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RESUMO - As melhores condicdes da sintese do miristato de isopropila
empregando lipase de Candida rugosa imobilizada por adsorcdo fisica em
particulas magnéticas de poli(estireno-co-divinilbenzeno) foi determinada
empregando a técnica do planejamento de experimentos. O suporte foi sintetizado
via polimerizacdo em suspensdo e magnetizado pela adigdo de ions Fe * e Fe 3",
A influéncia da razdo molar entre o acido e o alcool e da temperatura foi avaliada
em experimentos realizados segundo um planejamento experimental 22 estrela
rotacional com 4 pontos axiais e 3 replicatas no ponto central. A partir da analise
estatistica (95% de confianca), verificou-se que somente a razdo molar foi
significativa, apresentando influéncia marcante na sintese do éster, obtendo-se
83% de rendimento tedrico em 9h de reacdo.

1. INTRODUCAO

O Brasil é o pais que apresenta uma das maiores biodiversidades do planeta, porém a
utilizacdo de recursos nao sustentaveis ainda contempla grande parte da sua economia. Assim,
€ necessario que haja um avangco nas pesquisas sustentaveis, sendo a biotecnologia,
apresentada como uma alternativa para essa mudanca no panorama econdmico brasileiro.
Estima-se que no ano de 2020, 20% dos produtos quimicos serdo resultantes de processos
biotecnoldgicos (Gongalves, 2013).

Uma importante area da biotecnologia € a implementacdo de processos enzimaticos, que
vem se destacando como uma alternativa promissora pra a substituicdo de processos
convencionais. No entanto, tais processos apresentam algumas desvantagens como a
dificuldade de recuperacdo da enzima, solubilidade em alguns meios reacionais e
instabilidade concernente a temperatura e pH. Para solucionar esses problemas a técnica de
imobilizacdo de enzimas vem sendo cada vez mais estudada e utilizada (De Castro et al.,
2010).

Atualmente, diversos materiais sdo utilizados como suporte para imobilizacdo de
enzimas. Dentre eles, destaque especial pode ser dado ao copolimero de estireno e
divinilbenzeno magnetizado, por apresentar algumas vantagens em relagdo aos demais
suportes, tais como: elevada area superficial para imobilizar a enzima, maior estabilidade com
relacdo a temperatura e ao pH e facilidade de recuperacdo do biocatalizador (Ren et al.,
2011).
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A esterificacdo de ésteres de cadeia longa é uma das diversas reacfes as quais as lipases
podem catalisar. Estes ésteres sdo classificados como ésteres emolientes e sdo vastamente
utilizados nas industrias de cosméticos, de alimentos e de lubrificantes. O miristato de
isopropila apresenta excelente espalhabilidade e uma boa absorcdo pela pele, sendo muito
utilizado em coposicdes cosméticas em aplicagBes skincare (Raajeshkumar; Annamma;
Arvind, 2015).

Convencionalmente o miristato de isopropila € obtido sob altas temperaturas, tendo
como resultado um produto com cor e odor indesejavel, necessitando de etapas de purificagdo
e refinamento (Khan et al., 2015). Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo
estudar a influéncia da temperatura e da razdo molar entre os materiais de partida na sintese
do miristato de isopropila catalisada pela lipase de Candida rugosa imobilizada em
poli(estireno-co-divinilbenzeno) magnetizado, sendo os resultados avaliados por analise
estatistica.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Materiais

Foi usada a lipase microbiana de Candida rugosa (tipo VII, Sigma-Aldrich®) na forma
imobilizada através do método de adsorcdo fisica em poli (estireno-co-divinilbenzeno)
magnetizado (STY-DVB-M). A atividade hidrolitica da lipase livre foi de 16372,61+42,51
U-gl. Como materiais de partida foram empregados &cido miristico (Cromoline) e
isopropanol (Cromoline) em meio heptano (Cromoline). Para a realizacdo das dosagens de
atividade enzimatica foram utilizados azeite de oliva comercial com baixo teor acido
(Carbonell) e goma ardbica em pd pura (Synth).

2.2. Sintese do suporte polimérico magnetizado (STY-DVB-M)

O suporte de STY-DVB foi sintetizado através da técnica de polimerizacdo em
suspensdo de acordo com Bento et al. (2017), sendo adicionada 10% (m/m) de magnetita
obtida pelo método de co-preciptacdo dos ions Fe*2 e Fe*® em meio basico. A magnetita foi
previamente tratada com &cido oleico segundo a metodologia descrita por Lee et al. (2003).
As particulas obtidas foram peneiradas e as retidas entre as peneiras de 24 e 80 Mesh (Tyler)
foram escolhidas para a realizacdo da imobilizacéo.

2.3. Imobilizacdo da lipase de Candida rugosa no suporte polimérico

A imobilizacdo foi realizada via adsorcdo fisica, em uma propor¢do massica de 1:4
(enzima:suporte) em meio heptano, juntamente com solugdo aquosa 5 g-L! de
polietilenoglicol (100 pL por grama de suporte) por 24 h a 4 °C. O biocatalisador foi
recuperado por filtracdo & vacuo seguido de lavagens com heptano até umidade inferior a 10%
(Bento et al., 2017)

2.4. Dosagem da atividade hidrolitica
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A atividade hidrolitica do biocatalisador foi quantificada pelo método de hidrélise do
azeite de oliva de acordo com Soares et al. (1999). O rendimento de imobilizagdo (n%) foi
calculado pela relacdo de unidades de atividade oferecidas para imobilizacdo e a quantidade
recuperada pelo derivado imobilizado.

2.5 Sintese do miristato de isopropila

O substrato foi preparado utilizando &cido miristico e alcool isopropilico em meio
heptano, empregando peneira molecular (tipo pellets, Sigma-Aldrich®) ativada em mufla
numa relacdo de 10% (m/v) e armazenado em refrigerador na temperatura de 4-8°C por 18
horas.

Os experimentos foram realizados de acordo com o planejamento estatistico 22 estrela
rotacional com 4 pontos axiais e 3 replicatas no ponto central, conforme indicado nas Tabelas
1 e 2. As reacOes de esterificagdo foram conduzidas em Shaker sob agitacdo de 200 rpm e
temperaturas variadas, em fracos de vidro contendo 20 ml de substrato e 12,5% (m/v) de
biocatalisador. Em tempos pré-determinados, foram retiradas aliquotas para quantificar o
consumo do acido por meio da titulagio com hidroxido de potassio 0,02 mol-L™.

Tabela 1 — Varidveis e niveis utilizados no planejamento de experimentos 22 estrela
rotacional para a sintese do miristato de isopropila.

Variaveis Niveis
- - - -a +a
Reais Codificadas -1 0 1
(-1,414) (1,414)
Temperatura (°C) A 35,9 38 43 48 50,1
Razdo molar (acido:alcool) B 1:220 1:125 1651 251 2851

Tabela 2 — Matriz experimental do planejamento de experimentos 22 estrela rotacional para a
sintese do miristato de isopropila.

Ensaios Temperatura Razéo Molar

(° C) (Acido/ Alcool)
1 48,0 1:1,25
2 38,0 1:1,25
3 43,0 1:2,20
4 48,0 2,50:1
5 38,0 2,50:1
6 43,0 2,85:1
7 50,1 1,65:1
8 35,9 1,65:1
9 43,0 1,65:1
10 43,0 1,65:1
11 43,0 1,65:1
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3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Atividade hidrolitica e rendimento da imobilizacéo

O derivado imobilizado apresentou valor elevado de atividade hidrolitica (3536,457+
154,722 U-g1) e de rendimento de imobilizacdo (95,94%), demonstrando viabilidade de
aplicacdo do suporte magnético sintetizado e a eficacia do método de imobilizacdo proposto.

3.2 Estudo da influéncia da temperatura e da razdo molar na sintese do
miristato de isopropila

Visando verificar a influéncia dos fatores: temperatura e razdo molar na sintese do
palmitato de isopropila catalisada pela lipase de Candida rugosa imobilizada em STY-DVB-
M, foi realizado um planejamento experimental 22 estrela rotacional com 4 pontos axiais e 3
replicatas no ponto central, tendo como variavel resposta o rendimento tedrico da reacédo, ou
seja, considerando que todo o reagente limitante foi convertido a éster. A Figura 1 ilustra o
perfil dos rendimentos teéricos obtidos nos ensaios efetuados.

Nota-se que os melhores rendimentos foram obtidos para os ensaios 5, 6 e 7, atingindo
um méaximo de 80% em 9h de reacdo. Estes testes foram realizados com as razGes molares
mais elevadas previstas no planejamento estatistico e sob temperaturas variadas, indicando
gue o excesso do acido graxo favoreceu a sintese do éster.

Figura 1 - Perfil dos rendimentos tedricos obtidos para 0s ensaios realizados a partir do
planejamento de experimentos 22 estrela rotacional para a sintese do miristato de isopropila.
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Para a realizacdo da analise estatistica foram empregados os softwares Statistica verséo
12 (StatSoft Inc., USA) e Design-Expert 10.0 (Stat-Ease Corporation, USA). A Figura 2a
mostra o grafico de Pareto obtido pela andlise estatistica, apresentando como efeito
significativo apenas o termo linear da razdo molar (4,92), confirmando que a temperatura nao
é significativa para a sintese do miristato de isopropila. Esse fato pode ser explicado devido a
maior estabilidade conferida & enzima pelo processo de imobilizacdo, tornando-a mais estavel
termicamente.

A Tabela 3 apresenta a andlise de variancia (ANOVA), cujo modelo estatistico
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proposto (Equagdo 1), mostrou-se significativo ao nivel de 95% de confianca, ndo sendo
constatada falta de ajuste. A Figura 2b ilustra a superficie de resposta gerada a partir dos
dados estatisticos obtidos, na qual é possivel notar que os maiores valores de rendimento
tedrico encontram-se na regido com razGes molares (&cido:alcool) maiores que 2:1 e
temperaturas mais amenas.

Figura 2 - a) Grafico de pareto e b) Superficie de resposta obtido pela analise estatica do
planejamento de experimentos 22 estrela rotacional para a sintese do miristato de isopropila.
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Tabela 3 - ANOVA dos resultados obtidos a partir do planejamento 22 estrela rotacional.
Fonte de Soma Grau de Média E p
variagao Quadratica Liberdade Quadratica
Modelo 1058,51 5 211,70 5,57 0,0413*
A-Temperatura 2,02 1 2,02 0,05 0,8266
B- Razao Molar 921,65 1 921,65 24,26 0,0044*
AB 88,96 1 88,96 2,34 0,1865
A? 27,65 1 27,65 0,73 0,4326
B2 6,38 1 6,38 0,17 0,6989
Residuo 189,99 5 38,00
Falta de Ajuste 177,96 3 59,32 9,86 0,0935
Erro Puro 12,03 2 6,02
Cor Total 1248,50 10
*p<0,05
Y =-197.47160 + 9.49469*A+55.48197*B -1.10964*A*B -0.087947*A2 +1.47605*B2 (Eq. 1)

Em que Y representa o rendimento tedrico da reagdo, A é o valor codificado da
variavel temperatura (°C) e B € o valor codificado da variavel razdo molar.

Com o auxilio do programa estatistico Design-Expert 10.0, foi possivel encontrar a
condicgdo Gtima de razdo molar e temperatura para a obtencdo do maior rendimento em éster,
dentro da faixa do estudo realizado. As condi¢Bes experimentais 6timas indicadas foram:
razdo molar (&cido: alcool) de 2,79:1 e temperatura de 39,0 °C, tendo como resposta, um
rendimento de 84,57%. Para a confirmagdo do modelo, foi realizado um ensaio nessas
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condigdes, que atingiu 83,10% de rendimento em 9 horas de reacdo, apresentando um desvio
em relacdo ao valor predito do modelo de 1,74%, considerado plenamente satisfatorio.

4. CONCLUSAO

Os resultados obtidos mostraram que a lipase de Candida rugosa imobilizada em poli
(estireno-co-divinilbenzeno) magnetizado apresenta potencial de aplicagédo industrial na
sintese de ésteres emolientes, atingindo rendimentos superiores a 80% empregando
temperaturas amenas (39 °C). Pela anélise estatistica, foi possivel constatar que apenas a
razdo molar do substrato foi significativa e influenciou de forma positiva a sintese do
miristato de isopropila, sendo os maiores rendimentos obtidos em niveis mais elevados de
razdo molar (2,79:1). Além disso, o derivado imobilizado apresentou elevada atividade
hidrolitica (3536,457+ 154,722 U-g-1) e alto rendimento de imobilizag&o (95,94%).
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