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Introducéo

Os ésteres de acucar derivados de &cidos graxos sdo
surfactantes com um conjunto de propriedades muito
interessantes: sdo ndo idnicos, biodegradaveis, inodoros,
ndo irritantes, ndo tdxicos, com alto efeito
emulsificante/detergente etc. Portanto, os ésteres de
acidos graxos de acucar (SFAEs) sdao amplamente
aplicados nos setores farmacéutico, cosmético, de
detergentes, alimenticio e biomédico. Os SFAEs podem
ser produzidos a partir de monossacarideos ou
oligossacarideos com diferentes &cidos graxos ou seus
derivados. Os agucares mais utilizados s&o a sacarose, a
glicose, a frutose, a xilose, a lactose ou o sorbitol
(Goncalves et al., 2021a). O uso de xilose (aceptor de
acila) na sintese de SFAEs tem sido pouco evidenciado
na literatura, e essa lacuna abre o horizonte para o
desenvolvimento de mais pesquisas nessa area. A sintese
de SFAEs pode ser realizada por meio de catalisadores
quimicos ou enziméticos (Gongalves et al., 2021b). A
sintese enzimatica € uma alternativa interessante que
oferece vantagens como condi¢cdes de reacdo brandas,
alta seletividade que evita a formacéo de subprodutos,
facil separacdo de produtos e operacéo simples. De fato,
a sintese de varios surfactantes de ésteres de agucar
catalisados por lipases em solventes orgénicos foi
descrita na literatura. Os SFAEs podem ser obtidos por
esterificacdo direta de &cidos graxos livres ou
transesterificacdo entre ésteres monoalquilicos e o aglcar
desejado (Gongalves et al., 2021b; Yoo et al., 2007). A
hidroesterificagcdo, um processo sequencial de hidrolise
de oleo/gordura seguido pela purificacdo de acidos
graxos e sua posterior esterificagdo, ndo foi descrita na
literatura nesses tipos de processos. A principal vantagem
dessa estratégia é a remocdo do glicerol apés a etapa de
hidrdlise e purificagdo dos AGLs. Isso permite que esse
poliol ndo atue como um alcool competitivo para os
aceptores de acila usados na reacdo de esterificacdo
(Monteiro et al., 2023). Neste estudo, o objetivo é obter
ésteres de xilose por meio de uma estratégia de
hidroesterificagdo em um processo enzimético de duas
etapas, comecando pela hidrélise enzimatica do 6leo de
soja degomado (DSO) para obter uma fragdo rica em

AGLs. Diferentes lipases imobilizadas no Purolite
Lifetech EC8806F foram avaliadas nessa etapa. Foram
estudadas as variaveis mais relevantes (razdo de massa
DSO/agua, temperatura e carga enzimética) que
influenciam o processo de hidrolise usando lipases
imobilizadas. Em seguida, a esterificagdo de Aacidos
graxos livres (AGLs) com xilose na presenga de solvente
foi catalisada por ET, TLL, CALB ou PPL imobilizados
no Purolite Lifetech EC8806F. Por fim, a capacidade
emulsificante dos ésteres de xilose produzidos foi
avaliada pela medicéo da estabilidade de uma emulséo de
agua em querosene.

Metodologia

2.1 Imobilizagdo de enzimas ensaio de atividade
padrao e quantificacdo de proteinas.

A imobilizacdo da enzima seguiu o protocolo descrito por
Tacias-Pascacio et al. (2016).

Os suportes hidrofébicos, especialmente os da Purolite,
sdo altamente hidrofobicos, dificultando a penetracdo de
agua em seus poros. Para garantir uma imobilizacdo
eficaz, os suportes devem primeiro ser tratados para
remover o ar e preencher os poros com &gua. A
molhagem foi realizada suspendendo 10g do suporte em
50mL de metanol por 1 hora sob agitagdo suave, e apos
isso foi adicionado 50mL de agua destilada a solugdo de
metanol para obter uma solucdo de agua a 50%. A
agitacdo suave foi continuada por mais 15 minutos. Os
suportes foram filtrados sob vacuo e lavados 5 vezes com
5 volumes de 4gua em um funil de vidro. Os suportes
foram armazenados a 4°C em um frasco com &gua
destilada suficiente para evitar a desidratacéo.

A imobilizacdo foi feita suspendendo 10 g do suporte
(preparado como descrito acima) em uma solugédo
enzimética (0,1-0,5 mg de proteina/mL) em tampéao
fosfato de sédio 5 mM, pH 7, a 25°C. Foi ajustado a
concentragdo e o volume da enzima para obter o
carregamento desejado de enzima no biocatalisador final.
Foi mantida a mistura em agitacdo continua a 200 rpm.
Os ensaios de atividade padrdo e a quantificacdo de
proteinas seguiram o procedimento descrito por Beisson



VIl Simpadsio de Iniciacdao Cientifica

2024

Ciéncia, Tecnologia e Inovacdo para um Brasil Justo, Sustentdvel e Desenvolvido

et al. (2000) e Bradford (1976), respectivamente.

O método Bradford foi iniciado preparando o reagente de
Bradford. Foi dissolvido 100 mg de Coomassie Brilliant
Blue G-250 em 50 mL de etanol 95%. Foi adicionado 100
mL de &cido fosforico 85% (w/v) a esta solucdo.
Posteriormente a solucdo resultante foi diluida para um
volume final de 1 litro com agua destilada.

As concentracdes finais no reagente foram: 0,01% (w/v)
Coomassie Brilliant Blue G-250, 4,7% (w/v) etanol e
8,5% (w/v) acido fosforico. Apbs o preparo da solucéo,
foi feita uma curva padrdo de albumina. O ensaio de
quantificagdo de proteina é feito pipetando um volume de
até 0,1 mL da solugdo de proteina (padrdo ou amostra
desconhecida) em tubos de ensaio de 12 x 100 mm. Apoés
0 volume é ajustado volume no tubo de ensaio para 0,1
mL com o tampéao apropriado. Séo adicionados 5 mL do
reagente de Bradford ao tubo de ensaio e misture o
conteudo por inversdo ou vortex. Ap6s 2 minutos e antes
de 1 hora, mega a absorbancia a 595 nm em cubetas de 3
mL contra um branco de reagente preparado a partir de
0,1 mL do tampéo apropriado e 5 mL do reagente de
proteina. A curva padrao é construida plotando o peso da
proteina contra a absorbancia correspondente. A curva
padrdo é utilizada para determinar a quantidade de
proteina em amostras desconhecidas.

2.2 Hidrolise enzimatica de DSO para produzir AGLs

As diferentes lipases imobilizadas foram avaliadas na
hidrolise de DSO, usando uma carga de enzima de 1 wt.%
(considerando a massa de 6leo), uma propor¢do de massa
de agua/éleo de 1, uma temperatura de 35 °C e uma
agitacdo de 250 rpm por 1 h. Os efeitos da temperatura
(31.6 - 48,4 °C), da relacdo de massa de agua/oleo (0,48
- 5,52) e da carga de enzima (1,48 - 6,52 wt.%) na reacdo
de hidrolise foram estudados usando um projeto
composto rotacional central (23 com trés pontos centrais
e seis pontos axiais). As reacdes foram realizadas em
frascos Erlenmeyer selados (capacidade de 250 mL)
usando 2 g de DSO sob agitagdo a 250 rpm por 0,5 h.
Apbs esse periodo, aliquotas foram coletadas para
titulagdo com KOH 125 mM e determinacdo da
conversdo. Apds a validacdo dos dados experimentais, foi
avaliado um perfil cinético da hidrdlise de DSO ao longo
do tempo. Foram coletadas aliquotas durante toda a
reacdo para analisar o consumo de base e determinar a
conversao.

2.3 Esterificacdo enzimatica para produzir ésteres
octil graxos

A fragdo ricaem AGL produzida na etapa de hidrélise foi
lavada com agua destilada (2 vezes) e separada da fase

pesada (composta principalmente de agua e glicerol) por
centrifugacdo a 3.600 rpm por 10 minutos a 25 °C. O
AGL purificado foi seco em uma estufa a 70 °C por 24
horas. Foi realizada uma reacdo de esterificacdo usando
xilose como aceitador de acila (razdo molar de
AGLs/xilose de 5) em heptano como solvente
(concentragdo de AGLs e xilose de 35 e 7 mmol L7,
respectivamente). As peneiras moleculares foram usadas
para remover a &gua produzida durante a reacdo
(capacidade de adsorcdo de 0,23 mg de agua/mg de
peneira molecular). TLL, EV, PPL ou CALB
imobilizados em Purolite foram usados como
biocatalisadores (5%, m/v). A enzima imobilizada que
apresentou o melhor potencial para a esterificacdo da
xilose com AGLs foi selecionada para determinar o perfil
de conversdo ao longo do tempo. As reagdes de
esterificacdo foram realizadas em um agitador a uma
temperatura de 40 °C e agitagdo de 175 rpm. O consumo
de KOH necessario para neutralizar os AGLs foi usado
para determinar a conversdo de AGLs em ésteres de
acidos graxos de xilose. Ou seja, os rendimentos referem-
se ao consumo de AGLs.

Resultados e discussao

TLL, EV, PPL e CALB foram imobilizadas em Purolite
para sua aplicacdo na hidroesterificagdo de DSO para a
sintese de ésteres graxos de xilose. A imobilizacao foi
muito rapida, atingindo altos valores de adsorcdo de
enzimas em um curto periodo de tempo. A TLL, a CALB
e a EV apresentaram baixa recuperacéo da atividade da
tributirina, apesar de apresentarem alto rendimento de

imobilizagdo, enquanto a PPL apresentou o0
comportamento oposto.
As lipases imobilizadas apresentaram  melhor

desempenho na conversdo de DSO em AGLs em
comparagdo com as enzimas livres, como mostra a Tabela
1. A EV-Purolite forneceu conversdes 1,4 vezes maiores
do que as obtidas com a Eversa livre, enquanto a TLL-
Purolite apresentou conversdo 2 vezes maior do que sua
formulacéo liquida. Comparando o desempenho das
lipases imobilizadas, a EV-Purolite apresentou
desempenho estatisticamente melhor do que as outras
lipases, alcangando uma conversédo 36 vezes maior do que
a observada para a PPL Purolite. Foi selecionada a EV
imobilizada para outros experimentos devido ao preco
mais baixo dessa enzima.

As variaveis otimizadas para a hidrolise de DSO foram a
proporcao de massa de agua/6leo de 5,5, carga de enzima
de 6,5 wt.% e temperatura de 48,5 °C. Para melhorar os
rendimentos, foi prolongada a reagdo por mais tempo. O
EV-Purolite apresentou bom desempenho na converséo
de DSO em AGL, atingindo 93% de conversdo apos 6
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horas de reagcdo. Ap6s 16 horas, o rendimento de AGL
chegou a 98%. A composi¢do dos AGLs do 6leo usado,
calculada neste estudo, mostrou que ele era composto por
5,99 + 0,13% em peso de &cido estearico, 9,50 + 0,24%
em peso de &cido palmitico, 23,01 + 0,36% em peso de
acido oleico, 46,13 £+ 0,27% em peso de &cido linoleico e
8,10 + 0,04% em peso de acido linolénico. O pH final do
meio de reacdo ficou entre 4,0 e 4,8, e essa diminui¢do do
pH pode justificar a desaceleracdo da reacgéo.

Tabela 1 - Triagem de biocatalisadores para a hidrélise de
DSO. Condicdes do ensaio: carga de enzima de 1% em peso
(considerando o 06leo), razdo de massa agua/6leo de 1,
temperatura de 35 °C, agitacdo de 250 rpm por 1 h.

Conversao (%)*

Biocatalisador

Livre Imobilizada
PPL 0,72¢ 1,224
CALB 0,90¢ 5,51¢
TLL 20,11° 41,62°
EV 31,008 43,428

* Conversdo determinada pelo consumo de acidos graxos livres
presentes no meio de reagdo. Os indices a, b, ¢ e d foram
utilizados para identificar as diferencas médias no teste de
Tukey (significancia de 5%); a é o maior indice de
significancia.

A estabilidade operacional do EV-Purolite na hidrolise de
DSO foi avaliada. Observou-se que era possivel reutilizar
0 biocatalisador imobilizado por pelo menos 5 lotes
sequenciais, sem alterar seu desempenho na reacdo de
hidrolise. Além disso, o procedimento usado durante os
testes de reutilizagdo do EV-Purolite mostrou a
possibilidade de concentrar o glicerol na fase pesada, ja
que tanto o biocatalisador quanto a fase pesada foram
reutilizados durante a reciclagem. O acumulo de glicerol
no meio de reacdo ndo afetou o desempenho da enzima
imobilizada, provavelmente porque o alto grau de
hidrofobicidade do suporte impediu a concentragdo de
glicerol no biocatalisador. Essa concentracdo do glicerol
por meio de ciclos de reacdo sucessivos pode tornar mais
viavel a purificagdo e a reutilizacdo do glicerol
produzido.

EV, TLL, CALB e PPL imobilizados em Purolite foram
avaliados na esterificagdo da fase rica em AGLs
purificados com xilose. CALB-Purolite e TLL-Purolite
ndo mostraram nenhuma diferenca estatistica na sintese
de ésteres de acidos graxos de xilose. O EV pareceu ser o
biocatalisador menos eficiente para essa reacdo. A reagéo
catalisada por CALB-Purolite e TLL-Purolite alcangou
conversdes de cerca de 9,9% (conversdo de acido) apés 1
hora de reacédo, o que representa cerca de 50% da xilose
modificada como monoéster. A CALB imobilizada em
Lewatit VP OC 1600 (Lipozyme 435) foi utilizada

anteriormente para a sintese de ésteres de acidos graxos
de xilose, obtendo altos rendimentos de oleato, palmitato
e laurato de xilose (Goncalves et al., 2021a). O uso de
TLL imobilizada em Purolite para a sintese de ésteres de
acidos graxos de xilose ndo foi evidenciado na literatura.
A Figura 1a mostra o curso da reacdo de esterificacdo do
AGL purificado com xilose catalisada pela TLL-Purolite.
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Figura 1. (a) Perfil de conversdo de AGL na sintese de ésteres
de xilose catalisada por TLL-Purolite. A linha pontilhada
representa a conversdo maxima esperada da fracdo rica em
AGL obtida da hidrolise de DSO. (b) Estabilidade operacional
da TLL-Purolite na reacdo de esterificacdo para a sintese de
ésteres de xilose. Condigdes do ensaio: carga enzimatica de 10
wt.% (considerando o AGLS), razdo molar AGLs/xilose de 5,
temperatura de 40 °C e agitacdo de 175 rpm.

Como mostra a Figura 1a, cerca de 17% dos AGLs foram
consumidos na sintese de ésteres de &cidos graxos de
xilose (considerando a razdo molar AGL/xilose de 5).
Gongalves et al. (2021a) obtiveram modificages
semelhantes na xilose quando o Lipozyme 435 foi usado
para a sintese de palmitato e laurato de xilose. A Figura
1b mostra a estabilidade operacional da TLL-Purolite na
esterificacdo para a sintese de ésteres de xilose. Foi
observado que o desempenho do biocatalisador piorou a
cada lote de reacdo. Esse resultado pode estar relacionado
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a dessorcdo da TLL do suporte devido a formacdo de
moléculas com propriedades surfactantes/detergentes.
Para verificar essa possibilidade, a enzima remanescente
no suporte foi seguida de SDS-PAGE (Figura 2). A
eletroforese mostrou a diminuicdo da intensidade da
banda de proteina, confirmando que uma grande
porcentagem de TLL foi liberada para o meio durante a
reacao.

A mistura final do meio reacional contendo ésteres de
acidos graxos de xilose demonstrou boas propriedades
emulsificantes, apresentando um indice de emulsificacdo
(IE) de 15%. Esse resultado est4d na mesma ordem de
grandeza observada para 0 monolaurato de sacarose (El
= 12%), além disso, corrobora o que foi evidenciado por
Goncalves et al. (2021a). Esses resultados indicaram que
os ésteres de acidos graxos de xilose tém potencial para
uso como agente emulsificante em varias aplicacoes
industriais.
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Figura 2 - Analise SDS-PAGE de diferentes biocatalisadores
TLL. Faixa 1: Marcadores de peso molecular baixo; Faixa 2:
TLL-Purolite antes da reciclagem (0,1 g/mL de tampao de
ruptura); Faixa 3: TLL-Purolite apos a reciclagem (0,1 g/mL de
tampdo de ruptura).

Conclusodes

Este artigo mostra a viabilidade da abordagem usada para
a sintese enzimatica de ésteres de acidos graxos de xilose
realizada em duas etapas. A hidrdlise de DSO catalisada
por EV imobilizada em Purolite permitiu obter um alto
rendimento (93% depois de 6 horas) de AGLs. Além
disso, foi demonstrada a possibilidade de reutilizar a
enzima imobilizada e a fase pesada para a concentracdo
de glicerol sem afetar 0 desempenho do biocatalisador.
Na etapa de esterificacdo, a TLL imobilizada em Purolite

C18 resultou com sucesso na sintese de ésteres de acidos
graxos de xilose. Entretanto, a lipase imobilizada
apresentou perdas de uma grande porcentagem
(aproximadamente 20% por lote) de sua atividade durante
cinco lotes de 3 horas de esterificagdo, devido a dessor¢ao
da enzima do suporte. Pesquisas em andamento sugerem
0 uso de agentes de ligacdo cruzada ou suportes
heterofuncionais para minimizar esse problema. A
mistura final do meio de reagdo contendo ésteres de &cido
graxo de xilose tem propriedades emulsificantes
semelhantes as do surfactante comercial uma vez que o
indice de emulsificacao foi de 15%.
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