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Resumo

Resumo

Este trabalho de dissertagdo, teve como objectivo seleccionar o biocatalisador que
melhor se adaptasse as condi¢des reaccionais pretendidas, a partir de um screening de
lipases comerciais de Aspergilus niger e Rhizopus oryzae, imobilizadas em espuma
hidrofilica de poliuretano Hypol FHP 2002™ e de lipases nio comerciais de Yarrowia
lipolytica imobilizadas em diferentes suportes: Lewatit VP OC 1065, HPL, Amberlite 96,
Lewatit K 2629, Lewatit VO OC 1026 e Lewatit MP TP 214 e de Rhizopos oryzae
imobilizada em espuma de poliuretano Hypol FHP 2002™, de modo a modelar e optimizar
a reaccdo de esterificacdo de etanol com &4cido butirico en n-hexano, para producdo de
butirato de etilo.

A lipase comercial de Rhizopus oryzae imobilizada em Hypol FHP 2002™ foi o
biocatalisador que conduziu a valores mais elevados de produtividade volumétrica (2,12
pumol/mL.h), velocidade inicial de esterificacdo (148 pmol/min.gbiocatalisador),
concentracdo (0,102 M) e conversdao (31,9 %) em butirato de etilo, quando testada nas
condic¢des do ponto central do delineamento experimental realizado.

A Metodologia das Superficies de Resposta foi utilizada para modelar a reac¢do de
esterificagdo acima referida, como funcido da temperatura, T (21,6 °C - 38,4 °C), da
concentracdo inicial de 4cido butirico, A (0,031 M - 0,619 M) e da razdo molar inicial
etanol/acido butirico, RM (0,257 M - 2,443 M). Os ensaios foram realizados de acordo
com um delineamento experimental central rotativo compdsito, tendo-se verificado que a
producdo e conversdo em butirato de etilo podem ser descritas por equacdes polonomiais
de segunda ordem. A concentracdo médxima de butirato de etilo (0,106 M) e a taxa
conversdo maxima em éster (32,6 %), previstas pelos modelos, verificam-se quando as
condic¢des reaccionais iniciais de T, A e RM sdo 31,5 °C, 0,225 M e 1,637 e 18,9 °C,
0,27M e 1,687, respectivamente.

Verificou-se que o aumento da concentracdo de &dcido butirico, na presenca de
excesso de etanol provoca um aumento na concentracdo de etanol no microambiente do
biocatalisador. A temperatura tem uma influéncia significativa no aumento da

concentra¢do de etanol no microambiente do biocatalisador.

Palavras-chave: Esterificacdo, screening, lipases de Aspergilus niger, Rhizopus oryzae,
Yarrowia lipolytica, poliuretano, butirato de etilo.
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Abstract

Abstract

The aim of this experimental work was to choose the best biocatalyst from a
screening of commercial lipases of Aspergilus niger and Rhizopus oryzae immobilized in
hydrophilic polyurethane foams Hypol FHP 2002™
Yarrowia lipolytica immobilized in: Lewatit VP OC 1065, HPL, Amberlite 96, Lewatit K
2629, Lewatit VO OC 1026 and Lewatit MP TP 214, and Rhizopus oryzae immobilized in

Hypol FHP 2002™, to model and optimize the esterification reaccion of ethanol (EtOH)

and non-commercial lipases of

with butyric acid (A) in n-hexane, for the production of ethyl butyrate (ESTER).

2™ as the

The commercial Rhizopus oryzae lipase immobilized in Hypol FHP 200
biocatalyst which showed higher values of volumetric productivity (2.12 pmol/mL.h),
esterification rate (148 umol/min.gbiocatalyst), ester concentration (0.102 M) and
conversion into ester (31.9 %) when tested under the central point of the experimental
design performed.

Response Surface Methodology was used for modeling the reaction, as function of
the temperature, T (21.6 °C - 38.4 °C), initial butyric acid concentration, A (0.031 M -
0.619 M) and initial molar ratio EtOH/A, RM (0.257 - 2.443). Experiments were carried
out following a central composite rotatable design. Production and conversion into ESTER
could be fitted to surfaces described by second-order polynomials. A maximum
concentration of ESTER (0.106 M) and a maximum conversion rate into ESTER (32.6 %)
are expected at initial reaction conditions of T, A and RM of 31.5 °C, 0.225 M and 1.637
and 18.9 °C, 0.27 M and 1.687, respectively.

It was found that increasing of the concentration of butyric acid in the presence of
excess of ethanol causes an increase in ethanol concentration in the microenvironment of
biocatalyst. In addition, temperature has a significant influence in ethanol concentration in

the microenvironment of the biocatalyst.

Keywords: esterification, screening, Aspergilus niger, Rhizopus oryzae, Yarrowia
lipolytica lipases, polyurethane, ethyl butyrate.
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Introducdo Geral e Objectivos

1.1. Introducao Geral e Objectivos

Os ésteres derivados de 4cidos carboxilicos de cadeia curta t€m um papel muito
importante na industria alimentar no que diz respeito a sua utilizagdo como
aromatizantes.

O interesse por parte dos consumidores em relacdo a produtos naturais levou a
um aumento considerdvel da produgdo destes aromatizantes, por processos de extrac¢ao,
a partir das suas fontes naturais. A quantidade e qualidade dos compostos aromatizantes
assim extraidos, dependem consideravelmente das variacdoes climatéricas e da
quantidade de matéria-prima disponivel, o que condiciona o processo. A maior parte
destes ésteres aromatizantes € produzida por via quimica, a partir de uma reacgdo
catalitica de condensacdo de um &lcool e um 4cido, que na sua maior parte consistem
em processos ambientalmente pouco compativeis e com elevada produgdo de produtos
secunddrios indesejaveis. Assim, a consciéncia cada vez maior da necessidade de
utilizacdo de tecnologias ambientalmente sustentaveis (“verdes”) tem conduzido a
adopcdo de metodologias cataliticas mais eficientes para a producdo de compostos
organicos.

Deste modo a pesquisa cientifica intensificou-se no sentido do desenvolvimento
de outros processos de produgdo para satisfazer as necessidades dos consumidores.

A legislacdo sobre alimentos, existente em muitos paises, reconhece que o0s
produtos podem ser considerados naturais, desde que sejam produzidos a partir de
fontes naturais ou a partir de processos de fermentacdo, tratamentos fisicos ou reaccoes
de sintese catalisadas por lipases em sistemas ndo aquosos (Melo et al., 2005).

Também foi observado que os ésteres de acidos gordos sintetizados a partir de
reaccoes catalisadas por lipases, apresentam melhor odor e aroma comparados com 0s
ésteres produzidos por meios convencionais (Nishio e al., 1988). Neste contexto, nos
ultimos 20 anos, a bioproducdo de aromatizantes recorrendo a reacgdes de esterificago,
catalisadas por lipases livres e imobilizadas, em meios nido aquosos tem sido
amplamente estudada (Ferreira-Dias et al., 1999; Melo et al., 2005; Pires-Cabral et al.,
2005b, 2005¢, 2007, 2009, 2010; Shih et al., 2007).

O butirato de etilo, éster obtido a partir do dcido butirico e etanol, estd presente
em aromas frutados como o anands e o morango e ¢ amplamente utilizado na industria

alimentar.



Introducdo Geral e Objectivos

O objectivo geral do estudo realizado e apresentado nesta dissertacdo consistiu
na (i) seleccao de um biocatalisador a partir de lipases comerciais € ndo comerciais, com
vista a producdo, por esterificagdo em meio organico, de butirato de etilo e, em seguida,
na (ii) modelacdo e optimizagdo da esterificacdo de etanol com dcido butirico em n-
hexano, catalisada pela lipase seleccionada, utilizando uma Metodologia das Superficie

de Resposta.

1.2. Organizacao da Dissertacao

7z

A presente dissertacdo é constituida por sete capitulos. O primeiro capitulo
consiste numa introdugdo geral onde € abordado de um modo geral o enquadramento a
nivel cientifico e o objectivo do trabalho realizado. No segundo capitulo, faz-se uma
revisdo bibliografica onde serd abordado de uma forma sucinta a drea de estudo —
biocatdlise em meios ndo-convencionais, por utilizacdo de lipases, aplicada a produgdo
de ésteres utilizados como aromatizantes na industria alimentar. No terceiro capitulo,
faz-se a descricdo detalhada dos materiais e métodos utilizados no presente estudo. No
quarto capitulo, sdo apresentados os resultados obtidos e a discussdo dos mesmos,
comparando-os a outros estudos ja realizados. No quinto capitulo, apresentam-se as
conclusdes sobre o trabalho em geral. No sexto capitulo, perspectivam-se trabalhos
futuros. Finalmente, no ultimo capitulo estdo reunidas as referéncias bibliograficas

citadas ao longo desta dissertacdo.
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Revisiao Bibliografica

2.1 Biocatalise

2.1.1 Aspectos Gerais

O termo biocatdlise abrange processos nos quais um catalisador bioldgico é
utilizado para converter um substrato num nimero limitado de etapas enziméticas. Para
que estes bioprocessos sejam eficazes € necessario analisar de forma pormenorizada os
factores que condicionam o desenvolvimento e optimizacdo integrados de um processo
biotecnolégico. A selec¢do do biocatalisador, a bioconversio e o isolamento e
purificagdo do produto, sdo as trés etapas de que depende o desenvolvimento e
optimizacao de um bioprocesso (Aires-Barros, 2002).

A seleccdo de um biocatalisador deve ter em conta a actividade catalitica, a
selectividade e a estabilidade do mesmo, nas condi¢des previamente estabelecidas de
temperatura, forca idnica, pH, natureza da solug¢do tampao e composicdo do meio
reaccional em que iré ser utilizado.

A bioconversdo inclui a seleccdo do meio reaccional e o projecto do reactor. A
escolha do meio reaccional pode ser feita entre um meio convencional (meio aquoso) ou
um meio nao convencional (meios em que a maior proporcdo da mistura reaccional
pode ser um liquido organico, uma fase aquosa, um fluido supercritico ou um liquido
i6nico). Quanto ao reactor, a sua seleccdo deve ter em conta a simplicidade de
concepcdo, flexibilidade, seguranca de operagcdo e possibilidade de monitorizagdo e
controlo dos parametros operacionais (Aires-Barros, 2002).

Os processos de recuperacdo e purificacio e a determinacdo da escala de
producdo do produto dependem das caracteristicas do mesmo, ou seja: pontos de fusdo e
ebulicdo, solubilidade e estabilidade aos valores de temperatura e de pH de preparacao.

As enzimas sdo catalisadores extremamente eficientes, uma vez que aumentam
consideravelmente a velocidade da reac¢do, comparativamente com a da reac¢do nao
catalisada. As enzimas aceleram as reac¢des devido a diminuicdo da energia de
activacdo, que provém da libertacdo de energia que ocorre durante a formacdo de
interac¢Oes entre a enzima e o substrato, principalmente no estado de transicdo. Para
que uma enzima possa acelerar uma reaccao, a uma dada temperatura, € necessario que
diminua a variacdo da energia livre padrao de activagdo, pela diminui¢do da entalpia de
activacdo e/ou por aumento da entropia de activagd@o. A entalpia de activacdo € reduzida

na medida em que a enzima apresenta uma estrutura com grupos posicionados de modo



Revisiao Bibliografica

ideal a interac¢do com o substrato. A entropia de activacdo € aumentada devido a
ligacdo do substrato a superficie da enzima. A eficiéncia energética destes catalisadores
(funcionamento em condi¢Oes experimentais suaves) constitui uma das suas principais
vantagens relativamente aos catalisadores ditos convencionais. Contudo, € sem duivida a
selectividade que estd na base da procura crescente de enzimas para aplicacOes
industriais, e em particular, a selectividade para o substrato (capacidade de discriminar
substratos distintos mas estruturalmente semelhantes), a enantioselectividade
(preferéncia por um ou outro enantidmero), a regioselectividade (preferéncia por um
entre varios grupos funcionais idénticos na molécula de substrato) e a quimio-
selectividade (favorecimento de um determinado grupo funcional do substrato) (Foresti,
etal., 2007).

As lipases (triacilglicerolacil-hidrolases, EC3.1.1.3) sdo uma das classes de
enzimas mais estudadas em biotransformacdes. Tém sido utilizadas na sua forma livre
ou imobilizadas. Matrizes como espumas de poliuretano (Pires-Cabral et al., 2005a,
2005b, 2005c¢, 2007, 2009, 20109, celite (Melo et al., 2005), silica gel (Lee et al., 2010)
e alginato de cdlcio (Ozyilmaz e Gezer, 2009) tém sido amplamente utilizadas para a

imobilizacao de lipases.

2.1.2 Biocatalise em Meios Nao-Convencionais

O conceito de biotransformacao estd associado ao uso de biocatalisadores, onde
a 4dgua € o solvente preponderante, tendo sido utlizada em intimeros estudos de cinética
enzimatica. Contudo, verificou-se que o uso exclusivo da 4gua, limitava a gama de
biotransformagdes, tal como limitava a produtividade de processos que envolviam
substratos hidrofébicos. Além disso, a constatacdo de que muitas enzimas operam in
vivo em ambientes ricos em lipidos hidrofébicos, permitiu concluir que os meios nao-
aquosos sao, de igual modo, adequados a biocatdlise (Aires-Barros, 2002; Halling e
Kvittingen, 1999).

As razdes pelas quais a biocatdlise em meios ndo aquosos nio se desenvolveu
mais cedo podem ser explicadas principalmente pela inexisténcia de aplica¢des para a
descoberta. Por outro lado, a conviccdo de que as enzimas nao podiam funcionar na
auséncia de dgua, bem como a inexisténcia de estudos cientificos sobre a estrutura e os
mecanismos reaccionais das enzimas, contribuiram para que a biocatélise em meios nao

aquosos permanecesse na obscuridade até a década de 80 do século XX, e sO nessa
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altura surgisse como drea de enorme expansdao e interesse industrial (Halling e
Kvittingen, 1999). Os meios designados por ndo-convencionais sdo caracterizados por
possuirem uma quantidade de 4gua disponivel reduzida e compreendem solventes tao
diversos como solventes organicos, fluidos supercriticos, fases gasosas ou sélidas e
liquidos i6nicos.

A evidéncia de que, na presenca de uma quantidade de dgua disponivel muito
reduzida, uma enzima adquire uma estrutura rigida, que lhe permite obter a estabilidade
necessaria para realizar processos cataliticos, levou a grandes avangos nesta drea de
investigacdo. De acordo com Almarsson e Klibanov (1995) e Klibanov (2001) a enzima
conserva a sua estrutura nativa em solventes organicos virtualmente secos.

O impacto que estes estudos tiveram na industria foi enorme, tendo-se observado
um elevado aumento na utilizacdo de enzimas em solventes organicos (Jaeger e Eggert,
2002), pois muitas das reac¢des de interesse comercial envolviam compostos
hidrofébicos, a que correspondiam produtividades volumétricas reduzidas em sistemas
aquosos (Schmid et al., 2001).

Com efeito, ha vantagens de utilizacdo de meios ndo-convencionais em
biotransformagdes, essencialmente pelos seguintes aspectos (Dordick, 1989; Dordick e
Gorman, 1991; Cabral et al., 2003):

1) maior solubilidade de substratos e/ou produtos hidrofébicos, facilitando o
desenvolvimento de processos com produtividade volumétrica elevada;

ii) facilidade na recuperacdo de produtos e de enzima do meio reaccional, devido ao
baixo ponto de ebuli¢do dos solventes;

1i1) possibilidade de realizacdo de reaccdes termodinamicamente desfavordveis na
presenca de 4dgua;

iv) reducdo de possiveis efeitos inibitorios e/ou téxicos por parte dos substratos e/ou
produto. O solvente pode ser seleccionado de modo a funcionar como diluente,
reduzindo a concentracdo interfacial e na fase aquosa (por particdo) de substratos e/ou
produtos;

v) maior estabilidade da enzima; a estabilidade da enzima estd directamente
relacionada com a baixa actividade da dgua no meio, uma vez que a reaccdo de
desnaturagdo requer dgua. Na desnaturacdo € necessdrio que as enzimas tenham alguma
mobilidade, que é conferida pela dgua. Assim sendo, o processo de desnaturacdo é
dificil em meios ndo aquosos;

vi) estratégias de imobilizacdo facilitadas; em meios ndo aquosos as enzimas nao se
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desagregam facilmente dos suportes (excepto no processo em continuo);

vii) controlo da estereoespecificidade das enzimas, uma vez que a rigidez estrutural
conferida as enzimas pelos meios ndo-aquosos pode afectar as interaccdes enzima-
substrato;

viii) facilidade na recuperacao do biocatalisador.

Contudo, também se conhecem algumas desvantagens da utilizacdo de meios
nao-convencionais, nomeadamente de meios organicos, das quais se destacam (Dordick
1989; Lima e Angnes, 1999; Cabral et al., 2003):

i) atoxicidade de alguns solventes;

1) o aumento das limitacOes difusionais a transferéncia de massa de substratos e/ou
produtos, uma vez que se introduz mais uma fase (orgénica) além da fase aquosa e da
fase sélida, se o biocatalisador estiver imobilizado;

iii) a baixa actividade apresentada por algumas enzimas relativamente a meios

aquosos.

2.1.2.1 Biocatalise em Solventes Organicos

A seleccdo do solvente € extremamente importante na implementagdo de um
sistema biocatalitico em meio organico, uma vez que o solvente tem muita influéncia na
eficdcia das reac¢des mediadas por enzimas, afectando a actividade, estabilidade e
selectividade da enzima. A seleccao do solvente deve ter em conta varios critérios.
Entre os critérios fisico-quimicos sdo de realcar a capacidade de solubilizacdo e o
coeficiente de particdo dos substratos e do produto neste solvente. O solvente deve ser
quimica e termicamente estavel, para que ndo ocorra a formacdo de emulsdes em meio
aquoso e para que seja facilitada a separacdo de fases, a sua viscosidade também deve
ser reduzida, uma vez que afecta a transferéncia de massa e, por ultimo, ndo deve
degradar o biocatalisador. Além disso, o solvente deve ser escolhido tendo em conta
algumas normas de seguranca, nomeadamente o facto de ndo apresentar toxicidade
ambiental nem ser prejudicial para a saide humana, além de que ndo deve ser
inflamével. A nivel de produgdo industrial deve-se ter em conta a disponibilidade do
mesmo, a possibilidade de reutilizacdo e o custo associado ao seu uso (Aires-Barros,
2002; Krishna e Karanth, 2002).

A natureza do solvente organico vai afectar a catdlise enzimatica a varios niveis,

interactuando directa ou indirectamente com a enzima, com o0s substratos e produtos da
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reaccdo catalitica.

A interacdo indirecta do solvente verifica-se a nivel da particdo da 4gua,
substratos e produtos para o microambiente da enzima. Quanto a dgua, este efeito é
devido a tendéncia que determinados solventes tém para remover dgua da enzima
(“water stripping”) (Zaks e Klibanov, 1988), conduzindo a uma insuficiente hidratacio
da mesma e, consequentemente, a um decréscimo da actividade enzimadtica. A extensao
deste fendmeno € maior nos solventes hidrofilicos, pelo que os solventes hidrofébicos
sao normalmente preferidos (Foresti et al., 2007).

A interaccdo indirecta do solvente ao nivel dos substratos e dos produtos resulta,
do seu poder de solvatacdo que afecta a disponibilidade daqueles no meio reaccional. O
solvente interfere na particdo dos substratos para o centro activo, e dos produtos do
centro activo para o solvente. Mais especificamente, o solvente afecta a estabilizacdo do
substrato, normalmente traduzida pela variacdo de energias de Gibbs (AG) entre o
complexo enzima-substrato e o substrato livre (Halling, 1994). Em muitos casos, o AG
pode ser quantificada pela constante Ky de Michielis (constante de dissociagcdo) que é
tanto mais elevada quanto maior afinidade os substratos tiverem para o solvente, e
portanto quanto menor disponibilidade tiverem para o centro activo da enzima (Bell et
al., 1995).

Os efeitos directos do solvente estdo associados a interaccdo entre este € o centro
activo do biocatalisador, podendo causar alteracdes de polaridade no centro activo,
modificando a afinidade deste para com a enzima. Por outro lado, pode ocorrer uma
competi¢do entre as moléculas de solvente e as de substrato para a ligacdo ao centro
activo, levando a uma diminuicdo da actividade catalitica (Krishna e Karanth, 2002;
Foresti et al., 2007). Segundo Halling (1994), as espécies organicas menos polares
apresentam uma maior tendéncia para este tipo de competigao.

O logaritmo do coeficiente de particdo do solvente num sistema padrdo n-
octano/agua (log P), conhecido como parametro de Hansch, é um indicador do grau
de hidrofobia do solvente em causa. O valor de log P,y de um dado solvente pode ser
determinado experimentalmente, ou calculado através do método das constantes
hidréfobas fragmentadas de Rekker (Laane et al., 1986). Em média, solventes com log
P, inferior a 2-3 sdo considerados téxicos, enquanto aqueles com log P, superiores a
4-5 sdo comsiderados biocompativeis, muito embora estes intervalos dependam do
biocatalisador considerado. A maior toxicidade dos solventes polares € justificada com

base no facto de estes solventes terem a capacidade de dissolverem a 4dgua, tornando-a
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indisponivel para a hidratacdo das enzimas, ou seja, reduzem a actividade da dgua no
sistema. Por outro lado, os solvente mais apolares nao interagem com as moléculas de
dgua, originando sistemas bifdsicos, sem alterarem a actividade da dgua do sistema.
Assim, a estabilidade de um biocatalisador num solvente organico pode ser melhorada
usando um solvente imiscivel em dgua. Deste modo, obtém-se um sistema bifdsico com
a enzima e os compostos hidrofilicos na fase aquosa, e com os substratos e produtos
hidrofébicos na fase organica (Laane et al., 1986; Cabral et al., 2003).

O n-hexano, solvente utilizado neste estudo, € considerado um solvente
adequado para reaccoes de esterificacdo e tem sido largamente utilizado em biocatalise,
apesar de apresentar um log P,y de 3,5 (Ghamgui et al., 2004; Pires-Cabral et al.,
2005a, 2005b, 2005¢, 2007, 2009, 2010; Karra-Chaabouni et al., 2008; Raghavendra et
al., 2009). Ganapati e Lathi (2003) referem, num estudo realizado sobre a influéncia de
solventes na sintese de isobutirato de butilo, catalisada por diversas lipases, maiores
taxas de conversdao quando utilizaram hexano (47 %), sendo apenas ultrapassado este
valor quando foi utilizado heptano como solvente, que apresenta um log P, superior a
4. Estes autores referem ainda que o uso deste solvente ndo altera a conformagio,
estabilidade e actividade catalitica da enzima. Mais recentemente, Salah et al. (2007),
testaram vérios solventes organicos na produgdo de acetato de etilo catalizada por lipase
de Rhizopus oryzae imobilizada em celite 545 e verificaram que o n-hexano é um
solvente adequado para reacc¢des de esterificagao, tendo obtido conversdes na ordem dos

76 %.

2.2 Lipases

As lipases (triacilglicerol acil-hidrolases EC 3.1.1.3) sdo a familia de enzimas
com maior interesse do ponto vista prético pela sua elevada actividade e selectividade,
por possuirem estabilidade relativamente elevada, por ndo necessitarem de cofactores
dispendiosos e por operarem em condicdes de temperatura, pH e pressdo relativamente
moderadas. Das fontes produtoras de lipases, as microbianas sd@o as de maior interesse
industrial por varios motivos, entre eles, a grande variedade de microrganismos
produtores deste tipo de enzimas e por serem em muitos casos facilmente obtidas
comercialmente e com produtividade elevada, nomeadamente por fungos e bactérias
(Jaeger e Eggert, 2002; Rajendran et al., 2009). Deste modo, a sua aplicacdo € vasta.

A funcdo natural das lipases € a a hidrdlise de triacilgliceréis em acidos gordos e

10
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glicerol (Fig. 2.1).
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Figura 2.1 - Reaccdo de hidrdlise de triacilglicerol, catalisada por lipases.

Em ambientes aquo-restritos, as lipases t€ém-se mostrado bastante activas em
reaccOes de esterificacdo, transesterificacdo, inter-esterificacdo, alcodlise e amindlise
(Foresti et al., 2007). O uso de lipases tem intimeras aplicacdes em processos
biotecnoldgicos, onde se destacam as industrias de detergentes, do papel, farmacéuticas,
cosmética, agroquimica e alimentar. No que diz respeito a indudstria alimentar, as
reaccoes com maior interesse sdo as de interesterificacdo, transesterificacdo e
esterificacdo em meios ndo convencionias, na modificagdo de 6leos e gorduras e/ou na

producdo de ésteres aromatizantes (Rajendran et al., 2009) (Fig. 2.2).
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Figura 2.2 — Reacgdes de esterificacdo, inter e transesterificacdo (figura adaptada de Paques e Macedo,
2006).

2.2.1 Producio de Aromatizantes por Lipases

A obtencdo de ésteres aromatizantes por via biocatalitica tem bastantes
vantagens relativamente a sua obtengdo por catdlise quimica. As vantagens a destacar
sdo a alta selectividade ou especificidade das enzimas, velocidades reaccionais elevadas

mesmo para baixas razdes molares de substratos, ambientalmente compativel e

11
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possibilidade de utilizacdo de condi¢des reaccionais suaves (Aravindan et al., 2007). A
producdo de aromatizantes por via enzimdtica, utilizando lipases como biocatalisadores,
€ descrita em diversos sistemas reacionais. A sintese de ésteres como o butirato de
citronelil (Melo et al., 2005), o butirato de etilo (Dias et al., 1991; Pires-Cabral et al.,
2005a, 2005b, 2005¢, 2007, 2009, 2010) e o valerato de etilo (Ozyilmaz e Gezer, 2009;
Raghavendra er al., 2009) foi realizada em meio organico utilizando diferentes
solventes. O laurato de butilo e o butirato de butilo (Santos et al., 2007) foram obtidos
em sistema livre de solvente organico. Mais recentemente t€ém vindo a ser sugeridos os
fluidos supercriticos e liquidos i6nicos, como uma alternativa vidvel a utilizacdo de
meios nao convencionais considerados ambientalmente compativeis, para a sintese deste
tipo de ésteres (Habulin et al., 2007; de Diego et al., 2009; Moniruzzaman et al., 2009;
Olivier-Bourbigou et al., 2010).

Virios estudos tém demonstrado a possibilidade de obtencdo de ésteres com
elevados rendimentos utilizando diversas lipases de origem microbiana (Melo et al.,
2005; Hasan et al., 2006; Salah et al., 2007; Mahapatra et al., 2009; Pires-Cabral et al.,
2010). Os ésteres produzidos deste modo sao predominantemente obtidos em meios
organicos com baixo teor de d4gua, de modo a manter a sua conformagao e estabilidade

(Rajendran et al., 2009).

2.2.2 Estrutura e Propriedades das Lipases

As lipases microbianas sdo glicoproteinas de massa molecular variando entre 19
e 60 kDa, apresentando em torno de 258 e 544 residuos de aminodcidos, dos quais um
grande numero sdo hidrofébicos e responsdveis pela interac¢do entre a enzima e
substratos insoliveis em dgua (Jaeger e Reetz, 1998).

As lipases exibem um padrdo de dobramento caracteristico, conhecido como
dobra hidrolase o/p. O centro da lipase € composto por uma folha 3 central com até oito
laminas B(B; - PBs) ligadas por até seis a hélices (A — F), como pode ser visto na figura

2.3.
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Cterminus W temimus

Figura 2.3 — Estrutura da lipase de Pseudomonas aeruginosa. As laminas beta estdo representadas por
setas a vermelho e as hélices a azul e amarelo. Os residuos do centro activo Ser82, Asp229
e His251 estdo indicados (figura reproduzida de Jaeger e Reetz, 1998).

O centro activo das lipases é composto por uma triade catalitica, geralmente
serina, histidina e aspartato (Jaeger e Reetz, 1998). Actuam sobre substratos pouco
soliveis em 4gua, em interfaces de lipido/dgua hidrolisando acilglicer6is de cadeia
longa (s6 com mais de 8 d&tomos de carbono), produzindo 4cidos carboxilicos e dlcoois,
com um numero menor e ligacdes éster, e, eventualmente glicerol. Na presenca de
quantidades vestigiais de dgua, as lipases catalisam a reac¢ao inversa de esterificacao
(Rajendran et al., 2009).

A determinacdo da estrutura tridimensional das lipases de Rhizomucor miehei
(Brady et al., 1990) e da lipase pancredtica humana (Winkler ef al., 1990) por difraccdo
de raio-X, proporcionou uma explicagao para o fenémeno designado por ‘“‘activagcao
interfacial”’. Descobriu-se que o centro activo de algumas lipases é protegido
estericamente por uma espécie de “tampa”, formada por residuos hidrofébicos, que sdao
deslocados ao entrar em contacto com o substrato, expondo o centro activo
(Jadaskeedinen et al., 1998). Quando essas lipases sdo submetidas a meios aquosos, 0
deslocamento dessa estrutura torna-se termodinamicamente desfavoravel.

O movimento da estrutura que compde a tampa confere as lipases pelo menos
duas conformacdes distintas, sendo a primeira denominada “fechada” ou inactiva
quando nao se verifica o deslocamento da “tampa” e, a segunda denominada ““aberta” ou

activa, quando esse deslocamento se observa, na presenca de substratos hidrofébicos

13



Revisiao Bibliografica

N

Subatrate F
fﬁ".’"g_@lr' ‘

i

o
v

Figura 2.4 - Esquema representativo das conformacdes "fechada" (A) e "aberta" (B) da lipase de
Rhizomucor miehei (figura reproduzida de Jadskeldinen et al., 1998).

No que diz respeito as propriedades fisico-quimicas, verificou-se que a maior
parte das lipases mantem estabilidade e actividade a um pH 6ptimo que se encontra
normalmente entre 6,0 e 8,0 (Nawani e Kaur, 2007; Shu et al., 2006; Rajendran et al.,
2009). Contudo, hd exemplos referidos na literatura, de actividade catalitica a valores
extremos de pH: a lipase de Kluyveromyces lactis apresenta actividade a pH 6ptimo de
2,0 (Oishi et al., 1999) e a lipase de Penicillium cyclopium exibe maior actividade e
estabilidade a um pH de 10,0 (Ibrik et al., 1998).

Relativamente a temperatura a que se verifica a actividade enzimética méaxima,
sdo observados valores muito distintos, como por exemplo: 5 °C para a lipase de
Pseudomonas fluorescens B68 (Luo et al., 2006) e 97 °C para a lipase de Pyrococcus
horikoshii (Ando et al., 2002).

Em processos alimentares, as lipases devem possuir uma elevada estabilidade
num intervalo proximo da temperatura ambiente. Normalmente, a estabilidade térmica
aumenta quando a reaccao € levada a cabo num solvente organico hidrofébico em vez
de um meio aquoso. Quando as enzimas sdo expostas a temperaturas elevadas, em meio
aquosos, sofrem um processo de desenrolamento que expde 0s grupos reactivos e as
areas hidrofébicas mais internas, o que se traduz em modificagcdes quimicas
irreversiveis, desordenamento monomolecular e agregacdo. Os processos quimicos que
normalmente levam a inactivacao (largamente acelerados a elevadas temperaturas) sdo a
desaminacdo dos residuos de aspargina e glutamina, hidrdlise das ligacdes peptidicas

nos residuos de 4cido aspértico, e outros processos quimicos. Todos estes processos
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exigem a participacdo de dgua e, portanto ndo ocorrem quando as reac¢des sao levadas a

cabo num solvente organico (Lima e Angnes, 1998).

2.2.3 Influéncia da Agua na Actividade das Enzimas

Segundo Foresti et al. (2007), o teor de dgua é um parametro crucial para a
biocatdlise realizada em meio orginico, sob dois aspectos: o primeiro refere-se ao
equilibrio termodinamico da reac¢@o, ou seja, numa reac¢cdo de sintese, o excesso de
agua pode deslocar o equilibrio a favor da reac¢do de hidrdlise; o segundo aspecto diz
respeito a existéncia imprescindivel de uma monocamada de 4dgua a envolver a enzima.
Esta camada de dgua designa-se por camada de hidratacdo e é fundamental para a
manutencdo da estrutura tercidria da enzima e da sua actividade catalitica. De acordo
com Zacks e Klibanov (1988), a actividade catalitica depende apenas da quantidade de
dgua ligada, que constitui esta camada, sendo indiferente a quantidade da mesma no
solvente, o que € indicativo da capacidade das enzimas funcionarem neste tipo de
solventes.

As moléculas de dgua, presentes na camada de hidratacdo, encontram-se
fortemente ligadas a grupos ionizaveis por forcas intermoleculares, tais como pontes de
hidrogénio, interagOes ionicas, forcas hidrofébicas e forcas de van der Walls, e a sua
mobilidade é extremamente diminuta, o que permite a enzima manter a conformagao
que lhe confere maior actividade catalitica. As restantes moléculas de dgua rodeiam
grupos polares carregados e regides nao polares (Zacks e Klibanov, 1988).

A quantidade de 4gua minima, que corresponde a situagdo em que cada molécula
de enzima contacta directamente com uma s6 camada de dgua (meio organico anidro),
que se denomina camada essencial, protege a enzima da desnaturacdo pelos solventes
organicos, uma vez que funciona como “tampao” entre a superficie da enzima € o seio
do meio reaccional (Dordick, 1989; Foresti et al., 2007). Contudo, a desactivacdo da
enzima pode ocorrer devido a interac¢do entre o solvente e a 4gua ligada a enzima, pelo
que € necessario escolher adequadamente o solvente tendo em conta o biocatalisador a

utilizar.
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2.2.4 Lipases de Yarrowia lipolytica, Aspergillus niger e de

Rhizopus orizae

2.2.4.1 Lipase de Yarrowia lipolytica

Yarrowia lipolytica é um microrganismo estritamente aerdbio, eucariético, do
reino Fungi, pertencente a classe dos Ascomicetos, subclasse Hemiascomicetos, Foi
originalmente classificada como Candida lipolytica e depois reclassificada como
Endomycopsis lipolytica, Saccharomycopsis lipolytica e, finalmente, Yarrowia
lipolytica (Barth e Gaillardin, 1997).

Esta levedura € bastante diferente dos modelos celulares mais estudados como a
Saccharomyces cerevisiae e Schizosaccharomyces pombe (consideradas leveduras
“convencionais”) no que diz respeito a fisiologia, genética e biologia molecular.
Pertence portanto ao grupo das leveduras “ndo-convencionais”, sendo a espécie mais
estudada desse grupo (Barth e Gaillardin, 1997).

Como nio € considerada patogénica, tem sido utilizada em aplicacdes industriais
como na produgdo de proteinas de microrganismos unicelulares, flavour de péssego e
acido citrico, em processos considerados pela American Food and Drug Administration,
(FDA), como Generally Regarded As Safe, (GRAS) (Tsugawa et al., 1969). Além disso,
segrega vdrias enzimas como proteases, lipases, esterases e fosfatases, todas de grande
interesse biotecnolégico (Aloulou et al., 2007).

Uma vez que Y. lipolytica pode usar acidos gordos como fontes de carbono, o
interesse sobre as lipases produzidas por este microrganismo intensificou-se. A lipase
de Y. lipolytica (Y1Lip2) é considerada uma lipase com elevada actividade quando
utilizada em reaccdes de hidrdlise, esterificacdo, transesterificagdo e na presenca de
acidos gordos de cadeias carbonadas longas (C12-C16), sendo classificada como uma
lipase (1,3) especifica (Ghamgui et al., 2004; Guieysse et al., 2004; Fickers et al., 2005;
Aloulou et al., 2007; Yu et al., 2007a, 2007b).

As lipases de Y. lipolytica tém sido utilizadas na catdlise de reac¢des em meios
pobres em 4gua, quer na sua forma livre, quer imobilizada (Wen et al., 2008; Tecelao et

al., 2010).
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2.2.4.2 Lipases de Aspergillus niger

Aspergillus niger ¢ um dos mais importantes microrganismos usados em
biotecnologia e que produz muitas lipases extracelulares reconhecidas como GRAS pela
FDA (Mhetras et al., 2009).

As lipases de A. niger tém sido utilizadas com sucesso em dreas como a
farmacéutica e alimentar, quer livres quer imobilizadas (Carvalho et al, 2006; da Silva
et al., 2008, 2009; Nunes et al., 2010). Kwon et al. (2000) estudaram a utilizacdo de
lipases de A. niger em reaccdes de sintese enantiomérica selectiva do acido (S)-2-
metilbutandico (presente em aromas frutados de mac¢d ou morango) tendo obtido bons
resultados. Mais recentemente, em reaccdes de transterificacdo e de esterificagdo de 2-
feniletil ésteres esta lipase de Aspergilus niger foi utilizada na sua forma livre (Tan et
al.,2011).

As lipases de A. niger hidrolisam ligacdes éster dos triacilglicerdis nas posicoes
sn-1 e sn-3, sendo deste modo muito utilizadas em reacgdes de transesterficacao (Weete,

1998).

2.2.4.3 Lipases de Rhizopus oryzae

Lipases de Rhizopus oryzae tém sido produzidas directamente a partir do fungo
filamentoso com 0 mesmo nome ou a partir de outros microrganismos por manipulacdo
genética, uma vez que a quantidade de lipase produzida pelo organismo original &
diminuta e a enzima € heterogénea. Exemplo disso € a producdo de lipases de R. orysae
pelas leveduras de Saccharomyces cerevisiae e Pichia Pastoris (Takahashi et al., 1998 e
Surribas et al., 2007).

A lipase de R. orizae, ao contrario de muitas lipases, hidrolisa ligacdes éster dos
triacilglicerois nas posi¢des sn-1 e sn-3, mas nunca na posi¢ao sn-2, sendo classificada
como uma lipase (1,3) especifica. Tal como as anteriormente referidas, tem sido
utilizada como biocatalisador em reacgdes cataliticas com sucesso na industria
petrolifera e alimentar, imobilizadas e/ou livres, em solventes organicos ou sem
solvente (Molinari et al., 1995; Gandolfi et al, 2001; Ghamgui et al., 2004, Karra-
Chaabouni et al., 2008; Nunes et al., 2009; Nunes et al, 2010; Lee et al, 2010).
Exemplo desta utilizacdo, no que diz respeito a area alimentar, é a producdo do éster
acetato de butilo em n-hexano e em meio livre de solvente, catalisada pela lipase de R.

orysae, imobilizada em celite 545 e livre (Salah et al., 2007).
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2.3 Imobilizacao de Enzimas

A imobilizacio de enzimas pode ser definida como uma técnica para fixar
enzimas, por meios fisicos ou quimicos a suportes inertes insoliveis ou a confini-las
num espaco restrito do reactor. A imobilizacdo consiste na restri¢do do biocatalisador a
uma regido do reactor, com o objectivo de favorecer a biotransformacao.

As vantagens de utilizacdo de enzimas imobilizadas sdo vastas, podendo-se
destacar a possibilidade de reutilizacdo, a realizacdo de processos continuos, a
facilidade na separacdo dos produtos da biotransformacdo, e o aumento da actividade e
da estabilidade do biocatalisador (Salis ef al., 2008).

Por outro lado a imobilizacdo proporciona uma maior homogeneidade das
enzimas no meio reaccional, evitando a aglomeracdo de particulas de enzima. A 4rea
acessivel aos substratos € superior, uma vez que a enzima encontra-se espalhada sobre a
superficie do suporte, o que faz com que a quantidade de centros activos disponiveis
seja bastante superior, facilitando também a transferéncia de massa de substratos e
produtos, promovendo deste modo a reac¢do e consequentemente a produtividade.
Persson et al. (2002) referem que a lipase de Humicola lanuginosa imobilizada em
Accurel EP-100 apresentava uma actividade 400 vezes maior do que a da enzima livre,
atribuindo o resultado ao espalhamento da enzima pela ampla &area superficial do
suporte, prevenindo a agregacdo das moléculas e facilitando o acesso aos substratos.
Foresti et al. (2005) observou que a lipase de Candida rugosa imobilizada em
polipropileno mantinha a sua actividade apds 2 horas a 75°C, enquanto a lipase livre
apresentava uma actividade de apenas 50 % nestas condicdes. Salah et al. (2007)
observaram que a conversdo em acetato de butilo pela lipase de Rhizopus oryzae
imobilizada em celite 545 como biocatalisador, foi promovida de forma consideravel
relativamente a mesma reac¢do realizada com a lipase livre, tendo obtido conversdes de
25 % e 3 %, respectivamente.

No que diz respeito a biocatdlise em meios organicos, uma das principais
vantagens em utilizar um suporte de imobilizacdo é a manuten¢do de um microambiente
aquoso em redor do biocatalisador. Sendo, o controlo da quantidade de d4gua
imobilizada de extrema importancia (Pires-Cabral et al., 2005a).

A aquafilicidade (A,), € definida como sendo a razdo entre a quantidade de dgua

no suporte e a quantidade de dgua no solvente, sob condi¢des padrao (Reslow et al.,
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1988). A aquafilicidade indica-nos, portanto, a capacidade de adsorcdo de 4gua por um
material de suporte. Assim, um suporte com elevada A, diz-se hidrofilico e, com baixa
Ay, hidrofdbico. As enzimas imobilizadas em suportes com elevada aquafilicidade
apresentam sempre menor actividade do que as imobilizadas em suportes de baixa
aquafilicidade, mesmo apds adi¢cdo de 4gua a preparacdo enzimadtica (Adlercreutz,
1991). A quantidade de dgua também estd estritamente relacionada com a estabilidade
térmica do biocatalisador. Assim, o suporte ideal deve ter a capacidade de reter a
quantidade de dgua necessdria a actividade catalitica reduzindo deste modo os riscos de
desnaturagdo da enzima (Krishna e Karanth, 2002).

Existem varios métodos de imobilizacdo de biocatalisadores. Estes métodos
podem ser divididos em quatro grandes grupos: 1) a auto-agregacdo, ii) a ligacdo a
superficies, iii) a contencdo por barreiras e iv) o aprisionamento/ligacdo a uma matriz
porosa.

O método e o tipo de suporte a ser usado num determinado processo deve ter em
consideragdo as caracteristicas do biocatalisador e as condi¢des de biotransformacdo. O
método de imobilizagdo mais adequado, quando se pretende manter a actividade do
biocatalisador, num meio reaccional agressivo, € o aprisionamento do biocatalisador
numa matriz porosa (Cabral et al, 2003).

No decorrer do trabalho experimental aqui apresentado, procedeu-se a
imobilizacao da lipase comercial de Aspergilus niger e das lipases de Rhizopus oryzae
comercial e ndo comercial em espumas de poliuretano. Os pré-polimeros de uretano,
desenvolvidos pelo grupo japonés Fukui (Fukui e Tanaka, 1982), t€m grupos isocianato
em ambos os terminais da cadeia linear como mostra a Figura 2.5. O caricter mais ou
menos hidrofilico dos pré-polimeros pode ser obtido modificando a razdo entre a
fraccao polietilenoglicol (partes a e ¢ da Figura 2.5) e a frac¢do do polipropilenoglicol,

que esta identificado com b na cadeia de poliéter.

CHa 0]

| i
mc*Q*NH -G -0 +-CHz CHg -0 -1 4-CHCHz —-O-}tr- CHCHz —O -y~ G--NH—‘Q' CHs
I

0=C=N o N=C=0

Figura 2.5 — Férmula de estrutura do pré-polimero de poliuretano (Pires-Cabral, 2005).

Este método de imobilizagdo por aprisionamento/ligacdo numa matriz porosa
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tem sido amplamente utilizado (Dias et al., 1991; Ferreira-Dias et al., 1999, 2003;
Bakker et al., 2000; Pires-Cabral et al., 2005a, 2005b, 2005¢c, 2007, 2009, 2010).
Segundo estes autores, a preparagdo e manuseamento do biocatalisador é simples e pode
ser utilizado de vérias formas em diversos tipos de reactores. Apds preparacdo, O
biocatalisador pode ser cortado em cuboides e imerso no meio reaccional, onde se
mantém em suspensdo, num reactor descontinuo ou continuo de mistura total ou pode
constituir o leito fixo de um reactor tubular continuo com escoamento tipo pistdo. Além
disso, estes biocatalisadores possuem um elevado potencial de aplicagdo industrial uma
vez que apresentam elevada estabilidade operacional (Ferreira-Dias et al., 2003; Pires-
Cabral et al., 2010).

A imobilizac¢do € realizada misturando o pré-polimero de isocianato com uma
solucdo de enzima. A reac¢ao polimérica entre as moléculas de pré-polimero da-se com
a formacdo de ligagdes de ureia. A 4gua, que é introduzida através da solugdo
enzimatica, ao reagir com os grupos diisocianato, produz diéxido de carbono, que ao
libertar-se forma um labirinto poroso na estrutura matricial da espuma. Deste modo, as
moléculas de enzima ficam aprisionadas dentro desta malha. Juntamente com a oclusio,
sao formadas ligagdes covalentes entre os grupos isocianato do pré-polimero e os grupo
amina e carboxilo das moléculas proteicas da enzima (Pires-Cabral, 2005a). Apds a
polimerizacdo € razodvel considerar que existam moléculas de enzima ndo imobilizadas
na matriz. Existem diversos pré-polimeros de uretano, entre eles destaca-se o Hypol
FHP 2002™ que é um poliéter de poliisocianato derivado de tolueno de diisocianato
(TDI) e que tem sido utilizado por diversas vezes na preparacdo de espumas hidrofilicas
para imobilizacdo de lipases (Dias et al., 1991, Ferreira-Dias et al., 1999, Pires-Cabral
et al., 2005a, 2005b, 2007, 2009, 2010). A espuma Hypol FHP 2002™ ndo tem TDI
disponivel, o que lhe confere um grau de aceitacdo desta espuma no mercado de
producdo de aromatizantes, em que um dos critérios mais procurado € o elevado grau de
pureza dos materiais e a auséncia de toxicidade.

A imobilizag@o enzimatica tem tido uma enorme utilidade em biocatélise a nivel
industrial. Contudo, o processo pode causar alteragdes, quer na cinética reaccional, quer
nas propriedades da enzima, o que resulta numa diminuicdo da actividade catalitica da
mesma. Dentro dos vdrios efeitos que a imobilizacdo pode causar, destacam-se
modificagdes conformacionais e estereoquimicas, efeitos de particdo e limitagcdes

difusionais.
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2.3.1 Modificacoes Conformacionais e Esterioquimicas

z

Quando a enzima é imobilizada no suporte, pode sofrer alteragdes na sua
estrutura tridimensional, comalteracdo da sua actividade especifica, pelo envolvimento
de centros activos da enzima em ligacdes com o suporte. Além disso, o processo de
interac¢do enzima-suporte € quase sempre aleatério, o que pode tornar o acesso dos
substratos ao centro activo da enzima menos facilitado (impedimento estéreoquimico)

(Doran, 1995).

2.3.2 Fenémenos de Particio e Concentracio de Substratos e
Agua no Microambiente

A particdo de substratos e produtos entre a fase aquosa e o microambiente do
biocatalisador imobilizado da-se devido a interaccdes electrostaticas e hidrofébicas e
depende, tanto da carga do biocatalisador, como da carga das espécies em solu¢do. A
particdo pode levar a alteracdes de pH 6ptimo, para valores de pH mais alcalinos ou
mais dcidos, consoante o suporte apresente carga negativa ou positiva e, como resultado
a alteracdes na actividade enzimadtica. As interac¢des hidrofébicas também influenciam
a actividade enzimadtica no sentido em que um aumento da hidrofobicidade do suporte
aumenta a particdo de substratos hidrofébicos, contudo este tipo de suportes sdo pouco
compativeis com enzimas hidrofilicas (Va, 2006). Segundo Laane (1987) as enzimas
imobilizadas apresentam actividade catalitica 6ptima quando:

i) a diferenga entre as polaridades do microambiente e do sustrato é minima,
uma vez que deste modo asseguram-se elevadas concentragdes de substrato no
microambiente, sendo que para reacgdes em que ocorre inibi¢do pelo substrato, esta
diferenca de polaridade deve ser optimizada;

i) a diferenca de polaridadede entre o macroambiente e do substrato € elevada, o
que forca as moléculas de substrato a migrarem para o microambiente;

ii1) a diferenca de polaridade entre 0 macroambiente € o produto € minima, de
modo a permitir a sua saida do microambiente do biocatalisador, evitando deste modo,
se for o caso, a inibicdo pelo produto e promovendo a desloca¢do do equilibrio no
sentido da produgao;

iv) a diferencga de polaridade entre o microambiente e o produto é maxima, pelas
mesmas razdes apresentadas anteriormente.

Os suportes hidrofilicos tendem a competir com a enzima pela dgua disponivel
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durante a reaccdo. Quando a lipase e o suporte estdo completamente hidratados, os
suportes hidrofilicos conduzem a uma elevada concentracdo no microambiente da
enzima favorecendo a reac¢do hidrolitica. Podem também reduzir a disponibilidade dos
substratos hidrofébicos, em regides hidrofilicas, reduzindo, deste modo, a
disponibilidade dos substratos para a reac¢do nos centros activos do biocatalisador.
Além disso, o suporte de imobilizagdo também pode conduzir a impedimentos
estereoquimicos, deixando a enzima menos acessivel aos substratos (Gongalves et al.,
1997; Vileneuve et al., 2000).

Neste contexto, os estudos realizados em biocatdlise em meio organico t€ém tido
em conta os efeitos de particdo, avaliados pelos coeficientes de particdo dos substratos e
produtos entre a fase orgénica e a fase aquosa (Ferreira-Dias 1995; Ferreira-Dias et al.,
1999; Pires-Cabral et al., 2005b). Estes estudos sdo tuteis de forma a investigar as
interac¢Oes entre o suporte de imobilizacdo, a enzima, € os componentes do meio
reaccional. Pires-Cabral et al., (2005a, 2005b, 2005c) verificou que a natureza
hidrofilica do suporte condiciona os fendmenos de particio dos substratos, da dgua
inicialmente presente no sistema reaccional e, dos produtos da reaccdo, favorecendo a
migracdo dos compostos hidrofilicos do meio organico para o microambiente do
biocatalisador e dos hidrofébicos do microambiente para o meio reaccional. Também

verificou que a hidrofilicidade da espuma Hypol FHP 2002™

utilizada na imobilizagcdo
da lipase de Candida rugosa, para a catélise das reaccoes de esterificacdo do etanol com
o dcido butirico, conduz a presenga de etanol em largo excesso no microambiente do
biocatalisador, concluindo que nesta reac¢do o etanol funciona como inibidor.
Relativamente a dgua produzida no decorrer da reaccdo, esta pode acumular-se
no microambiente do biocatalisador, reduzindo a actividade catalitica de esterificacdo e
o grau de conversao em éster, bem como afectar a sua estabilidade operacional (Krishna

e Karanth, 2002).

2.3.3 Efeitos de Transferéncia de Massa

A carga de enzima € um factor preponderante na actividade especifica das
preparacdes imobilizadas. Quando a enzima € imobilizada num suporte, os substratos
vao difundir-se do seio da solucdo até ao centro activo da enzima. Assim, quando a
velocidade do substrato é menor que a velocidade de transformacdo pela enzima, a

velocidade da reaccdo catalitica observada é menor do que a esperada para uma dada
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concentracdo de enzima em solugdo, uma vez que nem todas as moléculas de enzima
estdo em contacto com o substrato. Existem dois tipos de resisténcias difusionais: as
externas e as internas, consoante os gradientes de concentracdo ocorram na superficie
do biocatalisador, ou no interior do meio catalitico poroso. Assim, quanto maior for a
velocidade de circulagdo do meio reaccional, menos espessa serd a camada de fluido em
torno das particulas de suporte (camada limite ou filme de Nernst) e, menores serdo as
limitacOes externas de transferéncia de massa (Adlercreutz, 1993; Barros, et al., 1998;
Bakker et al., 2000; Krishna e Karanth, 2002; Salis et al., 2008).

Cada suporte tem uma carga enzimdtica Optima a qual a actividade especifica é
maxima.Verifica-se que para cargas enzmadticas menores, a actividade catalitica também
¢ menor, devido 4 inibicdo da enzima pelo suporte de imobiliza¢do, resultante de
alteracdes conformacionais causadas pelo processo de imobilizacdo e a inactivagdo
causada pelo meio reaccional. Este efeito diminui com o aumento da carga enzimatica.
Por outro lado, quando a carga enzimatica € alta, as limita¢des de transferéncia de massa
ndo permitem que a enzima exerca a sua actividade a maior velocidade (Wehtje et al.,

1993; Barros et al., 1998).

2.4 Bioreactores

Segundo Aires-Barros (2002), a seleccao do reactor para um determinado
bioprocesso depende das caracteristicas da bioconversdo e de constrangimentos
reaccionais, cinéticos e do biocatalisador, que determinam o modo de operacdo e as
caracteristicas do fluxo.

Entre as caracteristicas da bioconversao que influenciam a selec¢do do reactor,
estdo incluidas as propriedades dos substratos e dos produtos, ou seja, pontos de
fusdo/ebulicdo, solubilidade em 4dgua, estabilidade ao pH e temperatura, as
caracteristicas reaccionais, nomeadamente o pH, a temperatura, o controlo da actividade
da dgua e as caracteristicas do biocatalisador, ou seja, se € utilizado livre ou
imobilizado, a sua estabilidade e a quantidade de dgua necessdria para manter a sua
actividade catalitica. A interac¢do entre o biocatalisador e os substratos € um factor
também a ter em conta.

Relativamente aos constrangimentos reaccionias deve-se ter em conta o sistema
biocatalitico, ou seja o tipo de mistura reaccional que se vai utilizar (mistura bifdsica

organico-aquosa, sistema micro-heterogéneo, sistema com teor vestigiario de dgua ou
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mistura homogénea de meio aquoso e solvente organico miscivel com 4gua), a razdo de
fases aquosa-organica que condiciona a produtividade volumétrica no reactor e a drea
interfacial disponivel para a transferéncia de massa de substratos e produtos, assim
como os efeitos de particao substratos/produtos. A inibi¢ao pelos substratos ou produtos
fazem parte dos constrangimentos cinéticos.

Os constrangimentos associados ao biocatalisador incluem a concentracio
méxima de biocatalisador permitida no bioreactor, a influéncia da agitacdo realizada e a
baixa estabilidade do biocatalisador, devido a efeitos de temperatura, pH, presenca de
compostos téxicos, necessidades de co-factores e toxicidade do solvente organico.

Entre os reactores usados em sistemas biocataliticos, destacam-se os reactores
descontinuos de mistura total e os reactores continuos tubulares de leito fixo com

escoamento tipo pistdo como os mais utilizados.

2.5 Cinética da Reaccao de Esterificacao Catalisada por Lipases

A maior parte dos estudos cinéticos de reag¢des calisadas enzimaticamente em
meio organico € baseada na aplicacio do modelo de Michéelis-Menten. Porém, este
modelo é valido apenas para reacgdes simples. As reac¢des de esterificacdo catalisadas
por lipases imobilizadas seguem, regra geral, o mecanismo Ping-Pong Bi-Bi (Fig. 2.6)
que consiste na adi¢do ordenada de um primeiro substrato e a libertacdo de um produto,
seguida de uma nova ligacdo ao segundo substrato e libertacdo de outro produto. Neste
mecanismo de dois passos, a acilagdo, que consitui 0 primeiro passo, inicia-se com a
ligacdo do 4cido a enzima, com formag¢do de um complexo ndo covalente dcido-enzima
que prossegue com a libertacdo do primeiro produto, a 4gua, e formacdo de um
intermedidrio estdvel denominado acil-enzima. No segundo passo, a desacilacdo, o
alcool liga-se ao intermedidrio anteriormente referido, formando um segundo complexo
ndo covalente enzima-€ster e finalmente ocorre a libertacdo do éster (Janssen et al.,

1996; Paiva et al., 2000; Krishna e Karanth, 2002).
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Acido Agua Alcool Ester
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Figura 2.6 — Representacdo do mecanismo ping-pong. E e F sdo as diferentes configuracdes da enzima
livre, EA-FP e FB-EQ representam os complexos de transicdo (Adaptado de Pires-cabral,
2005a).

Acima de determinadas concentragdes, tanto o alcool como o dcido podem
exercer um efeito inibitdrio sobre a reaccao catalitica. Além disso, quando a dgua atinge
um teor considerdvel, pode actuar como inibidor competitivo, quer relativamente ao
alcool, quer ao acido, introduzindo alteragdes no mecanismo reaccional e modificando o
modelo, numa cinética de Ping-Pong com inibicao competitiva pelo substrato e pela
agua (Mukherjee, 1990; Chulalaksananukul et al., 1990; Miller et al., 1991; Marty et
al., 1992; Dumont et al., 1992; van Tol et al., 1995a, 1995b; Janssen et al., 1996;
Bovara et al., 1993b; Valivety et al., 1993; Briand et al., 1995; Dias et al., 1990; Rizzi
et al., 1992; Halling, 1994; Pires-Cabral et al., 2009).

2.6 Metodologia das Superficies de Resposta (RSM)

z

Em qualquer processo industrial é extremamente importante melhorar o
desempenho dos sistemas e aumentar o rendimento do processo sem aumentar 0s
custos. O método utilizado para alcangar este propésito designa-se optimizacao. Um dos
métodos mais usados e mais populares na optimiza¢do de processos € a Metodologia
das Superficies de Resposta (Response Surface Methodology, RSM). O nimero de
estudos na drea dos processos bioquimicos que utilizam este método € enorme (Gaucula
and Singh, 1984; Ferreira-Dias et al., 2003; Rodriguez-Nogales et al., 2005; Shih et al.,
2007; Pires-Cabral et al., 2005a, 2005b, 2005¢, 2007, 2009, 2010).

Esta metodologia, consiste num conjunto de técnicas estatisticas e matematicas,
utilizadas na modelacdo e andlise de problemas em que as respostas de interesse siao
influenciadas por vdrias varidveis explicativas em simultaneo. Este procedimento

determina as condi¢des operatdrias Optimas para o sistema, sem respostas ambiguas,
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com reducdo do nimero de experiéncias necessdrias. Responde a questdes especificas e
evita repetir ensaios, o que se traduz em economia de tempo e dinheiro.

Através da metodologia das superficies de resposta, obtém-se equacdes
polinomiais, em fun¢do das varidveis explicativas definidas como significativas para as
respostas, que correspondem graficamente a superficies, denominadas por Superficies
de Resposta (Montgomery, 1991).

Na RSM podemos usar quatro tipos de matrizes de delineamento experimental:
factorial completa, factorial fraccionada, matriz central compdsita (“Central Composite
Design”,CCD) e matriz central compdsita rotativa (“Central Composite Rotatable
Design”, CCRD).

Como exemplo, apresenta-se no Quadro II.1 a matriz central compdsita rotativa

(CCRD) codificada para dois factores X; e X».

Quadro II.1 - Matriz central compésita rotativa codificada para 2 factores X, e X,

Ensaio X, X,
1 -1 -1
) 1 1 Matriz
factorial
3 -1 1 2k
4 1 1
5 -0, 0 Pont
ontos
6 o 0 axiais
7 0 -0 o=t \/E
8 0 o
9 0 0 Repeticoes
10 0 0 do ponto
11 0 0 central

A matriz CCRD ¢é constituida por uma matriz factorial, por um conjunto de
pontos estrela e um conjunto de repeticdes do ponto central. A matriz factorial com 2"
ensaios (k € o nimero de factores) corresponde aos pontos que vao definir a zona de
interesse. Sao os vértices de um quadrado (quando k=2) cujo centro é a origem (0, 0), e
os extremos inferior e superior sdo (-1, +1) (Montgomery, 1991) (Fig. 2.7). Os pontos
exteriores a matriz factorial, mas dentro do dominio experimental, representados por (-
a, o), sdo os pontos axiais. S@o dois para cada varidvel e estdo situados nos eixos de
referéncia a uma distdncia de 2Y* e permitem testar a aplicabilidade do modelo

(Montgomery, 1991).
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Virias repeti¢cdes do ponto central (0, 0) situado na origem dos eixos, permite
estimar o erro experimental, que se considera constante ao longo de todo o dominio

experimental (Montgomery, 1991).

(-2, [|:I FD.D:

Figura 2.7 — Matriz central compdsita rotativa para dois factores X, e X,.

Para a elaboracao de um delineamento experimental eficaz, temos de fazer
estudos preliminares, que nos permitam: (i) identificar as varidveis que actuam no
processo; (ii) identificar correctamente a regido de interesse no espaco em que O
processo actua; (iii) definir os niveis em que os factores que influenciam o processo irdo
variar e (iv) determinar o ponto central.

As equagdes polinomiais que se obtém através deste método, traduzem a
resposta, Y, em fun¢do das varidveis explicativas, Xj, dando origem a uma superficie de
resposta com (m+1) dimensdes, sendo m o nimero de varidveis X;. A equagdo da

Superficie de Resposta para duas variaveis €:

Y =bg + by Xi+byXo+b 1 X2 1+b20n X2 +b X X (eq. 2.1)
Y - Varidvel dependente
X, X, - Varidveis independentes (factores)
bg - Constante
by, by - Coeficientes lineares
b1, by - Coeficientes quadraticos

b, — Coeficiente linear da interac¢io XX,

27



Revisiao Bibliografica

N ~

E possivel, recorrendo 2 equagio da superficie de resposta, estimar o ponto
optimo da resposta o que equivale ao calculo dos extremos da funcdo polinomial,
maximo ou minimo, usando as suas respectivas derivadas parciais.

O ajuste do modelo aos resultados experimentais pode sera avaliado pelo
coeficiente de determinacdo R”. R” varia entre 0 e 1, e quanto mais préximo estiver de
1, mais o modelo se ajusta aos dados experimentais. A partir de R’ pode-se calcular o
coeficiente de determinacao ajustado, R? ajust> @ partir da seguinte equacdo (Wiesberg,

1985):

Razjusl. =1- g (I_RE)
n—p

(eq.2.2)

n = nimero de observacoes

p= numero de coeficientes da equacao de regressao

O coeficiente R2ajust deve ser sempre apresentado em conjunto com o R’ quando
se avalia a aplicabilidade do modelo. O Rzajust também varia entre 0 e 1 e é sempre
inferior a R?, mas quanto mais préximo estiver da unidade, mais o modelo se ajusta a
realidade. Os valores preditos pelo modelo devem ser confrontados com os valores
observados experimentalmente. Estes tultimos podem ser expressos graficamente e a sua
informacdo deve ser complementada com os valores de R’ e Rzajust. O coeficiente R2,
mostra-nos como a variabilidade nos valores da resposta observada, pode ser explicada
pelos factores experimentais e as suas interac¢des. Contudo um grande valor de R* ndo
implica necessariamente que o modelo seja um bom ajustamento, uma vez que a adi¢ao
de uma varidvel aumenta sempre o valor deste coeficiente (a adi¢do de uma varidvel ao
modelo faz sempre com que a soma de quadrados da regressdo aumente), sem ter em
conta se a varidvel que se adiciona €, ou nido, estatisticamente significativa. Assim,
modelos com um elevado valor de R* podem produzir predi¢des pouco fidveis de novas
observacgdes ou estimativas pouco fidveis do valor esperado de Y. Por este motivo R
nao serd um bom indicador do grau de ajustamento do modelo e, alguns investigadores
preferem utilizar o coeficiente de determinacdo ajustado. Este coeficiente d4 uma
melhor ideia da propor¢do de varia¢do de Y explicada pelo modelo de regressdo uma

vez que tem em conta o nimero de regressores. Ao contrario do que acontecia com o
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coeficiente de determinagao multiplo, o Rzajust niao aumenta sempre, quando uma nova
varidvel € adicionada ao modelo. Este s6 aumenta se a adi¢do da varidvel produz uma
reducdo suficientemente grande na soma de quadrados do erro de maneira a que
compense a perca de um grau de liberdade (resultante da adicdo da varidvel) (Haaland,

1989).
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3.1 Materiais

3.1.1 Biocatalisadores

Os biocatalisadores ndo comerciais utilizados foram a lipase de Yarrowia
lipolytica (Y1ip2) imobilizada em diferentes suportes: Lewatit VP OC 1065 (lipl); HPL
(lip2); Amberlite 96 (lip3); Lewatit K 2629 (lip4); Lewatit VO OC 1026 (lip5) e Lewatit
MP TP 214 (lip6), e a lipase recombinante de Rhizopus oryzae (lip9) (lipase r-ROL). As
lipases de Y. lipolytica imobilizadas foram preparadas e gentilmente cedidas pela Doutora
Georgina Sandoval, CIATEJ, Guadalajara, México. A lipase recombinate de Rhizopus
oryzae foi produzida por uma estirpe mutante de Pichia pastoris numa cultura semi-
continua (fed-batch), usando sorbitol como co-substrato € metanol como indutor, pelo
grupo do Prof. Francisco Valero, Universidade Auténoma de Barcelona, Espanha.
Utilizaram-se também os seguintes biocatalisadores comerciais: lipases liofilizadas de
Aspergilus niger (lip7) e Rhizopus oryzae (lip8) (lipase n-ROL) (lipase A 12 e lipase DF
15-K, respectivamente) cedidas pela Amano Enzyme Europe Ltd. (Fig. 3.1).

Figura 3.1 — Biocatalisadores testados nas reac¢des de esterificacdo de etanol com o 4cido butirico.
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3.1.2 Reagentes

Os reagentes utilizados de grau de pureza pro analysis foram obtidos das
seguintes fontes comerciais: etanol da Merck, n-hexano e 4cido butirico da Riedel-de-
Héen, butirato de etilo da Fluka Chemica, 4-metil-2-pentanol (padrdo interno) da Merck

Schuchardt e HYDRANAL®- Coulomat AG-H da Riedel-de-Hien.

3.1.3 Matriz de Imobilizacao

O pré-polimero hidrofilico de poliuretano Hypol FHP 2002TM (diisocianato de
tolueno), foi cedido pela Dow Chemical Company Limited U.K.

3.2 Métodos

3.2.1 Imobilizacao da Lipase

As lipases de A. niger e de R. oryzae comercial nativa (n-ROL) e r-ROL, foram

2™ um pré-polimero de

imobilizadas em espuma de poliuretano Hypol FHP 200
diisocianato de tolueno (TDI) com uma aquafilicidade de 3,2 (Reslow et al., 1988, Pires-
Cabral et al., 2007).

A imobiliza¢do da lipase ocorre simultaneamente com a polimeriza¢do da espuma
de poliuretano. Para a sua preparacdo, misturou-se 0,60 g de Hypol FHP 2002TMcom
igual massa de solucao tampao fosfato (0,020 M KH,PO,4 + 0,027 M Na,HPOy4; pH 7,0) e
0,350 g de lipase (Ferreira-Dias et al., 1999). A massa de lipase utilizada corresponde a
carga maxima por forma a maximizar a velocidade da reac¢do de esterificacdo sem que
ocorram considerdveis limitagdes internas a transferéncia de massa (Ferreira-Dias et al.,
1999).

Durante a polimerizacdo, a dgua, proveniente da solu¢cdo tampao, reage com o0s
radicais livres do pré-polimero libertando dioxido de carbono e conferindo ao suporte de
imobilizacdo uma estrutura porosa. A porosidade da espuma de poliuretano Hypol FHP
2002TMestimada pela razio entre o volume de vazios e o volume aparente da espuma &
de 0,635 (Ferreira-Dias et al., 1999) e o volume real desta espuma (Vr em mL) pode ser

estimado em fun¢do da massa de pré-polimero utilizada (Mpp em g) de acordo com a

relacdo previamente estabelecida por Pires-Cabral ef al. (2005a):
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Vr=2,617Mpp +0,013 (R? = 0,995) (eq. 3.1)

Ap6s imobilizacdo, as lipases preparadas foram cortadas em pequenos cubos de
aproximadamente 0,03 cm’ e imersas a 14 cm® de solucdo de substratos (etanol e 4dcido

butirico) em n-hexano.

3.2.2 Reaccoes de Esterificacao

As reacgdes de esterificagdo foram realizadas a temperatura de 30 °C, sob agitacao
magnética a 1400 rpm, em reactores cilindricos de vidro, munidos de camisa de
aquecimento e devidamente tapados (Fig. 3.2). Os volumes de meio reaccional, 14 mL
(solugdes de etanol e dcido butirico em n-hexano) e a velocidade de agitacdo foram
seleccionados de modo a que o biocatalisador se encontrasse totalmente imerso e disperso
no meio reaccional em todos os pontos do reactor. As lipases imobilizadas foram testadas
em reaccoes de esterificacdo de etanol com dcido butirico em n-hexano, realizadas nas
condicdes estabelecidas em trabalhos anteriores com a lipase de Candida rugosa
imobilizada em Hypol FHP 2002™ (Pires-Cabral et al., 2005b, 2005¢c, 2007, 2009,
2010.). Assim, usaram-se as concentragdes de 0,325 M de 4cido butirico e 0,439 M de
etanol, que corresponde a composicdo do ponto central do delineamento estatistico
experimental central rotativo compdsito, em fun¢do da concentragdo inicial de 4cido
butirico, A, da razdo molar etanol/4cido butirico, RM e da temperatura, T (Pires-Cabral et
al., 2005b, 2005¢, 2007, 2009, 2010).

As reacgOes de esterificacdo com os biocatalisadores lipl, lip2, lip3, lip4, lip5 e
lip6 foram realizadas na presenga de 3 % (m/v) e 12 % (m/v) de massa de biocatalisador
em relacdo ao volume de meio reaccional. Relativamente aos biocatalisadores lip7, lip8 e
lip 9, a quantidade utilizada foi de 12 % (m/v). Com estes biocatalisadores, utilizou-se
também meio reaccional com a composi¢ao do ponto central.

A composicdo do meio reaccional foi analisada por cromatografia gasosa a
amostras recolhidas as 0, 1, 3, 4,5, 6, 24 e 48 horas de reacg¢do.

As velocidades iniciais de esterificacdo foram calculadas por regressdo linear de
de 5 pontos a partir das relagcdes entre concentracdo de butirato de etilo e tempo de
reaccdo e expressas em pumol de butirato de etilo produzido por minuto e por grama de

biocatalisador.
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As produtividades volumétricas de cada biocatalisador foram calculadas pela
razdo entre a quantidade de butirato de etilo produzido, por unidade de volume e por

unidade de tempo de reaccao e expressas em pmol/mL.h.

Figura 3.2 — Reactor descontinuo utilizado para as reac¢des de esterificacdo do etanol com o &cido
butirico.

3.2.3 Anilise da Composicdo do Meio Reaccional por
Cromatografia Gasosa

A aliquotas de 500 pL de meio reaccional, adicionaram-se iguais volumes de uma
solugdo de 0,4 M de padrdo interno (4-metil-2-pentanol) em n-hexano. A determinagdo
das concentracdoes de substratos residuais e de éster produzido realizou-se num
cromatografo gasoso (Hewlett Packard HP5890 série 1), equipado com um detector de
ionizacdo de chama e uma coluna capilar (DB WAX) (30 m x 0,25 mm i.d., d.f. = 0,25
um). As temperaturas do injector e do detector foram reguladas para 250 °C e 270 °C
respectivamente. A programacdo de temperatura do forno foi: 60 °C durante 6 min,
seguido de um aumento de 30 °C/min e, por fim, um patamar de 3 min a 180 °C. Como
gds de arraste foi utilizado o hélio, a pressdo de 60 kPa na coluna e um fluxo de 2,6
mL/min.

A andlise quantitativa foi realizada pelo método do padrao interno. Este método
permite a normalizacdo dos resultados obtidos, ou seja, permite eliminar potenciais
variagdes no volume das amostras. Nos cromatogramas obtidos, a drea de cada pico €
directamente proporcional a quantidade de composto que passa pelo detector e o
quociente entre as dreas dos picos do composto e do padrdo interno € directamente
proporcional ao quociente de concentracdes respectivo. Deste modo, preparando-se varias

solucdes com diferentes concentracdes de composto e igual concentracdo de padrio
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interno obtém-se as curvas de calibracao.

O tracado das curvas de calibracao a utilizar na anélise quantitativa dos resultados
foi realizado preparando, em n-hexano, vérias solucdes padrdo com concentragdao
constante de padrao interno (0,4 M) e concentragdes crescentes (0,005 M a 0,1 M) de
acido butirico, etanol e butirato de etilo, representativas das condicdes experimentais

esperadas nos estudos a realizar.

3.2.4 Determinacao do Teor de Agua do Meio Reaccional

O teor de dgua do meio reaccional foi determinado utilizando um coulémetro de
Karl Fischer (Metrohm 684). As amostras de 1 mL de meio foram recolhidas as 0, 1, 5,
24 e 48 horas de reac¢do, com o auxilio de uma seringa de cromatografia de igual
capacidade, previamente lavada com acetona e seca, e imediatamente injectadas no

coulémetro.

3.2.5 Delineamento Experimental para Modelacao da Producao de
Butirato de Etilo

A Metodologia das Superficies de Resposta (Gacula and Singh, 1984; Haaland,
1989; Montgomery, 1991) foi utilizada para modelar e optimizar a esterificagdo do etanol
com o 4cido butirico (Pires-Cabral et al., 2007), catalisada pela lipase nativa de Rhizopus
oryzae (lip8) imobilizada em poliuretano.

Para modelar a producdo de butirato de etilo e optimizar as condi¢Oes reaccionais
foram realizados 17 ensaios experimentais, de acordo com o delineamento estatistico
central rotativo compdésito (CCRD) em funcdo de trés factores: a concentragdo inicial de
acido butirico, A, a razdo molar etanol/acido butirico, RM, e a temperatura, T.

Os niveis do CCRD considerados apresentam-se no Quadro IIl.1, a que
correspondem as concentragdes para os varios ensaios experimentais presentes no Quadro
II1.2Neste caso, o CCRD € composto por 8 pontos factoriais, codificados como +1 e -1, 6

pontos estrela codificados como +a e -o e 3 pontos centrais codificados como 0.
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Quadro IIL.1 - Niveis codificados e descodificados dos factores experimentais testados nos ensaios de

esterificacdo segundo uma matriz CCR.

Niveis codificados AM) RM T (°C)
-1) 0,150 0,700 25,0
(+1) 0,500 2,000 35,0
(-a) 0,031 0,257 21,6
(+o) 0,619 2,443 38,4
0 0,325 1,350 30,0

Quadro IIL.2 - Matriz de delineamento experimental (CCDR) em fung@o da temperatura (T), da

concentragdo inicial de 4cido butirico (A), e da razdo molar etanol/acido butirico (RM).

N° Ensaio A M) RM T (°C)
1 0,150 0,700 25
2 0,150 2,000 25
3 0,500 0,700 25
4 0,500 2,000 25
5 0,150 0,700 35
6 0,150 2,000 35
7 0,500 0,700 35
8 0,500 2,000 35
9 0,325 1,350 21,59
10 0,325 1,350 38,41
11 0,031 1,350 30
12 0,619 1,350 30
13 0,325 0,257 30
14 0,325 2,443 30
15 0,325 1,350 30
16 0,325 1,350 30
17 0,325 1,350 30
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3.2.6 Estimativa das Concentracoes no Microambiente do
Biocatalisador

Para cada ensaio de esterificacdo do CCRD (cf. 3.2.5), foram estimadas as
concentracdes de substrato no microambiente do biocatalisador utilizado (lipase de
Rhizopus oryzae imobilizada em Hypol FHP 2002™) (n-rol), usando as equacdes
polinomiais do modelo de 2* ordem previamente estabelecidas para um sistema
semelhante de uma lipase de Candida rugosa imobilizada nas mesmas espumas de

poliuretano (Pires-Cabral et al., 2005).

3.2.7 Tratamento Estatistico dos Resultados Experimentais

Os valores de concentragdo de butirato de etilo produzido (ESTER) e da
respectiva conversao (CONV) determinados para todos os ensaios experimentais, foram
analisados usando o software Statistica™, versdo 5, da Statsoft, USA. A conversdo em
butirato de etilo foi definida como a razdo entre a concentra¢do do butirato de etilo e a
concentracao inicial do substrato limitante no meio reaccional.

Foram calculados os efeitos linear e quadratico dos factores A, RM e T, assim
como das interac¢des lineares A x RM, A x T e RM x T sobre a concentracdo de butirato
de etilo produzido (ESTER) e a conversdo em éster (CONV). A significancia dos seus
valores foi avaliada por andlise de varidncia (ANOVA). Interpretando as
probabilidadades de significincia ou valores de p.

Foram ajustadas superficies a quatro dimensdes, descritas por equagoes
polinomiais de 1* ou 2* ordem, aos valores de concentracdo de butirato de etilo e de
conversao em éster. Os coeficientes de 1* e 2* ordem foram obtidos por andlise de
variancia.

O ajuste dos modelos foi avaliado pelo coeficiente de determinagdo (R?) e pelo

coeficiente de determinacgao ajustado (Rzajust) (Weisberg, 1985).

3.2.8 Validacao dos Modelos de Esterificacao

A validacdo dos modelos estabelecidos pela RSM para descrever a produgdo e a
conversdo em butirato de etilo foi realizada através de ensaios experimentais de

esterificacdo nas condi¢des preditas pelo modelo que maximizam a produgdo de butirato
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de etilo (ESTER) e a conversdo em butirato de etilo (CONV). Assim, as reaccdes
decorreram nas condi¢des operacionais previamente referidas (cf. 3.2.2) sendo 0,225 M
de A; 1,637 de RM a 31,5 °C para validacao de ESTER e 0,270 M de A; 1,687 de RM a
18,9 °C para validagdao de CONV. Foram recolhidas amostras de meio reaccional ap6s 0,
1, 6, 18, 24 e 48 horas de reaccdo e a concentragdo dos diferentes substratos e do éster
sintetizado foram determinadas por cromatografia gasosa, tal como descrito
anteriormente (cf. 3.2.3). Os resultados obtidos foram comparados com os valores

tedricos preditos pelo modelo.
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4.1 Calibracao do Cromatégrafo Gasoso

Para a calibracdo do gromatdgrafo gasoso, uma vez que a gama de concentragdes
utilizada era vasta, foi necessdrio realizar duas curvas de calibragdo de modo a obter
equagdes com o melhor ajuste aos resultados experimentais. Assim, a primeira parte do
trabalho experimental realizado consistiu na obtencao de curvas de calibracio a partir de
solucdes para as gamas de concentracdo de 0,01 a 0,06M e 0,1 M a 1,0M. As equagdes
das curvas de calibracdo e respectivos coeficientes de determinacio (R?) estdo

apresentados no quadro IV.1.

Quadro IV.1- Equacdes das curvas de calibragdo das razdes das dreas entre etanol (AEtOH), dcido butirico
(A) e Butirato de etilo (ESTER) e a drea do padrdo interno (Apint) em fungdo da
concentracdo de butirato de etilo (ESTER), obtidas com as solu¢des de calibracdo, para as
gamas de concentracdo de 0,01 a 0,06M e 0,1 a 1,0M de EtOH, A e ESTER e respectivos
coeficientes de determinacio R”.

Composto Modelo Concentraciao R?
(M)

AEtOH/Apint = 0,8178(ESTER)+0,004 (0,01; 0,06) 0,9755

Etanol (EtOH) AEtOH/Apint = 1,3257(ESTER)-0,01 (0,1: 1,0) 0,9862

. ,, AA/Apint = 2,386(A)-0,0117 (0,01; 0,06) 0,9863

Acido Butirico (A) |\ /4 i = 2 64(A)-0,0459 (0,1: 1,0) 0,9974
Butirato de Etilo AESTER/Apint = 4,2685(ESTER)+0,0012

(ESTER) AESTER/Apint = 4,2987(ESTER)-0,0157 (0,01; 0,06) 0,9997

(0,1 1,0) 0,9991

4.2 Seleccao de Lipases

O screening das enzimas € fundamental para a seleccdo do biocatalizador que
melhor se adapte as condicdes reaccionais pretendidas. Deste modo, foi realizado um
screening de um conjunto de biocatalisadores disponiveis, comerciais € ndo comerciais.

As preparacgdes imobilizadas de Yarrowia lipolityca (lip3, lip4, lip5 e lip6) foram
testadas em duas quantidades diferentes 3 % (m/v) e 12 % (m/v).

A titulo de exemplo apresentam-se os resultados de esterificacdo catalisada pelo
biocatalisador lip 4, nas concentragdes de 3 % (m/v) e 12 % (m/v), encontram-se na Fig.

4.1.
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Figura 4.1 - Curvas cinética de producdo de ESTER (A) por esterificagdo de EtOH (¢) com A (m),
catalisada pelo biocatalisador lip3 a 3% (m/v) (A) e a 12 % (m/v) (B). (T=30 °C, A=0,325M; RM=1,35).

Da andlise da Fig. 4.1, verifica-se que os resultados obtidos sdo muito
semelhantes, ndo se observando aumento considerdvel na producao de éster quando se
quadriplicou a concentracdo de biocatalisador. Deste modo, optou-se por realizar as
reaccoes de esterificacdo com 3 % (m/v) de biocatalisador, continuando deste modo a ser
legitima a comparacdo com os restantes biocatalisadores utilizados (12 % (m/v)).

As concentracdes e percentagens de conversao em butirato de etilo estimadas ao
longo da reac¢do de esterificacdo, catalisada pelas lipl, lip3, lip4, lip7, 1ip8 e lip9 em
reactores descontinuos, utilizando as condig¢des previamente estabelecidas para o ponto
central do delineamento estatistico experimental (cf. 3.2.5) estdo representadas nas
Figuras 4.2 e 4.3, respectivamente. Quanto se utilizaram as lip2 e lip6 ndo se detectou
producdo de butirato de etilo, apesar da concentracdo de etanol e &4cido butirico
diminuirem no meio reaccional, ao longo de 24 horas de operacdo. Tal indica que a lipase
de Yarrowia lipolytica imobilizada nos suportes HPL e Lewatit MP TP 214,
respectivamente ndo apresenta actividade nestas condicdes, sugerindo que o tipo de
suporte e as interac¢des que se estabelecem com as lipases condicionam a sua actividade
catalitica.

O biocatalisador lip5 degradou-se assim que se inicou a reac¢ao de esterificacao.
O suporte de imobilizacdo Lewatit VO OC 1026, no qual se encontrava imobilizada a
lipase de Yarrowia lipolytica, perdeu integridade na presenca do meio reaccional. A
temperatura, a presenca de solvente e/ou velocidade de agitacdo sdo factores que podem

ser apontados como responsaveis pela degradacdo observada.
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Figura 4.2 - Producdo de butirato de etilo (ESTER) ao longo da reac¢do de esterificacio
(T=30°C,A=0,325M; RM=1,35), em reactor descontinuo, utilizando os biocatalisadores lipl(e), lip 3(e),
lip4(e), lip7(e), lip8(e®), lip9(e).

A producio de butirato de etilo atingiu um valor maximo de 0,01 M as 6h quando
a reacdo foi catalisada pelos biocatalisadores lip3, 1ip9 e, e as 24 h quando se utilizou o
lipl, respectivamente. Apds este periodo, o equilibrio manteve-se sem alteracdo na
concentracdo de butirato de etilo. Na presenca de lip4, lip7 e lip8 a concentracdo méxima
de butirato de etilo obtida é consideravelmente mais elevada, sendo os valores registados
as 48h de reaccdo 0,115 M, 0,064 M e 0,102 M, respectivamente. As reaccdes foram
interrompidas as 48 horas, apesar de ndo se ter atingido o equilibrio da reac¢do (Fig. 4.2).

Apd6s 48h de reaccdo, foram estimadas as conversdes em butirato de butilo.
Relativamente aos biocatalisadores contendo lipase de Yarrowia lipolytica, o melhor
resultado foi obtido com o biocatalisador lip4, com cerca de 34 % de conversao em éster.
Na presenca de lip1 e lip3 as conversdes obtidas foram menores que 3 %.

No que diz respeito as lipases imobilizadas em espumas de poliuretano, os valores
de conversdao em butirato de etilo obtidos as 48h de reacc¢do foram, 21 %, 32 % e 3 %

com a lip7, lip8 e lip9 respectivamente (Fig. 4.3).
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Figura 4.3 - Conversdo em butirato de etilo (%) obtida apds 48h de reaccdo de esterificagdo catalisada
pelos biocatalisadores lip1, lip 3, lip4, lip7, 1ip8, lip9.

Durante as reacc¢des de esterificacdo conduzidas em reactores descontinuos, a
dgua produzida € sujeita a fendmenos de parti¢do entre o suporte enzimdtico e o solvente.
A elevada hidrofobicidade do solvente n-hexano tem como efeito a adsor¢do e
acumulagcdo da 4dgua no microambiente do biocatalisador que pode conduzir a uma
diminuicdo da conversdo em éster. A medida que a reaccdo progride, a dgua produzida
continua a acumular-se no microambiente do biocatalisador até a sua saturacdo. A
elevadas concentragdes de dgua no microambiente, o limite de solubilidade da 4gua
poderd ser excedido com formacdo de uma fase aquosa distinta (Pires-Cabral et al.,
2005c¢). A agua posteriormente produzida durante a reac¢ao pode integrar a fase aquosa
constituida ou migrar para o solvente aumentando a polaridade do meio reaccional, tendo
como efeito uma diminuicdo da conversdo em éster, uma vez que a afinidade dos
substratos para com o meio reaccional aumenta.

A Figura 4.4 mostra o perfil do teor em dgua no meio reaccional durante as
reaccOes de esterificacdo catalisadas pelos biocatalisadores testados. Verificou-se em
todos os casos um aumento do teor em dgua no meio reaccional na primeira hora de
reaccdo. Durante as horas seguintes a concentracdo de dgua permaneceu praticamente
constante, a excepcao da reaccdo na presenca do biocatalisadore lip3, onde se verificou
um aumento do teor da dgua até as 24 horas de reac¢do. A concentracdo em dgua no meio
reaccional ndo corresponde a concentragdo de éster obtida para cada caso. Nos sistemas

onde se utilizaram os biocatalisadores lipl e lip3 a concentracdo de dgua no meio
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reaccional as 48 h (0,043 M e 0,060 M, respectivamente) € superior a de butirato de etilo
observada: 0,0072 M e 0,01 M. Tal facto, leva a supor que no decorrer da reaccdo ocorra
desactivacdo da enzima, resultando na perda de capacidade de retencdo da dgua pelo
suporte de imobiliza¢do. Quando se utilizaram os restantes biocatalisadores (lip4, lip7,
lip8 e lip9), a concentracdo em 4dgua € inferior a concentragdo de éster, o que significa
que parte da dgua produzida pela reaccao de esterificacdo deve acumular-se na matriz de
imobilizacdo. Nos biocatalisadores lip7, lip8 e 1ip9, a natureza hidrofilica do suporte de
imobilizacdo e o tipo de ligac@o que estabelecem com a enzima aprisionada, condicionam
os fenémenos de parti¢ao da dgua e justificam o comportamento observado (Pires-Cabral

et al., 2005b).
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Figura 4.5 - Teor em dgua no meio reaccional nas reac¢des de esterificagdo do etanol com o 4cido butirico
catalisadas pelos biocatalisadores lip1, lip2,lip3, lip4, lip7,1 ip8e lip9.

Os Dbiocatalisadores que apresentaram maiores velocidades iniciais de
esterificacdo e produtividade volumétrica em butirato de etilo foram os lip4, lip7 e 1ip8

(Quadro IV .2).
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Quadro IV.2 - Velocidades iniciais de esterificacdo e produtividades volumétricas obtidas para os
biocatalisadores lip1, lip3, lip4, lip7, 1lip8 e lip9.

Velocidade inicial Produtividade
Biocatalisador
(umol/min g biocatalisador) (umol/mL.h)
Y. lipolitica (lip1) 0,003 0,29
Y. lipolitica (lip3) 0,21 0,42
Y. lipolitica (lip4) 83,3 2,40
A. niger (lip7) 31,8 1,33
n-ROL (lip8) 148 2,12
r-ROL (lip9) 2,78 0,18

Neste sistema, a r-ROL revelou menor a actividade catalitica do que a sua forma
nativa. Assim, entre os biocatalisadores utilizados na esterificacao do etanol com o 4cido
butirico em n-hexano, seleccionou-se a lipase nativa de Rhizopus oryzae imobilizada em
poliuretano (lip8) para realizacdo dos estudos posteriores, porque apresentou valores
elevados de produtividade volumétrica (2,12 umol/mL.h), velocidade inicial de
esterificacdo (148 pmol/min g biocatalisador), concentragao (0,1 M) e conversao (31,9

%) em butirato de etilo.

4.3 Modelacao e Optimizacio da Producao de Butirato de Etilo

Procedeu-se a modelacdo e optimiza¢do das condicdes reaccionais (A, RM e T)
relativas a producdo de butirato de etilo catalisada pela lipase nativa de R. oryzae
imobilizada em espuma de poliuretano Hypol FHP 2002™ (lip8). Os ensaios foram
realizados segundo uma matriz CCR (cf. 3.2.5), tendo como factores a temperatura, T
(21,6 °C - 38,4 °C), a concentragao inicial de dcido butirico, A (0,031 M - 0,619 M) e a
razdo molar etanol/4cido butirico, RM (0,257 - 2,443). Os resultados obtidos ap6s 48h de
reaccdo de esterificacdo foram tratados utilizando o modelo das superficies de resposta

RSM (Quadro IV.3).
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Quadro IV.3 - Matriz do delineamento experimental (CCRD), em funcdo da temperatura (T), da concentracio inicial de acido butirico (A) e da razao molar etanol/acido
butirico (RM) e resultados experimentais: concentracao de butirato de etilo (ESTER), percentagem de conversao em butirato de etilo (CONV), e concentracdes (Cmicro)
de etanol (EtOH) e 4cido butirico (A) no microambiente do biocatalisador, apds 48h de reaccdo de esterificagdo catalisada pela lipase nativa de R. orysae imobilizada em

poliuretano.
N° Ensaio T (°C) A (M) RM ESTER (M) CONV (%) Cmicro (M)
EtOH A
1 25 0,150 0,700 0,031 30,6 0,2475 0,4733
2 25 0,150 2,000 0,112 73,6 0,8148 0,6165
3 25 0,500 0,700 0,136 36,8 0,8247 1,1022
4 25 0,500 2,000 0,010 1,9 3,0195 1,2455
5 35 0,150 0,700 0,080 72,3 0,2475 0,4733
6 35 0,150 2,000 0,115 75.5 0,8148 0,6165
7 35 0,500 0,700 0,026 8,0 0,8247 1,1022
8 35 0,500 2,000 0,009 1.8 3,0195 1,2455
9 21,59 0,325 1,350 0,164 50,1 1,3720 0,7730
10 38,41 0,325 1,350 0,016 48 1,3720 0,7730
1 30 0,031 1,350 0,013 40,1 na. 1,4964
12 30 0,619 1,350 0,009 14 2,3042 1,4964
13 30 0,325 0,257 0,071 78,4 0,0354 0,7013
14 30 0,325 2,443 0,008 2,5 2,3587 0,9422
15 30 0,325 1,350 0,097 31,9 1,3720 0,7730
16 30 0,325 1,350 0,095 20,1 1,3720 0,7730
17 30 0,325 1,350 0,097 29,7 1,3720 0,7730

n.a. — ndo aplicdvel
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Na modelag@o e optimiza¢do da producdo e conversdo em butirato de etilo, a
composi¢do e condi¢des inicias do meio reaccional, efeitos lineares e quadraticos de T,
A e RM, e as respectivas interaccdes lineares foram calculados (Quadro 1V.4). Valores
positivos destes efeitos sobre a producdo e conversdo em butirato de etilo indicam que,
um aumento naquele factor implica um aumento na resposta. Valores negativos indicam
que um aumento no factor € acompanhado de uma diminui¢do da resposta.

Os resultados experimentais obtidos para a produgdo e conversdo em éster no

sistema reaccional utilizado podem ser ajustados a equacdes polinomiais de 2* ordem
(Quadro 1V.5) que descrevem superficies de resposta a 4 dimensdes, em funcdo das 3
varidveis consideradas. Uma vez que ndo é possivel a representacdo de superficies de 4
dimensdes, tem que se representar duas superficies que correspondem respectivamente a
resposta obtida (concentracdo em éster e conversao em éster) em funcio de 2 varidveis,
mantendo a terceira varidvel constante e igual ao valor do ponto central. Nas figuras 4.6
e 4.7, estdao representadas, para cada resposta, as superficies de resposta em funcdo da
temperatura e da concentracdo inicial de 4cido butirico e também em fungdo da
concentracdo inicial de 4cido butirico e da razdo molar etanol/4acido butirico.
Nas equacdes dos modelos, os efeitos cujo valor p < 0,05 e todos aqueles que nao
tinham probabilidade suficientemente baixa para serem desprezados, foram incluidos
nas equacgdes dos modelos (Haaland, 1989). Apesar de estes tltimos efeitos terem uma
probabilidade baixa, ndo é o suficiente para serem desprezados. Os valores de R” ndo
sdo muito elevados, principalmente para a conversdo em éster, mas avaliando-os
conjuntamente com os valores de Rzajust, constituem uma boa aproximagdo dos
resultados experimentais (Quadro IV.5). As superficies de resposta ajustadas a
concentracdo de éster (ESTER) apresentam em ambos 0s casos uma curvatura convexa,
com um maximo no dominio experimental (Figs. 4.6 A, 4.6.B, Quadro IV.5).
Relativamente as superficies ajustadas a conversao em éster (CONV), o perfil modifica-
se apresentando-se segundo uma superficie com uma curvatura ligeiramente convexa
(Fig. 4.7 A, Quadro IV.5) e uma superficie concava (Fig. 4.7 B, Quadro IV.5).

No que diz respeito a producao de éster, verificou-se que o factor T a nivel linear
e os factores A e RM a ambos os niveis e interac¢des lineares TxA e AxRM, tém efeitos
negativos neste parametro. Relativamente a conversdo em éster, os efeitos dos vérios
factores e respectivas interaccoes sdo considerdveis, nomeadamente o efeito da
concentracdo de 4cido butirico, verificando-se uma diminui¢do da conversdo com o

aumento dos trés factores a nivel linear e das interac¢des TxA e AxRM, e, um aumento
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da conversdo em éster com o RM a nivel quadrético (Quadro IV.5, Figs. 4.6 e 4.7).

Por diferenciagdo parcial das equacdes polimoniais estabelecidas para a
producdo e conversao em butirato de etilo (Quadro IV.5), determinou-se a temperatura,
a concentracgao inicial de 4cido butirico e a razdo molar inicial etanol/dcido butirico que
conduzia a concentragdo maxima de butirato de etilo e a conversdo maxima em butirato
de etilo, previstas pelo modelo. Calculou-se também a Cmicrogon, Cmicron € a

produtividade molar para ambos as respostas (Quadro IV.6).
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Quadro IV.4 - Efeitos da temperatura (T), da concentragdo inicial de dcido butirico (A), da razdo molar etanol/acido butirico (RM) e das interac¢des (TxA), (TxRM) e
(AxRM) sobre a concentragdo e conversdo em butirato de etilo. Os niveis-p correspondentes estdo entre parénteses.

Factor

ESTER (M)

CONY (%)

T (Termo linear)

T (Termo quadratico)
A (Termo linear)

A (Termo quadratico)
RM (Termo linear)

RM (Termo quadratico)
TxA

T x RM

A xRM

-0,0521 (0,071369)

0,003142 (0,895555)

-0,02442 (0,310556)

-0,04848 (0,075387)

-0,03174 (0,177212)

-0,02822 (0,263255)

-0,04871 (0,209274)

0,050542(0,173233)

-0,06261(0,06151)

-6,62698(0,67344)

0,572523 (0,968917)

-37,1632 (0,030279)

-4,02224 (0,786255)

-19,5225 (0,176718)

9,914765 (0,509035)

22,173 (0,33968)

10,76274 (0,615382)

-19,1343 (0,305127)
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Quadro IV.5 - Equagdes do modelo de superficie de resposta ajustado a produgao de butirato de etilo (ESTER) e a conversdo em butirato de etilo (CONV), ap6s 48h de

reac¢do de esterificacdo, catalisada pela lip8, como fun¢@o da temperatura (T), concentrag@o inicial de 4cido butirico (A) e da razdo molar etanol/acido butirico (RM) e
respectivos R’e RzajusL

Equacdes do Modelo R* R%just

ESTER = 0,0786 - 0,0064T + 1,681A - 0,8096A”— 0,0745RM — 0,0347RM" — 0,0284 T*A + 0,0078 T*RM — 0,2752 A*RM 0.802 0,604

ROL comercial
imobilizada em
Hypol FHP
2002™

CONV = -38,756 + 3,371T + 397,575A - 16,809RM + 12,660RM” -12,474 T*A -95,934 A*RM 0,684 0,494
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Quadro IV. 6 - Condi¢des estimadas por ajuste dos modelos aos resultados experimentais, que maximizam a produg¢do (ESTER) e conversdo (CONV) em butirato de etilo e
respectivos maximos, bem como as concentragdes no microambiente do biocatalisador e as produtividade volumétricas.

ESTER CONV

Temperatura (°C) 31,5 18,9
(Etanol)iyicial (M) 0,368 0,455
(Acido butirico)picia (M) 0,225 0,270
Razao Molar gomya) 1,637 1,687
(Butirato de etilo),,,x (M) 0,106 0,088
Conversao,,,, (%) 47,1 32,6

Cmicrogon (M) 1,920 1,420
Cmicro, (M) 0,644 0,732
Produtividade volumétrica (umol/mL.h) 2,21 1,83
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Figura 4.6 — Superficies de resposta ajustadas a concentragdo de butirato de etilo no meio orgénico apds
48h de reac¢do de esterificagdo, catalisada pela lipase n-ROL de imobilizada em espuma de poliuretano

Hypol FHP 2002™, como funcio da temperatura e da concentragdo inicial de 4cido butirico (A) e como
fungdo da temperatura e razdo molar etanol/acido butirico (B).
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Figura 4.7 — Superficies de resposta ajustadas a percentagem de conversdo em butirato de etilo no meio
organico ap6s 48h de reacgdo de esterificacdo, catalisada pela lipase #n-ROL imobilizada em espuma de

poliuretano Hypol FHP 2002™, como fungio concentragio inicial de dcido butirico e da temperatura (A)
e como funcdo da razdo molar etanol/acido butirico e da temperatura (B).

As equagdes dos modelos das superficies de resposta ajustados as concentragdes
de etanol e de 4cido butirico no microambiente, obtidas por Pires-Cabral, et al. (2005b),
foram utilizadas para o calculo das concentragdes dos substratos no microambiente do
biocatalisador no trabalho aqui apresentado (Quadro 1V.2), uma vez que em ambos os

casos se trata da mesma reaccdo de esterificacdo, catalisada por lipases de origem
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diferente mas, imobilizadas na mesma espuma de poliuretano, com a qual se supde
ocorrerem interac¢coes semelhantes.

Relativamente aos valores obtidos para as concentragdes de etanol e de acido
butirico no microambiente do catalisador demonstram que os modelos utilizados sdo
robustos, uma vez que podem ser utilizados para estimar os valores da concentracao dos
substratos no microambiente de outros biocatalisadores com a mesma fiabilidade. Os
resultados apenas mostram que os modelos em questdo ndao se aplicam ao ensaio
realizado a baixas concentracdes de substratos (A = 0,031 M e EtOH = 0,042 M),
correspondente ao ponto 11 do delineamento experimental. Com efeito, estes modelos
tinham sido ajustados numa gama de concentragdes iniciais de dcido butirico e de etanol
compreendidas entre 0,078 M a 0,572 M e 0,105 M a 1,0 M, respectivamente (Pires-
Cabral, et al., 2005b), pelo que as concentragdes iniciais de dcido e de etanol previstas
nos ensaios 12 e 11 ou 13 do CCRD definido (cf. 3.2.5) encontram-se fora do alcance
do modelo. Para todas as situagdes experimentais testadas as concentracdes de
substratos no microambiente sdo tanto maiores quanto maiores forem as concentracoes
iniciais de 4cido butirico, A, e as razdes molares, RM, o que indica que elevadas
concentracdes iniciais de 4cido butirico, juntamente com o largo excesso de etanol,
promove a migracdo dos substratos para o microambiente. A Unica execp¢do a esta
observacdo resume-se a concentracao de etanol no microambiente, calculada para o
ensaio 13 do delineamento experimental.

A presenga de elevadas concentragdes de substratos no microambiente,
nomeadamente de etanol, patente nos ensaios 4, 8, 12 e 14 do delineamento
experimental (Quadro IV.3) conduziu a baixos valores de producdo e conversio em
éster, sugerindo que este substrato tem um efeito inibitério sobre a actividade da lipase
de Rhizopus oryzae imobilizada em espuma de poliuretano. Com efeito, Pires-Cabral et
al. (2005b, 2007 e 2010) referem perda de actividade do biocatalisador na presenca de
elevadas concentragdes de etanol no microambiente, a qual segundo os autores, pode
estar associada ao efeito de desidratacdo das moléculas de proteina, ou a modificacdo do
estado de protonacao das espécies bésicas e dcidas no microambiente.

De acordo com Pires-Cabral et al, (2010) a lipase de Candida rugosa
imobilizada na espuma de poliuretano, apresenta actividade de esterificagdo maxima
quando a concentracdo de etanol no microambiente é 0,324 M, verificando-se efeitos
inibitérios para valores superiores. A lipase de Rhizopus oryzae imobilizada na mesma

matriz apresenta uma maior tolerancia a presenca de etanol, verificando-se conversdes
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em éster de aproximadamente 30% para Cmicrog,on de 1,4 M.

O aumento considerdvel da temperatura parece potenciar o efeito das elevadas
concentracdes no microambiente, conduzindo a baixos valores de produgdo e conversao
em butirato de etilo. Contudo, a baixas concentracdes de substratos o aumento da

temperatura favorece a producdo e conversiao em éster.

4.4 Validacao dos Modelos de Esterificacao

Para investigar a aplicabilidade dos modelos que descrevem a producio e
conversdao em éster, foram realizadas reaccOes de esterificacdo nas condi¢des iniciais
previstas pelos modelos que maximizavam estas respostas (Quadro IV.6). As
concentracdes de etanol, dcido butirico e butirato de etilo, estimadas ao longo da

reaccdo de esterificacdo, catalisada pela lipase de Rhizopus oryzae imobilizada em

espuma de poliuretano Hypol FHP 2002™ s3o apresentadas nas Figuras 4.8 ¢ 4.9.
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Figura 4.8 — Cinética de producdo de ESTER (A) por esterificagdo de EtOH (¢) com A (m), catalisada
pela lipase de n-ROL imobilizada em espuma Hypol FHP 2002™ nas condi¢es iniciais previstas para a
maximizac¢ao de produgdo em éster ( T = 31,5 °C, (A) = 0,225 M, RM = 1,637).
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Figura 4.9 — Cinética de producdo ESTER (A) por esterificagdo de EtOH (¢) com A (m), catalisada pela
lipase de n-ROL imobilizada em Hypol FHP 2002™ nas condigdes iniciaiprevistas para a maximizagio
da conversdo em éster (T = 18,9 °C, (A) = 0,270 M, RM = 1,687).

Os valores de concentragdo e conversio em butirato de etilo obtidos
experimentalmente (Quadro IV.7) sdo semelhantes aos valores previstos pelos modelos
(Quadro IV.6), o que confirma a qualidade do ajuste dos modelos aos dados
experimentais, validando-os. As concentracOoes de etanol e d4cido butirico no
microambiente e a produtividade volumétrica também foram calculados, aproximando-

se dos valores determinados com base nos modelos de previsdo, apresentados no
Quadro IV.6.

Quadro IV.7 - Valores obtidos nas reac¢des de validagdo dos modelos que descrevem a producdo
(ESTER) e conversao em éster (CONV) ap6s 48 h de reaccao de esterificacao.

ESTER CONV
(Butirato de etilo),,,x (M) 0,112 0,097
Conversao (%) 50 34,3
Cmicrogiong M) 1,131 1,146
Cmicro, (M) 0,648 0,739
Produtividade volumétrica (umol/mL.h) 2,33 2,02
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4.5 Comparacao com outros Estudos

A producdo de butirato de etilo por esterificagdo de etanol com &cido butirico
catalisada por lipases imobilizadas (Dias et al., 1991; Chen, 1996; Rodriguez-Nogales
et al., 2005; Thakar et al., 2005; Pires-Cabral et al., 2005a, 2005b, 2005c, 2007, 2009,
2010) tem sido alvo de indmeros estudos. A maioria destes estudos usa quantidades
equimolares de etanol e de dcido butirico em solventes organicos, tais como n-hexano
(Dias et al., 1991; Rodriguez-Nogales et al., 2005) e n-heptano (Dias et al., 1991).

Um exemplo destes estudos foi o realizado com lipase de Candida rugosa

2TM, testada como biocatalisador

imobilizada em espuma de poliuretano Hypol FHP 200
na esterificacdo de 0,3 M de etanol com 0,3 M de 4cido butirico, em n-hexano ou n-
heptano. As concentragdes de éster obtidas foram de 0,21 M e 0,23 M, com
produtividades volumétricas de 8,58 e 9,63 umol/mL.h, respectivamente (Dias et al.,
1991). Pires-Cabral et al. (2007) referem que na presenga de excesso de etanol (A =
0,35 M e EtOH = 0,53 M) em n-hexano, a reaccdo de esterificacio catalisada pela lipase
de Candida rugosa imobilizada em espuma Hypol FHP 2002™ conduziu 2 produgio de
0,243 M de butirato de etilo, correspondente a uma conversao em éster de 69 % e uma
produtividade volumétrica de 10,12 pmol/mL.h). Os valores obtidos no presente estudo
estdo abaixo dos valores obtidos nos estudos acima mencionados.

As lipases de Rhizopus oryzae t€m sido utilizadas em estudos sobre reaccdes de
esterificacdo. Salah et al., (2007), num estudo sobre a producao de acetato de butilo, por
esterificacdo catalisada pela lipase de Rhizopus oryzae, na forma livre e imobilizada em
celite 545, na presenca de solventes organicos e em sistema livre de solventes,
verificaram que as conversdes maximas, de 80 % e 76 %, foram obtidas com os
sistemas com lipases imobilizadas na presenca de heptano e hexano, respectivamente, a

uma temperatura de 37 °C e razdo molar 4cido/acool de 1:1 (0,20 M).
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Conclusodes

Conclusoes

Os resultados obtidos no decorrer do trabalho experimental descrito ao longo
desta dissertacdo, permitem afirmar que a extensao da reaccao de esterificacdao do 4cido
butirico com etanol, depende da lipase e do suporte de imobilizacdo. Pires-Cabral et al.,
(2005a) verificaram que a natureza hidrofilica dos suportes de imobilizagdo e a ligacdo
que estes estabelecem com a lipase condicionam os fendémenos de particio dos
substratos, da 4gua inicialmente presente no sistema reaccional e dos produtos de
reaccdo. Um suporte hidrofilico, como € o caso da espuma de poliuretano Hypol FHP
2002™, favorece a migracdo dos compostos hidrofilicos do meio reaccional para o
microambiente do biocatalisador ¢ do butirato de etilo (hidrofébico) no sentido
contrdrio, para o meio reaccional. Deste modo, seria interessante estudar as
caracteristicas dos suportes de imobilizacdo utilizados no aprisionamento das lipases de
Yarrowia lipolytica, de modo a perceber os resultados obtidos para os biocatalisdores
lip1, lip2, lip3, lip4, lip5 e lip6.

Apo6s o screening, das lipases verificou-se que os biocatalisadores (lip4, lip7 e
lip8), foram os que apresentaram maiores velocidades iniciais de esterificacdo,
produtividades volumétricas e conversdes em butirato de etilo, sendo o lip8, o
biocatalisador que se mostrou mais adequado para a implementacdo do processo, em
reactores descontinuos. Procedeu-se a modelacdo da produgdo de butirato de etilo e
optimizacao das condi¢des reaccionais.

O estudo aqui descrito mostra que a previsao das melhores condi¢des iniciais
para a producdo de butirato de etilo usando um biocatalisador imobilizado pode ser
abordada através da utilizacio de modelos de superficie de resposta. Além disso,
confirma-se a viabilidade do RSM para prever a concentracdo inicial de substratos no
meio reaccional e a temperatura a que se obtém o maximo de concentracdo e conversao
em butirato de etilo. Os ensaios de validacdo demonstram que os modelos obtidos se
ajustam aos resultados experimentais.

Para os ensaios de modelacdo e optimizagdo da producdo de butirato de etilo
catalisada pela lipase de Rhizopus oryzae em espuma de poliuretano Hypol FHP
2002™, calculou-se a concentragio dos substratos no microambiente do biocatalisador.
Conclui-se que o aumento da concentragdo de dcido butirico, na presencga de excesso de

etanol provoca um aumento da concentracdo de etanol, no microambiente do
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biocatalisador que pode inibir a reaccdo de esterificacdo. Verificou-se também que o
aumento da temperatura tem influéncia considerdvel no aumento da concentragdo de
etanol no microambiente do biocatalisador. Os valores obtidos para a produtividade
volumétrica de butirato de etilo neste trabalho ndo sdo tdo elevados como os valores
obtidos por outros autores. De facto, na implementacdo destes sistemas em reactores
continuos ao nivel da produ¢do industrial, a produtividade volumétrica torna-se um
parametro mais importante que a conversao.

A metodologia desenvolvida neste trabalho pode ser transposta e utilizada para
outros sistemas contendo lipases imobilizadas, tendo como objectivo a modelacdo e

optimizacao das condi¢des reaccionais.
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Perspectivas de Trabalho Futuro

Actualmente, a comunidade académica e industrial vé a biocatalise e, em
particular, a biocatdlise em solventes ndo aquosos, como uma drea de investigacao
promissora, especialmente no desenvolvimento de processos ambientalmente
sustentdveis. De facto, hoje em dia, entende-se como solventes ndo aquosos ndo apenas
os tradicionais e problematicos solventes organicos (toxicos e prejudiciais ao ambiente),
mas também uma gama de solventes que vdo ao encontro da recente drea de
investigacdo e desenvolvimento denominada de “quimica verde”.

Por outro lado a exigéncia por parte dos consumidores de produtos naturais
também tem ditado esta procura de meios alternativos nesta area.

Além disso, a legislacio em vigor no que diz respeito a utilizacdo de
aromatizantes na industria alimentar, também tem potenciado a investigagao.

Segundo a directiva (88/388/CEE), relativa a aproximacgdo das legislacdes dos
Estados membros no dominio dos aromas destinados a serem utilizados nos géneros
alimenticios e dos materiais de base para a respectiva producao entende-se por:

a) «Aroma», as substancias aromatizantes, os preparados aromatizantes, os
aromas de transformacao, os aromas de fumeiro ou as suas misturas;

b) «Substancia aromatizante», uma substancia quimica definida que apresente
propriedades aromatizantes, e:

i) Obtida por processos fisicos adequados (incluindo a destilacdo e a extraccao
por solventes), ou por processos enzimdticos ou microbiolégicos a partir de uma
substancia de origem vegetal ou animal ndo transformada ou transformada para o
consumo humano por meio de processos tradicionais de preparacdo de géneros
alimenticios (incluindo a secagem, a torrefaccdo e a fermentagao);

i1) Obtida por sintese quimica ou isolada por processos quimicos € quimicamente
idéntica a substancias presentes naturalmente em substancias de origem vegetal ou
animal tal como descritas em 1);

iii) Obtida por sintese quimica, mas nao quimicamente idéntica a substancias
presentes naturalmente em substancias de origem animal ou vegetal, tal como descritas
emi);

Por outro lado segundo esta directiva, os Estados membros adoptardo as
disposi¢cdes necessdrias para que os aromas ndo possam ser comercializados nem

utilizados se ndo respeitarem as regras previstas na presente directiva. Nomeadamente
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garantindo que os aromas ndo contenham qualquer quantidade toxicologicamente
perigosa de nenhum elemento ou substéncia,

Assim, enquadra-se nesta estratégia a utilizacdo de solventes ambientalmente
sustentdveis, solventes “verdes”. Os liquidos i6nicos e os fluidos supercriticos, ajustam-
se a esta designacdo e a sua utilizacao tem sido sugerida, como uma alternativa para este
tipo de bioprocessos, quer a nivel laboratorial como industrial. Deste modo, considera-
se de extrema importancia estudos futuros sobre a utiliza¢ao deste tipo de compostos,

como solventes na reac¢do de esterificacao apresentada na presente dissertacao.
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