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O uso de enzimas como catalisadores, especialmente as lipases, € uma importante
area de pesquisa na modificacdo de éleos e gorduras e fabricagdo de produtos com
alto valor agregado. O uso de fluidos comprimidos como meio de reagédo tem sido
intensamente pesquisado devido as propriedades favoraveis de transporte destes
fluidos, que podem acelerar a transferéncia de massa das reagbes enziméticas,
facilitar a separacdo e a recuperacao de produtos e/ou reagentes. O didxido de
carbono, propano e n-butano aparecem como meios alternativos podendo substituir
os solventes organicos liquidos. O presente trabalho investigou a influéncia da
temperatura (35-75°C), tempo de exposicdo a alta pressdao (1-6h), taxa de
despressurizacdo ((10-200[kgm>min"]) para CO, ou 2-50 bar/min para propano e
n-butano), densidade reduzida (0,5-1,6) para CO. e pressdao (30-250 bar) para
propano e n-butano, na atividade de trés lipases imobilizadas, duas comerciais -
Lipozyme IM e Novozym 435 e a lipase de Yarrowia lipolytica. Para o CO, os
resultados mostraram perda de atividade para as trés enzimas. Em propano e n-
butano as enzimas Lipozyme IM e de Yarrowia lipolytica apresentaram perda de
atividade inferior a 10% e a Novozym 435 apresentou aumento de atividade de até
21% em n-butano.
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The use of enzymes as catalysts, especially lipases is becoming important in many
research areas such as the modification of oils and fats, in the production of high-
value added products from thermo sensitive substrates, etc. The advantages of using
compressed or near critical fluids over liquid organic solvents as reaction media has
been a matter of intense research due to their favorable transport properties that can
accelerate mass-transfer limited enzymatic reactions, ease of separation, recovery of
products or reactants and reduction in side reactions. Among some interesting
substances, carbon dioxide, propane and n-butane appear to be promising as
alternative media to conventional organic solvents. In this sense, the present work
investigates the influence of temperature (35-75°C), exposure times (1 to 6h),
decompression rate, 10-200Kg.m™=.min" for carbon dioxide and 2-50 bar.min” for
both propane and n-butane, reduced density, in the range of 0.5-1.6 for carbon
dioxide and from 30 to 250 bar for propane and n-butane, on the activity of three
immobilized lipases, two commercial ones - Lipozyme IM and Novozym 435, and a
lipase from Yarrowia lipolytica. For carbon dioxide, results show activity losses for all
the three enzymes. Conversely, in propane and n-butane media, the enzymes
Lipozyme IM and a lipase from Yarrowia lipolytica presented an activity loss lower

than 10% and for Novozym 435 an increase up to 21% was verified.
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Capitulo 1 — Introducao 1

1 INTRODUCAO

Cerca de dois tercos da producao mundial de 6leos e gorduras sao destinados
ao consumo humano e animal. A producdo restante é usada em uma ampla
variedade de aplicagdes industriais. Com base nestes aspectos, tem surgido um
grande interesse na transformagdo biotecnol6gica de éleos e gorduras, visando a
utilizacao destas matérias-primas na producdo de compostos de alto valor agregado,
de uso potencial na industria farmacéutica, de alimentos e oleoquimica, entre outras.
Entre os processos mais promissores para modificacdo de lipidios estdo as reagdes
de hidrolise, sintese de ésteres e transesterificacdo destes materiais na presenca de
catalisadores quimicos (acidos e bases) ou enzimaticos (KAUFMAN e RUEBUSCH,
1990).

Mais de 95% dos processos enzimaticos empregados atualmente utilizam
hidrolases (proteases, carbohidrolases e lipases), sendo que 5 -10% cabem as
lipases (GANDHI, 1997). Lipases (triacylglycerol acylhydrolases, EC 3.1.1.3) sao
enzimas que catalisam a hidrolise e a sintese de ésteres formados a partir de glicerol
e acidos graxos de cadeia longa. As lipases sdo amplamente encontradas na
natureza em animais, vegetais € microrganismos. Estas enzimas apresentam grande
versatilidade de propriedades tais como resisténcia a pH, termoestabilidade,
resisténcia a solventes organicos, especificidade, regioseletividade e
estereosseletividade (SHARMA et al.,2001).

A crescente énfase no uso de biocatalisadores devido as suas propriedades
favoraveis, tais como condicoes amenas e ambientalmente compativeis de reacao e
sua alta especificidade, tém resultado num aumento do uso de enzimas
imobilizadas, pois as interacbes entre o suporte e a enzima podem alterar
favoravelmente as propriedades fisicas e quimicas da enzima (BASRI et al., 1996).
Segundo CARVALHO et al. (2003) o interesse em utilizar estes biocatalisadores na
modificacdo estrutural de 6leos e gorduras tem recebido consideravel atencao
devido, principalmente, a sua especificidade em relagdo ao substrato.

O emprego de gases pressurizados como solventes, em particular o CO, ou
fluidos em condi¢gbes proximas ao seu ponto critico, é bastante recente na area de
biotecnologia. A catdlise enzimatica em CO, supercritico apresenta interesse
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particular para industrias farmacéuticas e de alimentos, pois o0 CO, € um solvente
atoxico, ndo inflamavel e de baixo custo. Além disso, sua temperatura critica
(31,3°C) é suficientemente baixa para o processamento de materiais termolabeis e
condiz com as temperaturas 6timas tipicas para reacbes enzimaticas (SIVIK e
GUNNLAUGSDOTTIR, 1995). Outras vantagens do uso de enzimas em fluidos
pressurizados incluem: as solubilidades dos materiais sdo aumentadas relativamente
a agua, a termoestabilidade de biomoléculas em fluidos pressurizados € maior que
na agua e existe a possibilidade de reciclagem do solvente (KAMAT et al., 1995).
Neste sentido, tornam-se necessarios estudos mais rigorosos no que tange a
utilizagcao de solventes alternativos que possam oferecer condi¢ées mais amenas de
trabalho. Destaca-se a utilizacdo de propano e n-butano, quer seja como liquido
comprimido ou no estado supercritico, podendo estes serem substitutos de uma
variedade de solventes orgéanicos e do préprio didxido de carbono empregado como
solvente de sistemas reativos. Em sistemas com Oleos vegetais, estes gases tém
como principais vantagens as baixas pressoes de transicdo encontradas, devido a

maior solubilidade quando comparada aquela em CO, (LANZA, 2004).

Trabalhos pioneiros como os de RANDOLPH et al. (1985); HAMMOND et al.
(1985) e NAKAMURA et al. (1985) mostraram a importancia de estudar a atividade e
a estabilidade de enzimas em meios alternativos. O que motivou a realizacao destes
trabalhos foi o fato de que as enzimas podem reter sua atividade e estabilidade em
meios ndo aquosos. Conseqlientemente, elas podem ser usadas para catalisar

reacdes em solventes organicos e outros meios nao convencionais.

Varios autores tentaram desvendar o mecanismo detalhado do comportamento
das enzimas em solventes pressurizados, mas as conclusdes foram contraditorias.
Alguns declaram que as enzimas perdem sua atividade durante a reacao por causa
da pressurizacdo, outros alegam que é o passo de despressurizagcao o fator

relevante na perda de atividade das enzimas (OLIVEIRA, 1999).

A maior parte dos autores, como OLIVEIRA e OLIVEIRA (2000 e 2001), avaliou
o efeito da pressdo na atividade enzimatica através do estudo de um sistema
reacional completo com substrato, produtos, enzima e solvente. Neste caso, a

complexidade é muito grande, pois 0s substratos e solventes envolvidos no
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processo, bem como as condi¢cdes experimentais correspondentes podem também,
de alguma forma, afetar a atividade das enzimas. Por outro lado, poucos autores
como STEINBERGER et al. (1999); GAMSE e MARR (2000); HABULIN et al. (2004)
e LANZA et al. (2004) avaliaram o efeito da pressdo em sistemas contendo apenas

enzima e solvente.

Conforme as perspectivas citadas anteriormente, e ciente de que o estado da
arte revela flagrante lacuna referente a estudos relacionados a atividade de enzimas
a altas pressdes em sistemas contendo apenas enzima-solvente, este trabalho teve
como objetivo avaliar a influéncia das variaveis temperatura, tempo de exposicao,
taxa de despressurizacao e densidade reduzida ou pressado na atividade de lipases
submetidas a altas pressdes. Foram investigados os seguintes biocatalizadores:
lipases imobilizadas comerciais Lipozyme IM e Novozym 435 (Novozymes Brasil/
Araucaria-PR) e a nao-comercial de Yarrowia lipolytica, submetidas aos solventes
CO,, propano e n-butano a altas pressodes. Os resultados desta avaliacdo poderao
se constituir em importante subsidio a utilizagdo destes biocatalisadores na
realizagao de reagdes de modificagéo de 6leos e gorduras em fluidos comprimidos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

O presente capitulo apresenta uma breve explanagdo sobre o contexto no
qual o trabalho se insere bem como a relevancia do mesmo. A seguir, € apresentada
uma revisao sobre lipases, evidenciando as caracteristicas deste tipo de enzima.
Posteriormente, ressalta-se o estado da arte referente a aplicacdao de fluidos

pressurizados como solventes em reagdes enzimaticas.

2.1 Introducao

Os lipidios sdao uma importante matéria-prima para as industrias quimica,
farmacéutica e de alimentos, com uma producdo mundial de 6leos e gorduras de

aproximadamente 117 milhdes de toneladas em 2001.

Um crescente interesse na modificacdo de Oleos e gorduras tem sido
verificado nos ultimos anos. Esta tendéncia pode ser principalmente atribuida ao fato
de que os oleoquimicos (substancias derivadas das gorduras e dos 6leos naturais)
sdo obtidos de fontes renovaveis, podendo, portanto, ser produzidos em muitos
paises. Além disso, a crescente disponibilidade de 6leos e gorduras nos paises
desenvolvidos tem estimulado tanto a pesquisa fundamental quanto a aplicada, na
direcdo da producdo de produtos alternativos de alto valor agregado derivados de
lipidios (MALCATA et al., 1990).

Entre os processos mais promissores para modificacdo de lipidios estdo as
reacdes de hidrolise, sintese de ésteres e transesterificacdo destes materiais na
presenca de catalisadores quimicos (acidos e bases) ou enzimaticos (KAUFMAN e
RUEBUSCH, 1990).

Ciente de que a literatura aberta evidencia a caréncia de estudos relacionados
a atividade de enzimas a altas pressGes em sistemas contendo apenas enzima-
solvente, este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito de diferentes solventes
pressurizados na atividade de lipases imobilizadas.
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2.2 Lipases

As lipases sdo comumente encontradas na natureza, podendo ser obtidas a
partir de fontes animais, vegetais e microbianas. Antigamente, elas eram
predominantemente obtidas a partir do pancreas de animais e usadas como auxiliar
digestivo para consumo humano (FROST e MOSS, 1987). Atualmente, as lipases
séo produzidas, preferencialmente, a partir de microrganismos devido as facilidades
de controle e de aumento da capacidade produtiva dos processos fermentativos,
além da reducédo do seu custo de obtencdo. Em geral, os microrganismos mais
utilizados para producao de lipases séo fungos dos géneros Rhizopus, Aspergillus,
Geotrichum e Mucor.

2.2.1 Caracteristicas

Lipases sdo enzimas classificadas como hidrolases (glicerol éster hidrolases
E.C.3.1.1.3) e atuam sobre a ligacdo éster de varios compostos, sendo os
acilgliceréis seus melhores substratos (MACRAE e HAMMOND, 1985).

As lipases encontram-se largamente distribuidas na natureza em animais,
vegetais e microrganismos. Apresentam peso molecular entre 20.000-60.000
daltons. Sao glicoproteinas nas quais a parte glicosilada hidrofébica circunda o sitio
ativo. As lipases provenientes de microrganismos sao as mais utilizadas
industrialmente porque, além de apresentarem procedimentos mais simples de
isolamento a partir do meio fermentativo sdo, geralmente, mais estaveis e com
propriedades bem mais diversificadas que as lipases de outras fontes (CARVALHO
et al.,, 2003).

Estas enzimas sdo usualmente estaveis em solugcdes aquosas neutras a
temperatura ambiente. A maioria das lipases apresenta sua atividade 6tima na faixa
de temperatura de 30 a 40°C. Sua termoestabilidade varia consideravelmente em
funcdo de sua origem, sendo as lipases microbianas as que possuem maior
estabilidade térmica (MACRAE e HAMMOND, 1985).
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A especificidade é uma caracteristica importante das lipases. De forma geral,
quatro tipos de especificidades podem ser definidas. A primeira é a especificidade
em relacdo a classe de lipidios. A enzima pode ser especifica em relagdo ao tipo de
éster, como por exemplo, tri-, di- ou monoglicerideo, colesterol éster, metil éster, etc.
A segunda € a regioespecificidade, que promove a seletividade da enzima pela
posicao da ligacdo éster numa molécula. O terceiro tipo é a especificidade em
relacdo ao residuo de &cido graxo, na qual a lipase € especifica em relagdo ao
comprimento da cadeia ou em relacdo a presenca de dupla ligacdo nesta cadeia.
Finalmente, merece referéncia a estereoespecificidade, ou seja, algumas lipases
catalisam apenas a hidrélise ou a esterificagdo de um ou dois estereoisdmeros (van
DER PADT, 1993).

2.2.2 Atividade enzimatica

Em proteinas, quatro niveis de estruturas podem ser distinguidas. A estrutura
primaria é definida como a sequUéncia de aminoacidos e pontes de sulfeto (se
existirem), dando uma completa descricdo das ligagdes covalentes da proteina. Ja a
estrutura secundaria, refere-se as formas de cadeias polipeptidicas, a-hélices (as
ligagbes peptidicas assumem uma forma helicoidal) ou B-hélices (um segmento da
cadeia polipeptidica interage com outra paralelamente por ligacdes de hidrogénio
intra ou inter-molecular). A estrutura terciaria pode ser descrita como uma estrutura
secundaria que apresenta configuragcdo tridimensional devido as interagcées nao-
covalentes entre os aminoacidos das cadeias polipeptidicas; porém, é constituida
por apenas uma unidade de cadeia polipeptidica. A estrutura quaternaria refere-se
ao arranjo espacial das sub-unidades, ligadas por ligagbes nao-covalentes
(HENDRIX et al., 1998).

Segundo SCRIBAN (1985), a atividade das enzimas é fungcdo direta da sua
estrutura terciaria ou quaternaria. Nessas condicdes, todo tratamento que modifique
a conformagado da enzima (aquecimento, modificacdo do pH, pressao), dificultando
ou impedindo a fixagdo do substrato na enzima ou ainda modificando a estrutura do

sitio ativo, alterar4d as propriedades cataliticas da enzima e, portanto, o seu
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funcionamento. Existe uma zona de temperatura, as vezes estreita, para a qual
atividade enzimatica € maxima. Essa variacao da atividade enzimatica em funcao da
temperatura é determinada em condi¢cdoes de operacao bem definidas. De fato, a
variacao da atividade enzimatica resulta de dois efeitos antag6nicos: de um lado, o
aumento da agitacdao das moléculas com a elevacao da temperatura que aumenta a
freqUéncia das colisdes entre o substrato e a enzima; de outro, a desnaturacdo da
proteina enzimética. Esta desnaturagcdo vai modificar a estrutura terciaria e a
quaternaria da proteina globular e fazer, portanto, a enzima passar de uma
conformacdo ativa a uma conformacdo desprovida de atividade. De fato, na
desnaturagcdo das enzimas pelo calor, 0 que conta, sobretudo, € o binémio
tempo/temperatura, ou seja, a duragao e a intensidade do tratamento térmico.

2.2.3 Enzimas imobilizadas

Uma das grandes vantagens da catdlise em meio ndo aquoso € que as
enzimas sao insollUveis em praticamente todos os solventes organicos. Contudo,
quando enzimas livres estdo suspensas em um solvente organico, elas tendem a
agregar-se e prendem-se as paredes do reator, principalmente quando agua é
adicionada a este sistema para aumentar a atividade enzimatica. Este problema
pode ser solucionado através da imobilizacdo de enzimas em suportes sélidos. A
imobilizagdo da enzima também pode minimizar o efeito desnaturante de muitos
solventes organicos sobre a maioria das enzimas, através de um material hidrofilico,
que permite a manutengdo de um microambiente de alta atividade de agua em torno
das moléculas de enzima (ILLANES, 1994).

A imobilizac&o geralmente aumenta a estabilidade térmica e quimica da lipase,
podendo aumentar a resisténcia aos efeitos desnaturantes de varios solventes,
permitindo um melhor controle do processo e da qualidade do produto (MALCATA et
al., 1990). A aplicagdo de enzimas imobilizadas como catalisadores de reagdes
envolvendo triglicerideos apresenta, desta forma, uma série de vantagens, tais
como: maior estabilidade, necessidade de baixos teores de agua e possibilidade de
reutilizacdo das enzimas em processos continuos ou em batelada.
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As enzimas imobilizadas suportam temperaturas mais elevadas. Segundo o
fabricante (Novozymes Brasil/ Araucaria-PR), em relacdo a temperatura para as
enzimas comerciais Lipozyme IM e Novozym 435, os valores 6timos de atividade e
estabilidade, em geral, situam-se na faixa de 30-70°C (NOVO NORDISK, 2001).

2.2.4 Aplicacoes

O potencial de aplicacao de lipases em processos biotecnologicos para a
modificacdo de 6leos e gorduras tem sido objeto de grande interesse nos meios
académico e industrial nos ultimos anos (PRAZERES et al., 1993). Surgiu, entédo, a
possibilidade de realizacdo de varios tipos de reagdes enzimaticas de interesse
cientifico e industrial, tais como sintese de ésteres, hidrélise e interesterificacao.

A reagdo de hidrélise envolve ataque na ligacdo éster do triglicerideo na
presenca de moléculas de agua para produzir glicerol e acidos graxos. A alta
especificidade das lipases pelo triglicerideo com relacdo ao tipo e a posicao
estereoespecifica do residuo de &acido graxo propicia um grande numero de
aplicagbes dentro da &rea de alimentos. Aromatizantes para uso em alimentos
destinados ao consumo humano e animal tém sido obtidos através da hidrdlise
parcial de triglicerideos (MALCATA et al., 1990). Processos comerciais incluem a
modificacdo enzimatica da gordura do leite bem como o desenvolvimento de

preparagdes enzimaticas para utilizagcao na producao de queijos.

A reacdo de esterificacdo entre polidis e acidos graxos livres é, em sua
esséncia, a reacao inversa da hidrélise do glicerideo correspondente. As velocidades
relativas da reagdo direta (hidrélise) e inversa (esterificacdo) sdo usualmente
controladas pela atividade de agua da mistura reacional. Exemplos de produtos
quimicos de alto valor obtidos pelo uso de lipases para esterificacdo incluem a
sintese de ésteres de acido oléico com élcoois alifaticos primarios e secundarios e
alcoois terpénicos e a producéo de ésteres dos alcoois geraniol e mentol com acido
butirico e acido laurico, respectivamente (OLIVEIRA, 1999). O termo
interesterificacdo refere-se a troca de radicais acil entre um éster e um &cido

(aciddlise), um éster e um alcool (alcodlise) ou um éster e outro éster
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(transesterificacao). Nessas reacoes o triglicerideo reage com um acido graxo, um
alcool ou outro éster, resultando em um rearranjo dos grupos de acidos graxos do
triglicerideo de forma a produzir um novo triglicerideo (Figura 2.1). O rearranjo € o
resultado de reacdes concorrentes de hidrélise e esterificacdo. A concentracao 6tima
de agua no meio reacional deve ser suficientemente baixa de forma a minimizar a
formacao de produtos de hidrélise indesejaveis, mas deve ser suficiente para que a

enzima permaneca totalmente ativa (MALCATA et al., 1990).

Acidélise
A A
A + B < A + A
A B

Alcodlise (Glicerdlise)

A OH OH OH
A 4 OH < EA + A + etc
A OH A OH
Transesterificacdo
A B A B B
A + B < EA + EA + B + etc
A B B B A

Figura 2.1 — Esquema das principais reagdes enzimaticas de interesterificacao.

A distribuicao dos triglicerideos resultantes da interesterificacdo € controlada
através da concentragdo relativa de espécies doadoras de grupo acil presentes,
permitindo a predicdo da concentracdo de cada triglicerideo no equilibrio. As
reacbes de interesterificacdo sdo utilizadas para alterar as propriedades fisico-
quimicas de um 6leo ou gordura de maneira desejada (MALCATA et al., 1990).

A acgéo de lipases sobre ligagbes éster tem sido estudada e realizada em
diferentes sistemas e contextos, com o intuito de explorar as vantagens deste
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catalisador natural. Regioseletividade, estereoespecificidade, especificidade pelo
substrato e baixo consumo de energia sao algumas das caracteristicas que fazem
com que 0s processos catalisados por lipases se tornem mais atrativos do que os

processos convencionais nao enzimaticos (PRAZERES et al., 1993).

Muitos estudos tém sido realizados com o intuito de otimizar os processos de
modificagdo de 6leos e gorduras catalisados por lipases. Entre tais estudos, ressalta-
se a utilizacdo de meios nao convencionais, imobilizacdo da enzima, estudos
cinéticos e de estabilidade da enzima, modificacdes quimicas e desenvolvimento de

bioreatores.

2.3 Fluidos pressurizados

O emprego de solventes pressurizados, em particular o CO, supercritico, é
bastante recente na area de biotecnologia (SIVIK e GUNNLAUGSDOTTIR, 1995). A
expressao “supercritico” refere-se ao fato de que uma substancia se encontra em
uma condicao de temperatura e pressdo acima dos valores criticos. A temperatura
critica de uma substancia € definida como a temperatura acima da qual uma
substancia pura ndo pode ser liquefeita, independentemente da pressao aplicada.
Por conseguinte, a pressao critica é definida como a pressao de vapor do gas na
temperatura critica. Isto € bem ilustrado na Figura 2.2 que claramente mostra a
correspondéncia da regiao do fluido supercritico com os estados solido, liquido e
gasoso. As curvas representam condigcbes onde duas fases coexistem, e, no ponto
triplo, as trés fases coexistem. No ponto critico, as fases gasosa e liquida tornam-se
idénticas, isto €, sé uma fase existe (ALMEIDA FILHO, 2003).

A aplicacdo de solventes em condigbes supercriticas € baseada na
observacdo experimental da caracteristica que muitos gases apresentam, de
melhorar significativamente o seu poder de solubilizacdo quando submetidos a altas
pressdes (Mc HUGH e KRUKONIS, 1994). Nestas condi¢bes, passa-se diretamente
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do estado gasoso ao estado supercritico, onde as propriedades do fluido séo
intermediarias entre a do estado liquido e a do gasoso (HOYER, 1985).No caso do
COz, o ponto critico é alcangado sobre a curva liquido-gas a temperatura de 31,3°C

e pressao aproximadamente igual a 73 atm.

fluido
supercritico

T Sélido

Liquido

— — — ———

Fl

9]

Ponto critico

Pressio

gas

' .

Temperatura Tc

Figura 2.2- Diagrama de fases de um composto puro.

A combinacao das propriedades das fases liquida e vapor, caracteristica do
estado supercritico ocorre de uma forma extremamente vantajosa para a utilizacao
dos fluidos supercriticos (FSC) como solventes. O FSC possui densidade préxima a
do liquido, o que fortalece as suas propriedades de solvente. Por outro lado, a
viscosidade, a difusividade e a tensao superficial apresentam valores préximos aos
do estado gasoso, o que torna as propriedades de transporte bastante favoraveis ao
processo. Todas estas propriedades singulares fazem dos FSC meios bastante

interessantes para rea¢oes quimicas e enzimaticas (OLIVEIRA, 1999).

A catalise enzimatica em CO, supercritico apresenta interesse particular para
industrias farmacéuticas e de alimentos, pois o CO, € um solvente atéxico, nao
inflamavel e de baixo custo. Além disso, sua temperatura critica (31,3°C) é
suficientemente baixa para o processamento de materiais termolabeis e condiz com
as temperaturas 6timas tipicas para reagbes enzimaticas (SIVIK e
GUNNLAUGSDOTTIR, 1995).
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Existe uma infinidade de aplicacées possiveis dos gases pressurizados e,
possivelmente, um maior conhecimento das caracteristicas e do comportamento dos

solventes utilizados nestas operacdes, significaria aprimoramento destas aplicacdes.

2.4 Enzimas em fluidos pressurizados

A aplicagdo de enzimas em fluidos pressurizados, apesar de apresentar boas
perspectivas, ainda nao tem sido extensivamente estudada. Reacbes que
representam especial interesse sdo as reagbes enzimaticas em condigdes
supercriticas, abrindo a possibilidade da utilizagéo dos fluidos supercriticos em uma
nova area, a biotecnologia (OLIVEIRA, 1999).

Como trabalhos pioneiros nesta area, pode-se citar os de RANDOLPH et al.
(1985); HAMMOND et al. (1985) e NAKAMURA et al. (1985), que a partir de 1985
comecaram a estudar a atividade e estabilidade de enzimas em meio supercritico. O
que motivou a realizacao destes trabalhos foi o fato de que as enzimas podem reter
sua atividade e estabilidade em meios ndo aquosos. Conseqlentemente, elas
podem ser usadas para catalisar reagcdes em solventes organicos e outros meios

Nnao convencionais.

Os fluidos supercriticos comegaram entdo a ser examinados como meio
potencial para a catalise enzimética. O uso de solventes ndo aquosos para reag¢des
enzimaticas sao atrativos por varias razées. Uma enzima em um solvente nao
aquoso pode possuir interacdes solvente/enzima similares aquelas de seu meio
nativo e, entdo, mostrar atividade maior quando comparada a agua pura. Os
substratos podem, também, ser mais solUveis em um solvente ndo aquoso, fazendo
com que as taxas de reacdo sejam maiores neste tipo de solvente (OLIVEIRA,

1999).

Varios aspectos podem ser considerados para se compreender as
contribuigdes que o uso de fluidos pressurizados pode trazer a biotecnologia, a sua
aplicacdo em reagbes enzimaticas, o que justifica a realizagdo de pesquisas no
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sentido de dominar esse novo processo, em crescente nivel de utilizacao na Europa,

Japao e Estados Unidos, como apresentado a seguir (OLIVEIRA, 1999):

- Os métodos convencionais para a producao de compostos, via enzimatica, na
maioria das vezes, leva a formacdo de subprodutos indesejaveis que podem ser
dificeis de serem separados e recuperados do produto. Quando este processo é
realizado via fluido pressurizado, este problema é minimizado, uma vez que 0s
solventes pressurizados, além de exibirem propriedades similares aos solventes
organicos, ainda possuem a capacidade adicional de facilitar a separacdo dos

produtos apos a reacao;

- A substituicdo de um solvente orgénico convencional, tal como o hexano, por
um fluido supercritico, resultar4 em taxas de transferéncia de massa maiores devido

a maior difusividade nos fluidos supercriticos;

- O uso de fluidos supercriticos como solventes em reagdes enzimaticas, além
das vantagens ja citadas, permite, também, o controle das variaveis que conduzem a
reacdo, regeneracdo do catalisador, controle da taxa de reacdo e controle da
distribuicdo do produto.

Assim, como no processo de extracao, os principais atrativos do uso de fluidos
supercriticos como meios para reagdes enzimaticas incluem sua maior difusividade
(RUSSEL e BECKMAN, 1991) e menor viscosidade que a dos solventes liquidos,
suas propriedades de solvente dependentes da pressao e temperatura proximas do

ponto critico e a simplificacao potencial das etapas de separacao e recuperacao.

Muitas reagbes tém sido estudadas nesta area, incluindo a oxidagao de fendis
pela polifenol oxidase (HAMMOND et al., 1985), a converséo de p- nitrofenilfosfato a
p-nitrofenol por uma fosfatase alcalina (RANDOLPH et al.,, 1988) e a sintese de
precursores do aspartame pela termolisina (KAMIHIRA et al., 1987). As classes de
reacoes estudadas mais extensivamente em fluidos supercriticos, contudo, tém sido
a esterificacao e transesterificacao catalisadas por lipases. Taxas de reacao em CO
supercritico e em solventes organicos (tipicamente, hexano) tém sido comparadas
(PASTA et al., 1989; MARTY et al., 1990 e 1992; KAMAT et al., 1992; OLIVEIRA e
OLIVEIRA, 2000 e 2001). Através da observacao dos trabalhos apresentados na
literatura relacionados ao emprego de fluidos supercriticos, pode-se salientar que a
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realizacao de reacbes enzimaticas em condi¢cdes supercriticas constituem uma nova

oportunidade para a biotecnologia.

2.4.1 Efeito da pressao nas enzimas

Quando se utiliza fluidos pressurizados, a pressdo encontra-se acima da
pressdao atmosférica, sendo o efeito intrinseco da pressdo nas enzimas um
importante parametro. Pode-se analisar o efeito da pressdao na conformagédo da
enzima (estabilidade) e nas propriedades fisicas do fluido pressurizado. O uso de
fluidos pressurizados esta relacionado as altas pressdes e esta variavel pode, de
alguma forma, afetar as enzimas.

PENNISTON (1971) observou que em sistemas aquosos, pressdes abaixo de
1000 bar ndo apresentam efeito significativo na atividade enziméatica. A atividade de
enzimas monomeéricas aumenta com o aumento da pressdo enquanto enzimas
multiméricas perdem atividade com o aumento da pressao. Os grupos de Blanch e
Chark (RANDOLPH el al., 1988), usando espectroscopia de ressonancia magnética
a alta pressao, ndo observaram qualquer mudanca significativa na estrutura da
colesterol oxidase em misturas de CO, —co-solvente a 35°C entre 1bar e 113 bar.
AFFLECK et al. (1994) mostraram nao haver mudanga conformacional consideravel
na subtilisina a 700 bar em n-hexano. Em contraste, estudos recentes usando
espectroscopia de fluorescéncia mostraram que a tripsina sofreu uma mudanca
conformacional em CO, supercritico durante a despressurizagdo. Contudo, nenhum
dado de atividade foi reportado para determinar os efeitos de tais mudancas
estruturais (OLIVEIRA, 1999).

A hipétese mais aceita com relacdo a perda de atividade enzimatica em meio
supercritico sugere que a taxa de despressurizacdo do CO. supercritico e 0
conteudo de agua do solvente tém um efeito direto na taxa de desnaturacao e que
enzimas que contém pontes de dissulfito sdo menos propensas a desnaturacao.
TANAGUCHI et al. (1987) examinaram o efeito do CO, supercritico em 9 enzimas
comerciais a 35°C e 203 bar. Apds 1 hora de exposi¢cao, os autores ndo observaram
perda na atividade das enzimas. Além disso, nenhuma mudanga significativa na
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estabilidade foi observada apos a adicao de 0,1% de agua e 3% de etanol. Contudo,
a atividade da lipase foi reduzida em 20% quando tratada com 0,1% de agua e 6%
de etanol. Os autores também concluiram que a lipase associada com 50% (em
peso) de agua perdeu 2/3 de sua atividade original apds exposicdo em CO
supercritico. Em contrapartida, KASCHE et al. (1988) mostraram que a atividade de
algumas enzimas foi adversamente afetada pela despressurizacao.

STEINBERGER et al. (1999) avaliaram o efeito isolado da despressurizagao
em sistemas contendo CO,-esterase (EP10) e CO, —lipase (Aspergillus niger) a 35°C
e 150 bar. Apés a realizagdo de ciclos consecutivos de
pressurizacao/despressurizacdo, a atividade residual das duas enzimas foi
determinada. No final deste procedimento, a lipase manteve 92,2+9,3% de sua
atividade, enquanto a esterase, 102,3+3,8%, mostrando que a despressurizacao,

isoladamente, ndo afetou a atividade das enzimas estudadas.

2.4.2 Efeito da agua em fluidos pressurizados

Enzimas sdo inativas na completa auséncia de agua, mas a quantidade de
agua necessdria para uma enzima ser cataliticamente ativa € surpreendentemente
baixa (ZAKS e KLIBANOV, 1985). Em sistemas n&o aquosos, o teor de agua
necessario para manter uma enzima na forma cataliticamente ativa é geralmente
equivalente a uma monocamada por molécula de enzima. Estas moléculas
essenciais de agua sao ligadas por interagdes nao-covalentes que mantém a
estrutura nativa da proteina. Se as moléculas de agua em volta da enzima séo
perturbadas, a enzima geralmente perde sua atividade.

O meio nao aquoso pode retirar a agua associada a molécula da enzima e esta
tendéncia depende do tipo de solvente (ZAKS e KLIBANOV,1985). Solventes mais
hidrofilicos apresentam uma tendéncia maior em retirar a agua essencial para a
molécula da enzima. Este fato é bem ilustrado pela reacdo de transesterificacao
entre metacrilatodemetila (MMA) e 2-etilhexanol catalisada por Candida cylindracea
em varios solventes organicos (KAMAT et al., 1992). A lipase mostrou atividade

maior em solventes hidrofébicos, tais como hexano, comparado com sua atividade
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em um solvente hidrofilico, tal como éter butilico. Os autores concluiram que,
quando do uso de éter butilico como solvente, a maioria da agua disponivel foi

deslocada da enzima para o solvente.

Este principio pode também ser aplicado a sistemas envolvendo fluidos
supercriticos. Algumas lipases, por exemplo, aumentam sua atividade pela adi¢cao de
agua ao CO; supercritico. A quantidade de agua necesséria para manter a atividade
6tima, contudo, depende do tipo de suporte, no caso de enzimas imobilizadas, do
tipo de reacéo e do solvente utilizado (OLIVEIRA, 1999).

Geralmente, a atividade enzimdtica aumenta com o aumento do conteudo de
agua adicionado ao fluido supercritico até um determinado limite. Quando o
conteudo de agua excede o nivel étimo em reacgdes de transesterificagdo, as
reacOes de hidrolise tornam-se predominantes e a taxa da reacdo desejada cai.
Pode-se, com base nas informacdes da literatura, concluir que o tipo de reacdo e o
meio reacional sdo também importantes na determinacdo da dependéncia da

atividade enzimdtica com o conteudo de agua (OLIVEIRA, 1999).

Neste sentido, existem duas maneiras de manter a hidratagdo da enzima em
meio ndo aquoso. Agua pode ser adicionada diretamente ao sistema reacional ou,
alternativamente, sais hidratados podem ser adicionados como uma fonte indireta.
De acordo com HALLING (1990), em meio ndo aquoso, a concentragao de agua é o

parametro chave a ser considerado.

A adicdo de agua a preparacbes enzimaticas soélidas pode aumentar a
atividade enzimatica através do aumento da polaridade e da flexibilidade do sitio
ativo da enzima. No entanto, excesso de agua facilita a agregacao da enzima e pode
provocar um decréscimo de sua atividade (YANG e RUSSEL, 1996).

As propriedades fisico-quimicas exibidas por uma enzima estao relacionadas
direta ou indiretamente ao papel da &agua nas interacbes nao covalentes
(eletrostaticas, pontes de hidrogénio, van der Waals e hidrofdbicas), as quais ajudam

a manter a conformagao cataliticamente ativa da enzima (ILLANES, 1994).

A hidratacao dos grupos carregados e polares das moléculas da enzima parece

ser um pré-requisito para a catdlise enzimatica. E possivel que, na auséncia de
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agua, esses grupos interajam produzindo uma conformacdo estrutural inativa. A
funcdo da agua na manutencao da atividade enzimatica em meio ndo aquoso parece
estar relacionada com a sua capacidade de formar ligacdes de hidrogénio com
esses grupos funcionais protegendo, portanto, dieletricamente as interacdes
eletrostaticas entre os grupos ionizados e neutralizando as intera¢des dipolo-dipolo
entre unidades peptidicas e grupos vizinhos polares da proteina (LANGONE, 1998).

A remocado de agua ligada a proteina aumenta a forca das ligacdes de
hidrogénio intramoleculares e das pontes salinas, que estabilizam as proteinas nas
suas conformacodes originais, conferindo-lhes rigidez estrutural. A desnaturacédo das
enzimas através do calor requer ampla mobilidade conformacional, o que envolve
agua livre. Além disso, a eliminacao da agua do sistema dificulta a ocorréncia de um
namero de reagdes quimicas indesejaveis, as quais sdo promovidas através do
aumento da temperatura, tais como, reagdes de hidrélise, de oxidagdo, de
isomerizagao, entre outras, que promovem a inativacdo da proteina em solucdes
aquosas (YANG e RUSSEL, 1996).

2.4.3 Efeito do tipo de suporte

A natureza do suporte usado para imobilizar uma enzima tem um importante
papel na determinacdo da particdo da agua entre enzima, solvente e suporte.
Estudos usando enzimas imobilizadas em diferentes suportes tém mostrado grande
variagdo nas concentracbes oOtimas de agua. Por exemplo, lipase (Candida
cylindracea) imobilizada em Celite 545, necessita de 1ml de agua por g de enzima
para atividade 6tima na sintese de etil oleato a partir de etanol e acido oléico. A
lipase de Mucor miehei suportada em Duolite necessita 1% p/p de agua para
atividade étima na reacao entre trioleina e acido estearico, enquanto 0,1g de agua
por g de suporte foi necessaria na esterificacdo do acido oléico por etanol (YU et al.,
1993).

CARTA et al. (1995) estudaram reacdes de esterificacao utilizando lipase de
Candida cylindracea imobilizada em suporte de nylon em reatores continuos e em
batelada. Os autores verificaram que a enzima imobilizada foi efetiva na sintese de
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etilpropionato, isoamilpropionato e isometilbutirato. Utilizando etanol dissolvido em n-
hexano como substrato, a velocidade especifica maxima de esterificacao foi de 0,02
mol/h.g de proteina imobilizada, mas a enzima s6 se mostrou estavel quando a
concentragdo de substrato era inferior a 0,2 molar. Quando alcool isoamilico
dissolvido em hexano foi utilizado como substrato, velocidades da ordem de 0,085
mol/h.g de proteina imobilizada foram observadas, além do que a enzima

permaneceu estavel em concentragdes maiores de substrato.

MUSTRANTA et al. (1993) utilizaram lipases de Candida -cylindracea,
Aspergillus niger e Pseudomonas fluorescens imobilizadas em resina de troca idnica
e terra diatomacea por adsorcao, utilizando tampao ou hexano como solvente. As
preparacdes enzimaticas foram empregadas na esterificagdo de acido laurico com
diferentes alcoois. Os autores observaram que todas as preparacdes de enzimas

imobilizadas foram capazes de catalisar a sintese de metil, etil e amil lauratos.

ISO et al. (2001) compararam o desempenho da lipase de Pseudomonas
fluorescens livre e imobilizada na producao de ésteres, usando trioleina e 6leo de
girassol e propanol e butanol como substratos. Com o uso de propanol e enzima
imobilizada a conversao chegou a 100% em 10 horas, enquanto que para a enzima
livre obteve-se 90% em 25 horas, a temperatura foi mantida em 50°C. Os autores
constataram que para o butanol, a reacdo teve maior conversao em um menor

tempo com o uso de enzima imobilizada.

2.4.4 Efeito do solvente sobre as enzimas

Muitos trabalhos tém sido realizados com o objetivo de investigar a importancia
dos solventes pressurizados na estabilidade das enzimas (CATONI et al., 1996;
CERNIA et al., 1998; KNEZ e HABULIN, 2001; LANZA et al., 2004; STEINBERGER
et al, 1999).

A atividade enzimatica depende do tipo de fluido utilizado provavelmente como
resultado de diferentes interagdes proteina-solvente. As interagdes proteina-meio
pressurizado que podem afetar a atividade enzimatica incluem a particdo do
substrato, produto e agua entre a enzima e o solvente, e interacdes diretas entre o
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fluido e a enzima, as quais podem inibir ou inativar a enzima por quebra das ligagdes
hidrogénio, ibnica e hidrofébica. A particdo do substrato entre o sitio ativo € o
solvente depende da hidrofobicidade do solvente e da enzima. Os solventes menos
nocivos as enzimas sao aqueles mais hidrofébicos, pois interagem menos com a
agua necessaria para o funcionamento da enzima. Solventes hidrofilicos, ou seja,
solventes que contém maior quantidade de grupos polares ou centros capazes de
formar pontes de hidrogénio, tendem a retirar a agua essencial das proximidades da
enzima, acarretando a perda da atividade enzimatica (KNEZ e HABULIN, 2001).

Os critérios para determinacdo da hidrofobicidade de um solvente estado
sujeitos a controvérsias. Um dos mais importantes indicadores de hidrofobicidade é
a constante dielétrica (ILLANES, 1994). A constante dielétrica do solvente é
responsavel pelas interacdes especificas entre a enzima e o solvente. Admite-se que
a diminuicdo da constante dielétrica do solvente permite 0 aumento das interagoes
eletrostaticas entre os residuos ionizaveis da molécula de enzima, o que pode
causar uma reducdo da flexibilidade interna da proteina. Considerando que a
mobilidade molecular é essencial para a atividade catalitica da enzima, uma reducao
na sua flexibilidade é normalmente acompanhada por uma diminuigdo da atividade
enzimatica. A modificacdo do valor da constante dielétrica também altera o valor de
pKa dos residuos ionizaveis da superficie da proteina. Se essa modificagdo ocorrer
no sitio ativo ou préximo a ele, pode haver a alteragdo da ligagdo e/ou da conversao
dos substratos e, quando a mudanga na constante dielétrica é drastica, a estrutura
tridimensional da enzima pode ser afetada (MONOT, 1994).

A atividade enziméatica é sensivel ao pH, e em solugdes aquosas a
dependéncia da atividade com o pH reflete a ionizacdo de varios residuos de
aminoacidos que tém um papel importante na catdlise. Contudo, em meio néo
aquoso, a falta de uma fase aquosa definida torna dificil a definicdo do pH, e
medidas diretas de pH nao sao factiveis (DORDICK, 1989). Em meio ndo aquoso,
enzimas mudam sua atividade se o pH do meio micro-aquoso em volta dela for
alterado. Presume-se que o CO; se dissolve na camada de hidratagdo associada

com a enzima, podendo mudar o pH local e afetar a atividade enzimatica.
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Para a ativagdo da enzima é necessaria a presenca de pelo menos uma
pequena monocamada de &gua. Em reacbes enzimaticas sob condigdes
supercriticas a agua divide-se entre a enzima e a mistura reacional. Em um sistema
essencialmente ndo aquoso a agua divide-se preferencialmente entre o solvente
com o aumento da hidrofobicidade. Para KNEZ e HABULIN (2001), que utilizaram as
lipases Pseudomonas fluorescens, Rhizopus javanicus, Rhizopus niveus e porcine
pancreas em CO, supercritico e propano a 300 bar e 40°C por 24 horas, a atividade
das enzimas em propano foi maior do que em CO, supercritico possivelmente
devido as diferentes particbes de agua no solvente. Comparando sistemas sem a
utilizacdo de solventes com sistemas que utilizam propano como meio de reagéo,
pbde-se observar uma taxa de reagao 4 (para porcine pancreas) a 9 (Rhizopus

javanicus) vezes maior do que em meios aquosos.

OLIVEIRA e OLIVEIRA (2001) estudaram a perda de atividade das enzimas
Lipozyme IM e Novozym 435 submetidas a CO, supercritico em um sistema
reacional contendo 6leo de dendé, enzima e etanol nas condi¢ées de temperatura
entre 40-70°C e pressao de 73 a 200 bar. No caso da enzima Lipozyme IM muitas
variaveis afetaram a perda de atividade, por outro lado, para a enzima Novozym 435
nenhuma variavel, dentro das condicbes estudadas, afetou significativamente a
perda de atividade enzimatica. Os autores concluiram que a estabilidade de uma
enzima em CO, supercritico depende de sua estrutura e, por outro lado, de varios
parametros relacionados a aplicacao de CO, supercritico. Para LANZA et al. (2004),
a enzima Novozym 435 submetida ao CO, supercritico na faixa de temperatura de
30 a 70°C, pressao de 70-250 bar, tempo de exposicdao de 1-3 horas e taxa de
despressurizacdo de 10-200[kgm™>min'] em um sistema enzima/solvente,
apresentou perda menor do que 15% na atividade enzimatica. Os resultados obtidos
mostraram que a temperatura e a densidade possuem grande influéncia na perda de
atividade, ja a taxa de descompressao apresentou uma pequena influéncia na perda
de atividade.

Devido ao fato de as enzimas responderem diferentemente a modificagbes na

superficie, os efeitos obtidos no uso de CO, supercritico e de propano e n-butano
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comprimidos como solventes em um sistema enzimatico ndo podem ser aplicados a

outros sistemas enzimaticos.

2.4.5 Termoestabilidade de enzimas em fluidos pressurizados

Uma das principais propriedades das enzimas suspensas em sistemas nao
aquosos é o aumento da estabilidade térmica da enzima relativamente ao meio
aquoso. A agua possui um papel importante na inativacdo enzimatica a alta
temperatura. Acredita-se que a altas temperaturas, a dgua aumente a mobilidade
das moléculas de proteina e isto aumente a taxa de desnaturacdo (ZAKS e
KLIBANOV,1986). Desta forma, € natural que a enzima exiba maior
termoestabilidade em meio ndo aquoso. A estabilidade de enzimas em fluidos
supercriticos tem sido estudada no intervalo de 35 a 60°C. A maioria dos trabalhos
foi realizada em CO, supercritico nas proximidades do ponto critico, onde o fluido é
altamente compressivel. Embora as enzimas sejam estaveis a altas temperaturas
em CO,, elas perdem atividade dependendo da taxa de despressurizacdo e do
conteudo de agua no sistema. Quanto maior o conteudo de dgua mais significativa a
perda de atividade.

Lipases (ZAKS e KLIBANOV,1985), FoFi-ATPase mitocondrial (GARZA-
RAMOS et al., 1989) e citocromo-oxidase (AYALA et al., 1986) mantiveram-se ativas
acima de 100°C em meio ndo aquoso, geralmente com atividade maior do que em
agua. Por exemplo, lipase a 100°C possui um tempo de meia vida de 12 horas em
tributirina contendo 0,015% (v/v) de agua, enquanto em meio aquoso este tempo é
da ordem de segundos, a mesma temperatura (ZAKS e KLIBANOV, 1985).

CHULALAKSANANUKUL et al. (1993) estudaram a termoestabilidade de lipase
(Mucor miehei) sob diferentes conteudos de agua, a 40, 60, 80 e 100°C. Concluiram
que o conteudo de agua e a temperatura devem ser apropriadamente balanceados
para obtencdo da atividade e estabilidade otimas da enzima. Em todas as
temperaturas, a atividade enzimatica diminui com o aumento do conteudo de agua,
dentro da faixa estudada pelos autores. Uma dependéncia com a temperatura similar
foi reportada por STEYTLER et al. (1991), os quais estudaram a atividade de
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Candida cylindracea B para esterificagdo de acido laurico com butanol em CO;
supercritico a 20, 40 e 60°C. A enzima apresentou atividade étima a 40°C. Em geral,
em fluidos supercriticos, as enzimas sao estaveis e mostram atividade 6tima em
torno de 45°C.

2.5 Consideracoes Finais

Na revisao da literatura apresentada no decorrer deste capitulo, apresentou-se
uma explanacéo sobre a aplicacdo de lipases em fluidos pressurizados e procurou-
se relatar o estado da arte no qual o presente trabalho se insere.

Poucos trabalhos sobre a atividade de lipases submetidas a altas pressodes
em um sistema enzima-solvente estdo disponiveis na literatura. Levando-se em
conta este fato e também devido a grande disponibilidade de 6leos e gorduras no
Brasil e a relevancia na obtencéo de produtos de alto valor agregado a partir destes
compostos, configurou-se a proposta deste trabalho, que tem como principal objetivo
avaliar o comportamento da atividade enzimatica de trés lipases imobilizadas — duas
comerciais: Lipozyme IM e Novozym 435 (Novozymes Brasil/ Araucaria-PR) e uma
obtida de Yarrowia lipolytica imobilizada em Accurel® MP 1000— em diferentes
solventes pressurizados — CO, , propano e n-butano, visando estabelecer faixas de
operacao — temperatura, tempo de exposi¢ao, taxa de despressurizacéo, densidade
reduzida ou pressdo — para utilizacdo destas como catalisadores em reacdes de

modificacdo de 6leos vegetais.
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3 MATERIAL E METODOS

Neste capitulo serdo listados os materiais e métodos utilizados no
desenvolvimento das etapas do trabalho, o qual baseou-se na avaliacdo da atividade
das lipases imobilizadas comerciais Lipozyme IM e Novozym 435 e da ndo-comercial

de Yarrowia lipolytica, submetidas a diferentes fluidos pressurizados.

3.1 Material

Foram utilizados neste trabalho: acido laurico marca VETEC, acetona (99,5%
de pureza), alcool etilico comercial (95% de pureza) e 4alcool n-propanol
provenientes da QUIMEX.

Os solventes utilizados foram CO, de procedéncia da White Martins S.A.,
propano e n-butano, ambos de procedéncia da AGA. Na Tabela 3.1 encontram-se
relacionados os solventes utilizados e a Tabela 3.2 apresenta as propriedades

criticas dos mesmos.

Tabela 3.1 — Caracteristicas dos solventes utilizados.

Componentes Procedéncia Pureza
CO, WHITE MARTINS S.A. 99,9% (fase liquida)
propano AGA 99,5% (fase liquida)
n-butano AGA 99,5% (fase liquida)

Tabela 3.2 — Propriedades criticas dos solventes utilizados neste trabalho.

Peso Pressao Temperatura Densidade
Solvente Molecular Critica Critica Critica
[g/gmol] [bar] [°C] [g/cm®]
CO. 44,01 73,8 31,3 0,46
propano 44,09 42,49 96,67 0,22
n-butano 58,12 37,97 152,03 0,23

Fonte: Reid et al. (1987).
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3.1.1 Enzimas

Duas lipases imobilizadas comerciais e uma nao-comercial apresentadas na
forma granulada, sem nenhum tratamento ou adigdo de outra substancia, foram
utilizadas na realizacdo deste trabalho. As lipases comerciais foram gentilmente
cedidas pela Novozymes Brasil/Araucaria-PR e a nao-comercial foi gentilmente
cedida pelo Laboratério de Biotecnologia Microbiana do Instituto de Quimica da
UFRJ/RJ.

As caracteristicas especificas das trés lipases imobilizadas sdo apresentadas

a seguir:

a) Lipozyme IM (Rhizomucor miehei): lipase produzida por fermentagdo submersa e
imobilizada em resina de troca anidnica. Apresenta especificidade nas posicoes 1,3
do triglicerideo e pertence a classe de hidrolases triacilglicerdis (EC 3.1.1.3), com
tamanho de particula entre 0,2-0,6 mm, densidade entre 350-450 Kg/m® e contetido
de agua entre 2-3%. Segundo o fornecedor, a enzima pode ser utilizada em
temperaturas na faixa de 30-70°C. Na Figura 3.1 observa-se uma amostra da lipase
Lipozyme IM.

Figura 3.1 — Amostra da lipase Lipozyme IM.
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b) Novozym 435 (Candida antarctica): lipase produzida por fermentagdo submersa e
imobilizada em resina acrilica macroporosa. A lipase atua nao especificamente nas 3
posicdes do triglicerideo. Apresenta tamanho de particula entre 0,3-0,9 mm,
densidade de aproximadamente 430 Kg/m® e contetido de agua entre 1-2%. E uma
lipase termoestavel com uma atividade 6tima na faixa de temperatura entre 70-80°C.
Na Figura 3.2 observa-se uma amostra da lipase Novozym 435.

Figura 3.2 — Amostra da lipase Novozym 435.

c) Lipase imobilizada de Yarrowia lipolytica: Esta enzima foi produzida em um
meio constituido (m/v) de 1% de glicose, 3% de extrato de soro de leite, 0,8% de
sulfato de aménio, 1% de xarope de milho e 0,5% de 6leo de oliva. Apds 30 horas de
fermentagdo o meio de cultura foi centrifugado e o sobrenadante, seco por
liofilizagcao. O extrato enzimatico foi solubilizado em tampéao fosfato (0,05M pH 7,0) e
imobilizado pelo método de absorcéo fisica em suporte hidrofébico (Accurel® MP
1000). Na Figura 3.3 observa-se uma amostra da lipase de Yarrowia lipolytica.

Método utilizado na imobilizagdo: O suporte (1,0g) foi embebido em etanol (10ml) por

30 minutos, posteriormente com 10 ml de uma solucao etanol-agua (1:1) e apés 10
minutos essa solucdo foi substituida por agua destilada que foi removida em
seguida, logo apo6s a sedimentacdo do material. O objetivo deste procedimento foi o
deslocamento do ar existente nos intersticios do suporte para permitir o acesso de

solugbes contendo a enzima. A imobilizacdo da lipase de Yarrowia lipolytica foi
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realizada pela adicdo de 50 ml da enzima a 1,0 g das resinas, com agitacao
magnética em temperatura de 5°C. Ap6s o decorrimento do tempo estabelecido para
a imobilizacao, procedeu-se a filtracdo e lavagem dos sélidos com agua destilada
para remocao da enzima nao-aderida. Em seguida, o biocatalisador foi seco em
dessecador, sob vacuo, por dois dias. Foram retiradas aliquotas do sobrenadante
em intervalos de tempo pré-determinados para a avaliacdo da absorcdo de
proteinas. O procedimento referente a producdo e imobilizagdo desta lipase foi
realizado no Laboratério de Biotecnologia Microbiana do Instituto de Quimica da
UFRJ/RJ.

Figura 3.3 — Amostra da lipase de Yarrowia lipolytica.

Cabe ressaltar que as trés enzimas foram armazenadas em refrigerador a 4°C

e no dia anterior ao seu uso, eram colocadas em dessecador.

3.2 Métodos

3.2.1 Método para determinacao da atividade enzimatica de lipases

A atividade da enzima foi quantificada pelo consumo de acido laurico na reacao
de esterificacao entre o acido laurico e glicerol com razao molar acido-alcool de 3:1 a
temperatura de 60°C, com a enzima a 5% (p/p) mantida sob agitacdo por 40
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minutos. A reacao foi iniciada pela adicdo da enzima ao meio reacional, em um
reator de vidro aberto, de 20mL, provido de agitacdo magnética e conectado a um
banho termostatico (Figura 3.4). Aliquotas de 150puL, em triplicata, foram retiradas do
meio reacional no tempo zero e apdés 40 minutos de reacado e foram diluidas em
20mL de acetona-etanol (1:1) com a finalidade de cessar a reagao e de extracédo dos
acidos restantes. A quantidade de &cido laurico consumido foi determinada por
titulagdo com NaOH 0,01N. Uma unidade de atividade foi definida como a
quantidade de enzima que conduz ao consumo de 1umol de acido laurico por minuto

nas condi¢des experimentais descritas (OLIVEIRA, (1999) modificado).

Figura 3.4 - Foto do equipamento utilizado para medida de atividade.

A atividade enzimédtica foi calculada através da equacgao a seguir:

Atividade (U/g) =  [(VnaoH) — (VP Naor)] X N
x 10° (1)

txma
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onde: N = normalidade da solucdo de NaOH;
Voaon = volume de NaOH gasto na titulagdo da amostra retirada no tempo
zero (ml);
V01 = volume de NaOH gasto na titulacdo da amostra retirada apés 40’
minutos de reacao (ml);
ma = massa de preparagao enzimatica utilizada na reacao (g);
t= tempo de reacao (min) e

1U= 1 umol de acido /min.

A perda ou ganho de atividade foi calculada através da equagéo abaixo:

Perda ou ganho (%) = Atividade (U/g) ap0s a pressurizagao x 100 (2)

Atividade (U/g) antes da pressurizacao

3.3 Procedimento experimental

O equipamento utilizado em todos os experimentos para avaliacao da atividade
enzimatica em fluidos pressurizados consiste basicamente de um reator de aco
inoxidavel de 30ml, acoplado a um banho termostatico (Quimis) para controle da
temperatura, uma bomba de alta pressdo (ISCO 260D) acoplada a uma banho
termostatico a 7°C, um cilindro de solvente e um transdutor de pressédo (Smar
LD301) equipado com um indicador (Smar HT201), conforme apresentado
esquematicamente na Figura 3.5. Aproximadamente 1g de lipase (ativada em estufa
por 1 hora a 40°C) foi adicionada ao reator, pressurizando-se posteriormente o
sistema e mantendo-o a pressdao e temperatura constantes pelo tempo pré-
estabelecido no planejamento experimental. O sistema foi despressurizado

manualmente através de uma valvula micrométrica tipo agulha (Hope) envolvida por
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uma fita de aquecimento (Fisaton, modelo 5) a fim de evitar o congelamento durante
a despressurizagdo. A amostra de enzima foi retirada do reator e entdo a atividade
enzimatica da lipase foi determinada pela metodologia apresentada na secao 3.2.2.
Antes de submeter a enzima a condi¢cdo experimental pré-estabelecida, a atividade
era determinada possibilitando a avaliagcdo do ganho ou da perda de atividade
enzimatica na referida condicdo, em funcdo da temperatura, tempo de exposicao,
taxa de despressurizagédo, densidade reduzida ou pressao do sistema. Uma vista
geral da unidade e do reator utilizados nos experimentos pode ser verificada nas
Figuras 3.6 e 3.7.

G
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Figura 3.5 — Diagrama esquematico do aparato experimental utilizado. (A) cilindro

de gas, (B) e (C) banhos termostaticos, (D) reator, (E) valvula micrométrica, (F)
bomba de alta presséo, (G) transdutor de pressao.
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Figura 3.6 — Foto da unidade utilizada nos experimentos.

Figura 3.7 — Foto do reator utilizado nos experimentos.
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3.4 Planejamento de experimentos e analise estatistica

Com o objetivo de determinar as melhores condicées de atividade das lipases a
alta pressao, como também possibilitar a avaliagdo dos efeitos independentes das
variaveis do processo, um planejamento experimental fatorial saturado com 2 niveis
e 4 variaveis foi realizado para cada solvente e enzima. As variaveis estudadas
foram temperatura, tempo de exposi¢cdo da enzima ao solvente pressurizado, taxa
de despressurizagdo do sistema e densidade reduzida para o CO, e pressao no
caso do propano e n-butano.

O intervalo de estudo das variaveis foi escolhido de modo a abranger a escala
geralmente utilizada em reagdes de transesterificacdo. Os valores de pressao para o
sistema CO, foram obtidos através da correlacdo pela equacédo de estado de
ANGUS et al. (1976). As propriedades fisicas dos fluidos supercriticos (FSC) variam
grandemente com as condi¢des de estado destes fluidos, que é caracterizada pelo
comportamento PVT (pressao, volume e temperatura) do sistema. As equacdes de
estado representam mais adequadamente este comportamento em sistemas com
FSC e permitem a determinacao dos valores de densidade do solvente e/ou mistura
soluto/solvente para as diferentes composicées obtidas. No presente trabalho
adotou-se para o CO, a faixa de densidade reduzida de 0,5 a 1,6, tendo sido a
pressdao estimada através da equacdo de ANGUS et al. (1976). Para solventes
liquidos comprimidos, como o caso do propano e n-butano, na faixa investigada a
equacao HBT (REID et al.,1987) fornece resultados mais precisos e foi empregada
para monitorar a densidade. Para esses solventes, uma grande diferenca de
pressao nao ocasiona alteracao sensivel na densidade. Dentro da faixa experimental
investigada, ndo ocorre alteragéo significativa na densidade e por este motivo nao
utilizou-se a equagdo HBT para calcular a pressdao dos solventes propano e
n-butano.

A Tabela 3.3 apresenta o intervalo de estudo das variaveis para determinacao
da atividade enzimatica das lipases Lipozyme IM, Novozym 435 e de Yarrowia
lipolytica submetidas ao CO,. O mesmo intervalo de estudo das variaveis foi utilizado
para os outros dois solventes, apenas houve a substituicdo da variavel densidade

reduzida pela presséo, no caso do propano (30-250 bar) e n-butano (10-250 bar).
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Tabela 3.3 - Intervalo de estudo das variaveis.

Variavel Intervalo de estudo
Temperatura (T) [°C] 35-75
Tempo de exposicao (t) [h] 1-6
Taxa de despressurizagdo CO; (R) [kgm™>min™] 10-200
Taxa de despressurizacao propano (R) [bar/min] 2-50
Taxa de despressurizagao n-butano (R) [bar/min] 2-50
Densidade reduzida CO. (DR) 0,5-1,6
Presséao propano (P) [bar] 30-250
Pressao n-butano (P) [bar] 10-250

Para cada um dos trés solventes foi construida uma matriz experimental para o
planejamento fatorial. Para o solvente CO, a Tabela 3.4 apresenta a matriz
experimental para as trés enzimas estudadas. Para os outros dois solventes a
mesma matriz experimental foi construida substituindo-se a variavel densidade
reduzida pela pressdo. Para as enzimas Lipozyme IM e Novozym 435 os
experimentos foram realizados randomicamente e com réplica de cada ponto e para
a lipase de Yarrowia lipolytica foram realizadas réplicas apenas no ponto central. O
erro experimental para cada condicao foi obtido através da média e desvio padrao. A
perda ou ganho de atividade foi depois modelada empiricamente de forma a
determinar a influéncia das principais variaveis no processo e a interacéo entre as

mesmas.

Visando obter uma comparacéo direta do efeito de cada variavel, as variaveis
independentes foram normalizadas no intervalo de —1 a +1, de acordo com a

equacgao abaixo:

Xj= [2(Xi'Xmin)/(Xmax'xmin)]'1 (3)



Capitulo 3 — Material e Métodos 33

onde x; € o valor normalizado da variavel X na condicao i; X; € o valor real € Xmin €
Xmax representam o limite inferior e superior, respectivamente. O nivel —1 representa

o limite inferior, enquanto o nivel +1 representa o limite superior de cada variavel.

Tabela 3.4. Matriz experimental empregada no estudo da atividade de lipases em

CO; a alta pressao.

T t R Densidade

Experimento [°C] [h] [kgm'3min'1] Reduzida
(DR)
1 35(-1) 1(-1) 10(-1) 0,5(-1)
2 35(-1) 1(-1) 200(+1) 1,6(+1)
3 35(-1) 6(+1) 10(-1) 1,6(+1)
4 35(-1) 6(+1) 200(+1) 0,5(-1)
5 75(+1) 1(-1) 10(-1) 1,6(+1)
6 75(+1) 1(-1) 200(+1) 0,5(-1)
7 75(+1) 6(+1) 10(-1) 0,5(-1)
8 75(+1) 6(+1) 200(+1) 1,6(+1)
9 55(0) 3,5(0) 105(0) 1,05(0)

Com o objetivo de verificar a significancia dos parametros, o teste t de Student
foi aplicado, adotando um nivel de confianga de 95%. O teste t é um teste
biparamétrico: nimero de graus de liberdade (numero de experimentos — niumero de
parametros) e confianga estipulada. De posse destes valores e consultando a tabela
de Student (PINTO et al., 1987), obtém-se o valor de t. O valor da variacao é
encontrado pela multiplicacdo do valor de t pelo erro da media (desvio padrao do
parametro dividido pela raiz do numero de experimentos). Para verificar se o

parametro é significativo ou ndo, o seguinte teste deve ser realizado:

e Se o0 parametro for positivo, faca a operacao (parametro — t), caso obtenha um

valor negativo o parametro ndao pode ser considerado significativo.

e Se o0 parametro for negativo, faga (parametro + t), se o valor obtido for positivo,

0 parametro nao é significativo.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A seguir serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos para a

atividade das lipases imobilizadas estudadas submetidas a fluidos pressurizados.

4.1 Testes preliminares

A enzima, antes de ser utilizada, foi ativada em estufa a 40°C segundo
OLIVEIRA (1999). Para determinagdao do melhor tempo de ativagdo da enzima em
estufa alguns testes foram realizados. Somado a isso, realizaram—se testes para
definir qual o melhor substrato a ser utilizado na reagcdo padrdo para medida da
atividade enzimdtica de lipases. Nestes testes a enzima utilizada foi a Lipozyme IM e

os procedimentos sdo descritos a seguir.

a) Definicao do tempo de ativacao da Lipozyme IM em estufa

Para determinacdo do tempo ideal de ativacdo de forma a obter a maior
atividade enzimatica, foram testados os tempos de 0,5h; 1h; 1,5h e 3h. A enzima era
colocada em estufa a 40°C e apds os tempos de estudo era medida a atividade. Os
resultados apresentados na Figura 4.1 indicam que o tempo de exposicao em estufa
a 40°C que levou a uma maior atividade enzimatica foi de 1 hora de exposicao,
como pode ser melhor verificado na Tabela 4.1, e por este motivo este tempo foi
adotado em todos os experimentos.

O resultado obtido para a enzima Lipozyme IM foi adotado para as outras

duas enzimas estudadas.

b) Escolha do substrato utilizado para a medida de atividade enzimatica de
lipases

O método padréo utilizado para a medida de atividade enzimatica da lipase
Lipozyme IM consiste na reacdo de esterificagdo entre o acido laurico e glicerol e
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para a enzima Novozym 435 consiste na reacdo entre o acido laurico e propanol
(NOVO NORDISK, 2001). No entanto, durante os testes preliminares percebeu-se
uma grande dificuldade no momento de retirar amostras para andlise, quando da
utilizacao do glicerol como substrato, pois este apresenta baixa solubilidade no meio
reacional. Desse modo, testou-se a substituicdo do glicerol pelo propanol. O
propanol apresentou-se melhor por separar-se mais da enzima e por este motivo ele
foi escolhido como substrato, substituindo o glicerol na determinacao da atividade da
Lipozyme IM.
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10 ~

—e— Atividade em
40 min (U/g)

Atividade (U/g)

0,5 1 1,5 3

Tempo de ativacao (h)

Figura 4.1 - Atividade da enzima Lipozyme IM em estufa a 40°C.

Tabela 4.1 - Estudo do melhor tempo de ativagéo da Lipozyme IM em estufa a 40°C.

Tempo de ativacao (h) Atividade em 40 min
(U/g)
0,5 51+0,3
1 73+0,5
1,5 55+0,3

3 54+0,1
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O procedimento padrao adotado para a enzima Lipozyme IM foi utilizado para

as outras duas enzimas estudadas.

4.2 Atividade enzimatica das lipases em CO, pressurizado

Nesta etapa sao demonstrados e discutidos os resultados obtidos para
atividade enzimatica das lipases Lipozyme IM, Novozym 435 e da lipase de Yarrowia
lipolytica, submetidas ao CO. pressurizado. Para as enzimas Lipozyme IM e
Novozym 435 os experimentos foram realizados randomicamente e com réplica de
cada ponto e para a lipase de Yarrowia lipolytica foram realizadas réplicas apenas

no ponto central.
Enzima: LIPOZYME IM

Os resultados obtidos para a atividade enzimatica da Lipozyme IM submetida a
CO. pressurizado sao apresentados na Tabela 4.2. Verifica-se que em todas as
condi¢coes experimentais houve perda de atividade enzimatica quando a enzima
Lipozyme IM foi submetida ao CO, pressurizado. Verifica-se que a maior perda
(13,7£2,5%) ocorreu no experimento 4, nas condicées de menor temperatura (35°C)
e densidade reduzida (0,5) e nas condigdes de maior tempo de exposi¢cao (6h) e
taxa de despressurizagdo (200[kgm>minT]). Semelhantes resultados sdo
apresentados pelos experimentos 7 e 8 mas nas condigdes de maior temperatura
(75°C) e tempo de exposicao (6h) e em diferentes taxas de despressurizagéo (10 e
200 [kgm™>min'1]), respectivamente.
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Tabela 4.2 — Perda de atividade enzimatica da Lipozyme IM submetida ao CO,

pressurizado.

T t R DR Atividade Atividade Perda de

Experimento  [°C] [h] [kgm'smin'1] Inicial Final Atividade

(U/g) (U/g) [%]

1 35(-1)  1(-1) 10(-1) 0,5(-1) 92 91 0,5+0,1
71,5% 71 71

2 35(-1)  1(-1) 200(+1) 1,6(+1) 94 94 0,4%0,1
110,4 106 105

3 35(-1)  6(+1) 10(-1) 1,6(+1) 91 82 10,4+0,1
110,4 100 90

4 35(-1)  6(+1) 200(+1) 0,5(-1) 83 73 13,7£2,5
71,5 97 82

5 75(+1)  1A(-1) 10(-1) 1,6(+1) 110 101 9,4+1,9
276,4 102 91

6 75(+1)  1(-1) 200(+1) 0,5(-1) 92 91 1,0+0,1
100 94 93

7 75(+1)  6(+1) 10(-1) 0,5(-1) 93 80 12,5+1,8
100 107 95

8 75(+1)  6(+1) 200(+1) 1,6(+1) 109 95 11,7412
276,4 93 83

9 55(0) 3,5(0) 105(0) 1,05(0) 117 107 9,3+0,4
117,9 109 98

* Pressao de trabalho (bar) selecionada na bomba de seringa. A pressao foi estimada pela equagao
de Angus et al. (1976).

Influéncia das variaveis

Uma vez determinada a atividade da enzima antes e ap6s ser submetida ao
solvente pressurizado, um modelo empirico foi construido, com o objetivo de
representar os dados experimentais e verificar a significAncia das variaveis, bem
como avaliar possiveis interacdes entre elas. A estimativa dos parametros foi
efetuada pelo software comercial Statistica 5.0, adotando-se um nivel de confianca
de 95%. Os resultados obtidos nesta etapa sao apresentados na Tabela 4.3. O
mesmo procedimento foi aplicado a todos os sistemas estudados.
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Tabela 4.3 — Resultados da regressao relacionados a perda de atividade da
Lipozyme IM em CO, pressurizado.
Perda de atividade= a0 + a1*T + a2*t + a3*R + a4*T*t + a5*T*DR + a6*t*"DR + a7*quadrético

R= 0,997

Variavel Parametro

Independente 9,5 (1,18*) Significativo
Temperatura (T) 1,2 (0,42) Nao Significativo
Tempo de exposicao (1) 4,5 (0,42) Significativo
Taxa de despressurizagao (R) -0,7 (0,42) Nao Significativo
Temperatura (T) x Tempo de exposicao (1) -1,0 (0,42) Nao Significativo
Temperatura (T) x Densidade reduzida (DR) 1,5(0,42) Nao Significativo
Tempo de exposi¢éo (t) x Densidade reduzida (DR) -1,5(0,42) Nao Significativo
Termo quadratico -2,0 (1,26) Nao Significativo

* incerteza paramétrica (o)

Para este sistema, o tempo de exposi¢cao da enzima ao fluido pressurizado foi
a Unica variavel significativa que ocasionou perda de atividade na Lipozyme IM em
CO, a altas pressdes. Como mostrado na Tabela 4.3, o efeito foi significativo positivo
0 que demonstra que quanto maior o tempo de exposicdo da enzima ao solvente

pressurizado maior é a perda de atividade enzimatica.

Conforme apresenta a Figura 4.2, o modelo empregado correlacionou bem os
dados experimentais.
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Figura 4.2 — Perda de atividade experimental e calculada para a Lipozyme IM em
COz pressurizado.

Enzima: NOVOZYM 435

Através da Tabela 4.4 observam-se os resultados obtidos para a atividade
enzimatica da Novozym 435 submetida ao CO, pressurizado. Pode-se observar que
todos os experimentos apresentaram a mesma tendéncia de perda, como no caso
da Lipozyme IM. As maiores perdas de atividade ocorreram no experimento 8, que
apresentou perda de 8,9+0,9% e no experimento 7, que apresentou perda de
8,310,9%. Estes dois experimentos apresentavam condicées de maior temperatura
(75°C) e tempo de exposicao (6h), porém diferentes taxas de descompressao (200 e

10[kgm>min™"], respectivamente) e densidade reduzida (1,6 e 0,5, respectivamente).
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Tabela 4.4 — Perda de atividade enzimatica da Novozym 435 submetida ao CO;

pressurizado.

Experimento T t R DR Atividade Atividade Perda de
[°C] [h] [kg/ms/min] Inicial Final Atividade
(Ulg) (Ulg) [%]

1 35(-1)  1(-1) 10(-1) 0,5(-1) 873 861 1,3+£0,1
71,5% 821 810

2 35(-1)  1(-1) 200(+1) 1,6(+1) 907 880 25%0,6
110,4 870 852

3 35(-1)  6(+1) 10(-1) 1,6(+1) 839 781 7,0+0,1
110,4 926 860

4 35(-1)  6(+1) 200(+1) 0,5(-1) 874 820 6,4+0,4
715 937 874

5 75(+1)  1(-1) 10(-1) 1,6(+1) 817 771 49+0,9
276,4 860 823

6 75(+1)  1(-1) 200(+1) 0,5(-1) 875 830 49+0,3
100 812 774

7 75(+1)  6(+1) 10(-1) 0,5(-1) 847 771 8,3+£0,9
100 890 822

8 75(+1)  6(+1) 200(+1) 1,6(+1) 917 829 8,9+0,9
276,4 870 798

9 55(0) 3,5(0) 105(0) 1,05(0) 835 808 3,1+0,1
117,9 890 862

* Pressao de trabalho (bar) selecionada na bomba de seringa. A presséo foi estimada pela equagao
de Angus et al. (1976).

A Tabela 4.5 apresenta os resultados da regressao relacionados a perda de
atividade para o sistema Novozym 435 em CO, pressurizado. Com relagdo a
atividade da enzima Novozym 435 em CO, pressurizado, a variavel tempo de
exposicao, como no caso da enzima Lipozyme IM, também foi a Unica variavel
significativa que afetou a perda de atividade enzimatica dentro do intervalo de
estudo. Conclui-se que, um tempo maior de exposicao da enzima ao CO, conduz a
uma maior perda de atividade enzimatica.
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Tabela 4.5 — Resultados da regressao relacionados a perda de atividade da

Novozym 435 em CO, pressurizado.

Perda de atividade = a0 + a1*T + a2*t + a3"R + a4*DR + a5*quadratico

R= 0,999

Variavel Parametro

Independente 1,7 (0,09%) Significativo
Temperatura (T) 0,7 (0,03) Nao Significativo
Tempo de exposicéo (1) 1,0 (0,03) Significativo
Taxa de despressurizagao (R) 0,1 (0,03) Nao Significativo
Densidade reduzida (DR) 0,1 (0,03) Nao Significativo
Termo quadratico 0,9 (0,09) Nao Significativo

* incerteza paramétrica (o)

A Figura 4.3 apresenta o confronto entre os dados experimentais e gerados
pelo modelo empirico para o sistema Novozym 435 em CO, pressurizado, podendo-

se observar um bom ajuste entre os mesmos.

Perda de atividade experimental

0 2 4 6 8 10 12

Perda de atividade calculada

Figura 4.3 — Perda de atividade experimental e calculada para a Novozym 435 em

CO; pressurizado.
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Enzima: Yarrowia lipolytica

42

A Tabela 4.6 apresenta os resultados obtidos para a atividade enzimdtica da

lipase de Yarrowia lipolytica submetida ao CO, pressurizado.

Tabela 4.6 — Perda de atividade enzimatica da Yarrowia lipolytica submetida ao CO,

pressurizado.

T t R DR Atividade Atividade Perda de

Expetimento  [°C] (h  [kgm®min™] Inicial Final Atividade

(U/g) (U/g) [%]

1 35(-1)  1(-1) 10(-1) 0,5(-1) 342 307 10,2
71,5*

2 35(-1)  1(-1)  200(+1) 1,6(+1) 338 297 12,1
110,4

3 35(-1)  6(1) 10(-1) 1,6(+1) 390 306 21,5
110,4

4 35(-1)  6(1)  200(+1) 0,5(-1) 385 322 16,3
71,5

5 75(+1)  1(-1) 10(-1) 1,6(+1) 390 346 11,2
276,4

6 75(+1)  1(-1)  200(+1) 0,5(-1) 387 342 11,6
100

7 75(+1)  6(1) 10(-1) 0,5(-1) 360 257 28,6
100

8 75(+1)  6(1) 200(+1) 1,6(+1) 382 288 24.6
276,4

9 55(0) 3,5(0)  105(0) 1,05(0) 370 324 12,1**

117,9 383 338

* Pressao de trabalho (bar) selecionada na bomba de seringa. A pressao foi estimada pela equagao
de Angus et al. (1976).

** desvio padrao: + 0,4

De acordo com esta tabela, verifica-se que em todos os experimentos a enzima

apresentou perda de atividade, sendo que o maior valor ocorreu no experimento 7

(28,6%), nas condicdes de maior temperatura (75°C) e tempo de exposicao (6h) e

menores taxa de despressurizagdo (10[kgm™>min™']) e densidade reduzida (0,5).

Cabe observar que neste solvente a enzima de Yarrowia lipolytica apresentou uma

perda elevada de atividade enzimatica, se comparada com as outras duas lipases

estudadas.
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A Tabela 4.7 apresenta os resultados obtidos na regressdo relacionados a

perda de atividade da lipase de Yarrowia lipolytica no sistema CO, pressurizado.

Tabela 4.7 — Resultados da regressao relacionados a perda de atividade da lipase

de Yarrowia lipolytica em CO, pressurizado.

Perda de atividade = a0 + a1*T + a2*t + a3*R + a4*T*DR + a5*DR*R + a6*quadratico

R= 0,999

Variavel Parametro

Independente 12,0 (0,59%) Significativo
Temperatura (T) 1,9 (0,21) Significativo
Tempo de exposicao (1) 5,7 (0,21) Significativo
Taxa de despressurizacao (R) -0,8 (0,21) Significativo
Temperatura (T) x Densidade reduzida (DR) -1,3 (0,21) Significativo
Densidade reduzida (DR) x Taxa de despressurizacao (R) 1,8 (0,21) Significativo
Termo quadratico 5,0 (0,63) Significativo

* incerteza paramétrica (o)

Com relacdo a atividade da lipase de Yarrowia lipolytica em CO, pressurizado,
como mostra a Tabela 4.7, todas as variaveis afetaram a perda de atividade
enzimatica. Nota-se que o tempo de exposicdo apresentou-se mais significativo
sugerindo que um maior tempo de exposicdo da enzima ao solvente pressurizado,

ocasionaria uma maior perda de atividade.

A perda de atividade enzimatica experimental e obtida pelo modelo para este
sistema é representada pela Figura 4.4, onde pode-se observar, novamente, um

bom ajuste entre os experimentos e o modelo.
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Figura 4.4 — Perda de atividade experimental e calculada para a lipase de Yarrowia

lipolytica em CO, pressurizado.

A Figura 4.5 mostra a mudanca na atividade enzimdtica para as lipases

Lipozyme IM, Novozym 435 e de Yarrowia lipolytica submetidas a CO; pressurizado.
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Figura 4.5 — Mudanga na atividade enzimatica para as lipases submetidas a CO,

pressurizado.
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De acordo com os resultados mostrados na Figura 4.5 verifica-se que, quando
submetidas a CO. pressurizado, as lipases Lipozyme IM, Novozym 435 e de
Yarrowia lipolytica, em um sistema contendo apenas enzima/solvente, apresentaram
perda de atividade enzimatica. Estes resultados estdo de acordo com os reportados
por outros autores como KAO et al. (1997) que observaram perda de
aproximadamente 15% de atividade para a lipase de Candida rugosa exposta a CO,
supercritico na pressdo de 680 atm. Ja outros autores como MARTY et al. (1992)
reportaram que algumas enzimas, quando submetidas a CO,, mantiveram suas

atividades.

Uma das hipéteses mais aceitas no que diz respeito a perda de atividade em
CO,, como sugere KAMAT et al. (1995), é de que o CO,, sendo um solvente
hidrofilico, possui a capacidade de retirar a agua essencial para a manutencao da
atividade da enzima causando a desnaturacdo da mesma através de uma mudanga
conformacional levando, conseqlientemente, a uma perda de atividade.
Possivelmente, entdo, as enzimas estudadas neste trabalho podem ter apresentado
perda de atividade por esse motivo, pois para KNEZ e HABULIN (2001) solventes
hidrofilicos, ou seja, solventes que contém maior quantidade de grupos polares ou
centros capazes de formar pontes de hidrogénio, como o caso do CO,, tendem a
retirar a agua essencial das proximidades da enzima, acarretando a perda da

atividade enzimatica.

Cada enzima apresentou diferentes porcentagens de perda de atividade
enzimatica em um mesmo solvente, sendo que a lipase de Yarrowia lipolytica
apresentou perda de até 28,6%. Também apresenta relevancia o tipo de suporte
utilizado na imobilizacdo. Segundo YU et al. (1993) a natureza do suporte usado
para imobilizar uma enzima tem um importante papel na determinacao da particao
da agua entre enzima, solvente e suporte e, consequentemente, na atividade da
enzima. De acordo com DALLA VECHIA et al. (2004) a imobilizacdo em suportes
hidrofilicos pode reduzir a atividade enzimédtica, devido a mudangas
conformacionais. A enzima Lipozyme IM é uma lipase imobilizada em resina
macroporosa de troca anibnica com caracteristicas hidrofébicas (NOVO NORDISK,
2001). Esta apresentou perda de atividade em CO. a altas pressdes o que supdem
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que nao houve uma boa interagdo entre enzima /suporte/ solvente. A enzima
Novozym 435 é uma lipase imobilizada em resina acrilica macroporosa com
caracteristicas hidrofébicas (NOVO NORDISK, 2001). A Novozym 435 apresentou
perda de atividade em CO, a altas pressdes e também pode-se supor que nao
houve uma boa interagdo entre enzima /suporte/ solvente. A lipase de Yarrowia
lipolytica foi imobilizada pelo método de absorcao fisica em suporte hidrofébico
(Accurel® MP 1000). Esta apresentou perda significativa de atividade e também

supdem-se que ndo houve uma boa interagcéo entre enzima /suporte/ solvente.

4.3 Atividade enzimatica das lipases em propano pressurizado

Nesta etapa sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos para a
atividade enzimatica das lipases Lipozyme IM, Novozym 435 e da lipase de Yarrowia
lipolytica, submetidas ao propano pressurizado. Para as enzimas Lipozyme IM e
Novozym 435 os experimentos foram realizados randomicamente e com réplica de
cada ponto e para a lipase de Yarrowia lipolytica foram realizadas réplicas apenas

no ponto central.

Enzima: LIPOZYME IM

Na Tabela 4.8 pode-se observar a perda de atividade enzimatica da Lipozyme
IM submetida ao propano pressurizado. Observa-se que em todos os experimentos
a enzima mostrou perda de atividade, sendo que a maior perda ocorreu no
experimento 7 (8,91+0,2%), nas condi¢ées de maior temperatura, pressao, tempo de
exposicao e taxa de despressurizagdo. Cabe observar que a enzima Lipozyme |IM
apresentou perda de atividade como ocorreu quando a mesma foi submetida ao
COs..
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Tabela 4.8 — Perda de atividade enzimatica da Lipozyme IM submetida ao propano

pressurizado.
Experimento T P t R Atividade Atividade Perda de
[°C] [bar] [h] [bar/min] Inicial Final atividade
(Ulg) (Ulg) [%]

1 35(-1) 30(-1) 1(-1) 2(-1) 97 95 2,0+0,1
99 97

2 35(-1) 250(+1)  1(-1) 50(+1) 87 84 3,4+0,6
85 82

3 35(-1) 250(+1) 6(+1) 2(-1) 83 81 1,7+£0,5
87 86

4 35(-1) 30(-1) 6(+1) 50(+1) 83 81 2,3+0,6
89 87

5 75(+1) 250(+1)  1(-1) 2(-1) 87 86 1,1+0,1
88 87

6 75(+1)  30(-1) 1(-1) 50(+1) 89 86 2,8+0,9
83 81

7 75(+1)  30(-1) 6(+1) 2(-1) 89 81 8,9+0,2
89 81

8 75(+1) 250(+1) 6(+1) 50(+1) 83 79 4,7+0,7
87 83

9 55(0) 140(0)  3,5(0) 26(0) 87 81 6,5+0,7
82 77

Na Tabela 4.9 verifica-se os valores obtidos na regressdo da perda de
atividade da Lipozyme IM no sistema utilizando propano pressurizado. Pode-se
observar que as variaveis significativas na perda de atividade da Lipozyme IM
submetida a propano pressurizado sdo a temperatura, a pressao e o tempo de
exposicao. Além do efeito isolado destas varidveis, as interagbes entre temperatura -
pressdo, pressao - tempo de exposicdo e pressdo - taxa de despressurizagao
também apresentaram importantes efeitos na perda de atividade. As variaveis mais
significativas foram a temperatura e o tempo de exposicao, isto demonstra que uma
maior temperatura juntamente com um maior tempo de exposicdo, conduz a uma

maior perda de atividade da enzima.
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Tabela 4.9 — Resultados da regressao relacionados a perda de atividade da

Lipozyme IM em propano pressurizado.

Perda de atividade = a0 + a1*T + a2*P + a3*t + a4*T*P + a5"P*t + a6*P*R + a7*quadratico

R= 0,999

Variavel Parametro

Independente 6,5 (0,18%) Significativo
Temperatura (T) 1,0 (0,06) Significativo
Presséao (P) -0,7 (0,06) Significativo
Tempo de exposicao (1) 1,1 (0,06) Significativo
Temperatura (T) x Pressao (P) -0,7 (0,06) Significativo
Presséo (P) x Tempo de exposigéo (1) -0,5 (0,06) Significativo
Pressao (P) x Taxa de despressurizacao (R) 1,4 (0,06) Significativo
Termo quadratico -3,3 (0,19) Nao Significativo

* incerteza paramétrica (o)

O modelo empregado ajustou-se bem aos dados experimentais de perda de
atividade, conforme mostra a Figura 4.6.

10

Perda de atividade experimental

0 2 4 6 8 10
Perda de atividade calculada

Figura 4.6 — Perda de atividade experimental e calculada para a Lipozyme IM em

propano.
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Enzima: NOVOZYM 435

A Tabela 4.10 apresenta os valores do ganho de atividade enzimatica para a
Novozym 435 em propano pressurizado. De acordo com estes resultados a enzima
Novozym 435 em propano a altas pressdes apresentou um aumento de atividade
nos 9 experimentos realizados. O maior ganho de atividade ocorreu no experimento
8 (14,04+0,5%), relacionado as condi¢des de limite superior de temperatura, pressao,

tempo de exposicédo e taxa de despressurizagao.

Tabela 4.10 — Ganho de atividade enzimatica da Novozym 435 submetida ao

propano pressurizado.

Experimento T P t R Atividade  Atividade Ganho de
[°C] [bar] [h] [bar/min] Inicial Final atividade
(Ulg) (Ulg) [%]
1 35(-1)  30(-1) 1(-1) 2(-1) 883 899 1,7+0,1
897 913
2 35(-1) 250(+1) 1(-1) 50(+1) 831 848 2,0+0,4
873 891
3 35(-1) 250(+1) 6(+1) 2(-1) 891 928 41+0,9
863 898
4 35(-1)  30(-1) 6(+1)  50(+1) 865 898 3,8%0,1
850 883
5 75(+1)  250(+1) 1(-1) 2(-1) 818 898 9,3+0,5
825 899
6 75(+1)  30(-1)  1(-1) 50(+1) 879 968 10,2+ 0,1
831 917
7 75(+1)  30(-1) 6(+1) 2(-1) 866 958 10,4 + 0,1
851 939
8 75(+1) 250(+1) 6(+1)  50(+1) 813 931 14,0+ 0,5
878 998
9 55(0) 140(0) 3,5(0) 26(0) 838 918 10,1+ 0,7
852 943

A Tabela 4.11 apresenta os resultados da regressao relacionados ao ganho

de atividade da Novozym 435 em propano pressurizado. Com relagao a atividade da
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enzima Novozym 435 em propano pressurizado, a variavel que mais fortemente
afetou o0 ganho de atividade foi a temperatura, seguida do tempo de exposicao. Este
fato sugere que, quanto maiores forem os valores destas variaveis, maior serd o

ganho de atividade.

Tabela 4.11 — Resultados da regressao relacionados ao ganho de atividade da

Novozym 435 em propano pressurizado.

Ganho de atividade = a0 + a1*T + a2*t + a3*R + a4*P*t + a5* quadratico

R= 0,993

Variavel Parametro

Independente 10,0 (0,82%) Significativo
Temperatura (T) 4,0 (0,29) Significativo
Tempo de exposicéo (1) 1,1 (0,29) Significativo
Taxa de despressurizacao (R) 0,5 (0,29) Nao Significativo
Presséo (P) x Tempo de exposigéo (1) 0,5 (0,29) Nao Significativo
Termo quadratico -3,0 (0,87) Nao Significativo

* incerteza paramétrica (o)

O ganho de atividade enzimatica experimental e obtido pelo modelo para este
sistema sao representados pela Figura 4.7, onde pode-se observar um bom ajuste
entre os dados.

14 o

12

Ganho de atividade experimental

0 2 4 6 8 10 12 14
Ganho de atividade calculada

Figura 4.7 — Ganho de atividade experimental e calculada para a lipase Novozym
435 em propano.
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Enzima: Yarrowia lipolytica

Através da Tabela 4.12 observam-se os resultados obtidos para a atividade

enzimatica da lipase de Yarrowia lipolytica submetida ao propano pressurizado.

Tabela 4.12 — Perda de atividade enzimatica da lipase de Yarrowia lipolytica

submetida ao propano pressurizado.

Experimento T P t R Atividade Atividade Perda de
[°C] [bar] [h] [bar/min] Inicial Final atividade
(Ulg) (Ulg) [%]
1 35(-1)  30(-1)  1(-1) 2(-1) 336 336 0
2 35(-1) 250(+1) 1(-1) 50(+1) 315 312 0,9
3 35(-1) 250(+1) 6(+1) 2(-1) 322 319 0,9
4 35(-1)  30(-1)  6(+1) 50(+1) 331 329 0,6
5 75(+1) 250(+1) 1(-1) 2(-1) 350 345 1,4
6 75(+1)  30(-1)  1(-1) 50(+1) 331 329 0,6
7 75(+1)  30(-1)  6(+1) 2(-1) 325 320 1,5
8 75(+1) 250(+1) 6(+1) 50(+1) 391 387 1,0
9 55(0) 140(0) 3,5(0) 26(0) 389 385 1,3*
364 358

* desvio padrao: + 0,3

Em todas as condigdes experimentais houve perda de atividade enzimatica,
quando a lipase de Yarrowia lipolytica foi submetida ao propano pressurizado.
Verifica-se que, em todos 0s experimentos a perda enzimatica foi insignificante
(perda maxima de 1,5% no experimento 7), independente das condi¢gdes das
variaveis.

Verifica-se na Tabela 4.13 os resultados da regressdo da perda de atividade

da lipase de Yarrowia lipolytica em propano pressurizado.
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Tabela 4.13 — Resultados da regressao relacionados a perda de atividade da lipase

de Yarrowia lipolytica em propano pressurizado.

Perda de atividade = a0 + a1*T +a2*P + a3"t +a4*R + a5*"T*R + a6™t"R + a7*quadratico

R= 0,999

Variavel Parametro

Independente 1,2 (0,05*) Significativo
Temperatura (T) 0,2 (0,02) Nao significativo
Presséo (P) 0,1 (0,02) Significativo
Tempo de exposicao (1) 0,1 (0,02) Significativo
Taxa de despressurizagao (R) -0,1 (0,02) Significativo
Temperatura (T) x Taxa de despressurizagéo (R) -0,2 (0,02) Significativo
Tempo de exposicao (t) x Taxa de despressurizacao (R) -0,1 (0,02) Significativo
Termo quadratico -0,3 (0,05) Significativo

* incerteza paramétrica (o)

Os efeitos mostraram-se muito pequenos, o que implica dizer que as variaveis
estudadas nao afetam significativamente a perda de atividade neste sistema. A
perda de atividade enzimatica experimental e obtida pelo modelo para este sistema
€ representada pela Figura 4.8, onde pode-se observar um bom ajuste entre os

dados.

Perda de atividade experimental

0,0
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 1,4 1,6 1,8

Perda de atividade calculada

Figura 4.8 — Perda de atividade experimental e calculada para a lipase de Yarrowia

lipolytica em propano pressurizado.
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A Figura 4.9 apresenta a mudanca na atividade enzimatica para as lipases
Lipozyme IM, Novozym 435 e de Yarrowia lipolytica submetidas a propano
pressurizado. De acordo com os resultados verifica-se que, quando submetidas ao
propano pressurizado, as lipases Lipozyme IM e de Yarrowia lipolytica apresentaram
perda de atividade enzimatica, mas a perda foi inferior a 10%. Contrariamente, a
lipase Novozym 435 apresentou ganho de atividade.

KNEZ e HABULIN (2001) que utilizaram as lipases Pseudomonas fluorescens,
Rhizopus javanicus, Rhizopus niveus e porcine pancreas em CO, supercritico e
propano a 300 bar e 40°C por 24 horas, mostraram que a atividade das enzimas em
propano foi maior que em CO, supercritico. Confirma-se assim, a suposta relevancia
da constante dielétrica no comportamento da atividade das enzimas a altas
pressoes. O propano possui uma baixa constante dielétrica (1,7) e estudos indicam
que baixas constantes dielétricas favorecem a abertura do sitio ativo da enzima,
provocando uma maior atividade catalitica.
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Figura 4.9 — Mudanga na atividade enzimatica para as lipases submetidas ao
propano pressurizado.
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Como no caso do CO,, as enzimas Lipozyme IM e de Yarrowia lipolytica,
ambas imobilizadas em suportes hidrofébicos, apresentaram perda de atividade e
supbem-se que isto ocorreu devido a ma interacao entre enzima /suporte/ solvente.
O aumento de atividade apresentado pela enzima Novozym 435, imobilizada em
suporte hidrofébico, supostamente pode ser explicado pela boa interagdo
enzima/solvente. Além disso a Novozym 435 é uma lipase termoestavel que

apresenta maior atividade a altas temperaturas.

4.4 Atividade enzimatica das lipases em n-butano pressurizado

Nesta etapa sao demonstrados e discutidos os resultados obtidos para
atividade enzimatica das lipases Lipozyme IM, Novozym 435 e da lipase de Yarrowia
lipolytica, submetidas ao n-butano pressurizado. Para as enzimas Lipozyme IM e
Novozym 435 os experimentos foram realizados randomicamente e com réplica de
cada ponto e para a lipase de Yarrowia lipolytica foram realizadas réplicas apenas

no ponto central.

Enzima: LIPOZYME IM

A Tabela 4.14 apresenta os valores de perda de atividade da enzima
Lipozyme IM submetida ao n-butano pressurizado. Pode ser verificado que os 9
experimentos apresentaram perda de atividade quando a enzima Lipozyme IM foi
exposta a n-butano a altas pressdes. As maiores perdas de atividade foram obtidas
nos experimentos 4, que apresentou perda de 3,0t1,4%, experimento 7, que
mostrou 3,6+0,8% de perda como também no experimento 8, que apresentou perda
de 3,2+0,1% de atividade. Comparando-se a perda de atividade da enzima Lipozyme
IM quando submetida aos solventes CO,, propano e n-butano, verifica-se que
ocorreu uma perda menor de atividade enzimatica em propano e n-butano

pressurizados.
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Tabela 4.14 — Perda de atividade enzimatica da Lipozyme IM submetida ao n-butano

pressurizado.
Experimento T P t R Atividade Atividade Perda de
[°C] [bar] [h] (bar/min) Inicial Final Atividade
(U/g) (U/g) [%]
1 35(-1)  10(-1)  1(-1) 2(-1) 98 98 0
97 97
2 35(-1)  250(+1) 1(-1) 50(+1) 98 98 0
112 112
3 35(-1) 250(+1) 6(+1) 2(-1) 87 86 0,5+ 0,1
96 96
4 35(-1) 10(-1)  6(+1) 50(+1) 150 147 30t 1,4
97 93
5 75(+1)  250(+1) 1(-1) 2(-1) 90 89 1,5+ 0,5
103 101
6 75(+1) 10(-1)  1(-1) 50(+1) 98 97 0,5+ 0,1
83 83
7 75(+1) 10(-1)  6(+1) 2(-1) 87 83 3,6t 0,8
153 149
8 75(+1)  250(+1) 6(+1) 50(+1) 95 92 3,21+0,1
153 148
9 55(0)  130(0) 3,5(0)  26(0) 81 80 17+ 05
90 88

Na Tabela 4.15 sdo apresentados os resultados da regressdo da perda de
atividade da Lipozyme IM em n-butano pressurizado. Os efeitos mostraram-se muito
pequenos, o que significa dizer que, as variaveis dentro do intervalo de estudo, nao

afetam significativamente a perda de atividade neste sistema.
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Tabela 4.15 — Resultados da regressao relacionados a perda de atividade da

Lipozyme IM em n-butano pressurizado.

Perda de atividade = a0 + a1*T + a2*t + a3*T*P + a4*P*t

R= 0,965
Variavel Parametro
Independente 1,5 (0,17%) Significativo
Temperatura (T) 0,5 (0,18) Significativo
Tempo de exposicao (1) 0,9 (0,18) Significativo
Temperatura (T) x Presséo (P) 0,5 (0,18) Significativo
Presséo (P) x Tempo de exposigéo (1) -0,5 (0,18) Significativo

* incerteza paramétrica (o)

O modelo empregado ajustou-se bem aos dados experimentais de perda de

atividade, conforme mostra a Figura 4.10.
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Figura 4.10 — Perda de atividade experimental e calculada para a Lipozyme IM em

n-butano pressurizado.
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Enzima: NOVOZYM 435

Os resultados obtidos para a atividade enzimatica da Novozym 435 submetida

ao n-butano pressurizado sdo apresentados na Tabela 4.16.

Tabela 4.16 — Ganho de atividade enzimatica da Novozym 435 submetida ao

n-butano pressurizado.

Experimento T P t R Atividade  Atividade  Ganho de
[°C] [bar] [h] [bar/min] Inicial Final atividade
(Ulg) (Ulg) [%]
1 35(-1) 10(-1) 1(-1) 2(-1) 871 880 1,8 41,1
835 857
2 35(-1)  250(+1) 1(-1) 50(+1) 763 792 3,3%£0,5
875 901
3 35(-1)  250(+1) 6(+1) 2(-1) 891 951 6,3+ 0,6
850 900
4 35(-1) 10(-1) 6(+1) 50(+1) 813 850 45+0,1
891 931
5 75(+1)  250(+1) 1(-1) 2(-1) 851 985 15,2 £0,6
778 893
6 75(+1) 10(-1) 1(-1) 50(+1) 811 890 10,1 £0,5
803 888
7 75(+1) 10(-1) 6(+1) 2(-1) 801 899 11,6 £0,7
793 881
8 75(+1)  250(+1) 6(+1) 50(+1) 803 993 21,5429
785 938
9 55(0) 130(0) 3,5(0) 26(0) 808 882 9,9+1,1
835 925

Pode ser observado que todos os experimentos demonstraram aumento de
atividade da enzima Novozym 435 quando o solvente utilizado foi n-butano a altas
pressdes. O maior ganho de atividade ocorreu no experimento 8 (21,5+2,9%) para
as condicoes de maior temperatura, pressdo, tempo de exposicdo e taxa de

despressurizagéo.
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Na Tabela 4.17 verifica-se os resultados da regressao para o ganho de

atividade da lipase Novozym 435 no sistema n-butano pressurizado.

Tabela 4.17 — Resultados da regressao relacionados ao ganho de atividade da

Novozym 435 em n-butano pressurizado.

Ganho de atividade = a0 + a1*T + a2*P + a3*t + a4*t*P

R= 0,989
Variavel Parametro
Independente 9,4 (0,42%) Significativo
Temperatura (T) 5,3 (0,45) Significativo
Presséao (P) 2,3 (0,45) Significativo
Tempo de exposicéo (1) 1,6 (0,45) Significativo
Tempo de exposicao () x Presséao (P) 1,4 (0,45) Significativo

* incerteza paramétrica (o)

Verifica-se que as variaveis temperatura, pressédo, tempo de exposi¢édo e a
interacao tempo de exposi¢ado - pressao mostraram-se significativas a nivel de 95%.
A variavel temperatura foi a que mais afetou positivamente o ganho de atividade
enzimatica da Novozym 435 submetida a n-butano pressurizado. Conclui-se entao
que, quanto maior a temperatura, maior sera o ganho de atividade enzimatica.

O ganho de atividade enzimatica experimental e obtido pelo modelo para este
sistema sao representados pela Figura 4.11, onde pode-se observar um bom ajuste

entre os dados.
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Figura 4.11 — Ganho de atividade experimental e calculada para a Novozym 435 em

n-butano pressurizado.

Enzima: Yarrowia lipolytica

A Tabela 4.18 apresenta os valores de perda de atividade da lipase de

Yarrowia lipolytica submetida ao n-butano pressurizado.

Tabela 4.18 — Perda de atividade enzimética da lipase de Yarrowia lipolytica

submetida ao n-butano pressurizado.

Experimento T P t R Atividade Atividade Perda de
[°C] [bar] [h] (bar/min) Inicial Final Atividade
(U/g) (U/g) [%]
1 35(-1)  10(-1)  1(-1) 2(-1) 322 319 0,9
2 35(-1) 250(+1) 1(-1)  50(+1) 339 334 1,4
3 35(-1) 250(+1) 6(+1) 2(-1) 390 387 0,7
4 35(-1)  10(-1) 6(+1)  50(+1) 330 328 0,6
5 75(+1)  250(+1) 1(-1) 2(-1) 395 392 0,7
6 75(+1)  10(-1)  1(-1)  50(+1) 355 351 1,1
7 75(+1)  10(-1)  6(+1) 2(-1) 364 360 1,0
8 75(+1)  250(+1) 6(+1)  50(+1) 349 347 0,5
9 55(0)  130(0) 3,5(0)  26(0) 317 314 0,7*
318 316

* desvio padrdo: = 0,1
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O que pode ser observado na Tabela 4.18 é que todos os experimentos
apresentaram perda de atividade enzimatica. Observa-se também que a perda foi
muito pequena em todos os experimentos (perda inferior a 1,5%), independente das

condi¢Oes experimentais.

Verifica-se na Tabela 4.19 os valores obtidos para a regressao relacionados a
perda de atividade da lipase de Yarrowia lipolytica em n-butano pressurizado.

Tabela 4.19 — Resultados da regresséo relacionados a perda de atividade da lipase
de Yarrowia lipolytica em n-butano pressurizado.

Perda de atividade = a0 + a1*T+ a2*t +a3*R + a4*T*P + a5*quadratico

R= 0,986

Variavel Parametro

Independente 0,6 (0,05%) Significativo
Temperatura (T) 0,1(0,02) Nao significativo
Tempo de exposicao (1) -0,1(0,02) Significativo
Taxa de despressurizagao (R) -0,1(0,02) Significativo
Temperatura (T) x Pressao (P) -0,1(0,02) Significativo
Termo quadratico 0,1 (0,06) Significativo

* incerteza paramétrica (o)

Os efeitos mostraram-se muito pequenos, o que significa dizer que, na faixa
estudada, as variaveis ndao afetam a perda de atividade neste sistema. O modelo
empregado ajustou-se bem aos dados experimentais de perda de atividade,
conforme mostra a Figura 4.12.
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Figura 4.12 — Perda de atividade experimental e calculada para a lipase de Yarrowia
lipolytica em n-butano pressurizado.

A Figura 4.13 apresenta a mudanga na atividade enzimatica para as lipases

Lipozyme IM, Novozym 435 e de Yarrowia lipolytica submetidas a n-butano

pressurizado.
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Figura 4.13 — Mudanga na atividade enzimatica para as lipases submetidas a

n-butano pressurizado.
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Através da Figura 4.13 observa-se que as enzimas Lipozyme IM e de Yarrowia
lipolytica obtiveram perda de atividade enzimatica quando submetidas a n-butano

pressurizado, diferentemente da Novozym 435 que apresentou ganho de atividade.

Supode-se que estes resultados estejam relacionados ao fato do n-butano ser
um solvente mais hidrofébico do que o CO. e, conseqiientemente, ndo possuir a
capacidade de retirar 4gua da enzima, evitando uma grande inativagdo. O n-butano,
por apresentar uma baixa constante dielétrica, preserva a conformagédo da enzima
sob altas pressdes, diminuindo os possiveis efeitos de desnaturagédo que levam a
uma diminuicdo da atividade enzimética. Em trabalhos realizados por KNEZ e
HABULIN (2001) e KNEZ et al. (1998) a lipase imobilizada de R. miehei nao
apresentou perda de atividade quando exposta a n-butano na pressao de 100 bar,

35°C de temperatura e tempo de 24 horas.

Quanto a importancia das caracteristicas do suporte utilizado na imobilizacao
da enzima, as mesmas conclusées para o sistema com propano podem aqui ser

colocadas.

4.5 Determinacao da influéncia do numero de ciclos de pressurizacao/
despressurizacao na atividade da lipase Novozym 435

Apoés concluir o estudo da atividade enzimética de lipases submetidas a altas
pressdes realizou-se dois experimentos a fim de determinar qual seria a influéncia
de varios ciclos de pressurizagdo/despressurizacao na atividade de enzimas. A
enzima escolhida foi a lipase comercial Novozym 435 por ter apresentado melhor
atividade nos experimentos anteriores e os solventes foram o CO,, propano e
n-butano. A condicdo escolhida para os experimentos foi a 5 para os trés solventes
(conforme Tabelas 4.4, 4.10 e 4.16), pois esta condigdo levou a um aumento de
atividade enzimatica significativo na condicdo de uma hora de exposi¢céao da lipase
aos solventes propano e n-butano pressurizados. Os experimentos foram realizados
de forma idéntica aos anteriores, a enzima foi adicionada ao reator e procedeu-se 0s

mesmos passos conforme o item 3.3. Apds a despressurizacao retirou-se uma
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amostra com a qual foi realizada a medida de atividade e o sistema foi novamente
pressurizado nas mesmas condigbes anteriores, assim sucessivamente até
completar 5 ciclos de pressurizacao/ despressurizagdo. Apds cada despressurizagao
uma amostra era retirada e realizava-se a medida de atividade.

Os resultados obtidos nesta etapa do trabalho sdo apresentados na Tabela
4.20.

Tabela 4.20 — Atividade da Novozym 435 apds sucessivos ciclos de
pressurizagao/despressurizacao em CO,, propano e n-butano (T= 75°C; t= 1h, P=
276,4 bar (CO2) e 250 bar (propano e n-butano); e R= 10 kg/m*min (COy) e 2
bar/min (propano e n-butano)).

Atividade

Solvente N° de ciclos inicial Atividade final Perda ou
(Ulg) (U/g) ga_nho di
atividade (%)
1 847 -4,0
2 828 -6,2
CO; 3 883 817 -7,4
4 806 -8,7
5 790 -10,5
1 950 +9,0
2 951 +9,1
propano 3 871 951 +9,1
4 952 +9,2
5 953 +9,4
1 980 +16,1
2 980 +16,1
n-butano 3 844 981 +16,2
4 981 +16,2
5 982 +16,3
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Ap6s o término dos experimentos conclui-se que a atividade da lipase
Novozym 435 apresentou perda de 10% de atividade quando submetida a CO,
pressurizado apés 5 ciclos de pressurizagcdo/despressurizacdo e manteve-se
praticamente inalterada no caso dos solventes propano e n-butano pressurizados.
Em relacdo aos efeitos dos passos de pressurizacao /despressurizagao na atividade
enzimatica, a literatura apresenta diferentes resultados dependendo da enzima, do
solvente e da faixa de temperatura, pressdo e tempo de exposicdo investigadas.
STEINBERGER et al. (1999) relataram que apo6s 15 passos de despressurizacao a
atividade da esterase (EP10) e da lipase (Aspergillus niger) a 35°C e 150 bar em
CO,, manteve-se quase inalterada. HABULIN et al. (2004) submeteram a proteinase
de Carica papaya por 1 hora a 300 bar e 50°C e apd6s 30 passos de
despressurizagao ocorreu perda de até 50% da atividade enzimatica.

Com a finalidade de utilizar-se estas enzimas estudadas na catalise de reacdes
de modificagdo de 6leos vegetais, os resultados obtidos s&o relevantes. A Tabela
4.21 apresenta uma compilacdo geral dos resultados de maior perda ou ganho de

atividade para cada solvente estudado.

Tabela 4.21 - Compilacdo geral dos resultados de maior perda ou ganho de

atividade para cada solvente estudado.

Enzima Solvente Maior perda ou ganho de
atividade (%)
CO, -13,7
Lipozyme IM propano -8,9
n-butano -3,6
CO; -8,9
Novozym 435 propano +14,0
n-butano +21,5
CO; - 28,6
Yarrowia lipolytica propano -1,5
n-butano -1,4

- perda de atividade + ganho de atividade
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A enzima Novozym 435 mostrou ser a melhor opcéao para este fim, pois foi a
Unica a obter ganho de atividade em dois solventes, ja as lipases Lipozyme IM e de
Yarrowia lipolytica obtiveram perda de atividade nos trés solventes. Nas Figuras

4.14,4.15 e 4.16 esses resultados podem ser melhor visualizados.

Quando da utilizacdo dos solventes pressurizados pode-se concluir que o CO;
€ 0 solvente que acarreta maior perda de atividade enzimatica, diferentemente do
propano e n-butano que se mostraram solventes apropriados na utilizacdo em

reacoes enzimdticas a altas pressoes.
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Figura 4.14 — Mudanca na atividade enzimatica da lipase Lipozyme IM em trés

solventes pressurizados.
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Figura 4.15 — Mudanga na atividade enzimatica da lipase Novozym 435 em trés
solventes pressurizados.
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Figura 4.16 — Mudanca na atividade enzimatica da lipase de Yarrowia lipolytica em
trés solventes pressurizados.
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5 CONCLUSOES E SUGESTOES

A seguir sdo apresentadas algumas conclusdes a respeito dos diferentes
resultados obtidos no estudo da atividade das lipases submetidas a altas pressdes

bem como sugestdes para trabalhos futuros.

5.1 Conclusoes

A atividade das enzimas Lipozyme IM, Novozym 435 e da lipase de Yarrowia
lipolytica submetidas aos solventes CO,, propano e n-butano a altas pressdes foi
estudada. O uso do planejamento de experimentos para a atividade das enzimas
mostrou ser uma ferramenta interessante para a investigacdo da influéncia das
variaveis de processo no comportamento das lipases. Modelos empiricos foram
construidos para representar os dados experimentais e permitir a determinagcéao das
variaveis de processo que mais afetam a estabilidade das lipases estudadas.

A realizagao do presente trabalho permite, de maneira geral, concluir que:

- As enzimas podem apresentar diferentes comportamentos dependendo do
solvente pressurizado utilizado, mesmo quando submetidas as mesmas condi¢coes

experimentais.

- A enzima Novozym 435 foi a Unica lipase a obter ganho de atividade em dois

solventes.

- As lipases Lipozyme IM e de Yarrowia lipolytica obtiveram perda de atividade nos

trés solventes.

- Quando da utilizacao dos solventes pressurizados pode-se concluir que o CO, é o
solvente que acarreta maior perda de atividade enzimatica, diferentemente do
n-butano e propano que se mostraram solventes apropriados na utilizagcdo em

reacoes enzimaticas a altas pressoes.
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5.2 Sugestoes para trabalhos futuros

Tendo como base os resultados obtidos neste trabalho, algumas sugestdes

para trabalhos futuros podem ser apontadas:

1) Andlise da mudanga conformacional ocorrida nas enzimas ap0s serem
submetidas a altas pressdes através de técnicas como: MEV (Microscopia eletrénica
de varredura) e Analise de Infra-vermelho.

2) Determinacdo do teor de agua das lipases, visando correlacionar os resultados
obtidos com as caracteristicas dos solventes utilizados.

3) Utilizacdo dos resultados obtidos neste trabalho para definir regides de operagao
para reacoes de modificagdo de dleos e gorduras utilizando lipases imobilizadas

como catalisadores.
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