de espessura, com aplicador Desaga* e
colocada para ativagdo em estufa a 100°C por 40 minutos.

Foi utilizado um sistema solvente constituido de éter etilico, éter
de petroleo e &cido formico 210: 90:0,4 (v/v/v), respectivamente.

O cromatograma desenvolveu-se em aproximadamente 40
minutos, a temperatura de 25°C. A revelacdo foi feita através da
exposicao da placa em camara de iodo sublimado, e foi incubada a
110°C por, 60 minutos.

Foram utilizados como padrdes ftrioleina, 1,3-dioleina, 1-
monoleina e acido oléico (SIGMA), na concentracio de 1% em solucado
etanol/acetona 1:1 (v/v).

4.2.3.3 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia dos Produtos de
Esterificagdo de Acido Graxo com Glicerol pela Lipase de
Rhizopus sp.

Os ésteres de acido graxo com glicerol, presentes nas amostras

da reacéo de esterificacdo, foram analisados através de cromatografia
liquida de alta eficiéncia.
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Utilizou-se coluna de fase reversa ODS -RP-C18 de diametro
interno de 4,6 mm, DP5yu, 25 cm de comprimento, a temperatura de
30°C, com fase mével de acetona: acetonitrila 1,6:1 (v/v), com taxa de

fluxo de 1 mL /minuto.

4.2.4 ESTUDO DE ESTERIFICAGAO DE ALCOOIS E ACIDOS
GRAXOS, EM HEXANO, POR AGAO DE LIPASE DE
Rhizopus sp.

4.2.4.1 Preparo da Mistura de Reagéo de Esterificagdo de Acidos

Graxos e Alcoois em Hexano.

A mistura de reacdo para sintese de ésteres de acidos graxos e
alcoois, em hexano, foi 250mM &acido graxo, sendo &cido oléico, acido
laurico e caprilico e acido acético, 500 mM de alcool, sendo etanol
propanol e butanol dissolvidos em 1mL de hexano e contendo 2% de
extrato bruto enzimatico.

Cada mistura foi colocada em erlenmeyer de 50 mL e foram
incubados a 40°C, em banho termostatizado com agitacao de 130
oscilacdes por minuto, por tempo variavel de: Oh, 1/2h, 1h, 2h, 4h, 8h,
12h, 24h e 48h. Cabe salientar que estes ensaios foram realizados

pelo menos em triplicata.
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A reacao foi paralisada com etanol/acetona na propor¢céo 1.1 e
os acidos graxos remanescentes foram titulados com KOH 0,05N,
utilizando-se fenolftaleina como indicador de ponto de viragem, de
acordocom 4.2.2.1.

4.2.5 CARACTERIZAGAO BIOQUIMICA DO SISTEMA DE REAGAO
ACIDO LAURICO E BUTANOL EM HEXANO POR AGAO DE
LIPASE DE Rhizopus sp.

Com o sistema reativo que apresentou maior rendimento foi feito
um estudo, também em ftriplicata, das condicbes 6timas de reagao
onde se avaliou o efeito da temperatura, relagdo molar entre acido
graxo/alcool, presenca de hexano e concentracao de enzima.

4.2.5.1 Efeito da Temperatura na Sintese de Esteres pela Lipase.

O efeito da temperatura na atividade enzimatica foi realizado
utilizando-se um sistema de reagdo composto por 250 mM de acido
laurico, 500 mM de butanol, 2% de extrato enzimatico e 6 mL de
hexano, 05 pérolas de vidro de 0,3 mm de diametro colocados em
erlenmeyer de 50 mL.

A mistura foi incubada nas temperaturas de 20°C, 30°C, 40°C,
50°C, 60°C, 70°C e 75°C por 2 horas, em banho termostatizado com
agitacao de 130 oscilagbes por minuto.

A estimativa de sintese dos ésteres foi medida conforme descrito
em4.221.

50



Materiais e Métodos

4.2.5.2 Efeito da Concentragiao de Enzima na Sintese dos Esteres.

O efeito da concentracdo de enzima foi realizado utilizando-se
um sistema de reagéao composto por 250 mM de acido laurico, 500 mM
de butanol, 6 mL de hexano, 5 pérolas de vidro de 0,3 mm de diametro
em erlenmeyer de 50 mL, a temperatura de 50°C, em banho
termostatizado com agitacdo de 130 oscilagdes por minuto, por 2
horas.

As concentragdes de extrato bruto enzimatico usadas no sistema
foram: 1%, 2%, 3% e 5%. A atividade lipolitica foi verificada de acordo
comoitem 4.2.2.1.

4.2.5.3 Efeito da Relagao Molar.

O efeito da Relagdo Molar foi avaliado partindo-se de uma
mistura que continha 6 mL de hexano, 2% de extrato bruto de enzima e
obedecendo a relagdo molar de acido laurico:butanol: 1:1, 1:2, 2:1, 1:3,
3:1,2:3, 3:2.

A mistura foi incubada, por 2 horas, a temperatura de 50°C em
banho termostatizado com agitacdo de 130 oscilagdes por minuto. A
atividade foi medida de acordo com o item 4.2.2.1.
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4.2.5.4 Efeito da Presenca de Hexano.

O efeito da presenca de hexano foi realizado com o seguinte
sistema de reac&o: 250 mM de acido laurico, 500 mM de butanol, 2%
de extrato enzimatico, 05 pérolas de vidro de 0,3 mm de diametro
colocados em erlenmeyer de 50 mL.

Foram acrescentados aos sistemas de reacdo quantidades de
hexano: 1 mL, 3 mL, 6 mL, 8 mL, 10 mL e incubados por 2 horas a
50°C, em banho termostatizado com 130 oscilagbes por minuto.
Verificou-se a atividade segundo o item 4.2.2.1.

4.2.6 ESTUDO DE ESTERIFICAGAO ENTRE CARBOIDRATOS E
ACIDOS GRAXOS POR AGAO DA LIPASE DE Rhizopus sp.

4.2.6.1 Preparo do Sistema de Reagio para Sintese de Esteres de

Carboidratos e Acidos Graxos em Sistema Aquoso.

Enzima e substratos foram misturados em tamp&o acetato 0,05M
pH 5,6 e incubados a 40°C. O sistema foi colocado em agitacéo
magnética por 96 horas.

As condicbes da reacdo enzimatica obedeceram a relagdo molar
de 0,05 mol/L carboidrato e 0,2 mol/L acido graxo e 4 g/L de extrato

enzimatico.
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Os glicideos testados foram glicose, sacarose, lactose e maltose
e 0s acidos graxos foram acido oléico, acido laurico e caprilico.

A reacao foi paralisada com 15 mL de etanol/ acetona 1.1 e
monitorada pela titulacdo do acido graxo remanescente com KOH
0,05M, usando fenolftaleina como indicador, de acordo com 4.2.2.1.

Apos o término da reacao o sistema foi liofilizado.

4.2.6.2 Estudo da Relagdo Molar entre Sacarose e Acido Oléico na

Reacgao de Esterificagdo pela Lipase LB-FEA-14.

O efeito da relagdo molar na reacao entre sacarose e acido
oléico foi verificado a partir de 4g/L de extrato bruto enzimatico,
dissolvidos em tampao acetato 0,06M pH 5,6, onde se adicionou
diferentes relacdes molares de sacarose e acido oléico, a saber:
0,05:0,05, 0,05:0,1, 0,05.0,2, 0,05.0,3, 0,1:0,2, 0,2:0,2, 0,3:0,2 e
0,2:0,1, respectivamente. Os experimentos foram incubados a 40°C,

por 96 horas, em agitacado magnética.

4.2.6.3 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia do Consumo de

Acido Oléico na Esterificagdo com Sacarose pela Lipase.

Os ésteres de sacarose e acido oléico obtidos foram analisados
através de cromatografia liquida de alta eficiéncia. Utilizou-se coluna
de fase reversa ODS -RP-C18 de didmetro interno de 4,6 mm, DP5y,
25 cm de comprimento, a temperatura de 30°C, com fase mével de

acetona: acetonitrila 1,6:1 (v/v), com taxa de fluxo de 1 mL /minuto.
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4.2.6.4 Determinacdo da Tensdo Superficial.

A tens3o superficial foi medida em agua destilada a temperatura
de 23°C, no tensidmetro de Kruess Processor Tensiometer K12 V3.11,
pelo método de placa.

Foi feita a medida da tensdo da curva ascendente de
concentracéo de 0,05g/mL, 0,10g/mL, 0,20 g/mL, 0,40 g/mL, 0,60 g/mL
e 0,80 g/mL, do produto de reacao liofilizado e de sugar-éster

comercial como padrao.

4.2.6.5 Verificagio do Potencial Bacteriostatico do Ester de

Sacarose e o Acido Oléico.

Inicialmente a cultura de Staphylococcus aureus foi repicada em
meio liquido de BHI (Brain Heart Infusion), por 24h a 37°C.

Apos ativagdo da cultura de Staphylococcus aureus, a mesma foi
inoculada em meio liquido de BHI, contendo 0%, 0,5%, 1,0%, 2,0% e
5,0%, do sistema de reagao liofilizado.

Apds 24h de incubago a 37°C, a cultura foi inoculada em meio
solido de BHI, para visualizar o crescimento. Foi analisado o

crescimento do microrganismo, apés o periodo de incubacgao.

Os experimentos para demonstrarem a esterificacdo entre
carboidratos e acidos graxos, bem como a determinacéo da tensao
superficial e do poder bacteriostatico, foram realizados pelo menos em

triplicata.

54



Resultados e Discussdo

5. RESULTADOS E DISCUSSAO.

5.1 Produgio da Lipase em Meio Semi-sélido.

Para a producdo de lipase pela linhagem de Rhizopus sp, foi
empregado o processo de fermentacdo semi-solida, utilizando-se como
meio de cultivo um subproduto da industria de panificagéo (farelo de trigo)
e agua, sendo este, um processo de baixo custo para producado de
enzima fungica, e de grande rendimento. Foi obtido 1 grama de extrato
bruto enzimatico, para cada 72 gramas de farelo, nas condi¢bes descritas
nos itens 4.2.1 e 4.2.2.

A figura 2 apresenta o fluxograma da produgao da lipase.

FUKUMOTO et alii 1963, selecionaram uma linhagem de
Aspergillus niger, que produziu 21 gramas de enzima bruta para cada 53
gramas de farelo de trigo (ProcessKoji), em um periodo de incubacéao de
72 horas a 30°C.

RIVERA MUNOZ et alii 1991, na producao de lipases microbianas,
utilizaram fermentacdo semi-sélida, incubando fungos como Penicillium
camemberti, Penicillium candidum e Mucor miehei em farelo de trigo e

solucdo de minerais, obtendo enzimas com grande atividade lipolitica.
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OHNISHI et alii 1994, estudaram a producdao de lipase de
Aspergillus oryzae em cultura semi-sélida, e verificaram que o fungo
cresceu em meio semi-solido, mas produziu pouca quantidade de lipase.
Os autores concluiram que isto pode ser resultado da degradacdo da
lipase pela quantidade de protease, que também foi produzida.
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PREPARO DO INOCULO
U
FERMENTAGAO EM MEIO SEMI-SOLIDO
U
OBTENGAO DO FILTRADO
U
FRACIONAMENTO COM SULFATO DE AMONIO
U
CENTRIFUGAGAO
U
OBTENGAO DO PRECIPITADO

U

DIALISE CONTRA AGUA DESTILADA
U

PREPARAGAO ENZIMATICA BRUTA
U

LIOFILIZAGAO

Figura 2- Fluxograma da Produgéo da Lipase Bruta de Rhizopus sp.
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5.2 Estudo de Esterificacdo de Glicerol e Acidos Graxos por Acédo da
Lipase de Rhizopus sp.

O estudo de esterificacdo de glicerol e acidos graxos pela lipase de
Rhizopus sp foi realizado de acordo com o item 4.2.3. A figura 3A ilustra
as porcentagens de esterificacdo obtida em relacdo aos diversos
sistemas de reacdo, devido a acao da lipase bruta de Rhizopus sp LB-
FEA-14.
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Figura 3A- Porcentagem de Esterificagdo Utilizando-se Diversos Acidos Graxos.

Como pode ser observado, a maior porcentagem de esterificacao
foi entre glicerol e acido laurico (C+2), com 93%, apds 48h, na temperatura
de 40°C.
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O sistema glicerol e acido caprilico (Cs) apresentou 73% de
esterificacao apés 48h e com acido oléico (C1s), nas mesmas condicées
de reacéo, 79% de esterificacao.

A figura 3B apresenta a porcentagem de esterificacdo entre o
glicerol e os &cidos oléico, laurico e caprilico em funcdo do tempo. A
figura 3C ilustra a cromatografia em camada delgada (CCD) dos produtos
da reacao de esterificacdo de 4cido oléico e glicerol.

acido taurico

/. acido oleico

¥ acido
caprilico

100 [

% Relativa de Esterificacao

O s | L s 1 . : | s " L : | : |
0 10 20 30 40 50

tempo (horas)

Figura 3B- Porcentagem de Esterificacdo em Fungio do Tempo de Reag3o.

Como pode ser observado, a atividade de esterificacdo, apés 6
horas de reacao, no sistema, contendo &cido laurico e glicerol, foi de
baixo rendimento, na faixa de 25% Porém, a esterificacdo com acido
oléico apresentou um rendimento em torno de 64%, sendo esta uma taxa
de conversao maior que a do &cido caprilico (55%).
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A figura 3D apresenta o cromatograma do consumo de acido oléico
na reacao de esterificagdo com glicerol pela lipase LB-FEA-14.

IBRAIM et alii 1987, estudaram a sintese de glicerideos por varios
acidos graxos de cadeias carbonicas C, a C4s, em sistema livre de
solvente organico. Os autores verificaram que ,a agao de esterificacio da
lipase de Humicola lanuginosa foi mais efetiva para os acidos graxos de
cadeias C,a C4s, em relagio aos acidos graxos de cadeia curta.

A lipase de Pseudomonas fragi 22.39 B, estudada por NISHIO et
alii 1988, catalisou a sintese de ésteres de acidos graxos de cadeia
aberta (acido butirico, laurico e linoléico). Foi verificado que o ganho da
atividade enzimatica foi proporcional ao aumento do numero de carbonos
da cadeia de acidos graxos.

A esterificacdo de acido oléico e glicerol através da acdo das
lipases de Penicillium roquefort, Rhizopus delemar e Rhizopus niveus foi
estudada por PARK & PASTORE, 1989. Foi verificado que a lipase de
Penicillium roqueforti formou como produtos de reagcdo 1,2 (2,3)
diglicerideos, 1,3 diglicerideos, nio formando porém triglicerideos. As
lipases de R. delemar e R. niveus, formaram todos glicerideos, inclusive
triglicerideos.
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A sintese de ésteres por agio da lipase bruta de Rhizopus
oligosporus em sistema aquoso, foi pesquisada por ISHII et alii 1990,
apresentando altos rendimentos na produgio de glicerideos. Apesar de
se obter bons rendimentos de esterificacdo na presenga de solventes
organicos, estudos em sistemas aquosos tém sido relatados, pois a
vantagem é a auséncia de toxicidade do solvente organico.
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] ESTERIFICACAO DE ACIDO
OLEICO E GLICEROL POR LIPASE DE RHIZOPUS sp

1- Trioleina 5-0 hora de reacdo
2- 1,3-Dioleina 6- 24 horas de reagao
3- 1-Monoleina 7- 48 horas de reagio
4- Acido Oléico 8- 72 horas de reagio
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Figura 3C - Cromatografia em Camada Delgada dos Produtos de Esterificagio de
Acidos Graxos e Glicerol pela Lipase de Rhizopus sp LB-FEA-14.
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5.3 Estudo de Esterificagdao entre Alcoois e Acidos Graxos em
Hexano por Acgdo de Lipase de Rhizopus sp.

Nos sistemas reativos de acido oléico, acido caprilico, acido laurico
e acido acético, com alcoois de cadeia saturada: etanol, propanol e
butanol, verificou-se o efeito do comprimento da cadeia carbénica na
sintese de ésteres, conforme relatado anteriormente em 4.2 4.

A porcentagem de esterificacdo usando alcoois de C,~C,4, como
substratos est&o na figura 4.
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1 2 3
Etanol Propanol Butanol

Figura 4- Porcentagem de Esterificagcdo com Diferentes Alcoois.
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Nesse experimento, pode-se verificar que a maior porcentagem de
esterificacédo obtida, quando se utilizou etanol (C,), foi com o &cido
caprilico, no teor de 89%, ap6s 24h de reacdo a 40°C. Em sistema
contendo propanol e &cidos graxos, a conversao maxima foi com o acido
caprilico, no teor de 93%, apos 12 horas de reacao. Entretanto, quando
se utilizou butanol no sistema de reacao, a melhor taxa de conversio
obtida (97%), foi com acido laurico, nas mesmas condicbes de reacéo.

Nos sistemas de reacao que continham etanol, propanol e butanol
com o acido acético, apresentaram baixos indices de esterificacao, sendo
que a maxima taxa de conversdo encontrada foi em etanol com 19,3%
seguida do butanol com 14,5% e propanol 3,4%. Este baixo rendimento
deve-se ao baixo pH em que a enzima foi exposta, causando diminuicao
de sua atividade devido ao efeito desnaturante.

As figuras 4A e 4B apresentam as porcentagens de esterificacao
dos &cidos graxos, em hexano, com etanol.
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Figura 4A- Porcentagem de Esterificagao com Etanol e Acidos

Graxos, em Hexano.
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Figura 4B- Porcentagem de Esterificagao de Etanol com Acidos Graxos em

Fungéo do Tempo.

Pode-se verificar que na presenca de etanol no sistema de reacao,
0s acidos caprilico e laurico apresentaram taxas de esterificacao
equivalentes, na faixa de 85%, apds 12 horas a 40°C. Para o sistema
contendo acido oléico o rendimento foi de 75%, nas mesmas condicoes
de reacdo descritas acima.

A figura 4C demonstra a porcentagem de esterificacdo dos acidos
graxos com propanol, em hexano. A figura 4D ilustra a porcentagem de
esterificacdo de acidos graxos com propanol em fungéo do tempo.
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Figura 4C - Porcentagem de Esterificacdo com Propanol, em Hexano.
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Figura 4D- Porcentagem de Esterificacdao de Acidos Graxos com Propanol em

Fungéo do Tempo.
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Podemos observar que, no sistema de reacao contendo propanol, o
acido caprilico também apresentou maior porcentagem de esterificacao
que foi de 93%, apds 12 horas de reacao a 40°C.

Foi verificado que apés 24 horas de reacao, utilizando os diferentes
acidos graxos e propanol obteve-se taxas de conversio muito
semelhantes no teor de 95% de esterificacdo.

No sistema de reacao composto por acidos graxos e o butanol, na
presenca de hexano, podemos verificar que o sistema de reacdo
contendo &cido laurico, apresentou a maior porcentagem de esterificacao,
em torno de 97%, apés 12h na temperatura de 40°C. Também foram
encontrados indices de 95 e 85% de esterificacao para os acidos caprilico
e oléico, respectivamente.

A figura 4E ilustra os resultados obtidos no sistema contendo
butanol. A figura 4 F demonstra a porcentagem de esterificacdo de acidos
graxos com butanol em funcéo do tempo.
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% de esterificagao
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Figura 4E- Porcentagem de Esterificagdo com Butanol, em Hexano.
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Figura 4F- Porcentagem de Esterificagcao de Acidos Graxos e Butanol em

Fungédo do Tempo.

LANGRAND et alii 1990, relataram a influéncia do tamanho da
cadeia carbénica dos acidos graxos (C, a Ce) e dos alcoois primarios, e a
influéncia da natureza do alcool na sintese de ésteres de aroma. Foram
utilizadas as lipases de Mucor miehei, Aspergillus sp, Candida rugosa e
Rhizopus arrizus em sistema de reacio contendo solvente organico.
Cada preparacao de lipase testada apresentou seletividade de reacao, de
acordo com o alcool e acido graxo utilizado. Foi verificado que a lipase de
Aspergillus sp, foi seletiva para os acidos graxos e alcoois de cadeia

curta.

BLOOMER et alii 1992, estudaram a sintese de ésteres de acido
graxo e etanol por lipase de Rhizomucor miehei, com o objetivo de
aumentar o rendimento da reacdo pela evaporacdo de agua produzida
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pelo sistema de reacao. Segundo os autores, este método permitiu uma
producdo mais rapida de ésteres, tendo refluxo dos solventes pentano ou

hexano utilizados no sistema reacional.

Estudos de especificidade de acidos graxos, pela lipase de Mucor
miehei contra os acidos graxos poliinsaturados: 20: 1n-9, 20:5n-3, 22:n-9
e 22:6n-3, foram realizados por PEDERSEN et alii 1995. Neste estudo,
foi feita a alcoolise em propanol de varias misturas de acidos graxos com
cadeias carbonicas entre Cy € Cx ou seus etil-ésteres correspondentes
em n- heptano. A lipase apresentou alta especificidade contra o substrato
20:1n-9.

Esteres de baixo peso molecular como acetato de geranil, isoamil
butirato e benzil propionato, s&o muito utilizados devido as suas
caracteristicas aromaticas e de “flavor’. O éster butil laurato € um dos
componentes presente em aromas de péssego, 0 que aumenta a sua

aplicagéo na area de alimentos (GANDHI, 1997).

5.4 Caracterizagio Bioquimica do Sistema de Reacao Composto por

Acido Laurico e Butanol na Presenca de Hexano.

Como foram obtidos melhores resultados na producdo de ésteres
de butil laurato, em hexano, procurou-se estudar as melhores condigoes
de otimizacdo do sistema, descrito no item 4.2.5, como: temperatura
6tima, porcentagem de enzima, relacdo molar acido graxo/butanol e

presenca de hexano.
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5.4.1 Estudo do Efeito da Temperatura na Sintese de Ester Butil
Laurato.

O estudo do efeito da temperatura na sintese de éster de butil
laurato foi realizado conforme descrito no item 4.2.5.1. A figura 5 ilustra os
resultados obtidos.
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Figura 5- Efeito da Temperatura na Produgéo do Ester Butil Laurato.

Como podemos observar, a temperatura de producdo maxima do
éster de butil laurato foi a ©0°C, com uma porcentagem de esterificacao
de 50%. Nas temperaturas de 60 e 70°C, houve um decréscimo na taxa
de conversédo do &cido laurico em cerca de 10 e 15%, respectivamente.
No entanto, quando o sistema de reacao foi incubado a temperatura de
75°C, observou-se um decréscimo na taxa de conversao do acido laurico
em torno de 45%, provavelmente devido a perda de atividade catalitica da
lipase.
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Resultados semelhantes foram obtidos por JANSSEN et alii 1993,
que estudaram o efeito de alguns parametros como temperatura,
atividade de agua e solventes na sintese de esteres de acidos graxos e
glicerol. A temperatura 6tima encontrada para a sintese de ésteres de
acido laurico e glicerol foi acima de 55°C. Por outro lado, a lipase de
Aspergillus sp, que também catalisou a sintese de ésteres de acido
laurico com glicerol, apresentou temperatura 6tima de acdo a 30°C
(TSUJISAKA et alii, 1974).

5.4.2 Estudo do Efeito da Concentragao de Enzima na Sintese do
Ester.

O efeito da concentracdo enzimatica na producdo do éster butil
laurato foi verificado de acordo com o item 4.2.5.2. A figura 6 ilustra os
resultados obtidos.
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% RELATIVA DE ESTERIFICACAO
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Figura 6- Efeito da Porcentagem de Extrato Bruto Enzimatico na Reacgéo.

72



Resultados e Discussao

As concentracbes de extrato bruto utilizadas no sistema de reacao
foram: 1%, 2%, 3% e 5%. A produgdo maxima do éster, cerca de 80%, foi
obtida quando se utilizou 5% de extrato bruto no sistema de reagao a
50°C.

Resultados semelhantes foram encontrados por LINKO et alii 1995,
que realizaram estudos de esterificacéo por lipases de Candida rugosa,
Chromobacterium viscosum, Pseudomonas fluorences e Rhizomucor
miehei. Os autores verificaram o efeito do aumento da quantidade de
enzima no sistema de reacdo utilizando diferentes concentragbes
enzimaticas, a saber: 0,3%, 0,6%, 1,5% e 3,2%. Quando a lipase de
Rhizomucor miehei foi usada na concentracdo de 3,2%, obteve-se um
aumento na sintese de butil oleato para 100% de conversao, apos 12
horas de reacao

5.4.3 Efeito da Rela¢ao Molar Acido Graxo/ Butanol.

Com o objetivo de se avaliar o efeito da relagdo molar de acido
graxo/ butanol na produgdo de éster butil laurato, foram utilizadas as
seguintes relagdes molares: 1:1, 1:2, 2;1, 1:3, 3:1, 2:3, 3:2. A influéncia
da relacdo molar de &cido laurico/butanol na reacéo, foi realizada de

acordo com o item 4.2.5.3. Os resultados estdo demonstrados na figura 7.
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Figura 7- Efeito da Relagdo Molar de Acido Laurico/Butanol na Reagao.

De acordo com os resultados apresentados na figura acima,
podemos verificar que, a melhor propor¢do molar acido laurico/butanol,
que resultou na producao maxima do éster butil laurato foi 1:1 em
temperatura de 50°C, apos 2 horas de reacéo.

O efeito da variagao molar dos substratos 1-butanol e acido oléico
na sintese de éster butil oleato por acdo das lipases de Candida rugosa,
Chromobacterium viscosum e Pseudomonas fluorences, foi investigada
por LINKO et alii, 1995. Os autores verificaram que a maxima taxa de
producao (80%) de butil oleato, foi obtida quando se utilizou a variacéo
molar de 0,5:1.0 para 1-butanol e &cido oléico respectivamente e a lipase
de Candida rugosa, apés 24 horas de reagdo. As lipases de
Chromobacterium viscosum e Pseudomonas fluorences produziram a

sintese de butil oleato em cerca de 90% , quando se utilizou a proporcao
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molar butanol/ acido graxo de 2:1. No entanto, a producdo maxima do
ester por acao da lipase de Rhizomucor miehei foi de 40% na proporcao
molar 3:1.

5.4.4 Estudo do Efeito da Presenca de Hexano na Producio do Ester.

O estudo do efeito da quantidade do solvente organico hexano na
producao de éster butil laurato foi verificado de acordo com o item 4.2.5.4.
No sistema de reacao composto por 250 mM de acido laurico, 500 mM de
butanol e 2% de extrato enzimatico, foram adicionadas as seguintes
quantidades do solvente hexano no sistema de reacao: 1 mL, 3 mL, 6 mL,
8 mL e 10 mL. A figura 8 demonstra os resultados obtidos.
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Figura 8- Efeito da Quantidade (mL) de Hexano na Reagéo.

A maxima producao do éster butil laurato foi obtida, quando se
utilizou 6mL do solvente organico hexano no sistema de reacdo, na

temperatura de 50°C, apos 2 horas de incubacao.

75



Resultados e Discussio

HOLMBERG et alii 1981,utilizando a lipase de Rhizopus delemar,
realizaram a sintese de monoglicerideos com 80% de rendimento, através
de sistema de reacdo contendo solvente organico. Dos solventes
organicos testados como n-hexano, n-octano, e isoctano, a lipase
apresentou melhor atividade catalitica em isoctano.

LIU & SHAW 1997, estudaram a sintese de monoésteres de
propilenoglicol dos acidos graxos docosahexandico e eicosapentandico
por acao da lipase de Mucor miehei em sistema de reacao contendo
solvente organico. Foi verificado que no sistema de reacdo contendo o
solvente organico n-hexano, a taxa de producdo de diésteres e
monoeéstres foi de 13 e 76 % respectivamente, ap6s 48 horas de reacao.

5.5 Estudo de Esterificagdo entre Carboidratos e Acidos Graxos
por Acao de Lipase de Rhizopus sp.

No estudo realizado para verificar a porcentagem de esterificacao
de carboidratos e acido oléico, na producdo de ésteres de carboidratos,
foram utilizados os carboidratos: glicose, sacarose, lactose e maltose em
diferentes propor¢cdes molares, conforme descrito em 4.2.6.1. Dos
carboidratos testados, o dissacarideo sacarose, mostrou-se o mais efetivo
na producéo de ésteres com uma porcentagem de esterificacdo maxima
de 46,5%, ap6s 96 horas de reagéo & 40°C; para os carboidratos lactose
e maltose as porcentagens de esterificagdo foram de 43 e 38%,
respectivamente. Por outro lado, quando se utilizou glicose no sistema de
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reacao, nenhum produto de esterificacdo foi produzido. A figura 9,
apresenta as porcentagens de esterificacdo dos carboidratos sacarose,
lactose e maltose, com o &acido oléico. A figura 9A apresenta as
porcentagens de esterificacdo dos carboidratos maltose, lactose e
sacarose, em funcao do tempo.
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Figura 9- Porcentagem de Esterificagdo dos Carboidratos com Acido Oléico.
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Figura 9A- Porcentagem de Esterificagdo de Carboidratos com Acido Oléico

em Fung¢ao do Tempo.

A literatura relata a produgéo de ‘sugar-ester’, por via quimica, com
a utilizacao de catalisadores inorganicos muitas vezes improprios para
produtos alimenticios. Existe ainda variada literatura relatando tentativas
de utilizacdo de sistemas enzimaticos para a sintese de ‘sugar-ester’” com
solventes organicos, muitas vezes de alta toxidez.

BJORKLING et alii 1989, verificaram a alta seletividade de enzimas
que catalisam a esterificacdo de glicosideos simples. A seletividade
6-0, na esterificacdo de alquilglicosideos com &cidos graxos de cadeia
longa, apresentou altos rendimentos, em torno de 95%, de 6-0
monoésteres, usando lipases em sistemas de reacao isentos de solvente

organico.
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A sintese enzimatica de ésteres de carboidratos e acidos graxos
tem sido realizada com muito Sucesso em sistemas contendo solvente
organico anidro, no entanto, a baixa estabilidade das enzimas em
solventes organicos, como piridina e dimetilsuféxido e as dificuldades
associadas com o uso desses solventes em larga escala, séo fatores que
dificultam a comercializacdo dos produtos. Um método alternativo é a
esterificacdo de carboidratos e acidos graxos catalisada por enzimas em
sistema livre de solventes organicos, sendo um método atrativo do ponto
de vista industrial, possivelmente devido ao baixo custo do processo e a
auséncia de toxidez, causada pela utilizacdo de solventes organicos
(SARNEY et alii, 1994).

ADELHORST et alii 1995 estudaram a esterificacdo de alquil
glicosideos, utilizando acidos graxos e a lipase imobilizada de Candida
antartica. A reacéo foi realizada em temperaturas de 60 e 80°C com
excelente regioseletividade.

Com o objetivo de otimizar o rendimento da reacao de esterificacao
e producdo de ésteres de carboidratos, foi realizado o estudo de
esterificacdo em diferentes proporgbes molares de acido oléico/sacarose,
de acordo com o item 4.2.6.2. A figura 10 ilustra os resultados obtidos.
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FIGURA 10- Porcentagem de Esterificagao das Diferentes Proporgdes Molares
de Sacarose e Acido Oléico.
Legenda: Relagdao Molar: 1-0,05/0,05 2-0,05/0,1 3-0,05/0,2 4-0,05/0,3
5-0,1/0,2 6-0,2/0,2 7-0,3/0,2 8-0,2/0,1

Podemos verificar que a proporgdo molar de acido graxo/sacarose,
na qual se obteve a producdo maxima de éster, de 63%, foi no sistema de
reacao contendo 0,05 M: 0,05 M de acido oléico e sacarose. Em analises
feitas na propor¢éo molar de 0,05M de sacarose e 0,2M do acidos graxos
laurico e caprilico, foram obtidos baixos indices de esterificacdo. O
mesmo ocorreu com ensaios realizados a partir de glicose e acido oléico,
ldurico e caprilico. A figura 11 apresenta o cromatograma de consumo de
acido oléico na reacdo de esterificagdo com sacarose pela acdo da
lipase.
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SEINO et alii 1984, relataram a utilizacdo de ésteres de sacarose
como emulsificantes potenciaimente importantes em  alimentos,
cosmeticos e produtos farmacéuticos. Utilizando as lipases de Rhizopus
Sp, Enterobacterium, Pseudomonas, Aspergillus, Chromobacterium,
Candida, Mucor e Penicillium, realizaram a sintese de acidos graxos
como oléico, estearico e linoléico com os carboidratos: sacarose, glicose ,
frutose e sorbitol. As condi¢bes ideais para a atividade enzimatica foram -
taxa molar de carboidrato/ acido graxo 0,05Mol/L : 0,2Moll/L,
respectivamente, quantidade de lipase 4g/L e em tampao fosfato pH 5.4
com periodo de reacdo de 72 horas a 40°C. A formacao de ésteres de
acido oléico e sacarose pela lipase de Candida cylindracea foi de 60% e
para glicose e acido oléico 28%.

Em 1987 JASPERS et alii concluiram que a sintese de ésteres de
acidos graxos e sacarose sempre resulta em misturas complexas. Foram
descritos dois procedimentos para analise quantitativa de monoésteres e
diésteres de sacarose, a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e
coluna de fase reversa. A completa separacdo dos diésteres nao foi
possivel devido a presenca de estruturas isémeras complexas.

81



ep oedy ejad asosedeg wWod oejeoylia)sy ap oedeay eu 09

ogdeas ap ygy odwiaj ou 0910 OPIY - T

0°1:9°F VTIHLINOLIOV:VNOLIOV : 13AOW ASVd - I

88’ ¢

gt

7

y}-v3a4-g1ds sndoziyy asedi

ogdeal ap yo odwal ou 0910 OPIdY - T

0°4:9°L VIRILINOLIOV:YNOLIOV : 13AOW ISV -1

—1

I££

7

9’

1910 OPIOY 3P OWNSUOD Op ewesbojewol) - 11 VINOIA

ogiped 091910 OpY - 7

20

211

0'1:9°L VIMLINOLIOV:-VNOLAOV : T3AOW 3SVd -1

—




Resultados e Discussao

5.6 Determinacgdo da Tensao Superficial do Ester de Sacarose
Produzido.

Com o objetivo de verificar as propriedades tensoativas do éster de
sacarose (sugar ester) produzido em comparacdo com éster de
carboidrato comercial (Ryoto Sugar Ester), foi realizada a determinagéo da
tensdo superficial em agua destilada em temperatura de 23°C, conforme
descrito no item 4.2.6.4.

A tabela 1 apresenta o estudo comparativo entre os valores obtidos
das analises de tensao superficial do produto de reacédo e de sugar- éster
comercial.
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Tabela 1- Estudo Comparativo dos Valores de Tensdo Superficial entre o

Produto de Reagio e Sugar-Ester Comercial, em Diferentes Concentragoes.

Tensdao Superficial (mN/m)

Concentragao (g/mL) Sugar-I'Ester Produto de Reacao
Comercial
0,05 39,00 38,34
0,10 30,43 38,55
0,20 36,66 38,84
0,40 33,00 38,27
0,60 36,58 36,01
0,80 32,65 33,38

*A tenséo superficial da dgua destilada esteve em 72mN/m.

Em relacédo ao produto de esterificacdo de sacarose e acido oléico,
verificou-se decréscimos significativos dos valores de tenséo superficial

em relacdo a agua e ao padrao.
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DONNELLY et alii 1988, verificaram que OS compostos
surfactantes produzidos por fermentacao, apresentaram desvantagens
como o baixo rendimento e dificuldade de recuperagdo do produto
formado. A tensao superficial foi verificada através do método de placa de

vidro, com a concentragéo de ésteres de sacarose entre 0,0001 a 2%.

AKOH 1992, estudou as propriedades de emulsificacdo dos
poliésteres e misturas de ésteres de sacarose, poliésteres de carboidratos
e acidos graxos. Emulsificantes comerciais de ésteres de sacarose ou
poliésteres de carboidratos e suas propriedades de surfactantes foram
investigadas. Foi constatado que, quando usados sozinhos, 0s poliésteres
de carboidratos foram excelentes estabilizadores de emulsao.

57 Estudo do Efeito Bacteriostatico do Ester de Sacarose

Produzido.

O estudo do efeito bacteriostatico do éster de sacarose foi verificado
de acordo com o item 4.2.6.5.

A Figura 12 apresenta o efeito de ésteres de sacarose nO
créscimento de Staphylococcus aureus em placa de BHI (Brain Heart
Infusion), comprovando o efeito bacteriostatico.

Verificou-se que ao utilizar porcentagens de produto superiores a

2%, nao foi encontrado crescimento deste microrganismo.
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EFEITO DA PRESENGA DE ESTER-SACAROSE
NO CRESCIMENTO DE STAPHYLOCOCCUS
AUREUS CULTIVADO EM BHI

0% 0,5% 1,0% 2,0% 5,0%

Figura 12 - Efeito Bacteriostatico do Ester de Sacarose com Acido Oléico
Produzido.
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6. CONCLUSAO.

1. A lipase de Rhizopus sp apresentou intensa atividade de esterificagao
apresentada em meio reacional isento de agua.

2. A maior ou menor porcentagem de esterificacdo depende da relagao
molar entre o acido graxo e o glicerol bem como da especificidade da

acao enzimatica quanto ao tipo de acido graxo utilizado.

3. Foi verificado que a lipase obtida da linhagem selecionada de Rhizopus
sp esterificou em maior proporgcado (93%) a mistura de glicerol e acido
laurico, quando incubada a 40°C com agitagéo orbital.

4. A melhor porcentagem de esterificacdo em hexano ocorreu na
produgdo de butil laurato, que foi de 97%. Dentre os acidos graxos
pesquisados, o0 acido caprilico apresentou maior rendimento com etanol .
(95%) e propanol (93%).

5. Como pbde ser verificado, a mistura de reagéo butanol, acido laurico
apresenta grande potencial como sistema reacional para producao
enzimatica de ésteres.

6. Foi observado que a melhor relagdo molar encontrada para a produgao
de ésteres de sacarose, foi 0,05M de sacarose e 0,05M de acido oléico,
com porcentagens de esterificagcdo de 61,30%.
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7. Foi relatado um potencial tensoativo, que merece maior estudo para

qualificar suas aplicagoes.

8. O efeito bacteriostatico do éster de sacarose foi demonstrado e deve
ser profundamente estudado quanto as suas propriedades.
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