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RESUMO

SILVA, M. V. C. Sintese do palmitato de isopropila catalisada por lipase imobilizada em
copolimero magnetizado. 2017. 117p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Escola de
Engenharia de Lorena, Universidade de Sao Paulo, Lorena, 2017.

Este trabalho teve como objetivo sintetizar o palmitato de isopropila, éster emoliente,
empregando como biocatalisador lipases microbianas imobilizadas em particulas de
poli(estireno-co-divinilbenzeno) (STY-DVB-M) obtidas por meio da técnica de polimerizagao
em suspensdo e magnetizadas por co-precipitacio de fons de Fe*? e Fet3em meio bésico.
Inicialmente, a influéncia da concentracdo do agente de suspensdo e da agitacdo na
distribuicdo granulométrica do polimero sintetizado foi avaliada por planejamento
experimental 22, com triplicata no ponto central. As polimeriza¢des que resultaram nas
maiores quantidades de particulas com tamanhos apropriados para utilizacio como suporte
para imobilizacao (entre 80 e 24 mesh), foram obtidas empregando as seguintes condi¢des
experimentais: 1% de agente de suspensdo (PVA) e 400 rpm de agitacdo. O suporte obtido foi
utilizado para imobilizar a lipase de Candida rugosa (LCR) e lipase de Penicillium
camemberti (LG) via adsorc¢do fisica e os biocatalisadores resultantes aplicados em reacdes de
esterificacdo do 4cido palmitico com isopropanol em meio heptano. Para cada biocatalisador
foi adotado um planejamento experimental estrela rotacional 2%, com triplicata no ponto
central para avaliar a influéncia da concentracido de biocatalisador (% m/v) e da razdo molar
(4cido:élcool) no rendimento de esterificacdo. Nas condi¢des otimizadas em 12 h de reacdo
foram obtidos 75,60 e 88,53% de rendimento de esterificagdo, respectivamente, para a LCR e
LG imobilizada em STY-DVB-M. A quantidade de 4gua formada durante o bioprocesso nao
foi considerada fator relevante para interferir no progresso da sintese. O biocatalisador obtido
pela LG imobilizada em STY-DVB-M foi empregado em biorreator de tanque agitado (280
mL), na condi¢do 6tima, em um experimento com ampliagdo de escala, atingindo 85,68% de
rendimento em 12 horas de reacdo. No entanto, foi observado cisalhamento do suporte em
funcdo da agitacdo mecanica, optando-se pela realizacdo do bioprocesso em biorreator de leito
fixo (dimensdes: 11 mm de didmetro interno x 16,6 mm de comprimento) com recirculagdao
do meio reacional (1,5 mL.min'). A operacio do sistema nesta configuracio foi
impossibilitada pela evaporacdo e/ou percolacdo do solvente. Assim, foram realizadas reagcdes
em reator de leito fixo em meio isento de solvente nas seguintes razdoes molares: 1:3, 1:4 € 1:6
(4cido:élcool), cujos melhores resultados foram obtidos na razdo molar de 1:4, apresentando
56% de rendimento, 215,88 g.L"! do palmitato de isopropila e produtividade de 26,87 g.L"L.h"
!, decorridas 8h de reagio com vazdo de reciclo de 1,5 mLmin!. O emprego de peneira
molecular no reservatorio do substrato proporcionou um acréscimo de aproximadamente 7%
na formacdo do éster. Essa mesma condicao experimental (1:4 em meio isento de solvente) foi
testada em reator de tanque agitado, atingindo produtividade de 33,40 gL' 'h' em 8h de
reacdo. No entanto, em fun¢do da desvantagem do cisalhamento do suporte constatada neste
tipo de biorreator, concluiu-se que o biorreator de leito fixo foi a configuracdo mais adequada,
para a condu¢do do bioprocesso estudado, apresentando viabilidade do processo enzimatico
empregando lipase imobilizada em suporte hibrido magnetizado para a sintese do palmitato de
isopropila.

Palavras-chave: Lipase imobilizada, Copolimero magnetizado, Palmitato de isopropila, Ester

emoliente, Biorreator.



ABSTRACT

SILVA, M. V. C. Isopropyl palmitate synthesis catalyzed by immobilized lipase on
magnetized copolymer. 2017. 117p. Dissertation (Master of Science) — Escola de Engenharia
de Lorena, Universidade de Sdo Paulo, Lorena, 2017.

The aim of this study was to synthesize isopropyl palmitate, an emollient ester, using as
biocatalyst microbial lipase immobilized on magnetic copolymer. The support was prepared
by suspension polymerization technique using styrene and divinylbenzene monomers in the
presence of magnetite particles synthesized by co-precipitation of Fe* 2 and Fe*>. The
influence of the suspending agent concentration and the mechanical agitation on the
granulometric distribution of the synthesized polymer was assessed by a 22 factorial design
with triplicate at central point. The statistical analysis indicated that the optimal experimental
conditions to obtain the largest amount of particles with suitable size (between 80 and 24
mesh) to be used as immobilizing support were attained at 1% suspending agent (PVA) at 400
rpm stirring. The resulting support was used to immobilize Candida rugosa lipase (LCR) and
Penicillium camemberti lipase (LG) by physical adsorption and applied in the esterification
reaction of palmitic acid with isopropyl alcohol in presence of solvent (heptane). For each
biocatalyst a central composite 2> experimental design with triplicate at central point was
performed to determine the influence of biocatalyst concentration (% m/v) and molar ratio
(acid: alcohol) on the reaction yield. Under the optimal conditions higher performance was
achieved by LG immobilized on STY-DVB-M (88.53%) than LCR immobilized on STY-
DVB-M (75.60%) with shaking at 12 hours reaction. For both reactions the amount of water
formed as byproduct was not found to be a relevant factor that interferes in the synthesis
progress. The most activity immobilized biocatalyst (LG STY-DVB-M) was used in agitated
tank bioreactor (280 mL), under optimized conditions, in an experiment with scale-up,
reaching 85.68% yield in 12 hours. However, it has been observed that the support was low
mechanical shear and therefore an attempted was made to run the reaction in a packed bed
bioreactor (dimensions: 11 mm internal diameter x 16,6 mm length) with recirculation of the
reaction medium (1,5 mL.min™"). The system could not be operated under this configuration
because of solvent evaporation and/or percolation. Thereby, the reactions were carried out in
packed bed reactor using solvent-free medium under the following molar ratios: 1:3, 1:4 and
1:6 (acid: alcohol). The best performance (56% yield, 215.88 g L™! of isopropyl palmitate and
26.87 gL"L.h'! of productivity) was attained running the reactor with substrate at molar ratio of
acid to alcohol of 1:4 for 8 hours with recycle rate of 1,5 mL.min!. The use of a molecular
sieve in the substrate reservoir resulted in an increase of approximately 7% of ester formation.
By comparison, esterification run under the same experimental condition (1:4 in solvent-free
medium) was carried out in a stirred tank reactor and slight higher productivity (33.40 g.L"".h"
Y was achieved. However, due the shear limitation of the support, it was concluded that the
most suitable configuration for this bioprocess is the packed bed bioreactor, thereby showing
that the enzymatic process is feasible using lipase immobilized on a magnetized hybrid
support for isopropyl palmitate synthesis.

Key-words: Immobilized lipase, Magnetized copolymer, Isopropyl palmitate, Emollient
ester, Bioreactor.
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1 INTRODUCAO

A globalizacdo e a competitividade do mundo moderno exigem que as industrias
operem seus processos com rendimento e produtividade cada vez maiores e em condigdes
de desenvolvimento sustentdvel, de quimica verde, ou em sistemas de tecnologia limpa,
sendo este um obstdculo a superar sem a disponibilidade de biocatalisadores adaptados a
estas condicoes (POLSHRTTIWAR et al., 2011; VERMA; BARROW; PURI, 2013).

Processos que utilizam lipases como biocatalisadores sdo muito atraentes pela gama
de possibilidades de aplicacio dessa enzima, pois ela pode catalisar reagdes de
esterificacdo, hidrélise e interesterificacdo com extrema facilidade, obtendo produtos de
qualidade superior e com alto rendimento (TREVISAN, 2014). No entanto, algumas
dificuldades sdo encontradas nesse tipo de processo, como por exemplo a recuperagdo do
biocatalisador, a insolubilidade da enzima em alguns meios reacionais e a instabilidade
enzimadtica. Para solucionar este problema, a imobilizacdo de enzima é uma técnica que
pode ser utilizada pois propicia diversos beneficios em relacdo a enzima na forma livre,
como o aproveitamento da propriedade catalitica por um maior periodo de tempo; a
possibilidade de operagdo do processo de forma continua, proporcionando assim maior
controle das varidveis do processo; e a facilidade de separagdo do biocatalisador dos
produtos e dos substratos ndo convertidos. Além disso, a imobilizacdo pode alterar as
propriedades cataliticas da enzima, conferindo-lhe maior estabilidade térmica e ao pH, e
reducdo da inibicdo tanto por substrato como pelo produto (DE CASTRO et al., 2010).

Atualmente, diversos materiais t€m sido utilizados como suporte para a
imobilizacdo de enzimas. Hibridos poliméricos com particulas magnetizadas tem se
mostrado bastante interessantes para esta aplicacdo, pois apresentam diversas vantagens de
operacdo e bons resultados. Suas principais vantagens sdo: a) Alta drea superficial
especifica, possibilitando maior disponibilidade para imobilizar enzimas e maior interagao
com o meio reacional; b) Alto carregamento enzimdtico, tornando as enzimas mais estaveis
e com atividades biocataliticas mais elevadas; c¢) Baixa resisténcia a transferéncia de
massa, fazendo com que as enzimas imobilizadas sejam mais estiveis e reativas; d)
Facilidade de separacdo das particulas magnetizadas, devido a possibilidade da utilizacdo
de um ima externo, permitindo a preservacdo da enzima imobilizada em comparacio aos
métodos tradicionais de centrifugacio e filtracdo; e e) Facilidade de uso/reuso em reatores
enzimaticos, devido a facilidade de preparacao e manuseio (NETTO; TOMA; ANDRADE,
2013; VERMA; BARROW; PURI, 2013).

Processos bioquimicos catalisados por enzimas sdo geralmente realizados em

biorreatores, equipamento onde ocorre a transformacdo da mistura reacional (constituida
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do meio para conversdo enzimadtica) nos produtos desejados em condi¢des operacionais
6timas (pH, temperatura, etc), na qual o agente bioldgico possa expressar 0 maximo de sua
atividade catalitica, visando a obtencdo de elevadas conversdes e produtividades. Enzimas
imobilizadas tem sido cada vez mais utilizadas em biorreatores por apresentarem
vantagens como a possibilidade de aplicagdo em processos enzimdticos de multiplas
etapas; obtencdo de rendimentos e produtividades elevadas; manutencdo da atividade
enzimadtica por longos periodos de operacdo além da facilidade de separacdo dos produtos
formados (PEREIRA JR., 2008).

O desempenho de qualquer biorreator depende de alguns fatores, dentre eles,
destacam-se a agitacdo efetiva, para manter homogénea a distribui¢do do substrato no
interior do reator e a tensdo de cisalhamento branda, visto que tensdes elevadas podem
danificar a matriz de imobilizacdo ou até mesmo desnaturar as enzimas presentes no
biorreator (NAJAFPOUR, 2007).

Os tipos de reatores mais comumente utilizados sdo: reator de tanque agitado, leito
fixo e fluidizado, sendo esses dois ultimos os mais empregados por apresentarem
condi¢oes de tensdo de cisalhamento e colisdes mais brandas (PEREIRA JR, 2008). A
selecdo do tipo de biorreator a ser utilizado empregando como catalisador enzimas
imobilizadas, depende da andlise dos seguintes fatores: a) Forma da enzima imobilizada,
que pode ser particulas, membrana ou fibras; b) Natureza do substrato (solu¢do, s6lidos em
suspensdo, coloidal); c) Requisitos operacionais da reacdo, como controle de pH e
temperatura; d) Cinética da reacdo, inibi¢do por substrato, produto, ou ambos; €) Superficie
catalitica por unidade de volume de reator; f) Caracteristicas de transferéncia de massa
interna e externa; g) Facilidade de substituicdo do biocatalisador e sua regeneracdo; h)
Facilidade de operacdo e Custo da construgdo do biorreator (ZANIN; MORAES, 2014).

Este trabalho teve como objetivo sintetizar o palmitato de isopropila, empregando a
rota enzimdtica a partir da utilizacdo de lipase microbiana imobilizada em particulas de
copolimero de estireno e divinilbenzeno, a partir de reacOes de esterificacdo. O palmitato
de isopropila é um éster emoliente, muito utilizado na industria cosmética para formulacdo
de cremes, locdes, filtros solares, antitranspirantes, maquiagens entre outros. E
biodegradavel, ndo téxico e apresenta boa solubilidade em gordura, mantendo a maciez, a
plasticidade, a hidratacdo e restauracdo da oleosidade da pele (GORCEA; LAURA, 2013;
NISHAT; VIRENDRA, 2015).
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2 OBJETIVOS

O objetivo principal do projeto foi sintetizar via rota enzimdtica o palmitato de
isopropila, empregando como biocatalisador lipase microbiana imobilizada em particulas
de copolimero de estireno e divinilbenzeno (STY-DVB) magnetizadas por co-precipitacio
de fons de Fe'? e Fet3em meio bdsico. Este objetivo geral foi atingido mediante a

execucdo dos seguintes objetivos especificos:

e Sintese das particulas de STY-DVB magnetizadas pela co-precipitacido de fons de

Fe*? e Fe*3em meio alcalino;

e Imobilizacdo das lipases microbianas de Candida rugosa e de Penicillium

camemberti no suporte de STY-DVB utilizando a técnica de adsorcao fisica;

e Aplicacdo dos derivados imobilizados na reacdo de esterificacdo do dcido palmitico

com isopropanol;

e Selecdo dos parametros operacionais ideais do processo, como: concentracdo de
biocatalisador, tempo de reacdo, razdo molar entre os materiais de partida e

solvente;

e Avaliacdo do desempenho dos derivados imobilizados na sintese do palmitato de

1sopropila em biorreatores de tanque agitado e leito fixo (em modo descontinuo);
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Biotecnologia e Biocatalise

A sociedade contemporanea busca cada vez mais processos baseados no
desenvolvimento sustentdvel, sendo necessario o conhecimento e a exploracdo consciente e
efetiva dos recursos naturais. O Brasil possui uma das maiores biodiversidades do mundo,
e grande parte de suas atividades econdmicas sdo realizadas por extrativismo ou pela
utilizacdo nado sustentdvel de espécies nativas. Para alcangar o desenvolvimento sustdvel é
necessdrio o conhecimento e o emprego da biotecnologia, sendo este um campo dindmico,
multidisciplinar e amplamente relacionado com a quimica verde, o que permite a unido do
economicamente vidvel com o ecologicamente correto (GONCALVES; MARSAIOLI,
2013).

Dentre as diversas dreas da biotecnologia, destaca-se a catdlise enzimatica, sendo
uma alternativa promissora para substituir as metodologias tradicionais. As enzimas sao
produzidas por tecnologia renovdvel utilizando biomassa vegetal, animal ou de
microrganismos e podem ser aplicadas para catalisar diversas reacdes em temperatura
ambiente sob pressdo atmosférica, evitando a formacdo de subprodutos. Devido sua
versatilidade, sdo utilizadas para a producdo de diferentes produtos como detergentes,
farmacos, bicombustiveis, ésteres e alimentos (GONCALVES, MARSAIOLI, 2013).

Dentre as maiores motivagdes para que as inddstrias € o meio académico continuem
investindo e pesquisando novas tecnologias enzimaticas estdo o desenvolvimento de novos
produtos, processos e servicos e o aperfeicoamento dos ja existentes, além do
melhoramento continuo dos processos convencionais, porém utilizando novas matérias

primas e diferentes biocatalisadores (BUCHHOLZ; KASCHE; BORNSCHEUER, 2005).

3.2 Enzimas

Enzimas em sua grande maioria sdo proteinas com peso molecular variando de
12.000 a 1.000.000, que possuem a finalidade de catalisar reagdes quimicas e bioquimicas.
Atuam de forma a acelerar a velocidade de reagdo com redu¢do da energia de ativacao,
sem, no entanto, alterar a constante de equilibrio. Possuem elevado poder catalitico,
acelerando as reacdes quimicas geralmente em um grau maior que os catalisadores

sintéticos e inorganicos, e alta especificidade para os seus respectivos substratos.
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Geralmente atuam em meio aquoso sob condi¢des amenas de pH, temperatura e pressao,
porém também podem atuar em meio organico, como por exemplo em meio heptano
(NELSON; COX, 2011; ZANIN; MORAES, 2014).

Nos seres vivos as enzimas sdo as principais responsdveis pelos processos
bioquimicos, catalisando cada reacdo das centenas de etapas que degradam ou sintetizam
as moléculas dos nutrientes e/ou estruturais, geralmente sacarideos, proteinas e lipidios,
conservando e transformando a energia quimica (NELSON; COX, 2011).

As enzimas industriais, utilizadas para sintetizar produtos de interesse comercial,
sdo produzidas em sua maioria por microrganismos, pois possuem ampla diversidade
catalitica e possibilidade da produg@o por processos fermentativos em grande escala, com
regularidade e a simplicidade, embora também possam ser produzidas a partir tecidos
animais e vegetais (BON et al., 2008).

A atividade catalitica das enzimas depende da integridade de sua conformacado
nativa, caso seja desnaturada essa atividade é geralmente perdida, sendo degradada em
suas unidades de aminoacidos (NELSON; COX, 2011). Algumas enzimas necessitam de
cofatores ou coenzimas para possuirem atividade catalitica. Os principais cofatores
inorganicos sdo metais tais como zinco, cobre, manganés, etc., € as coenzimas Sao
compostos organicos quase sempre derivados de vitaminas (NELSON; COX, 2011).

As enzimas podem ser classificadas de acordo com os tipos de reacdes dos
substratos que catalisam. O Quadro 3.1 mostra a classificagdo das enzimas de acordo com
a Comissao das Enzimas da Unido Internacional da Quimica Pura e Aplicada (IUPAC).

Embora as vantagens cataliticas das enzimas sejam muitas, sua utilizacdo em
processos industriais tem sido limitada, devido principalmente a: (a) baixa estabilidade nas
condig¢des de operagdo; (b) elevado custo de obtencdo da enzima, desde o isolamento até a
purificacdo, e (c) dificuldade técnica e elevado custo para a separagdo do substrato e
produto, ao final da reacdo. Estes fatores restringem o emprego de enzimas soluveis,
principalmente em processos em batelada, pois ao final do processo, dependendo do
produto almejado, pode ser necessario a realizacdo de tratamentos que gerem variagdes de
pH e temperatura, levando a desnaturagcdo da enzima, provocando a perda da sua atividade

catalitica e impedindo sua reutilizacdo (ZANIN; MORAES, 2014).
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Quadro 3.1 — Classificagdo das enzimas de acordo com a Comissdo das Enzimas da Unido
Internacional da Quimica Pura e Aplicada (IUPAC).

Classe Acao catalitica Subclasse Observacoes
Oxidoredutases Reacdes de Desidrogenases Requer co-substrato
oxidagdo-reducao Oxidases
Oxigenases
Peroxidases
Transferases Reagdes de -Transaminases Reacdo de dois
transferéncia de duas -Quinases substratos na qual um
moléculas -Transaldolases precisa ser ativado
-Transcetilases
Hidrolases Reacdes de -Lipases Reacdo de dois
hidrdlises de -Fosfatases substratos sendo um
ligacdes covalentes -Proteases deles H>O
-Amilases
Liases Reacdes de clivagem -Aldolases Quando se tem um
de ligagcOes nao- -Fumarases substrato hd quebra de
hidroliticas -Carboxilases ligacdo. Quando se
tem dois substratos ha
formacao de ligacao
Isomerases Reacdes de -Racemases Reacdo de somente um
isomerizagao -Epimerases substrato
-Cis-transisomerases.
-Mutases
Ligases Reacdes de formagao Formadoras de Requer ATP como co-
de ligacdes ligacdes: substrato e dois
-Carbono-oxigénio. substratos
-Carbono-enxofre.
-Carbono-nitrogénio.
-Carbono-carbono.

Fonte: Adaptado (BUCHHOLZ; KASCHE; BORNSCHEUER, 2005).
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3.3 Lipases

Lipases sdo as enzimas responsdveis pela catdlise da hidrélise de 6leos e gorduras,
além de catalisarem reacdes de esterificac@o, transesterificacdo e interesterificacdo,
dependendo do tipo do substrato e das condi¢cdes do meio ao qual estd atuando. Sdo as
hidrolases (EC 3.1.1.3) mais usadas para reagdes de sintese organica, encontradas em
abundancia na natureza, estando presente nos animais, fungos, plantas e bactérias.
(BUCHHOLZ; KASCHE; BORNSCHEUER, 2005; SALIHU; ALAM, 2015). A catdlise
dessas reacdes € realizada pela triade catalitica, presente nestas enzimas, composta pelos
aminodcidos serina (Ser), histidina (His) e aspartato (Asp), este ultimo algumas vezes pode
ser substituido por 4cido glutdmico (Glu) (BUCHHOLZ; KASCHE; BORNSCHEUER,
2005).

O mecanismo de hidrdlise do substrato (Figura 3.1) ocorre em duas etapas.
Inicialmente, ocorre um ataque do oxigénio hidrofilico do grupo hidroxila do residuo
serina ao carbono da carbonila ativado do éster do lipideo, um intermediario tetraédrico €
formado, sendo o O estabilizado pela interacdo com dois grupos peptidicos NH. A
histidina doa um préton ao componente dlcool que estd deixando o substrato, restando
entdo um intermedidrio covalente (enzima acilada), estando o componente acido do
substrato esterificado pelo residuo serina da enzima. Uma molécula de dgua € ativada pelo
residuo histidina na vizinhanga e o fon hidroxila resultante realiza um ataque nucleofilico
ao adtomo de carbono da carbonila do intermedidrio covalente. O residuo histidina doa um
préton ao atomo de oxigénio do residuo serina ativo, a ligacdo éster entre serina e
componente acila é rompida, liberando o produto acilado (TREVISAN, 2014).

Lipases de origem microbiana sdo amplamente utilizadas em diferentes aplicacdes
industriais devido a diversas vantagens, tais como: sua grande versatilidade e
disponibilidade, possuem grande diversidade em suas propriedades enzimadticas e
especificidade de substrato, atuam em condi¢cdes amenas de temperatura, pressiao e pH, sdo
estdveis em solventes orginicos, na maioria das vezes ndo necessitam de cofatores e nio
catalisam reacOes paralelas, apresentam ampla quimiosseletvidade, regiosseletividade e
esterosseletividade (ANDUALEMA; GESSESSE, 2012; TREVISAN, 2014). O Quadro
3.2 apresenta alguns dos principais microrganismos produtores de lipases.

Lipases sdo utilizadas industrialmente para a producdo de queijos, transesterificacao
de triglicerideos para sintese de biodiesel, ésteres para cosméticos, modificacio de 6leos e

gorduras (sintese de monoglicerideos, manteiga de cacau, etc.), em formulacdo de
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detergentes e sables, entre diversas outras utilizacdes (BUCHHOLZ; KASCHE;

BORNSCHEUER, 2005).

Figura 3.1 - Mecanismo de reacdo da hidrélise das ligacSes éster catalisada p

or esterases e lipases:

(a) Ataque nucleofilico do hidroxilo da serina ao carbono suscetivel da ligacdo éster, (b)
intermedidrio tetraédrico, (c) intermedidrio acil enzima e ataque nucleofilico da &gua, (d)
intermedidrio tetraédrico e (e) enzima livre. A triade catalitica e a 4gua estdo representadas em

preto, os residuos do espacgo oxianidénico em azul e o substrato em vermelho.

Fonte: (VAZ; CHOUPINA, 2012).
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Quadro 3.2 — Microrganismos produtores de lipases.

Espécie

Referéncia

Acinetobacter junii

ANBU et al., 2011.

Aeromas sp.

LEE et al., 2003.

Aspergillus oryaze

CHEN et al., 1998.

Bacillus cereus

EL-SHAFEIL; REZKALLAH, 1997.

Bacillus coagulans

EL-SHAFEIL; REZKALLAH, 1997.

Bacillus sp.

WANG; SRIVASTAVA; SHEN, 1995.

Candida antartica

SHIMADA et al, 1999; ROBLES-MEDINA;
GONZALEZ-MORENO; ESTEBAN-CERDAN, 2009.

Candida rugosa

JAEGER; REETZ, 1998.

Geotrichum sp.

LOTRAKUL; DARHMSTHITI, 1997.

Pseudomonas cepacia

KAIEDA; SAMUKAWA; FUKUDA, 2001.

Pseudomonas fluorescens

KOJIMA; YOKOE; MASE, 1994; RAJMOHAN; DODD;
WAITES, 2002.

Pseudomonas mendocina

CHEN et al., 1998.

Thermotoga sp.

ADAMS; PERLER; KELLY, 1995; FISCHER et al., 1996.

Thermomyces lanuginosus

ROBLES-MEDINA; GONZALEZ-MORENO;
ESTEBAN-CERDAN, 2009; CHEN et al., 1998.

Yersinia enterocolitica

GLOGAUER et al., 2011.

Fonte: (ANDUALEMA; GESSESSE, 2012).

De acordo com Buchholz (2005), o grande interesse em se utilizar lipases em

sintese orgénica € devido as seguintes razdes:

e Sdo altamente ativas em solventes apolares;

e Frequentemente oferecem elevada estereosseletividade;

e Reagem com agentes nucleofilicos diferentes da d4gua (aminas, dlcoois, etc);

e Catalisam a maioria dos triglicerideos.

Embora as lipases sejam versateis, seu uso € restrito a um curto periodo de tempo e

em temperaturas mais amenas, pois sua atividade catalitica é perdida por desnaturacido ou

inativacdo térmica; além disso lipases livres ndo podem ser reutilizadas em operagdes

continuas. Dessa forma, uma alternativa para a viabilizacdo da sua utilizacdo industrial

seria a imobilizagdo, técnica que oferece uma série de vantagens, como a permanéncia da

atividade catalitica por um periodo prolongado de tempo; possibilidade de operacdo

continua do processo; facilidade de separacdo do produto final e da interrup¢do da reagao;
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maior estabilidade térmica e ao pH e reducdo da inibi¢do tanto por substrato como pelo

produto (ANDUALEMA; GESSESSE, 2012; GUISAN, 2006).

3.4 Imobilizacao de enzimas

Enzimas podem catalisar reacdes em diferentes estados: como moléculas livres em
solucdo, em agregados com outros compostos e fixadas a superficies. Enzimas
imobilizadas sdo as que estdo fisicamente confinadas ou localizadas em uma certa regidao
do espago com a retencdo de sua atividade catalitica, podendo ser utilizada repetidamente e
continuamente (GUISAN, 2006).

A imobilizacdo visa a reducio do custo global de um processo enzimatico, visto
que as enzimas imobilizadas oferecem vantagens em relacdo as soldveis, pois sdo mais
estdveis termicamente; sdo facilmente separadas do meio reacional possibilitando sua
reutilizacdo; além de possibilitarem a operacdo continua do processo, facilitando um maior
controle das varidveis do processo, visto que o biocatalisador é retido no interior do
biorreator (ZANIN; MORAES, 2014).

Para obtencdo do éxito de um processo de imobilizacdo € necessario que seu custo
seja baixo e de facil operacdo, que a meia-vida operacional da enzima seja elevada e
apresente boa recuperacdo da atividade catalitica (BON et al., 2008; ZANIN; MORAES,
2014).

Algumas adversidades como, perda da atividade catalitica durante o processo de
imobilizacdo com a inativagdo parcial da enzima e redugcdo da velocidade de reagdo, e
consequentemente do rendimento do produto, podem surgir quando enzimas imobilizadas
sdo utilizadas. Isto € decorrente do método selecionado para o processo de imobilizacao,
que pode acarretar alteracdes de orientagdo de acesso do substrato ao sitio ativo da enzima,
reduzindo assim, sua atividade catalitica. Assim, para um melhor aproveitamento do
processo em questdo, € necessdrio selecionar adequadamente o tipo de suporte e a técnica

de imobilizagado, visando a obtencao de um biocatalisador ativo e estdvel.

3.5 Métodos para imobilizacio de enzimas

As enzimas podem ser imobilizadas por duas maneiras diferentes: 1) no interior de
um suporte por meio da encapsulagdo e/ou aprisionamento e 2) na superficie de um suporte

por meio de adsorcao fisica reversivel, ligacdes idnicas ou covalentes.
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Para escolher um método de imobilizacdo adequado, bem como sua robustez,
devem ser observadas as condi¢des do processo na qual o biocatalisador serd aplicado,
como por exemplo, o tipo de reacdo (que pode ser de hidrélise ou condensagao), o sistema
de reacdo (homogéneo ou heterogéneo), o meio reacional (hidrofébico ou hidrofilico), as
condig¢des reacionais, o tipo de substrato e o custo da imobilizagao (CAO, 2005).

A imobiliza¢do de enzimas pode ser classificada em dois diferentes métodos: os
reversiveis e os irreversiveis (ZANIN; MORAES, 2014). Os métodos irreversiveis
consistem em interagdes mais fortes entre a enzima e o suporte, na qual a enzima nao
poderd se desprender do suporte sem que ocorra perda da sua atividade catalitica ou a
destruicao do suporte. Os tipos mais comuns sao ligacdo covalente, microencapsulamento/
aprisionamento e liga¢des cruzadas (GUISAN, 2006).

Meétodos reversiveis de imobilizacdo de enzimas consistem em interacoes mais
fracas, na qual a enzima poderd se desprender do suporte em condi¢cdes amenas e
adequadas. Esse método € muito atrativo, pois hd a possibilidade de recuperacdo do
suporte quando a atividade catalitica da enzima estiver muito reduzida, sendo possivel a
realizacdo de uma nova imobilizagdo. Os tipos mais comuns sdo adsorcdo, quelacdo e
formacdo de ligacdo de dissulfeto (GUISAN, 2006).

O Quadro 3.3 ilustra os principais tipos de métodos de imobilizacdo bem como suas

classificacoes.

Quadro 3.3 — Principais métodos de imobiliza¢do de enzimas e suas classifica¢des.

Método Tipo

Ligacdo covalente

Irreversivel Aprisionamento/ Microencapsulamento

Ligacdes cruzadas

Adsorcao

Reversivel Quelagdo ou ligacao metalica

Formacao de ligacdes dissulfeto

Fonte: (GUISAN, 2006).
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3.5.1 Adsorc¢ao

Adsor¢ao € o método mais simples para a imobilizacdo de enzimas, pois baseia-se
na sua fixacado na matriz do suporte por meio de ligagdes de hidrogénio, forcas de Van der
Waals ou interagdes hidrofébicas, sendo realizada em condi¢des simples e amenas de
processo, preservando, geralmente, a atividade catalitica das enzimas. A imobilizacdo pode
ser revertida alterando as condi¢des do meio que influenciam as forcas de interacdo, tais
como pH, forca i0nica, temperatura ou polaridade do solvente (CAO, 2005; GUISAN,
2000).

Por ser uma técnica simples, possui como vantagens a realizacdo do processo em
condi¢des amenas; baixo custo; € reversivel, possibilitando o reuso do suporte; apresenta
elevada retencdo da atividade catalitica da enzima, pois ndo hd modificacdo quimica e ndo
requer aditivos quimicos (CAO, 2005; GUISAN, 2006; ZHANG, 2012).

Para uma boa adsor¢do da enzima ao suporte, algumas condi¢des devem ser
atendidas, entre elas a afinidade enzima-suporte € a mais importante. Esta condi¢do €
assegurada pela presenca de grupos ativos especificos na matriz do suporte, que permitem
a geracdo das interagdes enzima-suporte. Contudo, na auséncia desses grupos, as interagoes
podem ser ajustadas por meio da utilizacdo de agentes intermedidrios (JESIONOWSKI;
ZDARTA; KRAJEWSKA, 2014).

Este tipo de imobilizacdo de enzima possui muitas subclasses, de acordo com o tipo
de interacdo enzima-suporte, tais como adsor¢do fisica, ligacdo i0nica, adsorcdo
hidrofébica e adsor¢do por afinidade (GUISAN, 2006). Sdo utilizados praticamente todos
os tipos de suportes (sintéticos, naturais, organicos e inorganicos), porém as interacdes da
enzima com a matriz do suporte € relativamente fraca podendo ocasionar a dessorcdo da
enzima durante o processo (CAO, 2005; GUISAN, 2006).

A adsorcdo por ligacdo i6nica € uma técnica simples e reversivel, baseia-se nas
interagdes iOnicas entre os materiais de troca-idnica e a enzima. Possui como desvantagem
a dificuldade em se determinar as condicdes nas quais a enzima permanec¢a fortemente
ligada ao suporte e com sua atividade mantida (ADLERCREUTZ, 2012).

A adsor¢ao hidrofébica ocorre por meio das interacdes hidrofébicas entre enzima-
suporte. Mesmo ndo havendo formacao de ligacdo quimica, as enzimas ficam imobilizadas
na matriz do suporte, e a forca de ligacdo entre o suporte e a enzima dependerd da
hidrofobicidade de cada um. Alguns fatores podem interferir nesta técnica, tais como pH,

concentracdo de sais e temperatura (GUISAN, 2006).
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3.5.2 Ligacao Covalente

Esta técnica baseia-se na formacdo de ligagdes covalentes entre a enzima e o
suporte. Geralmente ocorre reacdo quimica entre os aminodcidos ativos localizados na
superficie da enzima e grupos funcionas acoplados na superficie do suporte. Os
aminodcidos residuais essenciais para a atividade catalitica ndo podem estar envolvidos na
ligacdo entre a enzima e o suporte, sendo este um fator dificil de ser controlado durante o
processo de imobilizacdo em alguns casos (CAO, 2005; GUISAN, 2006).

Este método de imobilizacdo é muito utilizado em processos de larga escala,
principalmente em casos em que a enzima nao pode estar presente no produto final, pois
proporciona elevada estabilidade entre as ligagdes enzima-suporte, ndo ocorrendo difusdo
da enzima para o meio reacional (ZANIN; MORAES, 2014).

Uma variedade de processos foram desenvolvidos de acordo com os tipos de grupos
funcionais disponiveis na matriz, tais como os métodos de acoplamentos, que sdao divididos
em duas classes: a) ativagdo da matriz pela adi¢do de um grupo funcional e b) modificacio
da matriz para produzir um grupo ativo. O processo de ativacido € geralmente designado
para gerar grupos eletrofilicos no suporte, que na etapa de acoplamento, reagirdo com a
parte nucleofilica da proteina (GUISAN, 2006).

De acordo com Cao (2005), algumas propriedades podem afetar a eficiéncia de uma

imobilizacao por ligacdo covalente, tais como:

e Orientacdo da enzima;

e Natureza fisica do suporte (por exemplo, tamanho e formato da particula e do
poro);

e Natureza quimica do suporte;

e Natureza da ligacdo ou interagdo quimica (composi¢do quimica da matriz);

e Propriedades do meio utilizado para acoplar as enzimas;

e Distribuicdo da enzima no suporte;

e Conformacgdo da enzima antes e depois da imobilizagao;

e Numero de ligacdes formadas entre a enzima e o suporte.
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3.5.3 Aprisionamento/Microencapsulamento

Este método € baseado na oclusdo da enzima em uma rede polimérica ou em uma
micro capsula, na qual ocorre a dispersdo da enzima (solivel ou insolivel) em um meio
fluidico (solug@o polimérica), seguida por um processo de solidifica¢do, tornando a matriz
insolivel (CAO, 2005; GUISAN, 2006). A matriz retém a enzima, e permite a difusdo de
substratos e produtos de baixo peso molecular (ZANIN; MORAES, 2014).

A formacgdo da matriz e a obtencdo do biocatalisador podem ser conseguidos por
métodos que utilizam interagdes quimicas (ligagdes-cruzadas, polimerizacio), interagdes
fisicas (geletificacao fisica) ou a combinagdo desses dois métodos (CAQO, 2005). Diferentes
materiais podem ser usados para aprisionar enzimas, tais como, gel, fibra de
aprisionamento e microencapsulacdo. Estes podem ser preparados em formatos de pérolas,
membranas, filmes, discos e fibras. As matrizes mais utilizadas sdo: poliacrilamida gel e
alginato (CAO, 2005; GUISAN, 2006).

Este método possui como principais vantagens a elevada drea superficial de contato
entre o substrato e a enzima e a possibilidade de imobilizacdo simultinea de diferentes
enzimas em uma Unica etapa. Como principais desvantagens destaca-se a restricdo de
utilizacdo destes biocatalisadores, pois geralmente s6 podem ser aplicados com substratos
de baixo peso molecular; a possivel inativacdo da enzima durante o procedimento de
imobilizacdo; os possiveis efeitos de inibigdo por produtos ou substrato no interior da
matriz porosa e a alta concentragdo de enzima necessdria para garantir a encapsulacio

(ZANIN; MORAES, 2014).

3.5.4 Ligacoes cruzadas (cross-linking)

Este método de imobilizagdo € caracterizado pela obtencdo de uma enzima
insoluvel, por meio de ligagdes cruzadas intermoleculares entre as moléculas da enzima
solivel, sem a presenga de um suporte sélido (ZANIN; MORAES, 2014).

Neste método, o suporte e o agente de ligacdo estdo ligados entre si em uma rede
estrutural tridimensional. O agente ligante, geralmente glutaraldeido, estd presente em
pequenas proporcdes mdssicas e/ou volumétricas, quando comparado com os suportes dos
outros métodos de imobilizacdo e com a quantidade de enzima utilizada, assim o

biocatalisador resultante ocupa menor espago no processo (GUISAN, 2006).
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O biocatalisador obtido por esta técnica de imobilizagdo apresenta elevada
estabilidade da enzima imobilizada devido as fortes interacdes geradas, no entanto, pode
ocorrer reducdo da atividade catalitica. Esta técnica também pode ser utilizada em
combinacdo com outros métodos de imobilizagdo, como por exemplo adsor¢do, visando

melhorar a qualidade dos biocatalisadores (ZHANG, 2012).

3.6 Suportes para imobilizacao

Existe uma enorme variedade de suportes disponiveis para imobilizacdo de
enzimas, porém nem todos os suportes podem ser utilizados para imobilizar uma enzima
especifica, visto que o sucesso do processo de imobilizacao € conseguido quando algumas
condi¢des sdo satisfeitas. Dentre estas, uma boa afinidade entre a enzima e o suporte é
essencial, o que geralmente € conseguida pela formagao de grupos ativos especificos no
suporte, por meio da utilizacdo de agentes intermedidrios modificadores (JESIONOWSKI;
ZDARTA; KRAJEWSKA, 2014).

Os suportes para imobilizacdo sdo escolhidos de acordo com as suas propriedades,
sendo que as mais desejdveis sdo: alta resisténcia mecdnica e a compressao,
biocompatibilidade, resisténcia a ataques microbianos, boa disponibilidade e baixo custo
(GUISAN, 2006). Além disso o suporte deve ser quimicamente resistente tanto nas
condi¢cdes do processo de imobilizacdo das enzimas, como também nas condicdes
reacionais do processo, na qual o biocatalisador serd empregado (BON et al., 2008).

As caracteristicas fisicas do suporte, tais como resisténcia mecanica, diametro
médio da particula, coeficiente de expansdo e resili€éncia, sdo muito importantes para
definir o tipo de reator e da operacdo a ser utilizada no processo (GUISAN, 2006). O

Quadro 3.4 mostra a classificagao dos suportes utilizados para imobilizacdo de enzimas.
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Quadro 3.4 — Classificag¢do dos suportes: tipos e exemplos de materiais.

Classificacao Tipo Exemplos

e Polissacarideos: celulose, agar, agarose,

Polimeros dextranas
naturais e Proteinas: coldgeno, abumina
e Carbono
Organico e Poli(estireno-co-divinilbenzeno)
e Poliacrialatos
Polimeros
oo e Polimetacrilatos
sinteticos

e Poliamidas

e Poliacrilamidas

) ' ) e Bentonita
Minerais naturais

e Silica
Inorganico e Vidro (com e sem poros controlados)
Materiais e Metais
processados e Oxidos metilicos com poros controlados

Fonte: (GUISAN, 2006).

3.7 Polimeros

O termo polimero origina-se do grego, em que "poli" significa muitos e "mero"
unidade de repeticdo. Sao macromoléculas compostas por muitas unidades de repeti¢do de
monomeros, ligadas entre si por ligacdes covalentes (CANEVAROLO JR, 2010). Sao
caracterizados pela sua estrutura quimica, tamanho de cadeia e interacOes intra e
intermoleculares. Possuem peso molecular entre 10° a 108, sendo que a maioria dos
polimeros industrializados possuem peso molecular entre 10* a 10° (MANO; MENDES,
1999).

Os polimeros podem ser classificados de acordo com seu comportamento
mecanico, que varia conforme sua estrutura quimica (tipo de mondmero), tamanho de sua
cadeia polimérica e do tipo de ligagdo covalente, sendo divididos basicamente em trés

tipos: borrachas (elastdmeros), plasticos e fibras (CANEVAROLO JR, 2010). No entanto,
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de acordo com Callister e Rethwisch (2012), nesta classifica¢do ainda podem ser incluidas
as espumas, as peliculas, os adesivos e 0s revestimentos.

Suas propriedades fisicas dependem do comprimento de sua molécula, ou seja de
sua massa molar, bem como da estrutura quimica dos mondmeros presentes, pois estes
estdo relacionados com as interacdes intra e intermoleculares. Em funcido dos polimeros
apresentarem diversos tamanhos de molécula e serem constituidos por diferentes
mondmeros, existem grandes diferencas em suas propriedades fisicas (CANEVAROLO
JR, 2010). Estdo presentes em lugares distintos e com diferentes aplicacdes, tais como, nas
plantas e nos animais como 4cidos nucléicos e polissacarideos, servindo como base para
suas vidas (polimeros naturais); na construcdo civil estdo presentes em tintas, concretos,
isolamentos, em vigas de madeira e compdsitos; em materiais domésticos estao presentes
nos encanamentos, eletrodomésticos e automoveis. Enfim, os polimeros possuem diversas
aplicacdes, podendo compor materiais bem simples até os materiais mais complexos
utilizados na engenharia (CARRAHER JR., 2013).

Polimeros sdao denominados termoplésticos se possuirem a capacidade de se
"amolecer" e serem remodelados quando submetidos a calor e pressdo, e termorrigidos se
decompuserem-se antes de "amolecerem" e serem remodelados. Em ambos os casos estes
polimeros podem ser reciclados, porém os termoplasticos sao mais facilmente processados
pois em condicdoes adequadas, de calor e pressdao, conseguem ser remodelados
(CARRAHER JR., 2013).

Se o polimero possuir somente repeticoes de um mondmero especifico em sua
cadeia polimérica é denominado homopolimero, se possuir dois ou mais mondmeros em
repeticdo € denominado copolimero. A copolimerizacdo € muito aplicada quando faz-se
necessdria a combinagdo de propriedades quimicas e fisicas em materiais especificos

(CHANDA, 2006).

3.8 Métodos de polimerizacao

Para a producdo de um determinado polimero € necessario a escolha de um método
adequado que possibilite um bom controle de massa e de distribui¢do, bem como a
facilidade de manuseio e processamento da massa polimérica formada. Os principais
métodos de polimerizacdo sdo: em massa, em solucdo, em suspensdo e emulsdo

(CANEVAROLO JR, 2010).
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3.8.1 Polimerizacio em massa

Polimerizacdo em massa € a técnica mais simples de polimerizagdo, na qual a
mistura reacional € constituida essencialmente pelo monomero e, quando necessario, um
iniciador soldvel ao mondmero. Para que a reacdo ocorra € necessdrio o aquecimento do
meio reacional, sendo que o progresso da sintese pode ser observado pelo aumento da
viscosidade do meio (FRIED, 2003).

Sua principal vantagem € a obtencao de um produto puro com baixa quantidade de
impurezas, e a principal desvantagem € o dificil controle da temperatura, visto que a reacao
de polimerizacdo € exotérmica. Esse fator pode gerar pontos de superaquecimento no
reator que instabilizard o crescimento da cadeia, aumentando a velocidade de término da
reacdo, resultando em um polimero com ampla distribuicdio de massa molar
(CANEVAROLO JR, 2010).

Este método apresenta facilidade e baixo custo de produ¢do de moldagem para
poucas pecas, além de exibir excelentes qualidades elétricas e 6ticas (MANO; MENDES,
1999). Exemplos de materiais produzidos por essa técnica sdo: chapas de acrilicos de

poli(metil-metacrilato) e poliuretano (CANEVAROLO JR, 2010; MANO; MENDES,
1999).

3.8.2 Polimerizaciao em soluciao

Neste método o mondmero e o iniciador sdo misturados a um solvente, devendo,
inicialmente serem soluveis entre si. No entanto, com o decorrer da reacdo o polimero
formado podera ou nao ser solivel no meio reacional, caso seja solivel, o produto final é
uma solu¢do do polimero no solvente, e normalmente é empregado nesta forma. Se o
polimero sintetizado for insolivel no meio, recebe a denominacdo de polimerizacio em
lama ou com precipitacdo, e neste caso, o polimero € separado do meio reacional, seco e
granulado (CANEVAROLO JR, 2010).

Neste tipo de polimerizacdo a escolha do solvente € muito importante, devendo
apresentar as seguintes caracteristicas: aumentar a capacidade total de calor sem contribuir
para a geracdo de calor; ser um diluente inerte; facilitar a mistura dos componentes do

meio, reduzindo a taxa de aumento da viscosidade com o decorrer da reacdo de

polimerizacao (FREID, 2003).
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Dentre as vantagens deste método, destacam-se a boa transferéncia de calor e
homogeneizacdo da temperatura e a facilidade de purificacdo do polimero. Como
desvantagens, estdo a utilizacdo de solventes, que sdo téxicos e nocivos a0 homem e ao
meio ambiente, além da elevacdo do custo de producdo. Geralmente sdao reagdes mais
lentas devido a diluicdo dos mondmeros, e os reatores utilizados possuem maiores
dimensdes, ocasionando baixo rendimento operacional. Poliolefinas, polibutadieno e
resinas de poli-fenol-formaldeidos s@o produzidas por meio deste método

(CANEVAROLO JR, 2010; MANO; MENDES, 1999).

3.8.3 Polimerizacao em suspensiao

Nesse tipo de polimerizacao, o iniciador € previamente dissolvido no mondmero e
em seguida adicionado a uma solucdo aquosa contendo o agente de suspensdo. Iniciada a
agitacdo do meio, o agente de suspensdo dispersard o mondmero em forma de pequenas
gotas, estabilizando-as, evitando a coalescéncia entre elas. Como produto final sdo obtidas
pérolas porosas com dimensdes de 0,05 a 0,25 mm, que devem ser lavadas e secas para
posterior utilizacdo (CANEVAROLO JR, 2010).

Os iniciadores mais empregados nesta técnica de polimerizagdo sdo,
principalmente, peroxidos (peroxidos de benzoila, diacetil, lauril, e terc-butil e, em alguns
casos, compostos do tipo azo (Azobisisobutironitrila - AIBN) e idnicos (alquilas de
aluminio e antimdnio, cloreto de titanio e crémio, e alguns tipos de 6xidos) (FRIED, 2003).

Alguns fatores podem influenciar tanto na qualidade do produto final como também
no tamanho das particulas sintetizadas por esta técnica (JAHANZAD; SAJJADI;
BROOKS, 2005; MACHADO, 2000; TADROS, 1993; VIVALDO-LIMA et al., 1997).

Dentre eles podem ser citados:

a) Concentracdo do agente de suspensdo - previnem a coalescéncia das gotas de

polimero e posteriormente, quando o efeito gel torna-se pronunciado, estabilizam as

particulas, evitando que ocorra a coalescéncia;

b) Agitacdo - quanto maior a frequéncia de agitacdo, maior serd a “quebra” das gotas,
favorecendo assim a formagdo de gotas menores, € consequentemente particulas

poliméricas menores;
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c¢) Concentragdo de iniciador - tem grande influéncia na massa molar e distribuicdao

do tamanho das particulas do polimero. Com o aumento na concentragcdo de iniciador
a taxa de polimeriza¢do aumenta e as cadeias poliméricas produzidas possuem menor
tamanho (menor massa molar), além disso a alta taxa de polimerizac@o contribui com

o aumento da viscosidade do meio e propicia 0 mecanismo de coalescéncia;

d) Temperatura - o tamanho das particulas aumenta com o aumento da temperatura,
pois a taxa de polimerizacdo € maior, contribuindo com o aumento na viscosidade

reacional e para que o mecanismo de coalescéncia seja pronunciado.

Como vantagens desta técnica tém-se a substituicao de solventes por dgua, o facil
controle da temperatura, a obtencdo de um polimero com elevado peso molecular e a
facilidade de separacdo do meio reacional. Uma das desvantagens deste método é que para
a obtencdo de um produto homogéneo e uniforme € necessdrio manter uma agitacao
continua, regular e vigorosa, além da dificuldade de remocdo do mondmero e do agente de
suspensao residuais (MANO; MENDES, 1999).

Poliestireno, poli(cloreto de vinila) e poli(metacrilato de metila) sdo exemplos de

polimeros produzidos por polimerizacdo em suspensdio (CANEVAROLO JR, 2010;
MANO; MENDES, 1999).

3.8.4 Polimerizacio em emulsiao

A polimerizacdo em emulsdo € muito utilizada comercialmente para a produgdo
de uma ampla variedade de polimeros. Em geral, o sistema reacional é constituido dos
seguintes componentes: mondmero(s), meio de dispersdo, agente emulsificante, iniciador
solivel em 4gua, e, eventualmente, um agente de transferéncia. A 4dgua atua tanto como
meio de dispersdo, no qual os componentes estdo dispersos pelo agente emulsificante,
quanto como meio de transferéncia de calor (FRIED, 2003).

Neste método o agente emulsificante (surfactante) € adicionado a dgua sob
agitagdo vigorosa, onde serdo formadas micelas, em seguida o mondmero € adicionado,
sendo que parte dele ficard em forma de gotas, e parte penetrard nas micelas (regido
hidrofébica). Posteriormente serd adicionado o iniciador, que deve ser solivel em édgua,

para evitar a polimerizacdo nas gotas de mondmeros e ocorrer preferencialmente nas

micelas. Com o decorrer da reagdo, o polimero serd formado nas micelas, reduzindo a
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concentracdo de mondmero, gerando uma pressdo osmoética que forcard o deslocamento do
monOmero presente na forma de gotas para as micelas, dando prosseguimento a
polimerizacdo. O produto final obtido é um pé fino com granulometria da ordem de 1 a 10
micrometros (CANEVAROLO JR, 2010). Mondmeros tais como estireno, acrilatos ,
metacrilatos, cloreto de vinila, butadieno, e cloropropeno sao utilizados na polimerizacao
em emulsdo por apresentarem baixa solubilidade em dgua (FRIED, 2003).

As vantagens deste método sdo a utilizagdo de dgua como meio dispersante,
facilidade de homogeneizagdo, poucas reacdes laterais e obtencdo de um polimero de
elevado peso molecular. Como desvantagens estdo a necessidade de um agente coagulante
para precipitar o polimero, a dificuldade de purificacdo do polimero e a necessidade de
iniciador hidrossolivel (MANQO; MENDES, 1999).

Esta técnica é muito empregada para a producdo de litex utilizado em tintas
residéncias a base de poli(acetato de vinila), poli(estireno-co-butadieno) e poli(cloreto de

vinila) (CANEVAROLO JR, 2010; MANO; MENDES, 1999).

3.9 Poli(estireno-co-divinilbenzeno)

Poli(estireno-co-divinilbenzeno) é composto por mondmeros de estireno e
divinilbenzeno, obtido pelo método da polimerizacio em suspensdo, normalmente com
particulas entre os tamanhos de 0,1 a 0,15 mm. Possui alto valor agregado e pode ser
aplicado em separacdo cromatografica, resinas de troca idnica e suporte para imobiliza¢do
de enzimas (JAHANZAD; SAJJADI; BROOKS, 2005; LIMA, 2013). A Figura 3.2 ilustra
a formacao do poli(estireno-co-divinilbenzeno).

O poli(estireno-co-divinilbenzeno) pode apresentar caracteristicas do tipo gel, ndo
possuindo poros permanentes, € consequentemente nao sendo eficiente na adsorcdo de
macromoléculas, como também apresentar caracteristicas do tipo macroporoso, com poros
permanentes, com aplicacdes mais amplas (GARCIA-DIEGO; CUELLAR, 2005; LIMA,
2013). Nesse dltimo caso, pode ser utilizado como suporte para imobiliza¢do de enzimas,
devido a sua grande drea especifica e didmetro médio de poro, e alto grau de
hidrofobicidade em comparagdo com outros suportes poliméricos que também possuem
estireno em sua composi¢ao (CIRILO et al., 2015).

O Quadro 3.5 ilustra alguns exemplos de trabalhos que utilizaram o poli(estireno-

co-divinilbenzeno) como suporte para imobilizac¢do de lipases.
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Figura 3.2 - Esquema representativo da formacgdo do Poli(estireno-co-divinilbenzeno) a partir dos
mondmeros de estireno e divinilbenzeno.

HC=CH, HC—CH, HC—CH;—HC—CH—HC—CH;
||'f' : I'(E - |?| T| > j[

| I
HC=CH, HC—CH;—HC—CH;

Estireno Divinilbenzeno Poli(estireno-co-divinilbenzeno)

Fonte: (BENTO, 2015).

Quadro 3.5 - Utilizacdo do poli(estireno-co-divinilbenzeno) como suporte para imobilizacdo de
lipases.

Lipase ) Metf)(.io df Produto de interesse Referéncia
imobilizacao
Burkholderia Adsorcao Biodiesel a partir de 6leo de soja e CASTIGLIONI
cepacia fisica etanol (transesterificacao) et al., 2016.
Candida Adsor¢ao Butirato de butila a partir de butanol OLIVEIRA et al.,
rugosa fisica e dcido butandico (esterificacdo) 2000
Candida Adsorcao Butirato de butila a partir de butanol S%NAE(")HS{,ODE
rugosa fisica e dcido butandico (esterificagcdo) ’
2006.
Candida Adsorgao Diversos ésteres butilicos SANTOS et al.,
rugosa fisica (esterificagdo) 2007.
Thermomyces Adsorcao Butirato de butila a partir de butanol | MARTINS et al.,
lanuginosus fisica e 4cido butandico (esterificacdo) 2013.
DIZGE;
Thermomyces Ligacdo Biodiesel a partir de oléo de canolae | KESKINLER;
lanuginosus covalente metanol (transesterificacio) TANRISEVEN,
2009.

Fonte: Préprio autor.

Bento et al. (2017) utilizou esse mesmo copolimero magnetizado com fons de ferro
para imobilizar a lipase de Candida rugosa por adsor¢do fisica, visando a produgdo do

butirato de butila via esterificacdo. O biocatalisador magnetizado sintetizado apresentou
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bom desempenho, alcancando conversdes entre 89-94% nas reacdes de esterificacdo,
revelando tempo de meia vida de t12=52 dias na estabilidade operacional. Além disso, a
imobilizacdo aumentou a estabilidade térmica da lipase em 50 vezes em relagdo a sua

forma livre.

3.10 Materiais Magnéticos

As propriedades magnéticas de um material sdo devidas ao momento magnético
dos elétrons de seus dtomos, e se originam das camadas eletrOnicas parcialmente
preenchidas dos atomos dos metais de transi¢do. Destaque especial é dado aos metais de
transi¢do da série do ferro (elementos com a camada 3d semi-preenchida) Fe, Co, e Ni, e
aos metais de terras raras ou elementos com a camada 4f semi-preenchida tais como, Nd,
Sm, Gd e Dy.

H4 duas origens de momento magnético atdmico, os associados com 0 momento
orbital dos elétrons e os associados ao spin eletronico. O momento magnético dos metais
de transi¢do da série do ferro e dos ndo-metais (tais como seus 6xidos Fe3;Os e NiO) sdo
dados pelo spin eletronico, e seu momento € igual ao nimero de spins desemparelhados
(CULLITY; GRAHAN, 2009; LIU, 2006).

O comportamento macroscopico de um material magnético pode ser classificado
em diamagnético, paramagnético e ferromagnético, de acordo com diferentes parametros
magnéticos (JILES, 1998).

Os materiais diamagnéticos, sdo materiais cujo seu magnetismo responde
contrariamente ao campo magnético aplicado, ou seja, possui magnetismo negativo. O
efeito de um campo magnético aplicado numa tnica 6rbita de eletron € o de reduzir a
corrente efetiva da drbita, de modo a produzir um momento magnético oposto ao campo
aplicado. Exemplos de materiais diamagnéticos sdo: cobre, prata, ouro e
bismuto(CULLITY; GRAHAN, 2009; JILES, 1998).

Os materiais paramagnéticos, sdo materiais com magnetizacdo fraca, sendo
constituidos por dtomos ou moléculas aos quais possuem 0 mesmo momento magnético,
ou seja, quando ndo estdo sob o efeito de um campo magnético, os momentos atdmicos
estdo em sentidos aleatdrios e cancelam-se uns aos outros, entdo a magnetizacao resultante
€ nula. Porém, quando estdo sob efeito de um campo magnético, hd a tendéncia de cada
momento atdmico se direcionar paralelamente ao campo magnético aplicado; se forcas

opostas ndo estiverem agindo ocorrerd o completo alinhamento dos momentos atdmicos e
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o composto adquirird um grande momento no sentido do campo magnético. No entanto, a
agitagdo térmica dos dtomos € contréria a essa tendéncia e mantém os momentos atdmicos
direcionados aleatoriamente, resultando em um alinhamento parcial na direcdo do campo
magnético, e consequentemente magnetizacdo fraca. Além disso, o incremento da
temperatura pode intensificar ainda mais o efeito de randomizagcdo dos momentos
atdmicos, resultando em uma magnetizacdo ainda mais fraca. Exemplos de materiais
paramagnéticos: aluminio, platina, manganés e vdrios sais de metais de transi¢do tais
como, cloretos, sulfatos e carbonatos de manganés, cromo, ferro e cobre (CULLITY;
GRAHAN, 2009; JILES, 1998).

Os materiais ferromagnéticos sdo os materiais magnéticos mais utilizados, pois
possuem a habilidade de reter a magnetizacdo, agindo como fonte de campo magnético.
Dentre eles estdo o ferro, cobalto, niquel e alguns metais raros e suas ligas (CULLITY;
GRAHAN, 2009; JILES, 1998).

A magnetita foi o primeiro material magnético conhecido pelo homem, muito
comum em rochas igneas, na qual ocorre naturalmente na forma de 6xido de ferro Fe304. E
o material mineral magnético mais comum, componente essencial da pedra-ima,
classificado como ferromagnético contendo ions de ferro nos estados de oxidagio 2* e 3*.

Atualmente a magnetita € utilizada como minério de ferro, cimento, toner (tinta),
em ferrofluidos e para a producdo de materiais hibridos magnéticos (COEY, 2010;
CULLITY; GRAHAN, 2009). Pode ser sintetizada por diversas técnicas de producdo tais
como, a decomposicdo térmica redutiva, pelo método da pirdlise sol-gel, pela técnica
hidrotérmica, pela microemulsdo e pela co-precipitacdo, sendo esta dltima a técnica mais
difundida e de baixo custo, devido a sua simplicidade e eficiéncia para a preparacdo de
varios materiais de estado sélido de interesse. Esta técnica consiste na preparacdo de uma
solucdo aquosa de fons Fe?* e Fe** em uma solugiio bésica, gerando as nanoparticulas de
oxido de ferro (BARRETO et al., 2012; BENTO, 2015).

Nos ultimos anos, particulas magnéticas compostas por 6xidos de ferro, t€ém atraido
muito interesse devido as suas propriedades multifuncionais, tais como,
biocompatibilidade, superparamagnetismo, pequeno tamanho e baixa toxicidade (REN et
al., 2011). Além disso, podem ser empregadas como matrizes para o preparo de

biocatalisadores, devido sua facilidade de recuperagao do meio reacional (GUISAN, 2006).
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3.11 Compositos magnéticos

Os compdsitos magnéticos sdo formados basicamente por uma matriz polimérica e
cargas magnéticas, geralmente obtidas da magnetita, e apresentam forte propriedade
magnética e baixa toxicidade, além de féicil obtencdo. Compdsitos magnéticos e/ou
suportes magnéticos vém obtendo destaques em diferentes aplicacOes nas dreas
biomédicas, fisicas e biotecnoldgicas, sendo muito utilizadas para imobilizacdo de
proteinas, enzimas e drogas; diagndsticos por imagem; imunoensaios; separagdo magnética
de células e sua purificacdo e liberacdo controlada de farmacos (BENTO, 2015; DUSSAN:;
CARDONA; GIRALDO, 2012).

As matrizes dos principais compdsitos magnéticos, utilizados como suportes para
imobilizar enzimas, sdo geralmente polimeros sintéticos, ou diferentes tipos de
polissacarideos tais como alginato, celulose, ou agarose (GUISAN, 2006).

Compésitos magnéticos apresentam diversas vantagens para a imobilizacdo de
enzimas, dentre elas: a) Elevada area superficial especifica, possibilitando maior
disponibilidade para imobilizar enzimas e maior interacdo com o meio reacional; b)
Elevado carregamento enzimdtico, tornando as enzimas mais estdveis € com maiores
atividades biocataliticas; c) Baixa resisténcia a transferéncia de massa, fazendo com que as
enzimas imobilizadas sejam mais estdveis e reativas; d) Facilidade de separacdo das
particulas magnetizadas, devido a possibilidade da utilizagdo de um {imad externo,
permitindo a preservacdo da enzima imobilizada em comparagdo aos métodos tradicionais
de centrifugacao e filtracdo; e) Facilidade de uso/reuso em reatores enzimaticos, devido a
facilidade de preparacdo e manuseio (DUSSAN; CARDONA; GIRALDO, 2012; NETTO;
TOMA; ANDRADE, 2013; VERMA; BARROW; PURI, 2013). Outra vantagem seria sua
utilizacdo para aplicacdo em reatores de fluxo continuo utilizando leito fluidizado por meio
da aplicac¢do de campo magnético externo (BRUNO; LIMA FILHO; DE CASTRO, 2008).

O Quadro 3.6 apresenta alguns trabalhos que utilizaram polimeros magnéticos para

a imobilizacdo de lipases.
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Quadro 3.6 — Trabalhos que utilizaram polimeros magnéticos para imobilizacdo de lipases
empregando magnetita (Fe3Oy).

Matriz polimérica Lipase Resultados Referéncia

Polimero grafitizado
a base de metacrilato
de glicidila e cloreto
de 2-metacriloxietil
trimetil amonio.

Foi verificada uma atividade
Candida residual do biocatalisador de | YONG et al.,
rugosa 70% ap6s 6 ciclos da reagdo de 2008.

hidrolise do azeite de oliva.

0] desempenho do
biocatalisador foi testado nas
' ' Candida sinteses do o@eato de ' etila, CHIARADIA.,
Poli(ureia-uretano) antarctica oleato de geranila e propionato et al.. 2016.

de geranila, obtendo-se 100%
de conversio para todos os
ésteres.

Foram sintetizados ésteres a
Candida partir de fitoesterdis e dcido | ZHENG et al.,
rugosa linoleico, atingindo-se 2012.

conversao de 93,5%.

Poli(alil glicidil éter-
co-etilenoglicol
dimetacrilato)

O biocatalisador apresentou
atividade de esterificacio de
Poli(metilmetracrilato Mucor 335,10 U.g'1 na sintese do | MENG et al.,
-co-divinilbenzeno) javanicus | oleato de glicerila e 95% de 2013.
atividade catalitica residual
ap6s 30 ciclos.

Foi realizado o teste de
estabilidade operacional do

Poli(acetato de Candida biocatalisador e apds 6 ciclos de | GUO; BAI,

v ilaco- cylindracea | reagdo de hidrolise do azeite de | SUN, 2003.
divinilbenzeno) X .. .
oliva, a atividade catalitica
residual foi de 74%.
O desempenho do

biocatalisador foi avaliado na

Poli(estireno-co- Candida sintese do butirato de butila em BENTO et al.,

. meio  heptano, obtendo-se
divinilbenzeno) rugosa 10 hep 2017
conversdao total em algumas

condicdes testadas.

Fonte: Préprio autor.
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3.12 Esteres em cosmetologia

A humanidade vem se preocupando e valorizando cada vez mais a estética e a
beleza, seja por vaidade ou por questdes de saide. Atualmente o culto a beleza se
intensificou de uma tal maneira que alterou de forma marcante a indudstria cosmética,
devido a grande procura por produtos cosméticos. O aumento da renda, da qualidade de
vida e da longevidade da populacdo foram os principais fatores que aumentaram a
demanda por cosméticos. Além disso, o desenvolvimento da publicidade e propaganda
também contribuem de forma significativa para que a populagdo desperte maior
preocupacio com esse segmento (CUSTODIO, 2014).

De acordo com a ABIHPEC (Associacdo Brasileira da Industria de Higiene
Pessoal, Perfumaria e Cosmético), nos ultimos 18 anos o mercado brasileiro apresenta um
crescimento acelerado, numa média de 9,8% ao ano, estando entre os paises maiores
consumidores de produtos cosméticos no mundo (ABIHPEC, 2014).

Nesse contexto, cabe ressaltar que enzimas podem ser incorporadas as formulacdes
cosméticas em diferentes produtos visando diversas aplicagdes, como por exemplo, em
cremes antiacne, esfoliantes, na higiene oral, tintura capilar, tratamentos anticaspa, cremes
antienvelhecimento cutaneo, etc. No entanto, para esta aplica¢do, a enzima deve ter sua
atividade catalitica mantida até o prazo de validade do produto, além de ndo ser prejudicial
ao corpo humano (BON et al., 2008).

O mercado cosmético € dividido em cinco grandes segmentos: cuidados com a pele
(skincare), cuidados com cabelos, maquiagem, fragrancias e produtos de higiene. Dentre
todas as classes de compostos organicos utilizados na composicao de produtos cosméticos,
os ésteres t€m uma ampla gama de aplica¢do, como: emolientes em cremes, surfactantes
em shampoos, antioxidantes em cremes antiaging e fragrancias em perfumes e sabores em
batons. Esteres emolientes, formados por cadeias carbOnicas longas, sdo uma das classes
mais importantes desse setor, devido sua ndo toxicidade, biodegradabilidade e boa
solubilidade em gordura, responsdveis por manter a maciez, plasticidade, hidratacdo e
restauracdo da oleosidade da pele, sendo muito empregados em formulagdes de skincare

(GORCEA; LAURA, 2013; KHAN; RATHOD, 2015; NISHAT; VIRENDRA, 2015).
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3.12.1 Biocatalise em cosmetologia

Atualmente a maioria das industrias produtoras de €steres utilizam processos que
empregam temperaturas elevadas (150-240°C) e catalisadores dcidos e bdsicos. Porém esse
tipo de processo gera um produto com qualidade inferior, que pode conter componentes
agressivos para a pele e a saidde humana, sendo necessdrias etapas posteriores de
purificagao, acarretando em um maior custo de producdo (KHAN; RATHOD, 2015).

A globalizacdo e a competitividade do mundo moderno exige que as industrias
operem seus processos com rendimentos e produtividade cada vez maiores e em condi¢des
e/ou sistemas de tecnologia limpa, principalmente devido a demanda social por produtos
mais naturais (NISHAT; VIRENDRA, 2015).

Nesse contexto, a aplicacdo de enzimas para a producio de ésteres € uma excelente
alternativa, visto que os processos enzimaticos empregam temperaturas mais amenas (entre
30-70°C) e baixa pressdo. Além disso, enzimas sdo estereosseletivas, o que acarretard a
sintese de um produto mais puro, sem coloragdo e odores, podendo ser classificados como
processos que utilizam a "quimica verde", atendendo as exigéncias do mercado

consumidor contemporaneo (KHAN; RATHOD, 2015).

3.12.2 Sintese de ésteres catalisada por lipases

Esteres podem ser sintetizados por meio de reacdes de esterificacio,
transesterificacdo (alcodlise e aciddlise) e interesterificacdo. Quando obtidos por via
enzimdtica, sdo catalisados por lipases. A maior parte dos ésteres sintetizados por
biocatdlise tem como finalidade, aplica¢des para biodiesel, biolubrificantes, emulsificantes,
esséncias e emolientes. Industrialmente, os emolientes sdo a principal classe de éster obtida
por essa rota (KHAN; RATHOD, 2015; TODERO et al., 2015).

O palmitato de isopropila € um éster de cadeia ramificada contendo 19 dtomos de
carbono no total, é inodoro, incolor e transparente, possui toque seco, € nao oleoso, e é
doador de consisténcia. Sua longa cadeia carbOnica faz com que este éster apresente
propriedades hidrofébicas, emolientes, lubrificantes e dispersantes. E um auxiliar de média
espalhabilidade e um excelente diluente para 6leos vegetais e minerais (SMITH, 1995).

Devido as essas propriedades, este éster é aplicado em diversas formulagdes
cosméticas, tais como, cremes, locdes, maquiagens, 6leos de banho, desodorantes,

protetores solares e batons. Em batons e maquiagens é empregado com o objetivo de
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aumentar a solubilidade dos corantes e pigmentos; ja para formulagdes de filtros solares é
um excelente solvente, pois possui baixo ponto de turbidez e auxilia na penetracdo cutanea.
Geralmente estd presente em concentragdes que variam de 1 a 10% na composi¢ao desses
produtos, dependendo do tipo de aplicacdo especifica (SMITH, 1995).

Também pode ser empregado na fabricacdo de farmacos, como por exemplo na
composi¢do de insulina, de acordo com NANODERMA LTD (2010), e na composi¢do de
organogéis, conforme mencionado por Willimann (1992). Em ambos os casos, o palmitato
de isopropila atua como um agente de permeacdo transdérmica. Ha diversos trabalhos na
literatura que relatam a sintese deste éster empregando a via enzimdtica por meio de
diferentes fontes de lipases imobilizadas (GARCIA et al., 1996; GARCIA et al., 1999;
KEE; HASSAN; RAMANCHANDRAN, 1999; LIESE et al., 2006; SCHORKEN;
KEMERS, 2009).

O palmitato de isopropila pode ser obtido por meio da reacdo de esterificagao entre
0 4cido palmitico (4cido hexadecandico) e o dlcool isopropilico, necessitando de um

catalisador quimico ou enzimatico, conforme ilustrado na Figura 3.3.

Figura 3.3 — Esquema representativo da formagdo de palmitato de isopropila a partir da
esterificacdo do 4cido palmitico e dlcool isopropilico.

o] OH catalisador, /™ 0
W\/-\/\MJ\ + /J\ —_— WM/\JJJ\ J\ + HO
OH - o

acido palmitico alcool isopropilico palmitato de isopropila dgua

Fonte: Préprio autor.

3.13 Biorreatores

Biorreator € um equipamento onde transformagdes bioquimicas sdo catalisadas por
enzimas ou células microbianas. A mistura reacional, constituida de meio (de cultivo ou
para conversdo enzimdtica) e agente bioldgico, serd processada em biorreatores, onde
deverdo ser mantidas as condi¢des Otimas para o agente bioldgico expressar o maximo de
sua atividade catalitica, seja através do metabolismo da célula ou da rea¢do enzimdtica
(PEREIRA JR., 2008).

A principio, enzimas na forma livre e solivel s6 poderiam ser empregadas em

reatores descontinuos, contudo, com o avango das técnicas de imobiliza¢do, surge a
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possibilidade em se utilizar outros tipos de reatores, inclusive os reatores de operacao
continua. Dessa forma, a utilizacdo de enzimas imobilizadas em diferentes configuracdes
de biorreatores t€ém sido muito empregadas (SCHMIDELL, 2001).

Os reatores bioquimicos sao baseados nos reatores quimicos tradicionais, porém
com algumas modificagdes para otimizar a operacdo e a conversdo dos reagentes. Ressalta-
se que reatores ideais, discutidos pela maioria dos autores, podem apresentar
comportamento diferente de reatores reais na pratica (BUCHHOLZ; KASCHE;
BORNSCHEUER, 2005).

A selecdo do tipo de biorreator a ser utilizado com enzimas imobilizadas depende
da andlise dos seguintes fatores: a) Forma da enzima imobilizada, que pode ser particulas,
membrana ou fibras; b) Natureza do substrato (solugdo, s6lidos em suspensao, coloidal); c)
Requisitos operacionais da reagdo, tais como controle de pH e temperatura; d) Cinética da
reacdo, inibicdo por substrato, produto, ou ambos; e) Superficie catalitica por unidade de
volume de reator; f) Caracteristicas de transferéncia de massa interna e externa; g)
Facilidade de substitui¢do do biocatalisador e sua regeneracdo; h) Facilidade de operacao
e 1) Custo da construcio do biorreator (ZANIN; MORAES, 2014)

Para minimizar custos, a escolha do reator adequado ao processo deve seguir os

seguintes aspectos técnicos e econdmicos, descritos por Buchoolz (2005):

e Flevada produtividade catalitica, ou seja alta eficiéncia e boa estabilidade
operacional;

e FElevado rendimento de produto (em geral maior que 90%), com elevada
concentracdo € pureza, ou seja baixa concentracdo de subprodutos que sdo
dificeis de serem separados, e uso de poucos aditivos;

e Baixo custo de manufatura e manutengdo, pouco espacgo requerido, podendo ser
preferencialmente um reator ou poucos reatores com pequenos volumes,

utilizando o minimo de equipamentos possiveis (valvulas, instrumentacao, etc.).

Na maioria dos casos, esses requisitos tendem a ser contraditérios, visto que,
elevada conversdo e produtividade catalitica sdo mais facilmente alcancadas em reatores
em série que somente em um unico reator, 0 que acarreta em maior custo de manufatura e
manutengdo, pois requer maior espago e instrumentacao de controle. Contudo, uma decis@o

economicamente vidvel pode ser encontrada, por meio de levantamento de informacdes
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apropriadas, cdlculos e experimentos previamente realizados (BUCHHOLZ; KASCHE;
BORNSCHEUER, 2005).

Os tipos de biorreatores mais comumente utilizados sdo: biorreator de tanque
agitado, biorreator tubular de leito fixo ou fluidizado, e biorreatores de membranas, sendo
os tubulares os mais empregados por apresentarem condicoes de tensdo de cisalhamento e
colisdes mais brandas. No entanto, em alguns processos pode ocorrer a combinacao destes
tipos reatores, sendo realizadas experimentacdes e modelagens matemadticas para
identificar a configuragdo 6tima do processo (BUCHHOLZ; KASCHE; BORNSCHEUER,
2005).

A Figura 3.4 ilustra os principais tipos de reatores utilizados com enzimas

imobilizadas.

Figura 3.4 — Tipos de reatores utilizados com enzimas imobilizadas.

STR Leito Leito fixo (CSTR

fluidizado

Fonte: (ZANIN; MORAES, 2014).

A conversdo adequada do substrato depende das seguintes condi¢des: quantidade e
atividade do biocatalisador (baseada na taxa méaxima da velocidade de reacdo Vmax); O
tempo de reacdo (t) ou tempo espacial (1) e a concentracao de substrato [S] (BUCHHOLZ;
KASCHE; BORNSCHEUER, 2005).

3.13.1 Reator de tanque agitado

Os reatores de tanque agitado (STR) sdao os mais estudados e utilizados
industrialmente, pois apresentam versatilidade e fornecem bons resultados para uma
grande gama de bioprocessos. Dentre estes estd a indudstria farmacéutica, que utilizam STR
em seus processos, pois diferentes substiancias podem ser produzidas no mesmo biorreator
durante seu tempo de vida util, e os investimentos para a constru¢io e aquisi¢do destes

equipamentos s@o normalmente recuperados na comercializacdo do primeiro produto.
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Apesar de sua flexibilidade, os biorreatores do tipo tanque agitados apresentam
algumas desvantagens, como a demanda de grande aporte de energia para a agitacdo
mecanica, sdo de dificil escalonamento e precisam ser cuidadosamente projetados para
produzir uma mistura adequada. Industrialmente, o reator de tanque agitado € utilizado em
dois modos de operagdo: continuo e descontinuo (BUCHHOLZ; KASCHE;
BORNSCHEUER 2005; PEREIRA JR, 2008).

O biorreator de tanque agitado descontinuo consiste em um vaso cilindrico com um
motor no eixo central que suporta um ou mais agitadores. Este tipo de reator pode ser
empregado em processos nos quais, finalizada a reacdo, a enzima imobilizada pode ser
separada da mistura final com relativa facilidade (por exemplo, filtracdo, decantagdo)
(SCHMIDELL, 2001).

O reator ideal descontinuo de tanque agitado € caracterizado pela alteracdo nas
condi¢des do meio reacional a todo instante do processo, ji que a concentragdo do
substrato € reduzida e as concentragdes de produtos e sub-produtos sdo aumentadas em
func¢do do tempo de reacdo. O principal problema desta forma de operagdo é decorrente do
fendmeno de inibigdo, tanto pelo substrato quanto pelo produto, porém possui a vantagem
de possuir baixo custo e facil controle da operacio (BUCHHOLZ; KASCHE;
BORNSCHEUER, 2005; PEREIRA JR., 2008).

No biorreator continuo de tanque agitado (CSTR) hd entrada e saida continua de
fluido, e eventualmente uma certa quantidade de enzima pode ser arrastada no efluente,
sendo necessdrio acoplar na saida do reator, um sistema que permita recupera-la (por
exemplo, filtracdo) (SCHMIDELL, 2001).

No reator ideal continuo de tanque agitado a concentracdo de substrato é constante
ao longo do tempo e do espaco, e € igual a concentracdo no produto final,
consequentemente esse tipo de reator € geralmente menos favordvel, quando trata-se de
uma reagdo com inibicao por produto, visto que opera com elevada concentracdo deste. Por
outro lado, € indicado para reacdes com inibi¢do por substrato, principalmente quando o
processo opera com concentracdo de substrato que resultard na taxa maxima de velocidade

da reacdo (BUCHHOLZ; KASCHE; BORNSCHEUER, 2005).
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3.13.2 Reator de leito fixo e leito fluidizado

Os reatores de leito fixo (PBR) e fluidizado sdo os mais utilizados para aplicac¢ao de
enzimas imobilizadas. Nestas configuracdes, o biocatalisador ¢ mantido no interior do
reator (em uma coluna recheada com particulas de enzima imobilizada) enquanto o fluido é
passado através do leito, sendo que a concentracdo de substrato varia de acordo com o
tempo ou o comprimento do reator (BUCHHOLZ; KASCHE; BORNSCHEUER, 2005).
Os suportes mais adequados para imobilizacdo de enzimas para utilizagdo nestes reatores
sdo particulas poliméricas pouco compressivas ou materiais mais rigidos (CHISTI, 2006).

No biorreator de leito fixo a enzima imobilizada € empacotada no interior da
coluna, enquanto o substrato € bombeado através dela. Tradicionalmente, essa
configuracdo € uma das mais utilizadas em larga escala, devido a sua elevada eficiéncia,
baixo custo, facilidade de construcdo, operacdo e ampliacdo de escala, além do menor grau
de forca de cisalhamento, evitando a ruptura das particulas do biocatalisador
(SCHMIDELL, 2001; ZANIN; MORAES, 2014).

No biorreator de leito fluidizado a enzima imobilizada encontra-se em suspensio no
interior do reator, sendo o substrato bombeado através dele. A velocidade do fluxo de
alimentacdo do substrato € suficiente para impedir a deposicdo das particulas no fundo do
reator, € para evitar que as mesmas sejam arrastadas com o fluido (SCHMIDELL, 2001).
Este tipo de configuragc@o apresenta algumas vantagens em relagdo aos reatores de tanque
agitado e leito fixo, tais como a melhora do sistema de transferéncia de calor, massa e da
mistura do meio reacional, além da auséncia da obstru¢@o do leito catalitico e caminhos

preferenciais (DAMNJAZOVIC et al., 2012).

3.13.3 Reator de membrana

Reatores de membranas sao utilizados com sucesso em determinados bioprocessos,
tendo como principal vantagem a possibilidade de confinar enzimas dentro do biorreator,
separando-as da corrente de saida do sistema, principalmente quando se opera
continuamente, tornando esta etapa desnecessaria durante o processo de downstream. Além
disso, permite a utilizacdo em sistemas constituidos por duas fases liquidas, nas quais o
biocatalisador pode estar soltivel ou insolivel (células ou enzimas imobilizadas). Embora,
esta vantagem também possa ser conseguida empregando outras técnicas de imobilizacao,
o confinamento de células ou enzimas em biorreatores a membrana microporosa € talvez, a

maneira mais inécua de imobiliza¢do de células e enzimas, pois ndo sdo utilizados agentes
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quimicos e nem condi¢des drésticas de aprisionamento. O uso de biorreatores a membrana
€ particularmente atraente em sistemas bifdsicos, pois muitas dificuldades associadas com
emulsificacdo e separacdo de fases podem ser evitadas (AIRES-BARROS, 2002;
PEREIRA JR., 2008).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

4.1.1 Sintese dos suportes poliméricos

Para a sintese do copolimero poli(estireno-co-divinilbenzeno) e recristalizacdo do
Azobisisobutironitrila (AIBN) foram utilizados: &gua ultrapura, dlcool polivinilico — PVA
88% hidrolisado — MM 78000 (Polysciences, Inc.), Azobisisobutironitrila - AIBN (MIG
Quimica), divinilbenzeno 80% (Sigma-Aldrich®), estireno 99% (Sigma-Aldrich®), heptano
95% (Cromoline), metanol 99,8% (Cromoline), e toluol 99,5% (Cromoline). Para a sintese
e modificacdo da magnetita: acetato de etila 99,5% (Cromoline) dgua ultra pura, hidréxido
de s6dio 99% (Synth), cloreto de ferro (II) tetrahidratado 99% (Sigma-Aldrich®), cloreto
de ferro (III) pentahidratado 97% (Sigma-Aldrich®), 4cido oleico P.A (Cromoline) e etanol
96% (Cromoline).

4.1.2 Reacoes de esterificacao, imobilizacio e quantificacdo da atividade enziméatica

Para o processo de imobilizagdo das enzimas, foram utilizados: polietilenoglicol -
PEG MM 1500 (Synth) e heptano 95% (Cromoline). Para a quantificacdo da atividade
hidrolitica: acetona (Cromoline), diidrogenofosfato de potassio 99% (Cromoline), etanol
anidro (Synth), goma ardbica em poé pura (Synth), hidrogenofostfatodissédico 99% (Synth),
hidréxido de potassio 85% (Synth), 6leo de oliva comercial com baixo teor de acidez
(Carbonell). Para a quantificacio da atividade de esterificacdo: &cido oleico P.S
(Cromoline) e etanol 96% (Cromoline). Para realizacdo da sintese do palmitato de
isopropila foram empregados: dcido palmitico 96% (Sigma-Aldrich®), dlcool isopropilico
99,5% (Cromoline), heptano 95% (Cromoline), dlcool butilico tercidrio 99% (Cromoline),
decano 99,5% (Sigma-Aldrich®), iso-octano 99,5% (Cromoline) e peneira molecular 3A,

8-12 mesh (tipo esférica, Sigma-Aldrich®).

4.1.3 Sintese do padrao cromatografico de palmitato de isopropila

Para a sintese do padrdo cromatografico de palmitato de isopropila foram

utilizados: cloreto de tionila 99,5% (Merck), toluol 99,5% (Cromoline), sédio metalico
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(Merck), 4cido palmitico 96% (Sigma-Aldrich®) e 4lcool isopropilico 99,5% (Cromoline).
Para as andlises cromatogrificas do teor de palmitato de isopropila foram utilizados:
padrdo cromatogréfico de palmitato de isopropila (sintetizado pelo Préprio autor), dlcool

isopropilico 99,5% (Cromoline), hexanol 99,5% (Cromoline) e heptano 95% (Cromoline).

4.1.4 Enzimas

Foram utilizadas as preparagdes comerciais de lipase microbiana de Candida
rugosa tipo VII e lipase de Penicillium camemberti (lipase G), adquiridas na sua forma

livre, da Sigma—Aldrich®.

4.2 Métodos de analise

4.2.1 Atividade de esterificacao

Foram avaliadas as atividades de esterificacdo das lipases imobilizadas, conforme
metodologia descrita por Pinto et al. (2014). Para essa finalidade foram adicionadas 10,1
mL de acido oleico e 1,9 mL de etanol absoluto em um frasco de vidro de 100 mL,
mantido sob agitacdo a temperatura de 45 °C. Posteriormente 0,5 g de biocatalisador foi
adicionado ao meio reacional, sendo retiradas aliquotas de 100 pL em tempos pré-
determinados (0, 20 min, 30 min, 40 min, 60 min) para avaliacdo da atividade enzimética.
Ao final da reagdo, foram adicionadas 10 mL de solucdo 1:1 de etanol e acetona, sendo o
teor de 4cido oleico determinado por titulagio com hidréxido de potdssio (0,02 mol-L1).
Uma unidade de atividade enzimatica de esterificacdo (U) € definida como a quantidade de
enzima necessaria para formar 1 umol de oleato de etila por minuto de reagcdo sob as
condi¢cdes do ensaio. A atividade de esterificagdo foi determinada apenas na regido linear

do gréfico: concentragcdo do produto versus unidade de tempo.

4.2.2 Determinacao do teor de umidade

A determinacdo do teor de umidade do AIBN e dos biocatalisadores foi feita em

balanga analitica acoplada com infravermelho (ID 50, Marte) durante 15 min a 105 °C.
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A determinagdo do teor de umidade do substrato e do meio reacional ao final das
reacoes de esterificacdo foi efetuada em Titulador Karl Fisher (AKF5000, Koehler),

empregando 0,5 g de amostra.

4.2.3 Quantificacio do teor do palmitato de isopropila sintetizado a partir das reacoes

de esterificacao

4.2.3.1 Sintese do padriao cromatografico de palmitato de isopropila

O padrao cromatogrifico de palmitato de isopropila foi sintetizado a partir da
reacdo do isopropoxido de sddio e cloreto de hexadecanoila, de acordo com metodologia
modificada de Urioste et. al (2008). Para a sintese do isopropdéxido de sédio foram
adicionados 55g de isopropanol (em excesso) e 0,9 g de sédio metédlico em um béquer de
100 mL, sendo em seguida agitado mecanicamente por 1 hora para que todo o sddio
reagisse com o isopropanol (Figura 4.1).

A sintese do cloreto de hexadecanoila foi conduzida em baldo de fundo redondo de
100 mL, ao qual foi adicionado 10 g de 4cido palmitico, sendo em seguida aquecido até
atingir a temperatura de 70 °C para fusdo do 4cido, e entdo adicionadas vagarosamente 9,3
g de cloreto de tionila (SOCL), por meio de um amostrador automatico. A reacdo foi
realizada durante 3 horas (Figura 4.2) e o SOCIl; residual foi removido por evaporacdo a

vacuo, com adic¢ao de 10 mL de toluol.

Figura 4.1 — Ilustracdo da reacdo entre sédio e isopropanol.

OH Na
0
.
Na /k + H—H
Sodio Isopropanol Isopropoxido Hidrogénio
de Sodio

Fonte: Préprio autor.
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Figura 4.2 — Ilustracdo da reacdo entre dcido palmitico e cloreto de tionila.

0 |C|) 0 0
|
S
AR, F o — ok, L e
OH Cl Cl Cl o

Acido Palmitico Cloreto de Tionila  Cloreto de Hexadecanoila Diodxido de Acido

Enxofre Cloridrico

Fonte: Préprio autor.

Em seguida, o isopropdxido de sédio e o cloreto de hexadecanoila foram colocados
em um baldo de trés bocas de 100 mL sob agitacio mecénica de 300 rpm durante 2 horas,
para a sintese do palmitato de isopropila. O meio reacional foi entdo filtrado para
separacdo do cloreto de sédio formado, e evaporado para remoc¢do dos liquidos mais
voldteis (principalmente o excesso de isopropanol). As Figuras 4.3 e 4.4 ilustram a reacao

de sintese do éster e o aparato experimental utilizado, respectivamente.

Figura 4.3 — llustracdo da reacdo entre isopropoxido de sédio e cloreto de hexadecanoila para a
sintese do palmitato de isopropila.

Na®
o O 0
)\ T Wu — /\/\/\/\/\/\/\J@J\ + NaCr
Isopropoxido Cloreto de Hexadecanoila Palmitato de Isopropila Cloreto
de Sodio de Sodio

Fonte: Préprio autor.

A purificagdo do palmitato de isopropila foi realizada por destilacdo a vacuo (2
mmHg), sendo que a primeira gota do destilado (fragdo que continha o palmitato de

isopropila) foi coletada na temperatura de 140 °C, continuada até 200 °C.
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Figura 4.4 — Aparato experimental utilizado para a sintese do padrdo de palmitato de isopropila.

Fonte: Préprio autor.

4.2.3.2 Caracteriza¢io do palmitato de isopropila sintetizado por RMN 'H e RMN 13C

A composicdo do padrao cromatogréfico sintetizado foi confirmada pela andlise de
Ressonancia Magnética Nuclear de Préton (RMN 'H) e de carbono (RMN '3C).

Os espectros foram obtidos no aparelho Varian modelo Mercury 300 MHz e
analisados no software MestRe-C 1.0. Os deslocamentos quimicos (8) foram referenciados
pelo sinal do TMS (Tetrametilsilano - 6 =0) em solvente CDCls. Cada espectro foi
analisado calculando-se a integracdo dos ndmeros relativos de hidrogénio ou carbono

presente na estrutura quimica do monoéster de adcido em 0,00-6,00 ppm.

4.2.4 Acompanhamento das reacoes de esterificacio

O consumo do 4cido graxo na reacdo de esterificacdo foi acompanhado por
titulagio com solugdo aquosa de KOH (0,02 mol-L!) e fenolftaleina como indicador, sendo
adicionadas 10 mL de etanol a cada aliquota de 0,5 g do meio reacional. O
acompanhamento da sintese foi expresso em termos de rendimento teorico, ou seja, o
cilculo de rendimento foi baseado na estequiometria da reacdo de esterificacdo,
considerando-se que todo o reagente limitante foi convertido a palmitato de isopropila
(Equacao 4.1).

Rendim ento(%) = @ x100 (4.1)

i
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Em que: Ci = Concentracio do reagente limitante no substrato (mmol-L'!) e C; =
Concentracdo do reagente limitante em tempo determinado da reacdo de esterificacdo
(mmol-L™).

O teor do éster palmitato de isopropila foi quantificado em um cromatégrafo gasoso
PerkinElmer® - Modelo Clarus 580, equipado com uma coluna capilar com recheio
composto de 5% difenilo e 95% dimetilpolisiloxano, revestida por fibra de vidro e detector

de ionizagao de chama (FID), conforme item 5.1.2.

4.2.5 Produtividade
Os valores de produtividade obtidos nos processos enzimdticos realizados nos
biorreatores testados foram determinados empregando-se a Equacgdo 4.2.
Produtividade(g - L' -h™") = CL#
P 4.2)

em que: Ceger = é a quantidade de éster formada na reacdo de esterificacdio em g-L'et =¢

o tempo de reacdo em horas.

4.3 Métodos experimentais

4.3.1 Sintese da magnetita

A magnetita usada para magnetizar o polimero poli(estireno-co-divinilbenzeno) foi
sintetizada a partir da técnica de co-precipitacdo utilizando uma mistura de 60 mL de cada
uma das solugdes férricas: cloreto de ferro II (0,6 mol-L") e cloreto de Ferro III (1,2
mol-L"). A solucdo resultante foi colocada sob aquecimento a 65°C com agitagdo
mecanica, adicionando-se lentamente solucdo de hidréxido de sédio (4 mol-L!) até que a
solucdo atingisse pH 11. A Equacio 4.3 ilustra a reagfio entre os fons ferro Fe*? e Fe*> com

o fon hidroxila, para a formacao da magnetita.
Fet? + 2 F*+ 8 OH' => Fe30a + 4 H,O 4.3)

A solucgdo férrica formada foi mantida sob agitacao por 30 min a 65 °C seguido de
repouso sobre um ima (campo magnético externo) para auxiliar a decantacao das particulas
magnéticas precipitadas na reacdo. A massa negra decantada foi separada e lavada

sucessivamente com agua UP e solucdo 1:1 de acetato de etila e dgua UP até que o
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sobrenadante atingisse o pH 7,0. A solucdo contendo magnetita foi filtrada a vicuo e

levada a estufa a 60 °C por 18 h.

4.3.2 Modificacao da magnetita com acido oleico

Visando aumentar a hidrofobicidade da magnetita, e assim facilitar sua dispersao na
fase organica durante a polimerizagdo, foi realizada uma modificacdo da sua superficie
empregando dcido oleico, conforme metodologia descrita por Bento (2015). Para isso,
foram adicionados 3,25g de magnetita, 40 mL de acido oleico e 80 mL de dgua ultra pura
em um béquer sob agitacio mecanica por 15 minutos. A solucdo resultante foi filtrada a
vacuo e lavada com etanol para remover o dcido oleico residual. As particulas magnéticas
modificadas foram levadas a estufa a 60 °C por 18h para completa secagem. A Figura 4.5

ilustra a modificagdo da superficie da magnetita.

Figura 4.5 — Modificacio da superficie da magnetita com 4cido oleico: a) Acido oleico, b)
Magnetita e c) Particula de magnetita revestida com 4cido oleico.

Acido
oleico
parte polar

parte apolar Magnetita
a) b) c)

Fonte: Modificado (LACZKOWSKI, 2010).
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4.3.3 Purificacao do Azobisisobutironitrila (AIBN)

O AIBN, iniciador das reagdes de polimeriza¢do, foi recristalizado a fim de
aumentar seu grau de pureza. A recristalizagdo foi realizada dissolvendo 5 gramas de
AIBN em 200 mL de metanol sob agitacdo magnética vigorosa até sua dissolugcdo
completa, em aproximadamente 30 minutos sob temperatura ambiente. Posteriormente, a
solucdo foi mantida em refrigerador sob temperatura de 4-8°C por 6 horas, sendo em
seguida colocado no congelador sob temperatura de -6 a -3 °C por 18 horas. Os cristais

foram filtrados e secos em dessecador utilizando silica gel como agente desumidificante.

4.3.4 Sintese do poli(estireno-co-divinilbenzeno) magnetizado (STY-DVB-M)

O poli(estireno-co-divinilbenzeno) magnetizado foi sintetizado a partir da técnica
de polimerizacdo em suspensdo, empregando uma fase organica e uma fase aquosa. A fase
organica foi composta pelos mondmeros estireno e divinilbenzeno na proporcao 50/50
(m/m) (fase dispersa) e solucdo aquosa de dlcool polivinilico (PVA) como fase aquosa e
agente de suspensdo (fase continua). A essa mistura também foram adicionados toluol
como bom solvente e heptano como mau solvente, AIBN como iniciador, ¢ magnetita
modificada na propor¢do de 10% em relagdo aos mondmeros. Com o intuito de evitar a
coagulacdo das particulas poliméricas durante a polimerizagdo, a razdo fase
organica/aquosa utilizada foi de 1:8 (v/v). A Tabela 4.2 apresenta as quantidades utilizadas

de cada reagente na polimerizacgao.

Tabela 4.1 - Formulagao utilizada nas rea¢des de polimerizagao.

Reagente Massa (g)
AIBN 0,377
Agua ultrapura 800,00
Divinilbenzeno 12,566
Estireno 12,566
Heptano 27,645
Magnetita modificada 2,513
PVA 8-16
Toluol 27,645

Fonte: Préprio autor
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Os reagentes foram adicionados a um reator com capacidade total de 1L mantido a
70 °C por 6 horas sob agitacdo mecanica e atmosfera inerte de nitrogénio. A Figura 4.6
ilustra o aparato experimental utilizado. Apds a polimerizacdo, o meio contendo as
particulas de copolimero foi filtrado a vdcuo e lavado exaustivamente com dgua UP a
temperatura ambiente e 4gua UP aquecida na temperatura de 50 °C, acetona e etanol, para
remog¢do da fase aquosa e dos reagentes residuais. Em seguida, o material foi seco em

estufa a 60 °C por 18 h e peneirado para classificacdo granulométrica (Figura 4.7).

Figura 4.6 — Sintese das particulas de STY-DVB-M.

Fonte: Préprio autor

Figura 4.7 — Suporte de poli(estireno-co-divinilbenzeno) magnetizado: a) STY-DVB-M pés
peneiramento e b) STY-DVB-M atraido por um ima.

Fonte: Préprio autor.
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4.3.5 Densidade cristalina do derivado imobilizado

A densidade cristalina ou densidade do esqueleto sélido foi determinada conforme
metodologia modificada de Zanin (1989). Colocou-se uma massa conhecida de particulas
do suporte polimérico no interior de um baldo volumétrico (previamente aferido com dgua
a temperatura ambiente) e as mesmas foram imersas em heptano sob vdicuo, visando
eliminar o ar contido nos espacos intra e interparticulas. Em seguida, o balao volumétrico
foi completado com heptano, sendo o volume ocupado pelo sélido obtido pela diferenca
apos o preenchimento completo do baldo. A densidade foi calculada como a relagdo entre a

massa e o volume ocupado pelos sélidos (ZANIN, 1989).

4.3.6 Influéncia do agente de suspensao e da agitacio mecanica na polimerizacio em

suspensao para obtencao do poli(estireno-co-divinilbenzeno) magnetizado

Visando verificar a influéncia de fatores fundamentais, como agitacdo e quantidade
do agente de suspensdo (PVA), para obtenc¢do de particulas poliméricas numa faixa
granulométrica ideal para posterior imobilizacdo da enzima, foram realizados ensaios, de
acordo com um planejamento experimental 2?2 com triplicata no ponto central. As varidveis
e os niveis utilizados estdo indicados na Tabela 4.2 e os experimentos realizados estdo

indicados na Tabela 4.3.

Tabela 4.2 - Varidveis e niveis utilizados no planejamento de experimentos para analisar a
influéncia dos fatores concentracdo de PVA (%) e agitac@o (rpm) na distribui¢ao granulométrica do
STY-DVB-M.

Variaveis Niveis
-1 0 1
A - Concentraciao de PVA (%) 1 1,5 2,0
B - Agitacao (rpm) 320 360 400

Fonte: Proprio autor
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Tabela 4.3 - Planejamento experimental utilizado na andlise da influéncia da concentragdao de PVA
(%) e agitacdo (rpm).

Agitacao Agitacao
Ensaios PVA (%) PVA (%)
(rpm) (rpm)
1 1 400 -1 1
2 2 320 1 -1
3 1,5 360 0 0
4 1 320 -1 -1
5 1,5 360 0 0
6 1,5 360 0 0
7 2 400 1 1

Fonte: Préprio autor

4.3.6.1 Analise granulométrica

Para a classificagdo granulométrica das particulas de poli(estireno-co-
divinilbenzeno) magnetizado obtidas pelo planejamento de experimentos (item 4.3.6) foi
utilizado um agitador de peneiras eletromagnético (Sppencer), sendo empregado o seguinte
conjunto de peneiras de ago inox: 80, 42, 35 e 24 mesh tyler de abertura. As quantidades
madssicas das particulas obtidas em cada faixa granulométrica proposta foi calculada a
partir da diferenca de peso entre a peneira apds o peneiramento e a peneira vazia em uma
balanc¢a semi-quantitativa (UX4200H, Shimadzu). O material retido pelas peneiras de 80,

42 e 35 mesh tyler foi utilizado como suporte para imobiliza¢do das enzimas.

4.3.7 Imobilizacao das lipases de Candida rugosa (LCR) e Penicillium camemberti (G)

em suporte polimérico

O suporte sintetizado de poli(estireno-co-divinilbenzeno) magnetizado (STY-DVB-
M) foi embebido em heptano em uma propor¢ao de 1:10 (m/v) e mantido sob agitacdo por
2 h em shaker. Em seguida foram adicionados 100 uL de solucdo aquosa 5 g-L! de
polietilenoglicol (PEG-1500) e 0,25 g de lipase, para cada 1 g de suporte. A suspensao
resultante foi colocada sob suave agitacdo até a visivel adesdo da enzima ao suporte,

seguido de contato estdtico por um periodo de 18 h a 4°C. Posteriormente, o derivado
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imobilizado foi filtrado a vdcuo e lavado com heptano até a reducdo da umidade para

valores inferiores a 10%.

4.3.8 Sintese do palmitato de isopropila

4.3.8.1 Preparacao do substrato

As solugdes dos reagentes utilizados para a sintese do palmitato de isopropila foram
preparadas em baldes volumétricos. A massa adequada do acido palmitico bem como o
volume necessdrio do dalcool isopropilico para cada concentracdo testada, foram
adicionados ao baldo volumétrico, sendo este avolumado com heptano. Peneira molecular
(tipo esférica, Sigma-Aldrich®) foi utilizada para retirar a dgua presente no substrato
preparado, numa relacdo de 10% (m/v). Primeiramente a peneira molecular foi levada a um
forno mufla (SP-1200, SP Labor®) a 300°C por 3 horas a fim de desidratd-la. ApSs o
tempo determinado, a peneira foi colocada em um dessecador para resfriamento, e entio
transferida a um frasco de vidro de 100 mL juntamente com o substrato preparado. O

substrato foi armazenado em refrigerador na temperatura de 4-8°C por 18 horas.

4.3.8.2 Reacoes de esterificacio do palmitato de isopropila conduzidas em frascos

agitados

O palmitato de isopropila foi sintetizado a partir da reacdo de esterificagdo do dcido
palmitico e élcool isopropilico catalisada pelas lipases de Candida rugosa e de Penicillium
camemberti imobilizadas em STY-DVB-M. Vale ressaltar que o suporte magnetizado foi
testado no meio reacional (controle negativo), e ndo apresentou nenhum tipo de influéncia
na sintese do éster, visto que a concentracdo do acido palmitico manteve-se praticamente
constante durante todo o periodo do ensaio.

As reacdes de esterificacao foram conduzidas em frascos de vidro com capacidade
total de 100 mL, contendo 20 mL de substrato e quantidade adequada de biocatalisador. Os
frascos foram mantidos em shaker a temperatura de 45-50 °C sob agitacdo de 150 rpm,
com retiradas de aliquotas em tempos pré-determinados, para acompanhamento do

rendimento da reagdo. A Figura 4.8 ilustra o sistema reacional utilizado.
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Figura 4.8 — Sistema reacional utilizado para as reagdes de esterificacdo em frascos agitados.

Fonte: Préprio autor.

4.3.8.2.1 Influéncia da razao molar e da quantidade de biocatalisador na sintese do

palmitato de isopropila

Para verificar a influéncia da razdo molar e da quantidade de biocatalisador na
sintese do palmitato de isopropila catalisada pela lipase de Candida rugosa e de
Penicillium camemberti imobilizadas em STY-DVB-M, foi realizado um planejamento
experimental 22 estrela rotacional com 4 pontos axiais e 3 replicatas no ponto central. As
variaveis e os niveis utilizados estdo indicados na Tabela 4.4, e os experimentos realizados

estdao indicados na Tabela 4.5.

Tabela 4.4 — Varidveis e niveis utilizados no planejamento de experimentos para avaliar a da
influéncia da razdo molar e da concentracdo de biocatalisador na sintese do palmitato de isopropila.

Variaveis Niveis
-0 +a
-1 0 1
(-1,414) (1,414)
A - Concentracao de
2,93 5 10 15 17,07
biocatalisador (% m/v)
B - Razao molar
1,29 1,5 2 2,5 2,71

(acido:alcool)

Fonte: Préprio autor
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Tabela 4.5 - Planejamento experimental utilizado na andlise da influéncia da concentracdo de
biocatalisador (%) e razao molar (4cido:élcool).

Ensaios Biocatalisador Razao molar  Biocatalisador Razao molar
(%) (acido:alcool) (%) (acido:alcool)
1 5 1,5 -1 -1
2 15 1,5 1 -1
3 5 2,5 -1 1
4 15 2,5 1 1
5 10 2 0 0
6 2,93 2 -1,414 0
7 17,07 2 1,414 0
8 10 1,29 0 -1,414
9 10 2,71 0 1,414
10 10 2 0 0
11 10 2 0 0

Fonte: Proprio autor.

4.3.8.3 Sintese do palmitato de isopropila em biorreator descontinuo de tanque

agitado

Os testes conduzidos em biorreator de tanque agitado foram efetuados em reatores
de vidro encamisado, com capacidade para 60 e 280 mL (reator utilizado para ampliacao
de escala). A agitagdo destes sistemas foi mantida em 450 rpm por meio de um agitador

mecanico (RW20 digital, IKA®), com impelidor tipo turbina de p4 fina aberta.

A Figura 4.9 ilustra o esquema experimental utilizado para a sintese do palmitato de

isopropila em biorreator de tanque agitado.
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Figura 4.9 - Esquema do biorreator descontinuo de tanque agitado para a sintese do palmitato de
isopropila: 1 — Agitador mecénico; 2 — Camisa de aquecimento; 3 — Impelidor tipo turbina de pa

fina aberta; 4 — Biorreator.
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Fonte: Préprio autor.

4.3.8.4 Sintese do palmitato de isopropila em reator descontinuo de leito fixo

Os testes conduzidos em biorreator de leito fixo com recirculagdo do meio reacional
foram efetuados em coluna de vidro encamisada, confeccionada por empresa especializada
(Diogolab - Vidraria para Laboratério), medindo 16,6 mm de altura e 11 mm de diametro
interno, correspondendo a um volume total de 15,8 mL. Essa relagdo entre a
altura/diametro da coluna foi baseada em resultados anteriores que mostraram que colunas
que apresentam maior relacdo altura/diametro (l/d) sofrem menor limitacdo de
transferéncia de massa (DAMSTRUP et al., 2007; RAMOS et al., 2014).

Para a recirculacdo do substrato foi utilizado um reservado de vidro cilindrico
encamisado (50 mL), com trés bocas, na qual foi acoplado um condensador de refluxo. O
substrato foi bombeado através da coluna com auxilio de uma bomba peristéltica (Sci-Q
400, Watson-Marlow). Para compor o aparato experimental também foram utilizados os
seguintes equipamentos: aquecedor (AB 1200, Britania), banho termostatizado (Banho
Ultratermostatizado Criostato, Nova Etica), agitador magnético (752, Fisatom) e
resisténcias flexiveis (2m/25W, KW Resisténcias Elétricas).

As mangueiras e as conexoes utilizadas foram constituidas de marprene (Watson-
Marlow) apresentando as seguintes especificagdes: 1,6 x 1,6 mm (902.0016.016); 4,8 x 1,6
mm (902.0048.016); 8,0 x 1,6 mm (902.0080.016) € 9,6 x 2,4 mm (902.0096.024).

A Figura 4.10 ilustra o esquema experimental utilizado para a conducdo da sintese

do palmitato de isopropila em biorreator de leito fixo com recirculacdo do meio reacional.
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Figura 4.10 — Esquema do biorreator descontinuo de leito fixo para a sintese do palmitato de
isopropila : 1 — Banho termostatizado; 2 — Agitador magnético; 3 —Reservatério de substrato; 4 —
Condensador; 5 — Bomba peristéltica; 6 — Coluna de vidro.

Fonte: Proprio autor.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Estabelecimento do método de analise para determinacao do teor do palmitato de

isopropila
5.1.1 Caracterizacio do palmitato de isopropila por RMN 'H e RMN 13C

O padrao cromatogréfico do palmitato de isopropila sintetizado de acordo com item
4.2.3.1, teve sua estrutura quimica confirmada pela andlise de ressonincia magnética
nuclear de préton (RMN 'H) e de carbono (RMN 3C).

As Figuras 5.1 e 5.2 mostram os espectros obtidos pela andlise de ressonéncia
magnética nuclear de préton (RMN 'H) e pela andlise de ressonancia magnética nuclear
carbono (RMN !3C), respectivamente. A Tabela 5.1 mostra a analise dos espectros obtidos

para o palmitato de isopropila.

Figura 5.1 - Espectro obtido para o palmitato de isopropila a partir da andlise de ressondncia
magnética nuclear de préton (RMN 'H).
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Fonte: Proprio autor

De acordo com Paiva et al. (2014), existem dois tipos de hidrogénios distintos
caracteristicos nos ésteres: os hidrogénios do carbono ligados ao oxigénio da carbonila
referente ao dlcool (que origina o éster), apresentando sinais de deslocamento entre 3,5-4,8
(ppm); e os hidrogénios do carbono (denominado carbono a) ligados ao grupo carbonila

referente ao 4cido (que origina éster), apresentando sinais de deslocamento entre 2,1-2,5
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(ppm). Além disso, o hidrogénio do radical isopropila (4lcool) tem o pico caracteristico em
forma de hepteto (de 4,7 a 5,1 ppm). Essas evidéncias foram observadas no espectro da

Figura 5.1, confirmando a estrutura quimica do palmitato de isopropila.

Figura 5.2 — Espectro obtido para o palmitato de isopropila a partir da andlise de ressondncia
magnética nuclear de carbono (RMN *C).
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Fonte: Proprio autor.

Tabela 5.1 - Analise dos espectros obtidos para o palmitato de isopropila.

Tipo de analise Deslocamentos
(CDCl3, 8, 300 Hz, C19H3802): 4,91-5,09 (hept, H,
CHj3); 2,20-2,20 (t, 2H, CHz); 1,55-1,55 (2t, 2H,
RMN 'H CH»); 1,19-1,29 (m, 30H, CH2/CHs;); 0,82-0,90
(2t, 3H, CHa).

(CDCls, 0, 300 Hz, C19H3802): 173,42-173,47 (s,
1C, CO); 67,14-67,39 (d, 1C, CH); 34,66-34,76
(s, 1C, CHy); 31,86-31,94 (s, 1C, CHyz); 29,08-
29,76 (m, 10C, CH2/CH3); 24,97-25,06 (s, 1C,
CH»/CH3); 22,63-22,72 (s, 1C, CH2/CH3); 21,75-
21,89 (d, 2C, CH2/CH3); 14,06-14,12 (s, C, CH3).

RMN 13C

Fonte: Préprio autor.

No espectro da Figura 5.2, o carbono referente a carbonila € facilmente identificado

na regido de & 173,42-173,47 (ppm), confirmando também a presenca do éster.
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As Tabelas 5.2 e 5.3 mostram os principais grupos quimicos € seus respectivos
sinais de deslocamentos referente ao tetrametilsilano, para anélise de RMN 'H e RMN 13C,

respectivamente.

Tabela 5.2 — Sinais de deslocamento para cada tipo de grupo quimico para andlise de RMN 'H.

Grupo quimico Sinais de deslocamento 6 (ppm)
R-CH;3; 0,7-1,3
R-CH2-R 1,2-1,4
R3-CH 1,4-1,7

Fonte: (PAVIA et al., 2014).

Tabela 5.3 — Sinais de deslocamento para cada tipo de grupo quimico para andlise de RMN °C.

Grupo quimico Sinais de deslocamento 6 (ppm)
R-CHj3 8-30
R-CH>-R 15-55
R3-CH ou R4C 20-60
C=0 (carbonila) 155-185

Fonte: (PAVIA et al., 2014).

5.1.2. Desenvolvimento do método cromatografico para quantificacio do palmitato de

isopropila

O método de analise para quantificagdo do teor do éster palmitato de isopropila foi
realizado em um cromatégrafo gasoso PerkinElmer® - Modelo Clarus 580, equipado com
uma coluna capilar com recheio composto de 5% difenilo e 95% dimetilpolisiloxano,
revestida por fibra de vidro e detector de ionizagdo de chama (FID). Os fluxos dos gases
para alimentacdo do detector foram mantidos em 40 e 400 mL-min™' de H> e ar sintético,
respectivamente, sendo N» utilizado como gas de arraste (fluxo de variado de 0,2 a 1
mL.min™).

O estabelecimento do método de analise foi iniciado com uma isoterma a 105 °C
por 7 minutos e vazdo de N> de 0,2 mL-min™'. Posteriormente a vazio do gés de arraste foi
alterada para 1 mL.min"!, e duas rampas de aquecimento foram estabelecidas: 20 °C /min
até atingir 200 °C, mantendo-se constante por 1 min e 25 °C/min até atingir 300 °C,

mantendo-se constante por 2 minutos, totalizando um tempo de 18,75 minutos de andlise
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(Tabela 5.4). O volume de injecdo foi de 1uL. de uma mistura 1:1 da amostra com o padrao

interno (8,0 g-L"!' de hexanol em heptano).

Tabela 5.4 — Condi¢oes de operacdo estabelecidas para o método de dosagem do palmitato de
isopropila

Temperatura Taxa de aquecimento Tempo Vazio do gas de
°O (°C-min) (min) arraste (mL-min-')
105 - 7 0,2
105-200 20 - 1,0
200 - 1 1,0
200-300 25 - 1,0
300 - 2 1,0

Fonte: Préprio autor.

A Figura 5.3 apresenta o cromatograma obtido apds o estabelecimento do método

de andlise para a quantificacdo do palmitato de isopropila em g-L!.

Figura 5.3 — Cromatograma obtido para quantifica¢io do palmitato de isopropila.
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Fonte: Préprio autor.
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5.2 Influéncia do agente de suspensao e da agitacio mecanica na polimerizacio em

suspensao para obtencao do poli(estireno-co-divinilbenzeno) magnetizado

Apesar dos resultados promissores obtidos por Bento (2015), que avaliou o
desempenho das particulas de poli(estireno-co-divinilbenzeno) magnetizado (STY-DVB-
M) como suporte para imobilizacdo de lipases, julgou-se necessdrio efetuar um estudo
mais detalhado da sintese desse copolimero. Dessa maneira seria possivel obter uma matriz
com caracteristicas mais adequadas para a imobilizacdo de enzimas, como por exemplo,
maior uniformidade no tamanho das esferas poliméricas sintetizadas.

Visando entdo, verificar a influéncia dos fatores: concentracdo de PVA e agitacdo
mecanica, na distribuicdo granulométrica das particulas do STY-DVB-M obtidas por
polimerizacdo em suspensao, foi realizado um planejamento experimental completo 2?2 com
triplicata no ponto central.

A varidvel resposta analisada nestes experimentos foi a fracdo mdssica de STY-
DVB-M util, ou seja, a relagdo entre a quantidade de polimero com faixa de tamanho de
particulas entre 80 a 24 mesh e a massa total sintetizada. Essa faixa foi selecionada por ser
considerada como mais adequada para a imobilizacdo de enzimas. A Tabela 5.5 apresenta

os ensaios realizados e os resultados obtidos.

Tabela 5.5 — Resultados do planejamento de experimentos para a andlise granulométrica do STY-
DVB-M.

Fracido massica de
PVA Agitacao

Ensaio STY-DVB-M itil

(%) (rpm) %)
P1 1,0 400 75,94
P2 2,0 320 49,68
P3 1,5 360 54,92
P4 1,0 320 25,02
P5 1,5 360 58,48
P6 1,5 360 58,82
P7 2,0 400 66,17

Fonte: préprio autor.
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Com o intuito de estudar a influéncia desses fatores na distribui¢do granulométrica
do polimero sintetizado, foi efetuada uma andlise detalhada para cada ensaio do
planejamento estatistico. Para isso, as particulas de STY-DVB-M obtidas apds as
polimerizacdes foram separadas nas seguintes faixas granulométricas: maior que 80 mesh,
entre 80 e 42 mesh, entre 42 e 35, entre 35 e 24 mesh, e menor que 24 mesh. A Figura 5.4
ilustra os graficos obtidos para distribui¢do granulométrica de cada experimento realizado.

E possivel afirmar que empregando-se agitacdo e concentracio de PVA no nivel
baixo (ensaio P4), cerca de 65% de toda a massa de polimero formada foi de particulas
menores que 24 mesh, ou seja, particulas grandes. Isso pode ser explicado pelo fendmeno
da coalescéncia das particulas poliméricas, nas quais, as gotas de mondmeros presentes na
polimerizacdo em suspensdo formaram aglomerados maiores. Esse fato é decorrente da
quantidade do agente de suspensdo utilizada ndo ter sido suficiente para manter a
estabilidade das gotas de monomero, na condi¢do de agitacdo empregada neste ensaio.

No ensaio P2, no qual foi empregada agitacdo no nivel baixo e concentragdo de
PVA no nivel alto, parte expressiva das particulas poliméricas com tamanho menor que 24
mesh, ainda prevalecia. No entanto, foi observada uma melhora na distribui¢io
granulométrica entre as outras faixas analisadas, tendo como hipétese que, o aumento da
concentracdo de PVA possa ter reduzido a coalescéncia das particulas poliméricas durante
a polimerizacao.

Empregando tanto a agitacdo como a concentracdo de PVA no nivel alto (ensaio
P7), nota-se que particulas com tamanho menores que 24 mesh praticamente ndo foram
mais formadas. Essa observacao contribui com a hipétese anterior, de que o incremento da
concentracdo do agente de suspensdo possa ter diminuido o fendmeno da coalescéncia,
prevalecendo a formacdo de particulas menores. No entanto, mais de 30% das particulas
sintetizadas apresentaram tamanhos maiores que 80 mesh, ou seja, particulas muito
pequenas, e ndo adequadas para a utiliza¢ao desejada neste trabalho.

Nas condi¢des operacionais dos pontos centrais (média dos experimentos P3, P5 e
P6), nota-se que as particulas sintetizadas apresentaram uma distribuicdo granulométrica
razoavelmente homogénea. Porém houve formacdo de elevada quantidade de particulas
com tamanho menores que 24 mesh, indicando que esta concentracdo de PVA e agitacao
nao sdo adequadas para formacao das particulas poliméricas dentro da faixa de tamanho

desejada.
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Figura 5.4 - Grificos da distribui¢do granulométrica das particulas de STY-DVB-M obtidas nos
diferentes ensaios realizados de acordo com o planejamento fatorial simples 2% a) Ensaio P1 (1%
de PVA e 400 rpm de agitacdo), b) Ensaio P2 (2% de PVA e 320 rpm de agita¢do), c¢) Ensaio P4
(1% de PVA e 320 rpm de agitagdo), d) Ensaio P7 (2% de PVA e 400 rpm de agitacdo) e e)
Ensaios P3, P5 e P6 (1,5% de PVA e 360 rpm de agitacdo).
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Nas condi¢des experimentais de nivel alto de agitacdo e nivel baixo de PVA (ensaio
P1), houve uma distribuicdo granulométrica desejdvel das particulas sintetizadas, sendo
que cerca de 80% de toda massa polimérica obtida apresentou tamanhos de particulas entre
80 a 24 mesh, ideal para posterior imobilizagao da lipase.

Para a realizacdo da andlise estatistica foram empregados os softwares Statistica
versdo 12 (StatSoft Inc., USA) e Design-Expert 10.0 (Stat-Ease Corporation, USA). A
Figura 5.5 mostra o grifico de Pareto obtido pela andlise estatistica (com 95% de

confianca) do planejamento fatorial 22, com o auxilio dos softwares mencionados.

Figura 5.5 — Grifico de Pareto obtido pela anélise estatistica do planejamento fatorial 2> para
verificar a influéncia das varidveis agitacio (rpm) e concentracdo de PVA (%) na fracdo madssica de
STY-DVB-M fitil sintetizada.

(2)Agitacdo (rpm) +

1by2 -5,745

(1)Concentracio de PVA (%) | 24847

Fonte: Préprio autor.

Analisando o Pareto nota-se que o efeito linear da agitacdo e o efeito de interacao
entre a concentracdo de PVA e a agitacio mecanica foram significativos, ou seja,
exerceram influéncia na obtengdo da fracdo massica de STY-DVB-M itil sintetizado.

A Tabela 5.6 apresenta a andlise de variancia (ANOVA) obtida para um modelo de
primeira ordem ajustado para a resposta granulométrica das particulas do STY-DVB-M em
funcdo da concentracdo de PVA e agitacdo mecanica, conforme Equacdo 5.1. O modelo
proposto foi significativo ao nivel de 95% de confianca, ndo sendo constatada falta de
ajuste. Verifica-se ainda, pelo valor do coeficiente de correlacdo (R?), que a equagdo

ajustada foi capaz de explicar 98,22% da variabilidade dos valores experimentais.
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Tabela 5.6 — ANOVA dos resultados obtidos a partir do planejamento de experimentos da andlise
granulométrica do STY-DVB-M.

Fonte de Variacao Soma Grau de Media F p
Quadratica Liberdade Quadratica

Modelo 1487,81 3,00 495,94 55,24 0,0040
A-Concentracao de PVA 55,43 1,00 55,43 6,17 0,0889
B- Agitacio 1136,03 1,00 1136,03 126,54  0,0015
AB 296,36 1,00 296,36 33,01  0,0105

Residuo 26,93 3,00 8,98
Falta de Ajuste 17,60 1,00 17,60 3,77 0,1916

Erro Puro 9,33 2,00 4,67

Cor Total 1514,74 6,00
Fonte: Préprio autor.
Y=-339.667 +162.380*A +1.067*B -0.430*A*B (5.1

Em que: Y representa a fragcdo mdssica (%) de STY-DVB-M iitil obtida; A é o valor
codificado da varidvel concentracio de PVA (%) e B o valor codificado da varidvel

agitacdo.

A Figura 5.6 ilustra a superficie de resposta gerada a partir dos dados obtidos do
planejamento estatistico, na qual é possivel notar que o efeito da agitacdo na massa util de
STY-DVB-M formada € linear, atingindo a maxima quantidade em 400 rpm. Além disso, o
efeito da interacdo entre a agitacdo e a concentragdo de PVA € negativo, ou seja, quanto
menor a concentracdo de PVA, maior deve ser a agitacio empregada durante a
polimerizacdo. Isso se deve ao fato de que baixas concentracdes de PVA propiciam o
fendmeno da coalescéncia entre as gotas de mondmeros durante a polimerizacdo, assim,
uma agitacdo mais vigorosa minimiza esse efeito.

Com o auxilio do programa estatistico Design-Expert 10.0, foi possivel encontrar a
condi¢cdo 6tima de concentragdo de PVA e agitacdo para obtencdo da quantidade maxima
de massa de STY-DVB-M iitil, na faixa de variacdo estudada. As condi¢Oes experimentais
6timas indicadas foram: nivel baixo de concentracdo de PVA (1%) e nivel alto de agita¢do

(400 rpm). Como resposta, o software indicou que a fragdo massica de polimero desejado
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seria de 77,13%, e no experimento realizado a fragdo mdssica obtida foi 75,94%,

apresentando uma diferenca de 2,84%, considerado satisfatorio.

Figura 5.6 — Superficie de resposta gerada a partir da fracdo massica de STY-DVB-M iitil obtida
em funcdo da variacdo da concentracdo de PVA (%) e agitacdo mecanica (rpm).
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Fonte: Préprio autor.

Desta forma, esta condi¢do experimental foi adotada para a sintese das particulas de
STY-DVB-M, pois atende o objetivo alvo do trabalho, que € a utilizagdo desse copolimero

como matriz de imobilizacdo de lipase, visando a catdlise das sinteses de ésteres
emolientes.

5.3 Imobilizacdo das lipases em suporte polimérico magnetizado e atividade de
esterificacao

O suporte de poli(estireno-co-divinilbenzeno) magnetizado (STY-DVB-M) na

faixa granulométrica entre 80 a 24 mesh foi preparado conforme estabelecido no item 5.2 e

utilizado para imobilizar as lipases selecionadas de Candida rugosa (LCR) e lipase de
Penicillium camemberti (LG).

Ambas as lipases foram selecionadas por serem muito relatada na literatura como

adequadas para reacdes de esterificacdo de diferentes alcodis e acidos (VILAS BOAS et

al., 2017; BENTO et al., 2017; ARONNE et al., 2014; OZYILMAZ; GEZER, 2010;

PIRES-CABRAL; FONSECA; FERREIRA-DIAS, 2010; RAGHAVENDRA; SAYANIA;
MADAMWAR, 2010; FREITAS et al., 2010; FREITAS et al., 2011).
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A Tabela 5.7 mostra os valores de atividade de esterificacdo na formacao do oleato
de etila, bem como as umidades dos derivados imobilizados empregados nas sinteses, estes

ensaios foram realizados em triplicata.

Tabela 5.7 — Atividade de esterificacdo e umidade dos biocatalisadores de LCR e LG imobilizadas
em STY-DVB-M.

Biocatalisador Atividade de esterificacio (U-g1) Umidade (%)
LCR em STY-DVB-M 107,39 £ 11,36 9,79 £2,70
LG em STY-DVB-M 119,56 + 13,91 9,45 1,71

Fonte: préprio autor.

Visando testar o desempenho dos biocatalisadores no modelo reacional selecionado
(4cido palmitico e alcool isopropilico), tomou-se como base o sistema estudado por Bento
et al. (2017), que empregou lipase imobilizada no suporte de poli(estireno-co-
divinilbenzeno) magnetizado (STY-DVB-M) para catalisar a sintese do butirato de butila.

Para esta finalidade, as sinteses do palmitato de isopropila foram conduzidas

empregando as seguintes condi¢des experimentais:

v' Concentracdo do substrato: 4cido palmitico a 0,125 mol-L! e 4lcool isopropilico a

0,1 mol-L'! em meio heptano;

v Quantidade de biocatalisador: 2,5% (m/v), relagdo entre a massa de biocatalisador

seco e volume total de meio reacional;

v" Temperatura da reacdo: 45° C.

A Figura 5.7 (a, b) mostra o perfil do rendimento em fun¢do do tempo de reacdo

obtido para cada biocatalisador testado.
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Figura 5.7 — Rendimento da sintese do palmitato de isopropila empregando 0,125 mol-L™! de dcido
palmitico, 0,1 mol-L! de dlcool isopropilico, 2,5% (m/v) de biocatalisador e 45°C, catalisada por:
a) lipase de Candida rugosa imobilizada em STY-DVB-M (LCR1) e b) lipase de Penicillium
camemberti imobilizada em STY-DVB-M (LG1).
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Fonte: Proprio autor

Observando os resultados, nota-se que ambos os biocatalisadores ndo apresentaram
desempenho satisfatério nessas condi¢des experimentais, atingindo rendimento maximo de
38,67 € 45,95 % em 96 horas, quando empregou-se a LCR imobilizada em STY-DVB-M
(Figura 5.7a) e a LG imobilizada em STY-DVB-M (Figura 5.7b), respectivamente.

Desse modo, com o intuito de elevar a conversdo da reacio de esterificacao, optou-
se por realizar um planejamento experimental, verificando-se a influéncia da razao molar
(4cido:élcool) e da concentracdo do biocatalisador no rendimento da sintese do palmitato
de isopropila.

Com base nos resultados obtidos e fundamentados na literatura, julgou-se que a
quantidade de biocatalisador empregada foi insuficiente para obtencdo de elevados
rendimentos, visto que em trabalhos similares foi observado que o aumento da quantidade
de biocatalisador afeta positivamente a reacao de esterificagao.

Em estudo realizado por por Lage et al. (2012), que empregaram a lipase de
Thermomyces lanuginosus imobilizada em polimetacrilato para a sintese do oleato de
isoamila, variando-se a concentracdo de biocatalisador de 5 a 25 %, percebeberam um
incremento na conversdo do 4cido em funcdo do aumento da concentracdo do
biocatalisador. Resultados similares foram obtidos por Todero et al. (2015), utilizando o
mesmo biocatalisador para a sintese butirato de isoamila, variando-se a concentracdo de

biocatalisador de 2 a 30 %.
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Além disso, sabe-se que o excesso de dlcool no meio reacional, prejudica a catélise
enzimadtica, pois pode ocasionar a inibicdo da lipase pela elevada concentracdo deste
reagente e/ou reducdo da sua camada de hidratagdo, em funcdo do aumento da polaridade
do meio reacional. De acordo com Bassi et al. (2016), que estudando a sintese do oleato de
octila empregando Thermomyces lanuginosus imobilizada em polimetacrilato como
biocatalisador, verificaram que razdes molares superiores a 1:2,5 (dcido:dlcool) resultavam

em baixas conversdes de éster.

Dessa forma, para a realizacdo do planejamento de experimentos, estabeleceu-se
1,5:1 (&cido:dlcool) como menor razdo molar, mantendo sempre o 4dcido em excesso no
meio reacional, e concentracdo minima de 5% de biocatalisador, sendo esta o dobro da

quantidade inicial utilizada.

5.4 Sintese do palmitato de isopropila realizada em frascos agitados

Com o intuito de analisar estatisticamente a influéncia da razdo molar
(4cido:élcool) e da concentragdo do biocatalisador no rendimento da reacdo da sintese do
palmitato de isopropila, foram realizados testes empregando os dois biocatalisadores
estudados: lipase de Candida rugosa e de Penicillium camemberti imobilizada em suporte
de STY-DVB-M.

Para esta finalidade, os ensaios foram realizados de acordo com um planejamento
experimental 22 estrela rotacional com 4 pontos axiais e 3 replicatas no ponto central. Essas
reacoes foram acompanhadas pelo consumo do 4cido graxo no meio reacional, em
duplicata e em tempos pré-determinados. Para esta série de experimentos as seguintes

variaveis foram mantidas constantes:

v Concentracio de dlcool isopropilico: 0,1 mol-L! em meio heptano;

v" Temperatura da reacdo: 45° C.

5.4.1 Desempenho da lipase de Candida rugosa imobilizada em STY-DVB-M na

sintese do palmitato de isopropila

A Tabela 5.8 mostra os resultados obtidos de rendimento das reacOes de
esterificacdo, de acordo com o planejamento experimental 22 estrela rotacional, em tempos

pré-determinados, empregando como biocatalisador LCR imobilizada em STY-DVB-M. E
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possivel observar grande variacao no rendimento de reacdo nos testes realizados, tanto em
funcdo das diferentes condi¢des experimentais como nos diferentes tempos reacionais.

A Figura 5.8 ilustra o perfil do rendimento em cada ensaio realizado, sendo a
triplicata do ponto central (ensaios 5, 10, e 11) mostrada em funcio do valor médio. Esses
resultados comprovam que o rendimento maximo ocorreu quando foram empregadas as
condicOes de ponto central para os niveis mais elevados, tanto da razdo molar quanto do
biocatalisador (ensaios 7 e 9). Em ambos os ensaios, a conversdo atingida foi de

praticamente 100% em 36 horas de reagdo.

Figura 5.8 — Rendimento da reacdo de esterificagdo obtido nos ensaios realizados de acordo com o
planejamento experimental 22 estrela rotacional, empregando LCR imobilizada em STY-DVB-M
como biocatalisador
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Fonte: Proprio autor.

A partir dos dados obtidos e com o auxilio dos softwares estatisticos, foi possivel
gerar o grafico de Pareto (Figura 5.9) e realizar a andlise de varidncia (ANOVA - Tabela

5.9), com 95% de nivel de confianca, em 12 h de reacdo



Tabela 5.8 - Rendimento da reacdo de esterificagdo obtido nos ensaios realizados de acordo com o planejamento experimental 22 estrela rotacional

empregando LCR imobilizada em STY-DVB-M como biocatalisador.

Concentracao de

Razao molar

Rendimento (%)

Ensaios
biocatalisador (% m/v) (acido:alcool) 6h 12 h 24 h 36h 48 h
1 5 1,5 5,20 £ 0,01 11,50+£0,19  4486+0,35 63,21+0,33 70,71 £0,40
2 15 1,5 24,28 + 0,09 49,19 £ 0,13 74,40+ 1,54  7392+0,33 67,12+ 1,54
3 5 2,5 37,80 £ 0,01 50,64 +0,50  64,77+0,68 77,66 +£0,50 89,56 £ 0,27
4 15 2,5 20,62 £ 0,05 49,03+£090  71,23+£0,78 76,34 +£1,05 75,95+ 1,90
5 10 2 20,79 £ 0,25 57,33 £0,23 79,23 £0,42 90,99 +£0,34 89,72 +0,52
6 2,93 2 13,72 £ 0,16 43,41 +£0,10  49,29+0,02  52,18+0,49  57,42+0,10
7 17,07 2 32,87 £0,57 75,61 £ 0,05 96,74 £0,92 98,83 +0,26 97,78 +£0,20
8 10 1,29 1,61 £0,01 12,80 £0,64  54,09+2,17 60,49+1,27 60,38 +1,94
9 10 2,71 39,47 £0,22 62,67 £0,41 87,82+0,50 97,52+047 96,76 £ 0,16
10 10 2 20,29 £ 0,15 52,62+£0,69 7697 +044  88,64+0,07 88,73+0,89
11 10 2 23,50 £ 0,13 54,50 £ 0,88 77,10£0,63  91,62+£0,49 92,09 + 1,48

Fonte: Préprio autor.

I8
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Figura 5.9 — Gréfico de Pareto do rendimento da reacdo de esterificacio empregando LCR
imobilizada em STY-DVB-M como biocatalisador para a sintese do palmitato de isopropila.

(2)Razdo molar (acido:alcool)(L) .5:05606

(1)Concentracdo de Biocatalisador (%)(L) 3,766279
Raz&o molar (acido:alcool)(Q) -3,30275
1Lby2L -2,56476

Concentracdo de Biocatalisador (%)(Q) 0610935

Fonte: Proprio autor.

Tabela 5.9 — ANOVA dos resultados obtidos a partir do planejamento de experimentos utilizando
LCR imobilizada em suporte STY-DVB-M.

Soma Grau de Média
Fonte de Variacao F p
Quadratica  Liberdade Quadratica

Modelo 3429.395 5 685,879 11,683 0,009
A - Concentracao de

832,735 1 832,735 14,185 0,013
biocatalisador
B- Razao molar 1500,746 1 1500,746 25,564 0,004
AB 386,166 1 386,166 6,578 0,050
A2 0,219 1 0,219 0,004 0,954
B2 640,374 1 640,374 10,908 0,021
Residuo 293,530 5 58,706
Falta de Ajuste 282,323 3 94,108 16,795 0,057
Erro Puro 11,207 2 5,603
Cor Total 3722,925 10

Fonte: Préprio autor.

Verifica-se na Figura 5.9, que utilizando a LCR imobilizada em STY-DVB-M na
sintese do palmitato de isopropila, os efeitos lineares da razdo molar e da concentracido de
biocatalisador, bem como o efeito quadratico da razdo molar e a intera¢do entre esses dois
fatores foram significativos, ou seja, influenciaram o rendimento das reacdes de esterificacao

nos testes realizados.
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Dessa forma, o modelo estatistico proposto (Equacdo 5.2) é apto para descrever o
comportamento do rendimento de reacdo nas condi¢des do planejamento de experimento
proposto. O valor do coeficiente de correlacdo (R2) obtido foi de 0,9212 (R>> 0,9), e dessa

forma, a equacdo ajustada é capaz de explicar 92,12% da variabilidade dos valores

experimentais.

Y =-267.437 +9.743*A +235.975*%B -3.930*A*B +0,008>'<A2 -42,334%* B’ (5.2)

Em que: Y representa o rendimento de reacdo (%); A € o valor codificado da varidvel
concentracdo de biocatalisador (% m/v) e B o valor codificado da varidvel razdo molar
(&cido:alcool).

A Figura 5.10 ilustra a superficie de resposta gerada a partir dos dados obtidos do
planejamento estatistico, na qual é possivel notar que tanto a variacdo na concentragdo do

biocatalisador como da razao molar influenciaram de forma marcante o rendimento das

reacoes de esterificacao.

Figura 5.10 — Superficie de resposta gerada a partir do rendimento de reagdo em funcdo da variacdo

da concentracdo de biocatalisador e razdo molar, empregando LCR imobilizada em STY-DVB-M
como biocatalisador.
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Fonte: Proprio autor

Sabe-se Pelo Principio de Le Chateliér, que o excesso de um dos reagentes no meio

reacional € necessdrio para deslocar o equilibrio da reacdo, acarretando uma maior formacgado
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de produto. Para o estudo em questdo, constatou-se que o excesso de dcido palmitico no meio
reacional, favoreceu a sintese do palmitato de isopropila (ensaio 9). Adicionalmente, um
maior carregamento enzimatico por volume reacional, aumenta o contato entre o substrato e a
enzima, possibilitando maior velocidade de reacdo (ensaio 7).

Nota-se pela Figura 5.10 que a regido no qual observou-se os valores mais elevados de
rendimento estd na faixa de 2,0 a 2,4 (acido:alcool) de razdo molar e 14,0 a 17,07 % (m/v) de
concentracdo de biocatalisador. Nota-se que acima de 14 % (m/v) de biocatalisador ndo houve
aumento significativo no rendimento das reacdes. Esse resultado pode ser atribuido a uma
possivel aglomeracdo do biocatalisador no meio reacional, dificultando o acesso do substrato
ao sitio ativo da enzima. Lage et al. (2016) obteve resultados similares utilizando a lipase de
Thermomyces lanuginosus imobilizada em poli(metacrilato de propila) para a sintese do
oleato de isoamila em meio heptano. Nesse estudo, no qual a concentracdo do biocatalisador
foi variada entre 5 — 25 % (m/v) foi constatado que para concentragdes superiores a 20%
(m/v) de biocatalisador a conversiao da reacdo nao aumentou significativamente.

Com o auxilio do programa estatistico Design-Expert 10.0, foi possivel encontrar a
condi¢do Otima de concentragdo de biocatalisador e razdo molar para obten¢do do maximo
rendimento, nas condigdes estudadas, sendo elas: nivel a+ de concentragdo de biocatalisador
(17,07% m/v) e nivel central de razdo molar (2,0). Como resposta, o software indicou que o
rendimento desejado seria de 69,53 %, e no experimento realizado o rendimento obtido foi
75,61 %, apresentando uma diferenca de 8,04%, considerado satisfatorio para processos
biotecnolégicos.

Visando ainda verificar a influéncia da quantidade de 4gua presente no substrato
formada durante as sinteses, foram quantificados os teores de dgua no inicio e ao final de 48h
de cada ensaio realizado, em Titulador Karl Fisher (AKF5000, Koehler), sendo os resultados
mostrados na Tabela 5.10.

E possivel verificar que o teor de dgua presente tanto no inicio da reacio, como ao
final da sintese (em 48h) apresentou valores baixos, variando entre 70 a 183 ppm. Esses
valores estdo de acordo com De Castro e Anderson (1995), que estudando a sintese do
butirato de citronela a partir da esterificacdo do dcido butirico e citronelol em meio heptano,
catalisada pela Lipozyme, constatou que as conversdes mais elevadas foram obtidas quando o

teor de dgua presente no meio reacional apresentava-se na faixa de 100-200 ppm.
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Tabela 5.10 — Resultados do teor de dgua presente no meio reacional no inicio e ao final de 48h de
reacdo, empregando LCR em STY-DVB-M como biocatalisador na sintese do palmitato de isopropila.

Ensaios Teor de agua inicial Teor de agua final
ppm ppm
1 183 111
2 183 123
3 92 134
4 92 134
5 156 80
6 156 125
7 156 76
8 83 104
9 93 88
10 156 70
11 156 89

Fonte: Préprio autor.

Dessa maneira, esse fator ndo foi considerado relevante para interferir no
deslocamento do equilibrio da reacdo de esterificacdo, pois pelo principio de Le Chatelier,
sabe-se que o aumento da concentracdo de um dos produtos da reacdo (4dgua) causa
deslocamento de equilibrio no sentido inverso, ou seja diminui a formagdo do produto

desejado (palmitato de isopropila).

5.4.2 — Desempenho da lipase de Penicillium camemberti imobilizada em STY-DVB-M

na sintese do palmitato de isopropila

A Tabela 5.11 mostra os resultados obtidos de rendimento das reacgdes de
esterificacdo, de acordo com o planejamento experimental 22 estrela rotacional com 4 pontos
axiais e 3 replicatas no ponto central, em tempos pré-determinados, empregando como
biocatalisador a LG imobilizada em STY-DVB-M. E possivel observar uma grande variagio
do rendimento das reagcdes nos testes realizados, tanto em funcdo das diferentes condi¢des

experimentais testadas como também nos diferentes tempos reacionais.
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A Figura 5.11 ilustra o rendimento da reacdo em cada ensaio realizado, sendo a
triplicata do ponto central (ensaios 5, 10, e 11) plotada em fun¢do do valor médio, observando

que os melhores resultados foram obtidos nos ensaios 7 e 9.

Figura 5.11 — Rendimento obtido nos ensaios realizados de acordo com o planejamento experimental
22 estrela rotacional, empregando LG imobilizada em STY-DVB-M como biocatalisador.
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Fonte: Proprio autor.

A partir dos dados obtidos e com o auxilio dos softwares estatisticos, foi possivel gerar
o grafico de Pareto (Figura 5.12) e realizar a andlise de varidncia (ANOVA - Tabela 5.12),

com 95% de nivel de confianga, em 12 h de reagio.



Tabela 5.11 - Rendimento obtido nos ensaios realizados de acordo com o planejamento experimental 22 estrela rotacional empregando LG imobilizada em
STY-DVB-M como biocatalisador.

Concentracao de Razao molar Rendimento (%)

Ensaios
biocatalisador (% m/v) (acido:alcool) 6h 12h 24 h 36 h 48 h
1 5 1,5 8,36 £ 0,02 21,37 £ 0,02 36,57 £ 0,59 46,70 £ 0,92 55,30 + 1,81
2 15 1,5 30,27 £ 0,01 55,08 £ 0,53 72,93 £ 0,80 65,45 £ 0,38 62,97 £ 1,50
3 5 2,5 52,67 £ 0,36 65,08 £ 0,40 90,68 + 0,22 93,77 £ 0,59 93,27 £ 1,30
4 15 2,5 35,86 £ 0,12 64,44 + 0,47 81,42 + 0,57 78,36 £ 0,68 80,10 + 0,64
5 10 2 44,30 £ 0,18 66,96 + 0,23 80,29 +£ 0,42 83,07 £2,17 84,51 £0,25
6 2,93 2 15,49 £ 0,07 36,92 £ 0,33 42,53 £0,31 47,50 £0,17 53,37 £ 0,20
7 17,07 2 57,14 £0,18 78,84 £ 0,05 92,26 £0,16 93,58 £ 0,54 92,36 £ 0,59
8 10 1,29 32,61 £0,01 51,91 £0,21 80,18 £ 0,36 84,44 +£ 0,10 86,48 +£ 0,49
9 10 2,71 63,41 £0,38 82,63 +0,31 96,03 £0,93 95,13 £0,28 92,95 £ 0,06
10 10 2 45,70 £ 0,05 59,79 £ 0,39 83,54 + 0,66 82,99 + 0,41 83,51 £ 0,47
11 10 2 46,66 + 0,04 64,04 £ 0,06 79,92 £ 0,29 83,87 £ 0,07 85,18 £ 0,97

Fonte: Proprio autor.

L8
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Figura 5.12 — Grifico de Pareto do rendimento de reacdo de esterificagio empregando LG
imobilizada em STY-DVB-M como biocatalisador.

(2)Razao molar (acido:alcool)(L) -3:965
(1)Concentracdo de Biocatalisador (%)(L) .3.?945=

1Lby2L -1,9983
Concentracdo de Biocatalisador (%)(Q) -1,55162
Razao molar (acido:alcool)(Q) -.248353
p=l__05

Fonte: Préprio autor.

A partir do gréfico de pareto (Figura 5.12) verifica-se que quando empregou-se a LG
imobilizada em STY-DVB-M para catalisar a sintese do palmitato de isopropila, os efeitos
lineares da razdo molar e da concentracdo de biocatalisador foram significativos, ou seja,
influenciaram o rendimento nos testes realizados na faixa estudada.

A Tabela 5.12 apresenta a andlise de varidncia (ANOVA) dos dados obtidos para LG
imobilizada em STY-DVB-M na sintese do palmitato de isopropila. Para o nivel de confianca
de 95%, o modelo matemdtico proposto (Equacdo 5.3) € adequado para descrever o
comportamento do rendimento de reacdo nas condicdes estudadas. Verifica-se ainda pelo
valor do coeficiente de correlacdo (0,8797) que a equacdo ajustada foi capaz de explicar

87,97% da variabilidade dos valores experimentais.

Y =-113.179 +13.678*A +72.730*B -3.435%*A*B -0.225*A? -3.575* B> (5.3)

Em que: Y representa o rendimento de reagdo (%); A € o valor codificado da varidvel
concentracdo de biocatalisador (% m/v) e B o valor codificado da varidvel razdo molar

(acido:alcool).
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Tabela 5.12 — ANOVA dos resultados obtidos a partir do planejamento de experimentos utilizando

LG imobilizada em suporte STY-DVB-M.

Soma Grau de Média
Fonte de Variacao F p
Quadratica Liberdade Quadratica

Modelo 2707,006 5 541,401 7,312 0,024
A- Concentracao

1066,058 1 1066,058 14,398 0,013
de biocatalisador
B- Razao molar 1164,025 1 1164,025 15,722 0,011
AB 295,065 1 295,065 3,985 0,102
A2 178,253 1 178,253 2,408 0,182
B2 4,567 1 4,567 0,062 0,814
Residuo 370,201 5 74,040
Falta de Ajuste 344,157 3 114,719 8,809 0,104
Erro Puro 26,045 2 13,022
Cor Total 3077,207 10

Fonte: Préprio autor.

A Figura 5.13 ilustra a superficie de resposta gerada a partir dos dados obtidos do

planejamento estatistico, na qual é possivel notar que ambos os fatores: concentracdo do

biocalisador e da razdo molar, se comportam como fun¢do linear em relagdao ao rendimento de

reacao.

A regido com os maiores valores de rendimento na faixa de razdo molar (4cido:alcool)

entre 2,2 a 2,71 e concentragdo de biocatalisador entre 10 e 17,07 % (m/v). Lage et al. (2016)

observou comportamento similar quando variou a concentragao do 4cido oleico (0,5-2 mol-L-

1) na sintese do oleato de isoamila empregando lipase Thermomyces lanuginosus imobilizada

em poli(metacrilato de propila) como biocatalisador. Esses autores constataram que o

aumento da concentracdo do 4cido no meio reacional, levava a um incremento na conversao

da reacao.
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Figura 5.13 — Superficie de resposta gerada a partir do rendimento de reagdo em fungdo da varia¢do

da concentracdo de biocatalisador e razdo molar, empregando LG imobilizada em STY-DVB-M como
biocatalisador.
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Fonte: Proprio autor.

Com o auxilio do programa estatistico Design-Expert 10.0, foi possivel encontrar a
condi¢do Otima de concentragdo de biocatalisador e razdo molar para obtencdo méixima do
rendimento de reacdo, na faixa estudada. As condi¢des experimentais 6timas indicadas foram:
nivel o+ de concentracdo de biocatalisador (17,07% m/v) e nivel o+ de razdo molar (2,71),
tendo como resposta, um rendimento de 92,15%. Para a confirmacao do modelo, foi realizado
um ensaio nessas condi¢des, cujo rendimento da reacdo € mostrado na Figura 5.14.

De acordo com a Figura 5.14, observa-se que em 12 horas de reacdo o rendimento foi
de 88,53%, apresentando uma diferenca em relacao ao valor predito do modelo de 3,93%,
considerado satisfatorio.

Similarmente a analise realizada para os testes empregando a LCR imobilizada em
STY-DVB-M, também foi verificada a influéncia da quantidade de dgua presente no substrato
no inicio da reac@o e ao final de 48h para os testes realizados empregando LG imobilizada em
STY-DVB-M. Os resultados mostrados na Tabela 5.13, foram semelhantes aos encontrados
nos testes empregando a LCR imobilizada em STY-DVB-M, ou seja, a quantidade de dgua

presente no meio reacional ndo foi um fator considerado relevante e que pudesse interferir no

progresso da sintese.
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Figura 5.14 — Rendimento obtido na sintese do palmitato de isopropila empregando 0,271
mol-L! de 4cido palmitico, 0,1 mol-L! de dlcool isopropilico, 17,07% (m/v) de biocatalisador
e 45°C, catalisada pela lipase Penicillium camemberti imobilizada em STY-DVB-M.
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Fonte: Préprio autor.

Tabela 5.13 — Resultados do teor de 4gua presente no meio reacional no inicio e ao final de 48h de
reacdo, empregando LG em STY-DVB-M como biocatalisador na sintese do palmitato de isopropila.

Ensaios Teor de agua inicial  Teor de agua inicial
(ppm) (ppm)
1 183 107
2 183 263
3 92 129
4 92 182
5 156 84
6 156 105
7 156 213
8 83 93
9 93 205
10 156 116
11 156 77

Fonte: Préprio autor.
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5.5 Sintese do palmitato de isopropila conduzida em biorreator de tanque agitado

Para dar continuidade ao trabalho foi selecionado o biocatalisador obtido pela
imobilizacdo da lipase G em STY-DVB-M, por ter apresentado um melhor desempenho na
sintese do palmitato de isopropila, atingindo rendimentos mais elevados.

Dessa forma, foi realizado um novo experimento, com ampliacdo de escala em um
reator de tanque agitado. As condi¢des empregadas para a realizagdo do teste, foram as

indicadas pelo delineamento experimental como 6timas:

v" Concentragdo de substrato: dcido palmitico a 0,271 mol-L! e dlcool isopropilico a 0,1

mol-L ! em meio heptano.

v Quantidade de biocatalisador: 17,01% (m/v), relagio entre a massa de biocatalisador

seco e volume total de meio reacional.

v" Temperatura da reacdo: 45° C.

v" Volume total do substrato: 100 mL.

As Figuras 5.15 e 5.16 mostram o aparato experimental empregado e o rendimento da

sintese do palmitato de isopropila em funcao do tempo de reacdo, respectivamente.

Figura 5.15 - Aparato experimental utilizado para a realiza¢do da ampliacio de escala em reator de
tanque agitado.

Fonte: Préprio autor.
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Figura 5.16 — Rendimento da sintese do palmitato de isopropila catalisada pela lipase de Penicillium
camemberti imobilizada em STY-DVB-M, empregando 0,271 mol-L-1 de dcido palmitico e 0,1
mol-L! de dlcool isopropilico em meio heptano e 17,07% (m/v) de biocatalisador a 45°C.
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Fonte: Préprio autor.

Na Figura 5.17 observa-se o perfil do consumo do acido palmitico e da formacdo do

palmitato de isopropila no experimento realizado com ampliagdo de escala.

Figura 5.17 — Perfil do consumo do 4cido palmitico e da formacdo do palmitato de isopropila da
reacdo de esterificacdo catalisada pela lipase de Penicillium camemberti imobilizada em STY-DVB-
M, empregando 0,271 mol-L! de é4cido palmitico e 0,1 mol-L! de dlcool isopropilico em meio
heptano e 17,07% (m/v) de biocatalisador a 45°C.
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Fonte: Préprio autor.
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Analisando as Figuras 5.16 e 5.17 é possivel observar que o teste efetuado com
ampliacdo de escala obteve resultados muito similares ao realizado em frasco agitado,
atingindo rendimento de 85,68% em 12 horas de reacdo (confirmando resultando obtido
anteriormente), apresentando 25,93 g-L‘1 de éster e produtividade de 2,16 g-L‘l-h'l.

No entanto, foi observado a "quebra" das particulas do suporte do biocatalisador no
interior do biorreator, devido ao cisalhamento causado pela hélice do impelidor do agitador
mecanico. Dessa forma, como alternativa para solucionar este problema, foi realizado um
teste em reator de leito fixo, visto que este tipo de biorreator ndo apresenta a desvantagem das

elevadas tensdes de cisalhamento proveniente da agitacio mecanica.

5.6 Sintese do palmitato de isopropila conduzida em biorreator de leito fixo

5.6.1 Sintese do palmitato de isopropila conduzida em biorreator de leito fixo em meio

heptano

Visando evitar o cisalhamento das particulas poliméricas, foi realizado um teste em
um reator de leito fixo, empregando condi¢des muito similares as utilizadas no reator de
tanque agitado (item 5.4), sendo utilizado como biocatalisador a lipase G imobilizada em
STY-DVB-M, razao molar de 2,71:1 (4cido:alcool) em meio heptano e temperatura de 45 °C.
Este experimento foi conduzido em uma coluna de vidro encamisada (16,6 mm de altura e 10
mm de didmetro interno) e operado de modo descontinuo, ou seja, com reciclo do meio
reacional.

Para o empacotamento do leito foram utilizadas 4,3 g do biocatalisador seco
(densidade cristalina de 1,11 g.mL"), volume total de substrato de 40 mL (incluindo o

reservatorio do substrato), e vazdo de recirculagdo de 1,5 mL.min"!

. Vale ressaltar que estas
condi¢des experimentais resultaram numa proporcao de aproximadamente 10% de volume de
substrato/massa de biocatalisador, sendo estabelecida como um parametro para os testes
subsequentes.

No entanto, no decorrer da reacdo, foi observado uma diminui¢do do volume
reacional, em funcdo da reduc¢do do nivel de substrato do reservatério, concentrando os
reagentes e produtos, e impossibilitando a quantificacdo do éster formado. Tentando

minimizar a evaporagdo do solvente ou a percolacio do mesmo pelas conexdes ou

mangueiras, todas as mangueiras foram substituidas por mangueiras de marprene, vedadas
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todas as conexdes e adaptado um condensador de refluxo ao sistema (Figura 5.18). No
entanto, o problema persistiu, impossibilitando a operagcdo do sistema.

Dessa forma, foi realizado um novo teste, sem o emprego do reservatério de substrato,
recirculando somente o meio reacional presente no reator de coluna e nas mangueiras (volume
total de 25 mL). No entanto, a evaporagdo/percolacdo do solvente do meio reacional
permanecia. Sendo assim, na tentativa de operar o processo, foram realizados alguns testes
empregando diferentes solventes menos voldteis, como alternativas para substituicdo do

heptano.

Figura 5.18 - Sistema operacional do biorreator de leito fixo com recirculagdo e com condensador de
refluxo adaptado: a) Sistema experimental e b) coluna empacotada.

Fonte: Préprio autor.

5.6.2 Selecao do solvente mais adequado para a sintese do palmitato de isopropila

conduzida em biorreator de leito fixo

Visando selecionar um solvente que possibilitasse a operacdo do processo em
biorreator de leito fixo, foram testados os seguintes solventes: dlcool butilico tercidrio, iso-
octano e decano (Figura 5.19). Estes testes foram conduzidos em frascos agitados (shaker)

empregando as seguintes condi¢des experimentais:
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v' Concentragdo do substrato: dcido palmitico a 0,271 mol.L"! e 4lcool isopropilico a 0,1
mol.L"! em meio solvente (razdo molar 4cido:dlcool 2,71:1),

v" Quantidade de biocatalisador: 10% (m/v),

v" Temperatura da reacdo: 45°C.

Figura 5.19 - Rendimento da sintese do palmitato de isopropila catalisada pela lipase de Penicillium
camemberti imobilizada em STY-DVB-M realizada a 45°C em shaker, empregando 10% (m/v) de
biocatalisador, 0,271 mol-L! de 4cido palmitico e 0,1 mol-L"! de dlcool isopropilico em meio
diferentes solventes: a) Alcool butilico tercidrio; b) Iso-octano e ¢) Decano.
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Observando a Figura 5.19 nota-se que apenas o experimento contendo o dlcool
butilico tercidrio como solvente, apresentou rendimento de reacdo muito baixo, inferior a
15%, e portanto inadequado para esta finalidade. Esse fato pode ser justificado por dois
fatores:

e Polaridade do solvente - o alcool butilico tercidrio € considerado um solvente polar

(log p = 0,317) e por esse motivo, pode acarretar uma reducdo da camada de hidratacdo da
lipase, desidratando-a e reduzindo o seu poder de catalise;

e Elevada concentracido de alcool no meio reacional - de acordo com os resultados

obtidos anteriormente, o excesso do alcool desfavorece a sintese do éster. E nesse caso, como
o solvente utilizado também € um 4lcool, a concentracdo total desse composto organico
presente no meio reacional, pode ter dificultado o acesso do dcido graxo ao sitio ativo da
lipase, gerando uma reducao na taxa de formacdo do palmitato de isopropila.

Os demais experimentos apresentaram resultados muito semelhantes, alcangando
rendimentos de 66,0% e 65,1%, respectivamente para os solventes iso-octano (log p = 4,09) e
decano (log p = 5,80), no tempo de 12 horas.

Assim, para a realizacdo de um novo teste no reator de leito fixo, foi selecionado o
decano como solvente para o meio reacional, por apresentar baixa volatilidade e estrutura
quimica bastante similar ao heptano. As condi¢cdes experimentais empregadas foram as
descritas no item 5.5.1, exceto com relagdo a substituicdo do solvente heptano por decano. No
entanto, novamente foi observada uma reducdo significativa do volume do meio reacional,
concentrando os reagentes e impossibilitando a operagcdo do sistema.

Diante desses resultados julgou-se conveniente realizar o processo em questio em

meio isento de solvente, o que alids, suprime a toxicidade do processo.

5.6.3 Sintese do palmitato de isopropila em meio isento de solvente conduzida em

biorreator de leito fixo

Visando selecionar uma condi¢do experimental que possibilitasse a operacdo do
processo em biorreator de leito fixo, foram testadas as seguintes razdes molares de 1:3, 1:4 e
1:6 (4cido:alcool) em meio isento de solvente.

Ressalta-se que estas proporcdes foram as que permitiram a solubilizagdo total do
acido graxo a 50°C, empregando-se a menor quantidade de dlcool isopropilico. Esta estratégia

foi adotada com o intuito de que a polaridade do meio reacional ndo ficasse muito elevada,
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evitando assim, uma possivel inibicdo da enzima lipase, em funcdo da exposi¢do de uma

elevada concentragdo de dlcool.

Inicialmente estes testes foram realizados em frascos agitados (shaker) e a Figura 5.20

ilustra os resultados obtidos.

Figura 5.20 - Rendimento da sintese do palmitato de isopropila catalisada pela lipase de Penicillium
camemberti imobilizada em STY-DVB-M realizada a 50°C em shaker, empregando 10% (m/v) de

biocatalisador em meio isento de solvente, em diferentes razdes molares (acido:alcool): a) 1:3,b) 1:4 e
¢) 1:6.
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Como pode ser observado na Figura 20, o teste que empregou a menor razao molar
(1:3) foi o que apresentou o melhor resultado, atingindo cerca de 70% de rendimento em 12h
de reacdo, seguido pela razdo molar 1:4 (56,2%) e 1:6 (28,3%), respectivamente. Com esses
resultados € possivel afirmar que, a redu¢do da quantidade de dlcool isopropilico do meio
reacional, elevou o rendimento da reacdo.

Resultados similares foram observados por Yu et al. (2015), que utilizaram lipase de
Candida rugosa imobilizada em silica mesoporosa como biocatalisador na esterificacdo do
acido linoleico com alcool etilico, em diferentes razdes molares (acido:alcool) 1:1 e 1:2, em
meio iso-octano, para a sintese do linoleato de etila. Empregando razdo molar de 1:1, o
rendimento obtido foi de aproximadamente 54,9% e na razdo molar de 1:2 de apenas 38,1%,
em 8h de reagao.

Garcia et al. (1999), estudando a sintese do palmitato de isopropila a partir da
esterificacdo do 4cido palmitico com dlcool isopropilico empregando razdao molar 1:1
(&cido:élcool), 75 °C e 5 (% m/m) de lipase imobilizada de Candida antarctica (Novozym
435), obteve aproximadamente 75% de rendimento em 2 horas de reacao.

Como em todos os experimentos houve consumo do 4cido palmitico, estas condigdes
experimentais foram testadas em reator de leito fixo operado em modo descontinuo e com
reciclo do meio reacional. No entanto, ndo foi possivel operar o reator empregando a menor
razdo molar 4cido:édlcool (1:3), pois ocorreu solidificagcdo do acido palmitico no interior da
coluna de vidro encamisada, nas conexdes € mangueiras do sistema experimental utilizado.

A Figura 5.21 mostra os resultados obtidos para as demais razdes molares testadas na
sintese do palmitato de isopropila em reator de leito fixo com reciclo operado de modo
descontinuo. Os resultados obtidos apresentaram o mesmo perfil dos testes realizados em
frascos agitados (Figura 5.20), atingindo cerca de 56 e 28% de rendimento para as razoes
molares (4cido:alcool) de 1:4 e 1:6, respectivamente em 12h de reagdo.

A Figura 5.22 mostra o perfil do consumo do &cido palmitico e da formagdo do
palmitato de isopropila ao longo da reacdo, para os experimentos que utilizaram razao molar

de 1:4 e 1:6.
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Figura 5.21 - Rendimento da sintese do palmitato de isopropila catalisada pela lipase de Penicillium
camemberti imobilizada em STY-DVB-M em reator de leito fixo com vazdo de reciclo 1,5 mL.min!,

empregando 4,3 g de biocatalisador, 40 mL de substrato, sob temperatura de 50 ‘C, em diferentes
razdes molares (acido:alcool): a) 1:4 e b) 1:6.
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Fonte: Proprio autor.

Figura 5.22 - Perfil do consumo do 4acido palmitico e da formacdo do palmitato de isopropila na
reacdo de esterificacdo catalisada pela lipase de Penicillium camemberti imobilizada em STY-DVB-M
em reator de leito fixo com vazio de reciclo 1,5 mL.min"', empregando 4,3 g de biocatalisador, 40 mL
de substrato, sob temperatura de 50 °C, em diferentes razdes molares (acido:alcool): a) 1:4 ¢ b) 1:6.
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Quando utilizou-se razdo molar de 1:4, a concentracdo do palmitato de isopropila foi
de 215,88 g.L'! e produtividade de 26,87 g.L''.h"! em 08 horas de reagdo. Por outro lado,
quando foi empregada a razdo molar de 1:6 a concentragdo do éster foi de 92,59 gL' e
produtividade de 11,57 g. L'\ .h"! no mesmo tempo reacional.

Buscando aumentar o rendimento do processo, foi realizado um novo teste utilizando
como estratégia peneira molecular no reservatdrio de recirculagdo do substrato (20% m/v),
visando assim, deslocar o equilibrio da reagdo em func¢do da remocdo da dgua formada na
reacdo de esterificacdo. As condi¢des experimentais empregadas para a realizacdo do

experimento foram:

Razao molar (acido:alcool): 1:4;

Quantidade de biocatalisador para empacotamento do leito: 4,3 g (massa seca);

Volume total de substrato: 40 mL;

Vazio de reciclo do substrato: 1,5 mL.min!;

Peneira molecular: 8g;

NN N N N R

Temperatura: 50 °C.

A Figura 5.23 mostra os resultados obtidos para este teste, atingindo cerca de 58% de
rendimento em 12h de reacdo. A Figura 5.24 mostra o perfil do consumo do 4cido palmitico e
da formacdo do éster em g-L! ao longo da reacio.

Nestas condi¢des foi constatada concentracio de 231,48 gL' de palmitato de
isopropila e produtividade de 28,94 g.L"!.h"!, em 08 horas de reacdo, indicando que a remogio
da 4gua formada na reacdo de esterificacdo, pode ter contribuido para o deslocamento do

equilibrio reacional, melhorando o desempenho da catdlise enzimatica.
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Figura 5.23 - Rendimento da sintese do palmitato de isopropila catalisada pela lipase de Penicillium
camemberti imobilizada em STY-DVB-M em reator de leito fixo empregando razdo molar
(4cido:alcool) de 1:4 com vazdo de reciclo 1,5 mL.min’!, 4,3 g de biocatalisador, 40 mL de substrato
contendo peneira molecular (20% m/v), sob temperatura de 50 °C.
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Fonte: Proprio autor.

Figura 5.24 — Perfil do consumo do 4cido palmitico e da formacdo do palmitato de isopropila na
reacdo de esterificacdo catalisada lipase de Penicillium camemberti imobilizada em STY-DVB-M em
reator de leito fixo empregando razdo molar (dcido:alcool) de 1:4 com vazdo de reciclo 1,5 mL.min ™,

4,3 g de biocatalisador, 40 mL de substrato contendo peneira molecular (20% m/v), sob temperatura
de 50 °C.

400 S —&— Palmitato de isopropila
1 —o— Acido palmitico

350

300 +

250 4

200

150 o

Concentragio (g.L'l)

100

50

Tempo (h)

Fonte: Préprio autor.
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A Figura 5.25 mostra uma comparacdo entre os valores de concentracdo e
produtividade do éster palmitato de isopropila obtido em reator de leito fixo, na presenca ou
auséncia de peneira molecular no reservatdrio de recirculagdo do substrato.

De acordo com a Figura 5.25 nota-se que quando empregou-se peneira molecular no
interior do reservatério do substrato, observou-se um efeito benéfico na concentracdo e na
produtividade do éster, apresentando um acréscimo de aproximadamente 7% na formacao do

palmitato de isopropila e consequentemente na sua produtividade.

Figura 5.25 - Comparagio dos resultados obtidos para a sintese do palmitato de isopropila na reacdo
de esterificacdo catalisada pela lipase de Penicillium camemberti imobilizada em STY-DVB-M em
reator de leito fixo empregando razdo molar de 1:4 (4cido: 4lcool), em 8h de reacdo.
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5.7 - Comparacao do desempenho de diferentes configuracoes de biorreatores na sintese

do palmitato de isopropila em meio isento de solvente

Visando comparar o desempenho de diferentes configuracdes de biorreatores na
sintese do palmitato de isopropila em meio isento de solvente, foram realizados testes em
reator de tanque agitado, empregando as mesmas condicdes testadas para o bioprocesso em
leito empacotado (razdo molar (dcido:édlcool): 1:4 e 1:6).

A Figura 5.26 mostra o aparato experimental e o rendimento da sintese do palmitato
de isopropila em tanque agitado em meio isento de solvente e a Figura 5.27 mostra o perfil do

consumo do 4cido palmitico e da formacdo do éster em g-L! ao longo da reacdo.



104

Conforme observado na Figura 5.27, quando utilizou-se razdo molar de 1:4, a
concentracdo do palmitato de isopropila foi de 267,22 g.L"! e produtividade de 33,40 g.L"L.h’!
em 08 horas de reagdo, e para razdo molar de 1:6 a concentragio do éster foi de 89,85 g.L e

produtividade de 11,23 g.L"".h"! no mesmo tempo reacional.

Figura 5.26 - Sintese do palmitato de isopropila catalisada pela lipase de Penicillium camemberti
imobilizada em STY-DVB-M em meio isento de solvente, realizada em reator de tanque agitado
empregando 10% (m/v) de biocatalisador, 20 mL de substrato, sob temperatura de 50 °C, em
diferentes razdes molares (4dcido:dlcool): a) sistema experimental, b) rendimento da reagdo
empregando razao molar de 1:4 e c) rendimento da reacdo empregando razido molar de 1:6.
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Figura 5.27 - Perfil do consumo do 4cido palmitico e da formacdo do palmitato de isopropila na
reacdo de esterificacdo catalisada lipase de Penicillium camemberti imobilizada em STY-DVB-M em

reator de tanque agitado, 10 (% m/v) de biocatalisador, 20 mL de substrato, sob temperatura de 50 °C,
empregando razdo molar (dcido:alcool) de: a) 1:4; b) 1:6.
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A Tabela 5.14 ilustra uma comparagdo da produtividade do palmitato de isopropila

obtida nos biorreatores empregando as diferentes condi¢des experimentais testadas.

Tabela 5.14 — Comparacdo da produtividade do palmitato de isopropila obtida em 8 horas de reacdo

para os diferentes testes realizados.

Tipo de Raziao molar Peneira molecular  Solvente Produtividade

biorreator (acido:alcool) (% m/v) (g.LLh7)
2,7:1 ausente heptano 2,16
Tanque agitado 1:6 ausente isento 11,23
1:4 ausente isento 33,40
1:6 ausente isento 11,57
Leito fixo 1:4 ausente isento 26,87
1:4 20 isento 28,94

*(,271 mol-L"! de 4cido palmitico e 0,1 mol-L! de 4lcool isopropilico em meio heptano

Fonte: Proprio autor.



106

De acordo com a Tabela 5.14, de um modo geral, € possivel constatar que os melhores
resultados foram obtidos quando empregou-se menor razao molar (dcido:dlcool) e meio isento
de solvente (GARCIA et al .1999; YU et al., 2015).

Entre os testes realizados em tanque agitado, a maior produtividade (33,40 g.L‘l.h'l)
foi obtida em meio isento de solvente e empregando razao molar de 1:4 (4cido:dlcool). Essa
condi¢do experimental também foi a que apresentou melhor desempenho para a sintese do
éster em reator de leito empacotado, porém empregando peneira molecular no reservatério de
recirculagao (28,94 g.L‘l.h'l).

A produtividade mais elevada obtida no reator de tanque agitado, pode ser explicada
em funcdo das proprias caracteristicas desse tipo de biorreator, como a existéncia de uma
agitacdo adequada, que confere ao meio reacional bom grau de mistura e distribui¢do de calor
homogénea, contribuindo para um melhor rendimento da reacdo. Por outro lado, a utilizagdo
desta configuracdo confere a desvantagem do cisalhamento das particulas do biocatalisador,
que impossibilita sua reutilizacao.

Dessa forma, julga-se que nas condi¢des de estudo, a melhor op¢do para a sintese do
palmitato de isopropila a partir da esterificacdo empregando a lipase de Penicillium
camemberti imobilizada em STY-DVB-M, é a sua condug¢do em reator de leito fixo,

empregando as menores razdes molares entre dcido:dlcool e em meio isento de solvente.
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6 CONCLUSOES

Os resultados sugerem que o copolimero de poli(estireno-co-divinilbenzeno)

magnetizado com magnetita modificada possui potencial para aplicacdo como suporte para a

imobilizacdo de enzimas, visto que os biocatalisadores obtidos pela imobilizacdo das lipases

de Candida rugosa e de Penicillium camemberti nesse copolimero, apresentaram bom

desempenho de catélise na sintese do palmitato de isopropila. A partir dos estudos realizados

foi possivel verificar que:

A concentragdo do agente de suspensdo (PVA) e a agitacdo do meio reacional na
polimerizacio exercem grande influéncia na distribui¢do granulométrica do polimero
sintetizado. A anélise estatistica indicou que o efeito da agitacdo na massa util de
STY-DVB-M formada € linear e positivo e o efeito da interagdo entre a agitacdo e a
concentracdo de PVA € negativo, ou seja, quanto menor a concentragdo de PVA,

maior deve ser a agitacdo empregada durante a polimerizagao.

Para a LCR imobilizada em STY-DVB-M os efeitos lineares da razio molar e da
concentracdo de biocatalisador, bem como o efeito quadritico da razdo molar e a
interacdo entre esses dois fatores foram significativos, ou seja, influenciaram o
rendimento da reac@o de sintese do palmitato de isopropila. Os valores mais elevados
de rendimento foram obtidos na faixa de 2,0 a 2,4 (acido:alcool) de razao molar e 14,0
a 17,07 % (m/v) de concentracdo de biocatalisador. As condi¢Oes experimentais
6timas indicadas foram: nivel a+ de concentracdo de biocatalisador (17,07% m/v) e
nivel central de razdo molar (2,0). Em 12 horas de reagdo, foi obtido rendimento de

75,60 %.

Para a LG imobilizada em STY-DVB-M ambos os fatores de concentracdo do
biocatalisador e da razdo molar, se comportam como uma fun¢do linear em relagdo ao
rendimento de reacdo da sintese do palmitato de isopropila. Os maiores valores de
rendimentos foram obtidos na faixa de razdo molar (acido:alcool) entre 2,2 a 2,71 e
concentracdo de biocatalisador entre 10 e 17,07 % (m/v). As condi¢des experimentais

otimas indicadas foram: nivel a+ de concentracdo de biocatalisador (17,07% m/v) e
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nivel a+ de razao molar (2,71). Em 12 horas de reagdo, foi obtido um rendimento de

88,53 %.

O teste efetuado com ampliagdo de escala no reator de tanque agitado atingiu
rendimento de 85,68% em 12 horas de reagdo, apresentando 25,93 g-L'1 de éster e
produtividade de 2,16 g-L‘l-h'l. No entanto, foi observado o cisalhamento das
particulas do suporte do biocatalisador no interior do biorreator, em fun¢do da agitacdo

mecanica.

Nao foi possivel operar o sistema experimental empregando biorreator de leito fixo em
meio solvente, devido a ocorréncia da sua evaporagdo/percolacdo do meio reacional

durante a realizacdo da reacdo de esterificacdo.

Dentre as razdoes molares testadas em reator de leito fixo 1:3, 1:4 e 1:6 (acido:alcool)
em meio isento de solvente, a condi¢do na qual foi possivel operar o sistema e que
apresentou o melhor resultado foi a razdo de 1:4, apresentando 56% de rendimento em
12h de reacdo, 215,88 g.L'! do palmitato de isopropila e produtividade de 26,87 g.L

' h™!, em 08 horas de reagao.

Constatou-se que na condugdo do sistema em reator de leito fixo, a utilizacdo de
peneira molecular no reservatdrio do substrato, apresentou um efeito benéfico para a
sintese do palmitato de isopropila, atingindo concentracio de 231,48 gL' e
produtividade de 28,94 g.L"!.h! para o éster, em 08 horas de reacdo, o que representa
aproximadamente 7% de acréscimo. Este dado indica que a remocdo da dgua formada
na reacdo de esterificagdo, contribuiu para o deslocamento do equilibrio reacional,

melhorando o desempenho da catédlise enzimatica.

Comparando-se o desempenho da sintese do palmitato de isopropila nos biorreatores
testados, a produtividade mais elevada foi obtida no biorreator de tanque agitado
(33,40 g.L'L.h"). No entanto, o cisalhamento do suporte observado, sugere que esta
configuracdo ndo € a mais indicada, selecionando-se o biorreator de leito fixo como o

mais adequado para esta aplicacgao.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

A partir dos resultados obtidos € possivel vislumbrar a continuidade dos estudos para

obtencdo do palmitato de isopropila a partir da catdlise enzimdtica empregando lipase de

Penicillium camemberti imobilizada em particulas de poli(estireno-co-divinilbenzeno). Para

esta finalidade, sugere-se

v

Estudar a sintese do palmitato de isopropila em outras configuracdes de biorreatores e
modo de operacdo do bioprocesso: como por exemplo o reator de tanque agitado "tipo

cesta" e o reator de leito fixo operado em modo continuo.

Avaliar o desempenho de diferentes lipases para a sintese do palmitato de isopropila,
como a lipase de Candida antarctica e de Thermomyces lanuginosus imobilizada em

particulas de poli(estireno-co-divinilbenzeno).

Sintetizar outros tipos de suportes hibridos poliméricos magnéticos a partir de
diferentes composicdes quimicas (mondmeros), visando aumentar a resisténcia

mecanica dessas particulas.

Utilizar subprodutos industriais como fonte de matéria-prima para a sintese de ésteres
emolientes, como por exemplo a borra dcida (6leo dcido) e os dcidos graxos destilados
oriundos dos processos de refino de 6leos vegetais, visando reduzir o custo final do

bioprocesso.
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