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“Depois de um tempo vocé comega a aceitar suas
derrotas de cabeca erguida e olhos adiante, com
a graca de adulto e ndo com a

tristeza de uma crianca.

E aprende a construir todas as suas estradas no
hoje, porque o

terreno do amanha é incerto demais para os
planos...

Comeca a aprender que ndo se deve comparar
com 0s outros, mas

com o melhor que pode ser... Descobre que se
leva muito tempo

para se tornar a pessoa que quer ser e que 0
tempo é curto.

Aprende que ndo importa aonde ja chegou, mas
onde esta indo,

mas se ndo sabe onde esta indo, todo lugar
serve... Aprende que

herois sdo pessoas que fizeram o que era
necessario fazer,

enfrentando as consequéncia...

Aprende que maturidade tem mais a ver com 0s
tipos de

experiéncia que se teve e o que vocé aprendeu
com elas do que

com quantos aniversarios celebrou. Aprende que
h& mais dos seus

pais em vocé do que vocé supunha...

... E vocé aprende que realmente pode suportar,
que realmente é

forte e que pode ir muito mais longe depois de
pensar que ndo se

pode mais.”

William Shakespeare






RESUMO

Os antioxidantes sdo amplamente utilizados em alimentos e cosméticos
para controlar o processo de oxida¢do. Entretanto, a quantidade de
antioxidantes obtidos a partir de recursos naturais ndo é suficiente para
atender a demanda atual e muitas vezes alguns destes antioxidantes,
como o acido L-ascorbico, ndo sdo estaveis em determinados produtos.
Com isso, diversos métodos tém sido desenvolvidos visando a producéo
de antioxidantes estaveis tanto em produtos hidrofilicos como
lipofilicos. A catalise enzimatica para produgdo de ascorbil oleato a
partir do &cido L-ascorbico usando &cido oleico esta sendo investigada
como um método de sintese alternativo ao método quimico. O estudo da
producdo deste composto via sintese enzimatica em sistemas
alternativos, como banho de ultrassom é considerado uma tecnologia
inovadora, visto que na literatura hd poucos relatos da sintese de
ascorbil ésteres, porém, com resultados vantajosos, 0 que a torna uma
tecnologia promissora e passivel de ser explorada em outros sistemas.
Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi propor uma nova
tecnologia para a producdo enzimatica de ascorbil oleato a partir de
acido L-ascorbico e acido oleico, empregando a lipase Novozym 435,
em sistema assistido por ultrassom. Estudos cinéticos foram realizados
nas razbes molares de acido L-ascorbico:4cido oleico de 1:3, 1:6 e 1:9,
100% da poténcia do ultrassom (132 W), temperatura de 50, 60 e 70 °C,
20 mL de terc-butanol, com ou sem adi¢do de peneira molecular (2,5; 5;
10 e 20% (m/m)), com de 5% (m/m) da enzima. Ensaios controle sem
utilizacdo do ultrassom durante a reacdo de sintese enzimatica de
ascorbil oleato também foram realizados. Pela avaliagdo cinética do
efeito da razdo molar dos substratos e da temperatura foi identificado
gue a maxima conversdao em ascorbil oleato (66%) foi obtida na razédo
molar de 1:9 e temperatura de 70 °C, porém as cinéticas apresentaram
comportamento instavel. O uso de peneira molecular pré-ativada no
meio reacional (20%) levou a um comportamento mais estavel da reacdo
e uma conversdo maxima em ascorbil oleato de 60%. Desta forma, a
sintese enzimatica de ascorbil oleato em sistema assistido por ultrassom
mostra-se uma tecnologia bastante promissora.

Palavras-chave: sintese enzimatica 1. &cido L-ascorbico 2. acido oleico
3. ascorbil oleato 4. ultrassom 5. antioxidante 6.






ABSTRACT

Antioxidants are widely used in food and cosmetics to control the
oxidation process. However, the amount of antioxidants obtained from
natural resources is not sufficient to meet current demand and often
these are not stable in certain products, such as L-ascorbic acid. Thus,
several methods have been developed aiming stable antioxidants
production either in hydrophilic products such as lipophilic. The
enzymatic catalysis to ascorbyl oleate production from L-ascorbic acid
using oleic acid is being investigated as an alternative method of
synthesis instead of chemical methods. The study of the production of
this compound via enzymatic synthesis in alternative systems such as
ultrasound bath is considered an innovative technology, since in the
literature there are only reports of other ascorbyl esters synthesis, with
advantageous results, which makes it a promising and capable
technology to be explored in other systems. In this context, the aim of
this study was to propose a new technology for the enzymatic
production of ascorbyl oleate from L-ascorbic acid and oleic acid, using
Novozym 435 lipase, in system assisted by ultrasound. Kinetic studies
were performed in molar ratios of L-ascorbic acid:oleic acid 1:3, 1:6,
1:9, 100% of the power of the ultrasound (132 W), temperature 50, 60
and 70 °C, 20 mL terc-butanol, with or without addition of molecular
sieves, preactivated or not (2.5, 5, 10 and 20% (w/w)), and 5% (w/w) of
the enzyme. Testing control without ultrasound use during the
enzymatic synthesis of ascorbyl oleate was also conducted. By the
kinetic study of the molar ratio of the substrate temperature and was
identified that the maximum conversion acorbil oleate (66%) was
obtained in a molar ratio of 1:9 and a temperature of 70 °C, but the
kinetics exhibited unstable behavior. The use of pre-activated molecular
sieve in the reaction system (20%) led to a more stable and a maximum
conversion of 60% ascorbyl oleate. In this, the enzymatic synthesis of
ascorbyl oleate in system assisted by ultrasound is shown to be a very
promising technology.

Keywords: enzymatic synthesis 1. L-ascorbic acid 2. oleic acid 3.
ascorbyl oleate 4. ultrasound 5. antioxidants 6.
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INTRODUCAO

Os antioxidantes tém sido amplamente utilizados em alimentos e
cosmeéticos para controlar o processo de oxidacdo. Entres estes, destaca-
se 0 uso de tocoferdis e do acido L-ascorbico, que sdo altamente
eficientes em retardar a oxidacao lipidica, e com isso possuem papel
fundamental no aumento da vida util dos produtos. O uso de
antioxidantes na industria de alimentos tem sido amplamente estudado,
pois quando adicionados aos alimentos controlam o processo de
oxidacdo, bem como promovem um aumento da vida Gtil dos alimentos.
Com isso, diversos métodos tém sido desenvolvidos visando a producéo
de antioxidantes, entre estes, a sintese enzimatica de antioxidantes
naturais e seus derivados (SHAHIDI et al., 1992; TORRES DE
PINEDO et al., 2007; KARMEE, 2009).

O ascorbil oleato é um éster anfipatico do acido L-ascérbico que
é usado amplamente na industria alimenticia, cosmética e farmacéutica
por suas propriedades antioxidantes (ROSS et al., 1999). O modo
comumente utilizado para a obtencdo deste composto é a catélise acida
de acilacdo de &cido L-ascdrbico. Porém este método de sintese possui
alto gasto de energia, e frequentemente conduz & formacdo de uma
mistura de produtos que dificultam a purificagdo (HUMEAU et al.,
1995). A catalise enzimatica de acilacdo de acido L-ascorbico usando
acido oleico estd sendo desenvolvida como um método de sintese
alternativo para o ascorbil oleato.

A biocatalise é atualmente uma das areas mais promissoras
dentro das novas tecnologias para a sintese de compostos de alto valor
agregado. As enzimas, além de serem atrativas e versateis, catalisam
uma série de transformacfes de modo seletivo, rapido e em condigdes
brandas de reacdes, o que as difere dos catalisadores ndo enzimaticos.
Além disso, os catalisadores quimicos em geral necessitam de condicfes
tdo severas que produzem compostos de menor qualidade, necessitando
de processos de purificagdo mais elaborados (CASTRO et al., 2004;
ANTUNES, 2005; SRINIVAS, 2011).

A crescente preocupagao com o meio ambiente, com a qualidade
dos produtos e com o custo energético torna o uso de biocatalisadores
atraente a varios setores industriais que buscam tecnologias “limpas”,
mais sofisticadas e com menores custos. As lipases tém apresentado
grande importancia no cenario biotecnoldgico, econdmico e industrial.
Estas enzimas estdo sendo utilizadas como uma importante ferramenta
tecnolégica, uma vez que representam uma perspectiva de
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desenvolvimento nos processos para obtencdo de inlimeros compostos,
mono e diacilglicerdis, acidos graxos, agentes biotensoativos,
compostos de aroma e sabor e lipidios estruturados ou modificados
(TREICHEL et al., 2010).

A catélise enzimatica, tradicionalmente, limitava-se ao estudo de
reacGes em meio aquoso, 0 que restringia em muito as possibilidades de
aplicacGes industriais. A partir da observagdo de que muitas enzimas,
tais como as lipases, atuam in vivo em ambientes ricos em lipidios,
constatou-se que os ambientes com restricdo de 4gua também poderiam
ser meios adequados a catélise enzimatica (BARON, 2003). Assim,
foram iniciadas pesquisas dedicadas a explorar a catalise enzimatica nos
chamados meios reacionais ndo convencionais, nos quais podem ser
incluidos os solventes organicos.

Com o avanco de novas tecnologias em quimica organica, surgem
novas e eficientes formas de transferéncia de energia. Uma delas é o
emprego de ultrassom, um método reconhecidamente eficaz para a
reducdo de tamanho de particulas em dispersdes e emulsdes. Esta
técnica pode gerar particulas de tamanho nanométrico em suspensdes,
dispersdes e emulsdes e, além disso, acelerar reages quimicas e
bioguimicas pela maior facilidade da mistura dos reagentes e aumento
nas taxas de difusdo, entre muitas outras (KULDILOKE, 2002). A
irradiacdo por ultrassom pode ser um método alternativo para reduzir as
limitacOes da transferéncia de massa substrato-enzima, assim como pode
proporcionar mudangas conformacionais na estrutura de proteinas. O
efeito fisico do ultrassom em processos biotecnol6gicos consiste
principalmente na alteracdo da temperatura e pressdao do microambiente
em funcéo do efeito cavitacional.

Ha estudos na literatura que descrevem a sintese enzimatica de
ascorbil ésteres em ultrassom como uma tecnologia promissora por
contribuir para a solubilidade dos substratos, melhorar a transferéncia de
massa, reduzir o tempo de reagdo e aumentar o rendimento. Porém, o
numero de trabalhos que investigaram a producédo enzimatica de ascorbil
ésteres em ultrassom é pequeno e restrito a producdo de ascorbil
palmitato. Assim, a sintese enzimética de ascorbil oleato em ultrassom
torna-se uma tecnologia passivel de ser investigada.

Os aspectos expostos acima motivaram a realizacdo deste
trabalho, levando-se em consideracdo a importancia do estudo desta
nova tecnologia e a investigagdo do comportamento enzimatico sob a
acao de ultrassom.
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1.1.1 OBJETIVOS

Obijetiva-se estudar a sintese enzimatica de ascorbil oleato em

sistema assistido de banho de ultrassom.

1.1.2 Objetivos especificos

d)

Com base no objetivo geral, os objetivos especificos foram:
Selecionar o melhor solvente, visando posterior emprego na reagdo
de sintese enzimatica de ascorbil oleato;

Investigar a influéncia do banho de ultrassom sobre a produgdo de
ascorbil oleato;

Avaliar o efeito dos parametros de processo (razdo molar acido L-
ascorbico:icido oleico, temperatura, concentracdo de peneira
molecular, concentracdo de enzima), na cinética reacional de sintese
enzimatica de ascorbil oleato;

Purificar e caracterizar a estrutura do éster obtido por
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

O presente capitulo tem por objetivo apresentar, a fundamentagéo
tedrica necessaria ao desenvolvimento deste trabalho, incluindo tépicos
sobre enzimas, mais especificamente lipases; esterificacdo enzimatica de
acidos graxos, tecnologias empregadas e produtos resultantes da reacéo
de esterificacdo; ascorbil ésteres, ascorbil oleato e aplicacdo da
tecnologia de ultrassom.

2.1 OS SUBSTRATOS: ACIDO L-ASCORBICO E ACIDO OLEICO

O é&cido L-ascdrbico, também conhecido como vitamina C
(Figura 1), é uma vitamina soltvel em agua, considerada indispensavel
em varias funcoes fisioldgicas. A vitamina C foi isolada primeiramente
a partir de glandulas suprarrenais (SZENT-GYORGYI, 1928) e,
posteriormente, caracterizada a partir de tecidos vegetais (HERBERT et
al., 1933), sendo o composto também obtido por isolamento a partir do
limdo. A vitamina C é produzida comercialmente por dois métodos: o
processo Reichstein e por processo de fermentacdo em duas etapas
(REICHSTEIN; GRUSSNER, 1934; LIESE et al., 2006).

A vitamina C é considerada um forte e poderoso antioxidante néo
enzimatico, sollivel em agua, que protege eficazmente as moléculas
biologicas contra a degradacdo oxidativa. Devido a variedade de
fungdes celulares afetadas pelo acido L-ascorbico (KOJO, 2004;
JACOB; SOTOUDEH, 2002), o seu papel na sintese de colageno tem
sido demonstrado (MAY'; QU, 2005), como a melhora da elasticidade da
pele e reducdo das rugas, pelo estimulo da sintese de coldgeno
(PHILIPS et al., 1994).

In vitro, a vitamina C tem sido utilizada apenas em meio aquoso
como antioxidante devido & sua natureza hidrofilica. Por isso, a
aplicacdo de vitamina C como antioxidante em alimentos lipofilicos é
rara (LIU et al., 1996a). A sua baixa estabilidade é a principal limitacdo
da utilizagdo deste em produtos lipofilicos. O acido L-ascérbico é
facilmente oxidado, principalmente em condicfes aerdbias e exposi¢do a
luz, sendo degradada, em primeiro lugar em uma etapa reversivel para
acido dehidroascérbico e, por outro, irreversivelmente ao acido oxalico
(AUSTRIA et al., 1997).

Uma func¢do importante da vitamina C é a de proteger os tecidos
dos produtos oxidativos nocivos, que acarretam muitas doencas
cronicas, incluindo doencgas cardiovasculares e cancer (CHEN et al.,
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2005). Além disso, as descobertas recentes sobre o papel especifico do
acido L-ascdrbico para a atividade de vérias dioxigenases dependentes,
envolvidas na sinalizacdo celular e na ativagéo de fatores de transcri¢éo
tém sido descritas na literatura (DE TULLIO; ARRIGONI, 2004). As
diversas aplicacfes deste composto tém atraido uma atencdo especial
das inddstrias e conduzido a uma crescente demanda pelo &cido L-
ascarbico (BREMUS et al., 2006).

Figura 1 - Formula estrutural do 4cido L-ascorbico.

HO
\

HH

7N\

HO OH

O

Fonte: LERIN, (2010).

Acidos graxos sdo acidos carboxilicos alifaticos de cadeias
longas, encontrados em gorduras e 6leos naturais. Estes podem ou ndo
apresentar ligagdes duplas entre as moléculas de carbono, sendo
classificados como insaturados ou saturados. Os &cidos graxos
insaturados podem ser monoinsaturados ou poliinsaturados.
Quimicamente, o0s 4&cidos graxos consistem de compostos que
apresentam uma cadeia carbdnica relativamente longa, contendo em
uma extremidade o grupo alquila — CHjs, e na outra extremidade o grupo
carboxila— COOH (BOBBIO; BOBBIO, 1992).

Entre os diversos acidos graxos existentes e conhecidos, pode-se
destacar o acido (9Z)-9-octadecendico, comercialmente conhecido como
acido oleico. O &cido oleico possui uma cadeia insaturada com 18
carbonos na sua estrutura, cuja formula estrutural é apresentada na
Figura 2 (BOBBIO; BOBBIO, 1992).
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Figura 2 - Férmula estrutural do &cido oleico.

”“\/\/W:\/\/\/\/H\
OH

Fonte: NICOLAU, (2009).

Os é&cidos graxos podem ser agrupados em familias conhecidas
como dmega (m), por meio desta classificacdo o acido oleico pertence a
familia 6mega 9, 0 que o torna essencial na participacdo do nosso
metabolismo, desempenhando um papel fundamental na sintese dos
horménios. Devido & sua dupla ligacdo, esse &cido graxo possui uma
curvatura na cadeia, 0o que dificulta o rearranjo das moléculas,
enfraquecendo as interacBes entre moléculas vizinhas (interacdo de Van
der Waals). Assim sendo, & temperatura ambiente, o acido oleico
encontra-se na fase liquida. As principais fontes de obtencdo do acido
oleico séo o0 6leo de oliva e o de canola (ASAKURA et al., 2000).

A Tabela 1 apresenta algumas propriedades fisicas e quimicas de
acido oleico.

Tabela 1 - Propriedade fisicas e quimicas do &cido oleico.

Propriedades Acido oleico
Formula molecular Ci5H34,0,
Massa molar (g/mol) 282,47
Densidade (g/cm®) 0,891
indice de refragdo 1,4595
Ponto de fusdo (°C) 16-17
Ponto de ebuli¢do (°C) 286

Fonte: PASSOS (2007).

A modificacdo do éacido L-ascérbico via esterificacdo ou
transesterificagdo com moléculas alifaticas, tais como acidos graxos, é
um modo para alterar sua solubilidade em férmulas oleosas e emulsdes.
Alguns derivados de ascorbil, como ascorbil laurato, ascorbil palmitato
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e arcorbil oleato, obtidos através de sintese enzimatica utilizando lipases
imobilizadas, ja foram descritos na literatura (HUMEAU et al., 1995;
BRADOO et al., 1999; YAN et al., 1999; MAUGARD et al., 2000;
MORENO-PEREZ et al., 2013).

2.2 SINTESE DE ASCORBIL ESTERES

Os antioxidantes naturais, como os tocoferdis e o acido L-
ascorbico, sdo altamente eficientes em retardar a oxidagdo lipidica em
alimentos. No entanto, a quantidade de antioxidantes obtidos a partir de
recursos naturais ndo é suficiente para atender as exigéncias atuais. Com
isso, muitos métodos tém sido desenvolvidos visando a producgdo de
antioxidantes, entre estes, a sintese enzimatica de antioxidantes naturais
e seus derivados (SHAHIDI et al., 1992; KARMEE, 2009; COSTA et
al., 2014).

As rotas mais utilizadas para a sintese de ascorbil ésteres de
acidos graxos sdo por meio de métodos quimicos que utilizam
catalisadores &cidos ou alcalinos (SCHULER, 1990). Os principais
problemas da sintese quimica estdo relacionados com o baixo
rendimento do produto, devido a falta de regioseletividade das reacdes,
com os subprodutos gerados por rotas quimicas, e a necessidade de
processos de purificacdo elaborados. Além disso, as reagdes quimicas
apresentam limitacGes devido ao uso de temperaturas elevadas nas
reacOes de esterificagdo e transesterificacdo, uma vez que pode ocorrer a
oxidacdo e degradacdo da vitamina C (SRINIVAS, 2011).

A sintese de ésteres de vitamina C via catalise realizada por
lipases tem sido aplicada devido a regiosseletividade apresentada e ao
alto rendimento do produto. Para a acilagdo da vitamina C, geralmente
sdo utilizados acidos graxos (AGs), ésteres de acidos graxos (metil, etil,
ou vinil) e triglicerideos (TGs) como doadores de acila, que sdo obtidos
a partir de recursos renovaveis. Os acidos graxos podem ser saturados e
insaturados. Os FA como caprilico (C8), caprico (C10), laurico (C12),
miristico (C14), palmitico (C16), estedrico (C18), oleico (C18:1) e
linoleico (C18:2) sdo conhecidos como doadores acila (KARMEE,
2008, 2009).

Os acidos graxos tém sido amplamente utilizados como doadores
acila para producao de ascorbil ésteres de acidos graxos e, entre estes,
Varios grupos tém investigado a sintese de ascorbil ésteres de AGs
(KARMEE, 2009). Viklund et al. (2003) estudaram a sintese de
ascorbil palmitato com razfes molares &cido L-ascOrbico e &cido
palmitico de 1:1, 1;1.5 e 1:2, com volume de solvente, &lcool terc-amil,
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de 10 mL na temperatura de 60 °C. Neste estudo, os autores obtiveram
71%, 80% e 86% de conversdo, para cada razdo molar testada,
respectivamente, em 50 horas de reacéo.

A catélise de acilagdo com a enzima Novozym 435 do acido L-
ascorbico com &cido laurico e metil laurato foram estudados. Watanabe
et al. (1999) estudaram a cinética de esterificacdo do acido laurico e
obtiveram a conversdo de 8% ap6s 50 horas, enquanto que a
transesterificacdo de metil laurato, a conversdo foi de 4% em 25 horas,
na temperatura de 60 °C e razdo molar dos substrato de 1:5 (4cido L-
asclrbico: acido laurico/metil laurato). Além disso, a esterificacdo do
acido laurico com acido L-ascorbico na temperatura de 60 °C e razdo
molar dos substratos de 1:5 foi estudada em diferentes solventes, alcool
terc-amil, acetonitrila e terc-butanol, com conversbes de 24%, 20% e
11% (WATANABE et al., 1999).

Em um estudo realizado por Humeau et al. (1998), utilizando o
acido L-ascorbico e o acido palmitico na razdo de 1:9, respectivamente,
verificou-se uma conversdo de aproximadamente 40% de ascorbil
palmitato ap6s 5 horas de reacdo, em terc-butanol. Porém, ndo foi
observado um aumento significativo na conversdao apds prolongados
tempos de reagao.

Outros &cidos graxos também foram estudados, como o &cido
linolénico, a linolénico ¢ y-linolénico, como doadores de acila em
acetona a 50 °C para a sintese de ascorbil ésteres usando Chirazyme L-
2C2 (KUWABARA et al. 2003a,b). Watanabe et al. (1999) sintetizaram
ascorbil ésteres com acidos graxos insaturados em acetona com
rendimento de 47% por esterificacdo de acido eicosapentandico usando
lipase de Candida antarctica do tipo B (CAL-B) com razdo molar de 5:1
(&cido  eicosapentandico/acido  L-ascérbico). Uma investigagdo
detalhada foi realizada utilizando varios acidos graxos poliinsaturados,
dentre eles o 4cido linolénico, a-inolénico, y-linolénico, araquidénico e
docosahexaendico para a sintese de ascorbil ésteres insaturados usando
Chiralzyme L-2C2 (WATANABE et al., 2001b).

Os 6leos, triglicerideos, sdo compostos alternativos para a sintese
de ascorbil ésteres. A acilagdo de &cido L-ascérbico com 6leos pode
produzir uma mistura de ascorbil ésteres de &cidos graxos com
diferentes comprimentos de cadeia. Neste sentido, foi realizada a sintese
de ascorbil ésteres utilizando biodiesel derivado do 6leo de soja e de
palma na presenca de Novozym 435 em acetona, e obteve-se 62% de
conversdo durante a transesterificacdo de metil éster do 6éleo de palma
com &cido L-ascdrbico em razdo molar de 1:4 e 50 °C. A mistura de
ésteres resultante continha 46% de ascorbil palmitato, 43% de ascorbil
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oleato e 10% de ascorbil linoleato. Quando utilizado o 6leo de soja
como substrato os autores obtiveram conversdo de 17%, produzindo
uma mistura de ésteres composta de 10% de ascorbil palmitato, 21% de
ascorbil oleato e 65% de ascorbil linoleato (HSIEH et al., 2005).

Na reacdo de acilacdo, durante a transferéncia do grupo acila, o
comprimento da cadeia do acido graxo apresenta um efeito consideravel
sobre o rendimento do produto. Song et al. (2006) estudaram a
influéncia do comprimento da cadeia do &cido graxo no rendimento e na
velocidade inicial da reagdo, utilizando a enzima Novozym 435, e
observaram que a enzima é seletiva para acidos graxos de cadeia longa.
Além disso, o &cido graxo C18 insaturado, acido oleico, apresentou
melhor rendimento em relagdo ao acido graxo C18 saturado, acido
estearico. Uma tendéncia semelhante foi observada por Yan et al.
(1999), durante a sintese de ascorbil ésteres catalisada por CAL-B,
usando razdo molar de 3:1 de ésteres de vinil de acidos graxos e acido
L-asc6rbico a 40 °C em terc-butanol. Foram utilizados os ésteres de vinil
de acido caprilico (C8), caprico (C10), laurico (C12) e palmitico (C16) e
obtiveram rendimentos de 65%, 87%, 74% e 91% dos correspondentes
ascorbil ésteres, enquanto que em acetona os rendimentos foram de
55%, 75%, 60% e 75%, respectivamente.

Um aumento no comprimento da cadeia dos acidos graxos ou
seus ésteres nem sempre conduz a um aumento do rendimento da
reacdo, como no estudo de Stamatis et al. (1999) que observaram
reducdo no rendimento de 60% para 40% quando aumentaram o0
comprimento da cadeia do acido graxo de C12 a C18 com &cido laurico,
miristico, palmitico e estearico. Em outro estudo de Watanabe et al.
(1999), o comprimento da cadeia do acido graxo variou de C6 a C12,
durante a reagdo dos éacidos caproéico, caprilico, caprico e laurico em
acetonitrila, e nenhum efeito sobre a converséo foi encontrado.

Os ascorbil ésteres sdo compostos anfifilicos (WATANABE et
al., 2001a), que formam agregados em sistema aquoso, com um nucleo
lipofilico interior e uma superficie hidrofilica exterior. Estes sistemas
tém sido utilizados para a estabilizacdo e solubilizacdo de moléculas
sensiveis (PALMA et al., 2002). Estudos revelam que os ascorbil ésteres
sdo eficazes na peroxidacgdo de lipoproteinas de baixa densidade (LIU et
al., 1996b). Além disso, ascorbil ésteres podem atuar como promotores
antimutagenos e antitumorais (RAO et al., 1995; NAIDU, 2003), e na
area dermatoldgica podem auxiliar no tratamento de manchas de pele
(WORTZMAN; GANS; PATEL , 2002).
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2.2.1 Sintese de ascorbil oleato

O ascorbil oleato é um éster de vitamina C lipossolavel. Assim, o
ascorbil oleato € formado a partir da esterificacdo do &cido oleico com
acido L-ascorbico para formar um éster de vitamina C. A sintese de
ascorbil oleato pode ser realizada por rota quimica ou enzimatica. Um
esquema da reacdo por esterificacdo enzimatica esta apresentado na
Figura 3.

Figura 3 - Esquema reacional para a produgéo enzimatica de ascorbil
oleato.
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Fonte: BEZBRADICA et al. (2013).

Viklund, Alander e Hult (2003) estudaram a sintese de ascorbil
oleato com razdo molar acido L-ascorbico e acido oleico de 2:1,
obtiveram um rendimento de 87% em 100 horas, mas o rendimento
isolado do produto foi de apenas 29%, devido ao extenso tempo de
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reacdo. Em outro estudo, realizado com diferentes preparagfes de
lipases CAL-A e CAL-B, foi avaliada a sintese de ascorbil oleato em
diferentes solventes: etanol, n-hexano, éter de petréleo e acetona, a uma
temperatura de 45 °C. Em acetona, todas as preparagdes de enzima, ou
seja, Chirazyme L-2C1, Chirazyme L-2C2, Chirazyme L-2C3, L-
Chirazyme 5C1, Novozym 435 e lipase bruta de Candida antarctica
ATCC-28323 conduziram a conversdes de 39%, 43%, 32%, 21%, 40%
e 28% em ascorbil oleato apds 24 horas de reacdo. Com a Chirazyme L-
2C2, estudou-se também o uso de peneiras moleculares (3-4 A) na
reacdo e mostrou-se um aumento da conversdo de até 46% em
comparacao a 15%, sem peneira molecular. Os autores também testaram
a utilizacdo de metil oleato e observaram que com o aumento da razdo
molar de acido L-ascorbico e metil oleato de 1:2 para 1:4, ocorreu um
aumento a conversao de 57% para 63% (ADAMCZAK et al., 2005).

Song e Wei (2002) investigaram a sintese de ascorbil oleato
usando uma lipase imobilizada de Candida sp. e uma série de solventes
organicos, entre eles, o alcool t-amilico (log P = 1,15) foi utilizado para
o0 estudo, no qual a vitamina C foi suficientemente solUvel e a enzima se
manteve estavel. O produto (18,5 g/L) foi formado depois de 10 horas
com 50 g/L de peneira molecular e temperatura de 50 °C, enquanto que
15 g/L de produto foi produzido na auséncia de peneira molecular, em
condi¢des reacionais idénticas.

Stojanovic et al. (2013) estudaram a otimizacdo da sintese de
ascorbil oleato em acetona, a reacao foi realizada em shaker a 250 rpm
por 72 horas, as variaveis estudadas foram: teor de agua, temperatura,
quantidade de enzima, razdo molar dos substratos e concentracdo de
acido L-ascorbico. Os autores observaram uma méaxima conversdo de
57%, na condi¢do com 0,0118% de agua, 55 °C, 0,8% de lipase, razéo
molar dos substratos de 1:12 e 0,07 M de &cido L-ascdrbico.

2.2.2 Sintese de ascorbil ésteres em ultrassom

A sintese enzimética de ascorbil ésteres em ultrassom tem sido
descrita na literatura como uma tecnologia promissora por contribuir
para a solubilidade dos substratos, melhorar a transferéncia de massa,
reduzir o tempo de reacdo e aumentar o rendimento. Porém, ha poucos
trabalhos na literatura sobre a producdo enzimatica de ascorbil ésteres
em ultrassom.

Entre os estudos relatados na literatura sobre a producgdo de
ascorbil palmitato em ultrassom pode-se citar o realizado por Lerin et al.
(2011), que avaliou a influéncia da temperatura (40-70 °C), da razdo
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molar (1:1-1:9) e da concentragdo de enzima (5-15%) na sintese
enzimatica de ascorbil palmitato. A maior conversdo obtida neste estudo
foi de 27%, na condicdo de temperatura de 70 °C, razdo molar de 1:9,
concentracdo de enzima de 5% e 100% de poténcia do ultrassom, com
um tempo de reacdo de 3 horas. As cinéticas apresentadas neste estudo
mostram uma conversdo semelhante a obtida para a condigdo otimizada,
26% para um tempo de reacdo de 2 horas.

Wen et al. (2007) estudaram o efeito do ultrassom na sintese
enzimatica de ascorbil palmitato variando a poténcia do ultrassom (40%,
60%, 80% e 100%) a temperatura (20-80 °C), a razdo molar, &cido
palmitico:dcido  L-ascorbico (1:1-1.5:1) e razdo molar, &cido
sulfirico:acido L-ascorbico (3:1-6:1). Neste estudo, o0s autores
verificaram que o uso do ultrassom acelerou a velocidade de dissolucdo
dos substratos e melhorou a transferéncia de massa, acelerando a
velocidade da reacdo. O ultrassom promoveu um aumento no
rendimento da reacéo de 85% para 93%, reduziu o tempo de reagdo 36
horas para 2 horas e minimizou o uso de solvente de 99% para 95%,
para a condi¢do otimizada de 35 °C de temperatura, 1,3:1 de razdo
molar de &cido palmitico e 4cido L-ascérbico, temfo de reacdo de 2
horas e intensidade do ultrassom superior 0,71 W/cm®.

Assim, a sintese enzimatica de ascorbil ésteres em ultrassom
torna-se uma tecnologia promissora, uma vez que apenas a producao de
ascorbil palmitato foi relatada na literatura, porém com resultados
relevantes. Os resultados apresentados na literatura estimulam a sintese
de outros ascorbil ésteres em banho de ultrassom.

2.2.3 Ascorbil ésteres: aplicagdes

Os antioxidantes sdo amplamente utilizados na industria de
alimentos e cosméticos para evitar as reacdes oxidativas. Entre os
antioxidantes naturais, &cido L-ascorbico é o mais utilizado na
estabilizacdo dos produtos a base de agua. No entanto, o &cido L-
ascarbico é altamente hidrofilico, limitando sua aplicacdo em produtos
formulados com derivados de petréleo e de gordura (COSTA et al.,
2014). O problema da solubilidade pode ser contornado pela conversdo
de vitamina C hidrofilica em ésteres hidrofébicos, ésteres de ascorbil,
formando uma estrutura anfifilica, que melhora a sua solubilidade em
ambientes lipofilicos, bem como, aumenta a capacidade de eliminacéo
de radicais (LIU et al., 1996b). Ainda, cabe ressaltar que os ésteres de
acidos graxos derivados de &cido L-ascOrbico ndo devem adicionar
gosto, cheiro e cor indesejaveis aos alimentos e cosméticos.
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O ascorbil oleato é uma molécula anfipatica, ou seja, uma
extremidade é hidrofilica e a outra é hidrofdbica, esta caracteristica
permite que o composto seja incorporado pelas membranas celulares.
Quando incorporado pelas membranas celulares das hemacias humanas,
0 ascorbil oleato protege contra os danos oxidativos e protege o alfa-
tocoferol, antioxidante solivel em gordura, da oxidagdo por radicais
livres (ROSS et al., 1999; LIU; MA; LI1U, 1999).

Porém, os efeitos protetores dos ascorbil ésteres nas membranas
celulares resumem-se a testes realizados in vitro. O uso de ascorbil
ésteres por via oral pode ndo resultar na incorporagéo significativa pelas
membranas celulares, pois a maior parte deste pode ser hidrolisada no
trato digestivo humano antes que seja absorvido. O acido L-ascorbico
liberado pela hidrélise do ascorbil éster pode ser tdo biodisponivel
guanto o &cido L-ascorbico sozinho (DE RITTER et al., 1951). No
entanto, ha estudos que afirmam que os ascorbil ésteres, como o ascorbil
palmitato, sdo parcialmente absorvidos na sua forma integra (MAY et
al., 1996).

A presencga de ascorbil ésteres em suplementos orais contribui
para o teor de acido L-ascorbico do suplemento e ajuda a proteger as
gorduras solUveis de oxidantes em suplementos. Isso também é valido
para produtos alimenticios. Os ascorbil ésteres sdo utilizados em
combinagdo com corantes alimentares, como B-caroteno e xantofilas
para impedir a sua oxidagdo, como agentes redutores em paes,
conferindo uma maior maciez a massa, e como agentes antimicrobianos
(WATANABE et al., 2001). Entre os ascorbil ésteres, 0 mais conhecido
e utilizado é o ascorbil palmitato, entretanto o ascorbil oleato é
reconhecido como o mais ativo ascorbil éster, provavelmente devido a
sua maior solubilidade. Porém, o ascorbil oleato ndo é utilizado em
escala comercial na inddstria de alimentos, apenas em uma menor escala
em industrias de cosméticos (VIKLUND; ALANDER; HULT, 2003).

O papel da vitamina C na promogdo da sintese de colageno e sua
capacidade antioxidante tem gerado interesse no seu uso em cosmeéticos.
Os ascorbil ésteres sdo frequentemente utilizados em preparacdes
topicas, porque sdo mais estiveis do que algumas preparacbes aquosas
de vitamina C. Também ¢ sugerido que esta forma de vitamina C é
capaz de penetrar na pele e em membranas finas de células (devido a sua
dupla solubilidade), e isto pode ajudar na producdo de colageno e
elastina (AUSTRIA et al., 1997).

As propriedades antioxidantes do ascorbil palmitato e do
ascorbil oleato foram comparadas em estudo realizado por Viklund,
Alander e Hult (2003), 600 mg de cada antioxidante foram adicionados
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em 1 kg de 6leo de colza. O indice de perdxidos (IP) deste 6leo foi
avaliado ao longo de semanas a 30 °C e 40 °C. Os dados apresentados
mostram que o desenvolvimento de peroxido em 6leo foi acelerado apés
4 semanas a 40 °C e 9 semanas a 30 °C para ascorbil oleato, enquanto
gue para ascorbil palmitato, o aparecimento de perdxido foi observado
em 3 semanas a 30 °C e 2 semanas a 40 °C. Além disso, o contelido de
tocoferol nas amostras de 6leo foi analisado apds 10 semanas a 40 °C.
Apurou-se que o 6leo sem ascorbil éster ndo apresentava tocoferol,
enquanto 3% de y-tocoferol foi encontrado na amostra com ascorbil
palmitato e na amostra contendo ascorbil oleato, 57% de y-tocoferol e
86% od-tocoferol foram observados. Isto demonstra que ascorbil oleato
apresentou melhor atividade antioxidante comparado com o ascorbil
palmitato.

2.3 LIPASES

Ha um crescente interesse do setor industrial por tecnologias
enzimaticas, principalmente nas areas de engenharia de proteinas e
enzimologia em meios ndo convencionais, as quais expandiram
consideravelmente o potencial de aplicacdo das enzimas como
catalisadores em processos industriais. Entre os processos de maior
interesse  podem-se citar as reacBes de hidrolise, sintese e
interesterificacdo de lipideos por meio das lipases (CASTRO et al.,
2004).

As principais razfes do uso das lipases em processos
biotecnolégicos estdo relacionadas com a sua alta estabilidade em
solventes organicos, por ndo requererem a presenca de cofatores,
atuarem em uma faixa de pH relativamente ampla, possuir uma larga
especificidade pelo substrato e exibirem uma alta enantiosseletividade.
O reconhecimento dessas vantagens tem originado um aumento
consideravel na producdo e comercializagdo de lipases, resultando no
desenvolvimento de tecnologias alternativas consistentes para utilizacéo
no setor industrial (CASTRO et al., 2004; HASAN et al., 2006).

As lipases sdo enzimas classificadas como hidrolases (glicerol
éster hidrolases E.C.3.1.1.3), capazes de catalisar reagdes de hidrolise e
sintese em grupamentos ésteres de diversos compostos. Atuam sobre
substratos pouco sollveis em &gua, em interfaces de éagua/lipidio,
hidrolisando, principalmente, acilgliceréis de cadeia longa (acima de 10
atomos de carbono) (VILLENEUVE et al., 2000; COTE; SHARECK,
2008). Estas enzimas tém a capacidade de catalisar tanto reacbes de
hidrélise de acilglicerdis, quanto atuar na sintese de ésteres a partir de
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glicerol e 4cidos graxos de cadeias longas (VILLENEUVE et al., 2000).
O deslocamento do equilibrio na reacdo no sentido direto (hidrdlise) ou
inverso (sintese) é controlado pela quantidade de agua presente na
mistura do meio reacional (OLIVEIRA et al., 2000).

As lipases normalmente sdo encontradas em tecidos de animais
(pancreas, figado e mucosa gastrica) e vegetais (sementes, polpas e
raizes), podendo também ser produzidas por microrganismos (bactérias,
fungos e leveduras). Do ponto de vista econdmico e industrial, as lipases
produzidas por microrganismos apresentam vantagens em relacdo as
obtidas a partir de fontes animais e vegetais, devido a sua relativa
facilidade de producdo e abundancia de microrganismos capazes de
sintetiza-las e custo inferior (CASTRO et al., 1995).

A estabilidade das lipases depende de sua origem, sendo que as
de procedéncia microbiana possuem maior estabilidade térmica
(VULFSON, 1994; KAZLAUSKAS; BORNSCHEUER, 2002). A
temperatura de operacdo dessas enzimas pode variar desde a ambiente
até 70 °C, mas em sua maioria, possuem uma atividade de 6timo entre
30 °C e 40 °C. A termoestabilidade da lipase também depende da
origem, e da sua massa molecular que varia entre 20 KDa e 75 KDa e da
faixa de pH relacionada a atividade, variando entre 4 a 9 com um
méaximo situado entre 6 e 8 (GHANEM; ABOUL-ENEIN, 2005).

As lipases também podem apresentar como caracteristicas a
especificidade ou seletividade em relacdo a um substrato (quimio), a
posicdo (regio) e a isbmeros (estéreo). As reacdes de hidrolise
catalisadas pelas lipases abrangem a maior parte das aplicagcdes
industriais (industrias de detergentes e de alimentos), porém a
transesterificacdo juntamente com as caracteristicas enantio e régio
seletivas das lipases vém ganhando espaco nos mais diversos campos
(inddstria farmacéutica, de quimica fina, de cosméticos, oleoquimica, de
couros, de polpa e papel e no tratamento de residuos industriais)
(CASTILHO et al., 2000; VILLENEUVE, 2003).

O uso de lipases nas indUstrias permite o desenvolvimento de
processos tecnoldgicos muito préximos aos eficientes processos
executados pela natureza. As lipases constituem o mais importante
grupo de enzimas com valor biotecnoldgico, devido a versatilidade de
aplicacdes possiveis e facilidade de producdo em larga escala (HASAN
et al., 2006). Estas enzimas apresentam muitas vantagens em processos
de biotransformagdes, em fungéo de sua grande afinidade por um largo
espectro de substratos, versatilidade quanto as caracteristicas do meio
reacional (aquoso, organico ou supercritico), atividade elevada em meio
reacional livre de solventes e disponibilidade comercial (PANDEY et
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al., 1999). As areas nas quais a aplicacdo das lipases tém ganhado
destaque podem ser visualizadas no Quadro 1 (WAKABAYASHI,
2004; BARON, 2003).

O maior empecilho atualmente encontrado na aplicacdo de
enzimas lipoliticas em processos industriais estd relacionado ao alto
custo deste catalisador, entretanto os recentes avancos na tecnologia de
engenharia genética e de modificacdo, e imobilizacdo de enzimas
lipoliticas tém grande possibilidade de mudar este quadro no futuro
(SAXENA et al., 2003; CIPOLATTI et al., 2014).
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Quadro 1- Relagdo dos setores, tipos de aplicagdo e produtos obtidos com utilizacdo de lipases.

manchas

Setor industrial Aplicacédo Produto Referéncia
Alimenticio Processamento de carnes e Produtos embutidos MOTOKI; SEGURO, 1998
peixes
Transesterificacdo de Manteiga de cacau PAQUES; MACEDO, 2006; HASAN et
6leos al., 2006
Melhorar aroma e remover Maionese, molhos e SISAK et al., 2006
excesso de gorduras cremes
Sintese de ésteres Esteres e FREIRE; CASTILHOS, 2008; PAQUES;
emulsificantes MACEDO, 2006
Hidrolise de gordura do Agentes aromatizantes | PAQUES; MACEDO, 2006; HASAN et
leite para produtos lacteos al., 2006; FREIRE; CASTILHOS, 2008
Quimico Transesterificacdo de Biodiesel PAQUES e MACEDO, 2006; HASAN
6leos vegetais et al., 2006; FREIRE; CASTILHOS,
2008
Sintese de ésteres Esteres BORNSCHEUER, 2002; WATANABE
etal., 2007
Médico Dosagem de triglicerideos Kit diagnostico FREIRE; CASTILHOS, 2008 apud
do sangue MACHADOQ, 2011
Cosmeéticos Remocéo de lipideos, Cosméticos em geral GUTH; LENTNER, 2006
hidratagdo, clareamento de

Fonte: ITABAIANA (2014).
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2.4 BIOCATALISE EM SOLVENTES ORGANICOS

A catélise enzimatica inicialmente restringia-se ao emprego de
reacOes em meio aquoso. Dessa forma, o potencial de utilizacdo das
enzimas em sintese organica era minimizado devido a baixa solubilidade
de alguns substratos em agua (GARCIA-JUNCEDA et al., 2004). Com
0 intuito de aumentar a solubilidade de substratos hidrofobicos
introduziu-se o uso de solventes organicos em reacfes enzimaticas
(MAY etal., 2002).

A substituicdo da agua por solventes organicos apresenta uma
série de vantagens. Entre estas, a mudanga do equilibrio reacional
favorecendo a esterificacdo ao invés da hidrolise, as reacOes
competitivas sdo desfavorecidas prevenindo a decomposicdo de
compostos sensiveis a agua, facil recuperacdo das enzimas, maior
estabilidade enzimatica, a especificidade do substrato pode ser alterada e
uso de substratos ndo polares (PEDERSEN et al., 2002; GOTOR-
FERNANDEZ et al., 2006).

A polaridade dos solventes afeta fortemente as reacGes
enzimaticas, uma vez que a alta atividade do biocatalisador é atingida
em solventes relativamente hidrofobicos, e nenhuma ou baixa atividade
é observada em solventes relativamente hidrofilicos, devido aos efeitos
de desnaturacdo deste catalisador (CASTRO; ANDERSON, 1995).

Na catélise enzimatica em meios organicos, a solubilidade dos
substratos pode ser um fator limitante a algumas reacdes, devido, as
moléculas polares, como os carboidratos, possuirem baixa solubilidade
nesses solventes (ARCOS et al., 1998). Assim, tanto a taxa quanto a
velocidade reacional na esterificacdo de carboidratos é diretamente
proporcional a solubilidade dos mesmos (OOSTEROM et al., 1996).

O critério mais relevante na selecdo de um solvente organico é
sua compatibilidade com o catalisador e os substratos da reacdo. Na
selecdo do solvente, os critérios analisados incluem fatores fisico-
guimicos, como a capacidade de solubilizar os substratos e de permitir a
transferéncia de massa. Este solvente deve apresentar estabilidade
guimica e térmica, ndo deve ser toxico ao ambiente nem prejudicial para
a salde e ndo deve formar emulsdes em meio aquoso, de forma a
facilitar a separagdo de fases ao final da reacdo (HALL et al., 1988). A
escolha do solvente organico também deve considerar que 0 mesmo nédo
deve afetar fortemente a camada de hidratacdo da enzima, necessaria
para manter sua conformacéo nativa (CASTRO; ANDERSON, 1995).
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As reacOes de catalise envolvendo o uso de lipases tém ganhado
destaque, devido a estas apresentarem uma alta estabilidade em
solventes organicos. As lipases podem ser usadas para sintetizar ésteres
sob condi¢Bes com baixa disponibilidade de agua. Contudo, solventes
organicos ndo-polares, tal como hexano, heptano e ciclohexano, tém
sido usados como meio de reacdo para a sintese de ésteres de diferentes
acidos graxos (KUMAR et al., 2004). A escolha do solvente organico
para reacOes catalisadas por lipases é conhecida como sendo o fator
mais importante em reacGes de enantioseletividade (WESCOTT,;
KLIBANOV, 1993; NAKAMURA et al., 1994).

No entanto, cabe ressaltar que a forma como os solventes afetam
a atividade enzimatica e a enantiosseletividade ainda ndo é bem
compreendida e as hipo6teses apresentadas para explicar esse fenémeno
apresentam discrepancias entre si (COSTA; AMORIM, 1999). Nos
estudos cientificos sobre a influéncia do solvente na catalise enzimatica
é possivel observar a preocupacdo em salientar que os resultados
alcangados s8o restritos aos sistemas estudados, evitando-se
generalizagdes (LERIN et al., 2010).

2.5 CATALISE ENZIMATICA EM ULTRASSOM

Os estudos que abordam o uso do ultrassom relatam que a
descoberta deste ocorreu em 1880 enquanto o casal Pierre e Marie Curie
estudava o efeito piezoelétrico e, 14 anos depois Thornycroft e Barnaby
observaram que, na propulsdo de misseis, uma fonte de vibracdo era
gerada causando implosdo de bolhas e cavidades na agua, este fenémeno
ficou conhecido como cavitagdo. J& a aplicacdo das ondas ultrassbnicas
comercialmente ocorreu em 1912 quando Langevin desenvolveu o
SONAR (Sound Navigation And Ranging), aparelho capaz de medir a
profundidade do mar. Em 1927, os efeitos do ultrassom foram
observados em sistemas quimicos e bioldgicos e em 1950 os primeiros
aparelhos geradores de ultrassom foram comercializados. Entretanto, foi
a partir de 1980 que a sonoquimica teve grande avango e muitos
trabalhos foram publicados em diferentes sistemas (MARTINEZ et al.,
2000).

A fonte de energia ultrassonora é uma cerdmica piezoelétrica
disposta entre duas chapas metalicas, este sistema constitui o transdutor
piezoelétrico (Figura 4). O gerador de frequéncia transmite um sinal a
cerdmica piezoelétrica, que transforma ondas elétricas em ondas
mecanicas; as chapas metalicas amplificam estes sinais; o transdutor
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transmite os impulsos ultrassonoros ao meio reacional (BARBOSA e
SERRA, 1992).

Figura 4 — Esquema genérico de um banho ultrassom

Gerador de
Frequéncia /

—_— Cerdmica Piezoslétrica Metlicas

—

C 0

\

Transdutor Piezoglétrico

Fonte: BABICZ (2009).

No banho, o transdutor é diretamente preso no fundo da cuba do
aparelho e a energia ultrassonora é transmitida através de um liquido,
normalmente agua. Neste caso, ha muita dispersdo de energia
ultrassonora, e consequentemente, menor influéncia nos sistemas
reacionais (SINISTERRA, 1992).

A regido do ultrassom pode ser dividida em duas areas principais:
alta poténcia e baixa poténcia. As ondas sonoras de alta frequéncia (2-10
MHz) sdo aplicadas nas areas da Biologia (homogeneizagdo,
rompimento de células), Engenharia (limpeza de metal, soldagem,
refinamento de metal, perfuracdo), Geologia (localizagdo do mineral,
deposito de 6leo), Industrial (filtracdo, degaseificacdo, cristalizacéo,
dispersdo de sélidos, emulsificacdo, etc.), Medicina (esterilizacdo,
fisioterapia, inalagdes), Fisica (cavitacdo, fendmeno de ondas acusticas,
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velocidade do som) e Polimeros (polimerizacdo, despolimerizacéo,
degradacdo do peso molecular) (MARTINEZ et al., 2000).

As ondas sonoras de baixa frequéncia, com frequéncia maior que
20 kHz, sdo usadas em campos da ciéncia, engenharia e medicina para
testes e diagndsticos técnicos. Também sdo usadas por morcegos,
passaros noturnos e animais marinhos, para sua localizagdo através do
eco (BARBOSA e SERRA, 1992). O ultrassom de alta frequéncia (1-10
MHz) causa permanente mudanca fisica e quimica porque produz
cavitacdo e microfluxos nos liquidos, aquecimento e ruptura nos sélidos
e instabilidade na superficie da interface de sistemas liquido-liquido e
liquido-gés (BOLDYREYV, 1995).

A propagacdo das ondas ultrassonicas é um fenémeno fisico e
ocorre por meio de um corpo vibrando que transmite seu movimento as
moléculas adjacentes e estas transmitem as outras ao seu redor antes de
retornarem a sua posicdo de equilibrio. Assim, mantendo este
movimento, ocorre a criacdo de ciclos de compressdo e expansdo
(SINISTERRA, 1992).

Quando em meios liquidos, este ciclo gera cavidades que
aumentam durante a expansao, pois 0s gases adsorvidos no liquido e os
proximos a cavidade evaporam, promovendo aumento de tamanho.
Quando atinge um tamanho critico, a cavidade implode liberando calor e
pressdo muito elevados em intervalos curtos de tempo e em locais
especificos do liquido, fendmeno conhecido como cavitagcdo (KORN et
al., 2003).

No processo de cavitacdo, dois tipos de bolhas sdo formados: as
estaveis e as transitdrias. As primeiras oscilam no meio e seu volume
cresce com a penetracdo de gas dissolvido no liquido, na fase de
descompressdo. Estas precisam de varios ciclos de expansdo e
compressao para atingir o volume critico e podem tornar-se transitorias,
bolhas com tempo de vida curto, de poucos ciclos, que implodem na
fase de compressdo, sendo, entdo, responsaveis pela cavitacdo
(SINISTERRA, 1992).

Existem diversos fatores que afetam a cavitacdo: presenca de gas
dissolvido, frequéncia de irradiacdo, temperatura, viscosidade, tenséo
superficial, pressdo externa e presenca de particulas em solugdo (RASO
etal., 1999).

Os estudos em sistemas homogéneos indicam que existem duas
regides de reatividade. A primeira regido corresponde a fase gasosa
dentro da bolha, denominada “ponto quente”, onde se inicia a implosdo
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cuja eficiéncia depende da volatilidade do solvente. Ja a segunda, trata-
se de uma fina camada liquida em volta da bolha (LIU et al., 2008).

Em sistemas heterogéneos, a destruicdo da bolha ocorre
assimetricamente originando um jato de liquido em direcdo a superficie
solida, podendo causar erosdo localizada. Mas existem também
microfluxos de liquidos que acabam por favorecer o transporte de massa
entre a fase liquida e a superficie sélida, acelerando algumas reacdes
quimicas (LIU et al., 2008).

Em sistemas com liquidos imisciveis, este colapso das
microbolhas pode promover uma eficiente agitacdo, aumentando a
velocidade de formacdo de goticulas microscdpicas, aumentando a
superficie de contato e as forcas coesivas, formando micro-emulsdes.
Espécies reativas e a indugdo de mudangas conformacionais na estrutura
de proteinas também podem ocorrer (LIU et al., 2008).

A irradiacdo por ultrassom também pode ser um método
alternativo para reduzir as limitagbes da transferéncia de massa
substrato-enzima, assim como pode proporcionar mudancgas
conformacionais na estrutura de proteinas. O efeito fisico do ultrassom
em processos biotecnolégicos consiste principalmente na alteracdo da
temperatura e pressdo do micro-ambiente em funcdo do efeito
cavitacional (BABICZ, 2009).

Entretanto, a temperatura pode agir como o fator limitante mais
comum para o uso de ultrassom nas reag¢fes bioquimicas, uma vez que
as enzimas podem ser inativadas termicamente. E preciso destacar que a
inativacdo ndo ocorre em todos 0s casos, pois o efeito do ultrassom pode
ser destrutivo ou construtivo dependendo da intensidade das ondas.
Shah e Gupta (2008) demonstraram que a irradiagdo com frequéncia de
40 kHz ndo alterou a estrutura secundaria da lipase, mas promoveu uma
perturbacdo em regides com residuos tirosina e triptofano e na estrutura
terciaria da enzima. Estas mudangas estruturais promoveram a ativacao
da lipase.

Nas reacdes em ultrassom também é importante considerar o
solvente que sera utilizado. A presenga de muitas moléculas de &gua
pode aumentar a inativacdo, pois ocorre aumento da energia cinética do
meio, induzido pelas ondas ultrassonoras, ocasionando mudancas
conformacionais. O uso de solventes organicos ou sistemas bifésicos
funciona como um mecanismo de prote¢do porque as moléculas de agua
encontram-se em torno da enzima, desta forma ndo sdo facilmente
movidas pelo ultrassom (MARTINEZ et al., 2000).
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A adicdo de solvente ao meio reacional conduzido em ultrassom
também influencia a transferéncia de massa. Sabendo-se que o
ultrassom em baixas intensidades aumenta o movimento do meio,
favorecendo o fluxo de reagentes para o sitio ativo da enzima, um
solvente mais volatil aumenta o efeito cavitacional, podendo favorecer a
reacdo. Entretanto, a intensidade e/ou o tempo de irradiacdo pode levar a
inativacdo da enzima via colapso cavitacional.

Diversos estudos relacionados com a sintese enzimatica de
ésteres assistida por ultrassom, com ou sem a presenga de solventes
organicos, sdo encontrados na literatura (Tabela 2) (LERIN et al., 2014).

O uso do ultrassom tem sido descrito na literatura em catélise
enzimatica para avaliar o comportamento da atividade da enzima, a
estabilidade e otimizacdo de varidveis operacionais. No entanto, ha
poucos relatos na literatura sobre o efeito do ultrassom nas mudancas
conformacionais da estrutura e do sitio ativo das e enzimas. Assim, 0s
resultados encontrados na literatura sobre reagfes enzimaticas assistidas
por ultrassom tornam este uma tecnologia promissora para trabalhos
futuros que visam um melhor rendimento reacional e um menor tempo
reacional, por meio de uma tecnologia limpa (ROKHINA et al., 2009;
LERIN et al., 2014).



Tabela 2 — Estudos sobre esterificacdo enzimatica assistida por ultrassom.
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Substrato Solvente Enzima Produto Produto Referéncias
(%)
2-azido-1-feniletanol Sistema Lipase Amano OS Vicinal azido 45 BRENELLI e
e acetato de vinila livre de FERNANDES, 2003
solvente acetato
Glicose e divinil Terc- Novozym 435 Esteres de aclcar 85 XIAO et al., 2005
butanodiato butanol
Konjac Terc- Novozym 435 6-O-acetato- 96,1 CHEN et al., 2008
butanol KGM
Glucomanano e
ésteres de vinil 6-O-n-butirato—
KGM 94,5
6-O-n-octanoato-
KGM
6-O-laurato-

KGM 90,0
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Xilitol e &cido oleico Terc-
butanol
Glicose e laurato de Liquidos

vinil ibnicos

Lipase P.
camembertii

Lipase B. cepacia

Lipase P.
fluorescens

Lipase Porcine

Pancreas

Novozym 435

6-O-estearato-
KGM

Esteres de xilitol

Esteres de aglcar

87,3

82,5

78

62

41

27

90

RUFINO et al., 2010

LEE etal., 2008
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Frutose e acido
palmitico

Frutose e &cido
palmitico

Benzoato de metila e
glicerol

Acido caféico e 2-
fenil etanol

Acido caféico e 2-
fenil etanol

Acido L-ascorbico e
acido palmitico

Liquidos

ibnicos

Butanona

2-propanol

Iso-octano

Iso-octano

Terc-
butanol

Novozym 435

Novozym 435

Novozym 435

Novozym 435

Novozym 435

Novozym 435

Palmitato de
frutose

Palmitato de
frutose

Benzoato de 1-
glicerila

Ester fenetilico
do &cido caféico

Ester fenetilico
do 4cido caféico

Ascorbil
palmitato

78

62

16

96,08

92,11

27

HA, HIEP, KOO, 2010

ZHU et al., 2003

CENletal., 2011

CHEN et al., 2011a

CHEN etal., 2011b

LERIN etal., 2011
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Fitosterdis e 6leo de
colza

(R/S) -1-cloro-3- (1-
naftiloxi) -2-propanol
e propionato de vinil

Aminas aromaticas e
brometo de propila
Resveratrol e acetato
de vinil

4MCA e glicerol

Rutina e acido a-
linolénico

Naringina e &cido a-
linolénico

Iso-octano

n-Hexano

Etanol

2-Metil-2-
Butanol

Iso-octano

Acetona e
2-metil-2-
butanol

Novozym 435

Lipase Pseudomonas
sp.

Lipase Pseudomonas
sp.

Novozym 435

Novozym 435

Novozym 435

Esteres de
fitoesterol

(S)-propranolol

Aminas
aromaticas de
mono-N-alquila

4-acetoxi-
resveratrol

4-Metoxi
cinamoil glicerol
(4MCG)

Esteres de
flavonoides

93,5

52,5

85

77

66

92,5

90,1

ZHENG et al., 2012

WANG et al., 2012

LOBO et al., 2013

KUOetal., 2013

GUO et al., 2013

ZHENG et al., 2013
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Acido acético e n-Hexano Novozym 435 Acetato de butila 99,3 AWADALLAK etal., 2013
butanol

Fonte: LERIN et al. (2014).
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2.6 CONSIDERACOES FINAIS

A crescente busca por processos alternativos para a obtencdo de
antioxidantes naturais, que ndo causem ou reduzam o0s danos ao
ambiente, vem despertando grande interesse no dmbito académico e
tecnoldgico, a leitura do estado da arte revelou que a sintese de ascorbil
ésteres em banho de ultrassom ainda é um assunto insipiente.

Os antioxidantes sdo amplamente utilizados na industria de
alimentos e cosmeéticos para evitar as reacGes oxidativas. O acido L-
asclrbico destaca-se como o antioxidante natural mais utilizado na
estabilizacdo dos produtos a base de agua, porém este antioxidante é
altamente hidrofilico, limitando sua aplicagdo em produtos lipofilicos.
Assim, uma alternativa é a conversdo da vitamina C hidrofilica em
ésteres hidrofébicos, ésteres de ascorbil, formando uma estrutura
anfifilica, que melhora a sua solubilidade em ambientes lipofilicos, bem
como, aumenta a capacidade de eliminacdo de radicais. De fato, cabe
ressaltar que se verificou a existéncia de poucos trabalhos voltados a
sintese enzimética de ascorbil ésteres, conferindo assim relevéncia a
presente investigacao.
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3 MATERIAL E METODOS

Neste capitulo serd apresentada uma descricdo dos materiais €
métodos utilizados, bem como os procedimentos laboratoriais adotados
durante a fase experimental deste trabalho, relacionados a producao de
ascorbil oleato. Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de
Engenharia Bioquimica (ENGEBIO), na Central de Analises, do
Departamento de Engenharia Quimica e Engenharia de Alimentos
(EQA), e no Laboratério de Farmacognosia do Centro de Ciéncias da
Saude (CCS), todos localizados na Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC), Campus Trindade.

Estudo prévio realizado pelo nosso grupo de pequisa, investigou a
sintese enzimatica de ascorbil palmitato em banho de ultrassom,
utilizando técnicas de planejamento experimental (Lerin, 2010). Neste
estudo, as variaveis estudadas foram a razdo molar 4cido L-ascorbico e
acido palmitico, temperatura e concentracdo de enzima. Os resultados
demonstraram que a melhor conversdo foi obtida com razdo molar de
1:9, concentracdo de enzima de 5%, poténcia do ultrassom de 100% e
temperatura de 70 °C, em 3 horas de reacao.

A partir destes resultados foi dada continuidade aos estudos desta
dissertacdo utilizando como substratos o acido L-ascOrbico e acido
oleico.

O fluxograma da Figura 5 apresenta a sequéncia dos ensaios
realizados. Ensaios preliminares foram realizados para selecionar o
solvente capaz de solubilizar os substratos da reacdo de sintese de
ascorbil oleato. Posteriormente, utilizou-se o solvente selecionado (terc-
butanol), e avaliou-se o efeito da temperatura (50 °C e 70 °C) e da razdo
molar dos substratos (1:3, 1:6 e 1:9), acido L-ascérbico e &cido oleico,
na cinética reacional (Etapa Il). Nestas mesmas condic0es, realizou-se
uma cinética sem adicdo de enzima para verificar se o sistema reacional
seria autocatalitico sob sonicacdo. Também se investigou o efeito do
ultrassom na conversdo de ascorbil oleato, neste ensaio, apenas a
solubilizaco dos substratos foi assistida pelo ultrassom.

Na terceira etapa dos ensaios utilizou-se a peneira molecular de 4
A, como adsorvente para retirada de 4gua da reacdo. Nesta etapa,
realizou-se as cinéticas reacionais com a melhor condicdo observada na
etapa Il, temperatura de 70 °C e razdo molar de 1:9, variando-se apenas
a concentracdo de peneira molecular, pré-ativadas ou nao (2,5%; 5%;
10% e 20%). Para investigar o efeito da peneira molecular na conversao
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de ascorbil oleato, uma cinética somente com substratos e peneira
molecular, sem adi¢do de enzima também foi estudada.

Posteriormente, com a finalidade de verificar o efeito do aumento
da concentracdo de enzima na producdo em ascorbil oleato, realizou-se
uma cinética da reacdo com razdo acido L-ascorbico e &cido oleico de
1:9, temperatura de 70 °C, 20% de peneira molecular e 15% de enzima.

A quarta etapa, envolveu a purificacdo e caracterizacdo do
produto obtido na reacdo enzimatica.
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Figura 5 - Etapas desenvolvidas no projeto de sintese enzimatica de ascorbil
oleato em banho de ultrassom.

Etapa I: Ensaio preliminar
Teste de solubilidade dos substratos

A

Escolha do solvente

y

Estudo da concentragdo de peneira molecular

Etapa Il:
Estudo da temperatura e da razdo molar entre 0s

substratos
—— Temperaturas: 50 °C; 70 °C
—— Raz0es molares: 1:3; 1:6; 1:9
—— Ensaio sem enzima
——— Ensaios sem ultrassom a 70 °C nas

v razbes de 1:3; 1:6; 1:9
Etapa Ill:

Ensaios: peneira ativada
peneira ndo ativada

Concentragdes de peneira molecular:

2,5%; 5%; 10%; 20%

Ensaios: sem enzima

A

i Ensaios com 15% de enzima

Etapa IV:
Purificacdo e identificacdo do produto

Fonte: O autor.
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3.1 MATERIAIS
3.1.1 Reagentes

Foram utilizados os seguintes reagentes para a sintese enzimatica
de ascorbil oleato em ultrassom:
a) Acido oleico P.A. (99%, Vetec);
b) Acido L-ascorbico P.A. (99%, Vetec);
¢) terc-Butanol P.A. (99,5%, Vetec);
d) Peneira molecular 4 A (4-32 Mesh, Sigma-Aldrich).
Para o teste de solubilidade dos substratos, foram utilizados os
solventes:
a) isopropanol, hexano, etanol, acido acético, dimetilsulfoxido, ciclo
hexano, isooctano, n-heptano, tolueno, xileno, acetona, terc-butanol
e terc-pentanol (> 90%, Vetec).
Para a quantificacdo do produto, ascorbil oleato, foram utilizados:
a) Metanol grau HPLC (UV/HPLC - grau espectroscopico, Vetec);
b) Agua (Milli-Q);
¢) Acido acético P.A. (99%, Vetec).
Para purificagdo do produto, ascorbil oleato, foram utilizados:
a) Silica gel 60, cromatofolha aluminio para TLC (Merck);
b) Silica gel para cromatografia 60 A (220-440 mesh, tamanho de
particula 35-75 um, Sigma-Aldrich);
C) Acetato de etila P.A. (> 90%, Quemis);
d) Hexano P.A. (> 90%, Vetec).

3.1.2 Enzima

A lipase comercial de origem microbiana Novozym 435 foi
utilizada neste trabalho. Esta lipase é produzida a partir de Candida
antarctica, imobilizada em resina acrilica macroporosa de troca idnica,
pela Novozymes Brasil/ Araucéria - PR. A enzima atua aleatoriamente
nas posicbes 3 do triacilglicerol. O produto € constituido por particulas
de formato esferoidal, com didmetro de particula entre 0,3 ¢ 0,9 mm e
densidade de aproximadamente 430 kg/m®. Esse produto é fornecido
com quantidade de &gua entre 1 - 2%. Segundo o fornecedor, a enzima
pode ser utilizada em temperaturas na faixa de 40 a 70 °C (NOVO
NORDISK, 1992; WANG et al., 2014).
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3.2 METODOS
3.2.1 Teste de solubilidade dos substratos

Como etapa preliminar a reacdo de sintese de ascorbil oleato foi
avaliada a solubilidade dos substratos: &cido L-asc6rbico e cido oleico.

A avaliacéo da solubilidade dos substratos, acido L-ascérbico e
acido oleico foi realizada mantendo fixa a temperatura (70 °C), razédo
molar entre os substratos (1:9), concentragdo enzimatica (5% (m/m))
(HUMEAU et al., 1995; LERIN et al., 2010). Como solventes foram
testados: isopropanol, hexano, etanol, acido acético, dimetilsulféxido,
ciclo hexano, isooctano, n-heptano, tolueno, xileno, acetona, terc-
butanol e terc-pentanol.

Os ensaios foram realizados em banho de ultrassom (modelo
USC 1800A, UNIQUE — com controle de temperatura, frequéncia de 40
kHz e poténcia maxima de 132 W), no qual diferentes volumes de
solventes foram avaliados (5 a 20 mL).

3.2.2 Procedimento experimental para sintese enzimatica de ascorbil
oleato

As reacdes de sintese enzimatica de ascorbil oleato assistidas por
ultrassom foram conduzidas em um baldo de 50 mL. Para cada
experimento, eram medidos 0,23 g de acido L-ascdrbico e a quantidade
de é&cido oleico correspondente a razdo molar em estudo
(aproximadamente 1,15 g (1:3), 2,30 g (1:6) e 3,46 g (1:9)) e a reacdo
somente era iniciada pela adi¢do da enzima (5% (m/m)), com base na
massa de substratos (acido L-ascorbico + 4&cido oleico), apds a
dissolucdo completa dos substratos em solvente pré-selecionado (item
3.2.1). O tempo reacional foi contado a partir da adicdo desta.

A Figura 5 apresenta o aparato experimental utilizado nos
experimentos de sintese enzimatica de ascorbil oleato.

Apo6s o término do tempo de reacdo, a enzima e a peneira
molecular (caso utilizada) foram filtradas e as amostras foram secas em
estufa a vacuo (Quimis) a 40 °C até massa constante, para remocéo do
solvente. Todas as amostras foram mantidas em refrigerador a 4 °C, para
posterior andlise.
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Figura 6 — Aparato experimental da sintese enzimatica de ascorbil oleato em
ultrassom.

{—= Reagdo

Banho de
ultrassom |

(A)

(B)

(A) Esquema da sintese enzimética de ascorbil oleato em ultrassom.
(B) Equipamento utilizado.
Fonte: Adaptado de BABICZ (2009).

3.2.3 Estudo cinético da sintese enzimatica de ascorbil oleato

Com o solvente pré-selecionado, cinéticas ndo destrutivas foram
realizadas, fixando volume de solvente (20 mL de terc-butanol),
poténcia do ultrassom (100%) e a concentracdo de enzima (5% m/m).
As cinéticas realizadas foram de até 12 horas e aliquotas foram retiradas
do meio reacional nos tempos 0; 0,5; 1; 3; 6; 9 e 12 horas.

As tabelas 3, 4, 5, 6 apresentam as condi¢fes estudadas para
verificar o efeito combinado da razdo molar e da temperatura; do
ultrassom, da concentracdo de peneira molecular, pré-ativadas ou ndo e
da concentracdo de enzima, utilizadas na sintese de ascorbil oleato,
respectivamente. Quando estudada a adicdo de peneira molecular
ativada, esta foi pré-ativada em estufa (Odontobras) a 100 °C por 24
horas.
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Tabela 3 — Efeito combinado da razdo molar entre o0s substratos e da
temperatura na sintese enzimética de ascorbil oleato.

Temperatura (°C) Raz&o molar (mol/mol)*
50 1:3;1:6; 1:9
70 1:3; 1:6; 1:9

“Razdo molar entre os substratos: acido L-ascérbico/acido oleico.

Tabela 4 — Efeito do ultrassom na sintese enzimatica de ascorbil oleato.

Temperatura (°C) Raz&8o molar (mol/mol)*

70 1:3;1:6; 1.9

“Raz&o molar entre os substratos: acido L-ascorbico/acido oleico.

Tabela 5 — Efeito da concentracéo de peneira molecular na sintese enzimética de
ascorbil oleato.

Razdo molar ~ Temperatura Concentracéo de pgpeira molecular
(mol/mol)* (°C) (%)

1:9 70 20; 10; 5; 2,5 (1,10; 0,55; 0,27; 0,13 g)

“Raz&o molar entre os substratos: acido L-ascorbico/acido oleico.
%, com base na capacidade adsortiva da peneira molecular.

Tabela 6 — Efeito da concentragdo de enzima na sintese enzimatica de ascorbil
oleato.

Razdo molar  Temperatura Concentragdo de Concentracao de
(mol/mol)* (°C) peneira molecular (%) enzima (%)
1.9 70 20 (1,10 g) 5; 15 (0,18; 0,54 g)

“Razao molar entre os substratos: 4cido L-ascérbico/acido oleico.
%, com base na capacidade adsortiva da peneira molecular.

A fim de investigar se o sistema reacional seria autocatalitico sob
sonicacdo, ou seja, uma cinética sem adicdo de enzima também foi
realizada. Também verificou-se um possivel efeito da peneira molecular
na conversdo de ascorbil oleato, assim, uma cinética somente com
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substratos e peneira molecular, sem adi¢cdo de enzima também foi
estudada.

3.3.4 Quantifica¢do do produto

A analise de quantificagio do produto foi realizada em
Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia (HPLC system - Perkin-Elmer
Series 200), acoplado a detector UV-VIS. Os seguintes instrumentos e
condicdes foram usados: coluna C-18 Phenomenex (300 x 4 mm, 5um),
vazdo de 1,0 mL/min, detector a 254 nm, a fase movel metanol:H,O
com 0,1% de &cido acético (95:5, v/v). A fase movel foi utilizada como
uma amostra de dissolugdo do solvente, e o volume de injecao foi 1 pL.
A determinacédo da conversdo das reagdes foi efetuada acompanhando a
reducdo da &rea do agente limitante, acido L-ascdrbico.

3.3.5 Calculo da velocidade inicial de reacéo

A velocidade inicial de reacdo corresponde a velociadade inicial
constante de producdo de ascorbil oleato, em que a concentracdo do
produto varia linearmente com o tempo. A velocidade inicial de reagéo
(r) é determinada dividindo-se a variagdo de conversdo num
determinado tempo pela variacdo do tempo na faixa linear da curva
cinética.

A velocidade inicial de reacéo (r) foi calculada da seguinte forma:

dc

T dt ¢—o

Onde:
r = taxa inicial de reacdo (min™ ou h™);
C = conversdo de ascorbil oleato no tempo t (%);
Co = conversdo de ascorbil oleato no tempo 0 (%);
t = tempo de reacdo (min ou h);
to = tempo inicial de reacdo (min ou h).

3.3.6 Purificacgéo do produto

Para as analises de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de 'H
foi necessaria a purificacdo do produto obtido. Primeiramente, realizou-
se cromatografia em camada delgada (CCD) para verificar os compostos
presentes na amostra obtida via sintese enzimatica do acido L-ascorbico
e &cido oleico. Foram utilizadas como fase estacionaria placas de silica
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gel (TLC) e na fase mdével uma mistura de acetato de etila e n-hexano,
na proporcao volumétrica de 50:50, respectivamente. Apds a corrida, as
cromatoplacas foram reveladas com iodo.

A purificacdo da amostra foi realizada utilizando-se a
cromatografia em coluna. A extremidade inferior da coluna foi fechada
com algoddo e empacotou-se com uma mistura, formada por silica gel
60 e solvente [acetato de etila:n-hexano, 50:50 (v/v)]. A amostra foi
diluida em 5 mL de acetato de etila:n-hexano [50:50 (v/Vv)], introduzida
na coluna e, em seguida acrescentada a fase mdvel, composta de acetato
de etila e n-hexano [50:50 (v/v)]. As fracBes coletadas foram avaliadas
por cromatografia de camada delgada (CCD), para confirmacdo da
purificagdo da amostra.

3.3.7 Identificacéo do produto

Os espectros da Resonancia Magnética Nuclear RMN de 'H
foram obtidos no Laboratério da Central de Andlises do Departamento
de Quimica da UFSC, no equipamento de ressonancia magnética
nuclear, modelo Varian Mercury Plus AS - 400 MHz, em 100 MHz,
usando cloroférmio-d1 (CDClz) como solvente.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Este capitulo tem por objetivo apresentar os resultados obtidos no
decorrer deste trabalho, relacionados a selecdo do solvente organico, a
producdo de ascorbil oleato em sistema assistido por ultrassom, aos
estudos cinéticos realizados, a purificagdo do produto obtido e as
analises de ressonancia magnética nuclear — RMN realizadas para
verificar a estrutura do produto da reagéo.

4.1 SELECAO DO SOLVENTE

A Tabela 6 apresenta os resultados do teste de solubilidade dos
substratos, &cido L-ascorbico e &cido oleico, em diferentes solventes,
realizados seguindo o método apresentado no item 3.2.1.

Como observado na Tabela 6, o &cido L-ascdrbico e o &cido
oleico apresentaram uma relativa dificuldade de solubilizac@o na grande
maioria dos solventes testados, sendo sollveis apenas nos solventes
terc-butanol, etanol e DMSO. Ainda pode-se perceber que a solubilidade
depende do volume de solvente aplicado nos testes.

A influéncia da natureza do solvente tem sido descrita na
literatura em termos de varios fendmenos, tais como a mudanga na
rigidez da enzima causada por solventes com alta constante dielétrica e
interacdes ibnicas na proteina. O solvente pode estabilizar as cargas no
estado de transicdo através da modificacdo da polaridade do sitio ativo,
bem como a variacdo da energia livre total, que estdo associadas com
diferentes energias de solvatacdo do solvente. Porém, ndo existe um
consenso claro com relacdo a escolha do parametro para descrever
guantitativamente o efeito do solvente em reacOes catalisadas por
enzimas. O parametro mais frequentemente utilizado é o log P, definido
como o logaritmo do coeficiente de particdo do solvente no sistema
octanol/agua (log P) (DALLA-VECHIA et al., 2004).
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Tabela 7 — Teste de solubilidade do &cido L-ascorbico e &cido oleico em
diferentes solventes.

Solvente Log P Volume de solvente (mL)
5 10 20
DMSO -1,30 S S -
Etanol -0,30 | S -
Acetona -0,23 | | -
acido acético -0,17 | | -
isopropanol 0,05 | I -
terc-butanol 0,58 | | S
Butanol 0,88 | I -
terc-pentanol 1,09 | | -
Tolueno 2,72 | | -
Xileno 3,15 | | -
ciclo-hexano 3,2 | | -
Hexano 3,5 | | -
n-heptano 4,0 | | -
Isooctano 4,3 | | -

* Raz&o molar &cido L-ascérbico:4cido oleico: 1:9 (0,23:3,46 g).
S-Solavel

I-Insoldvel

- Néo foi testado

Os solventes que possuem log P<2 sdo denominados hidrofilicos
e ndo sdo considerados adequados para a biocatalise, porque perturbam
fortemente a interacdo agua-biocatalisador, inativando-o ou
desnaturando-o. Os solventes que possuem log P>4 sdo denominados
hidrofébicos e ndo perturbam a camada de agua, mantendo o
biocatalisador no seu estado ativo (DALLA-VECHIA et al., 2004).
Entretanto, os resultados obtidos para o sistema reacional (acido L-
ascorbico e acido oleico) mostram que este ndo foi soltvel nos solventes
n-heptano e isooctano, que possuem log P>4.

Apesar dos substratos acido L-ascérbico e acido oleico serem
sollveis em etanol, este ndo é considerado um bom solvente em reagdes
de esterificagdo, uma vez que compete com os substratos (SUTILI et al.,
2013). Ja o solvente DMSO pode causar efeitos de inibicdo ou até
mesmo inativar o biocatalisador, ndo sendo adequado para catalise
enzimética (PLOU et al., 2002). Pelo fato de o solvente terc-butanol
apresentar temperatura normal de ebuli¢do de 82,2 °C, facilitando desta
forma, a execucgdo de experimentos a temperaturas mais elevadas, este
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foi escolhido para ser utilizado nos experimentos na presenca de
solventes organicos, além de ja serem descritas na literatura algumas
reacOes de esterificagdo utilizando o terc-butanol como solvente
(LERIN et al., 2012).

4.2 CINETICA DA PRODUCAO ENZIMATICA DE ASCORBIL
OLEATO EM BANHO DE ULTRASSOM

Os efeitos da razdo molar acido L-ascdrbico e acido oleico,
temperatura, emprego do ultrassom, concentra¢do da peneira molecular
e concentracdo de enzima foram investigados sobre a cinética de
producdo enzimatica de ascorbil oleato em banho de ultrassom.

4.2.1 Efeito da temperatura e da razdo molar entre os substratos

A Figura 7 apresenta o efeito da variagcdo da temperatura (50 °C,
60 °C e 70 °C) nas diferentes razGes molares dos substratos 1:3, 1:6 €
1:9. A concentracdo de enzima foi fixada em 5% (m/m), a poténcia do
ultrassom em 100% e o volume de solvente em 20 mL de terc-butanol.
As linhas apenas ligam 0s pontos experimentais e ndo representam
qualquer ajuste, sendo utilizadas apenas para facilitar a visualizagdo do
andamento da reacao.
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Figura 7 - Cinética do efeito da temperatura (50 °C e 70 °C) nas trés diferentes
razBes molares de acido L-ascorbico:acido oleico, 1:3 (a), 1:6 (b) e 1:9 (c), na
producéo de ascorbil oleato. Velocidades iniciais da reacdo, r (h™) de 10,95;
4,48 (a), 37,55; 55,35 (b) e 3,00; 54,12 (c), nas temperaturas de 50 °C e 70 °C,
respectivamente.
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*Média e desvio padrdo correspondem a duplicata de analise e ndo de
experimento.

Os resultados observados na Figura 7 mostram que a conversao
em ascorbil oleato é dependente do efeito combinado da razdo molar
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acido L-ascorbico:acido oleico e temperatura. O efeito da temperatura
torna-se mais evidente com o aumento da razdo molar, a associagédo da
maior razdo molar (1:9) com a maior temperatura (70 °C) promoveu a
maior conversao em ascorbil oleato em um menor tempo, 66% em 3
horas.

Este mesmo comportamento foi observado por Lerin (2010), que
realizou estudo cinético da producao de ascorbil palmitato em banho de
ultrassom, no qual avaliou a influéncia da temperatura (50 °C, 60 °C, 70
°C e 80 °C) e razdo molar &cido L-ascorbico:acido palmitico (1:1, 1:3,
1:6 e 1:9). Os experimentos foram conduzidos em ultrassom com 100%
de poténcia, 5% (m/m) de enzima e 20 mL de terc-butanol. As maiores
conversdes em ascorbil palmitato (27% e 35%) foram obtidas quando
em temperaturas elevadas (70 °C e 80 °C) e na maior razdo molar
testada (1:9), em 3 horas de reacéo.

Entretanto, cabe ressaltar que este resultado pode estar
relacionado com solvente selecionado (terc-butanol), bem como o
volume deste (20 mL), uma vez que o ensaio de solubilidade dos
substratos foi realizado fixando-se a razdo molar entre os substratos em
1:9 e a temperatura em 70 °C. Ao variar a razdo molar dos substratos
acido L-ascorbico:acido oleico pode ocorrer uma mudanca na
solubilidade do sistema, sendo possivel assim, que o volume de
solvente, tal como solvente escolhido difiram para cada razdo molar
estudada.

Song e Wei (2002), ao estudar a sintese enzimética de éster de
vitamina C, verificaram que o solvente organico influencia na
solubilidade dos substratos, podendo afetar a sintese de ascorbil éster,
comprovando que a polaridade do acido L-ascérbico é muito diferente
da do é&cido oleico e do ascorbil oleato, devido a essa diferenca
significativa na polaridade, tal necessidade da escolha do solvente
apropriado.

A menor razdo molar estudada, Figura 7 (a), apresentou um
menor efeito da temperatura, uma vez que as maximas conversdes
apresentadas foram similares, porém nesta condicdo a maxima
conversao em ascorbil oleato (33%) foi obtida na temperatura de 50 °C.
Na Figura 7 (b) observa-se que o aumento da temperatura contribui para
um maior percentual de conversdo, a 70 °C atingiu-se conversdo
méaxima de 47%, em um menor tempo de reacdo, 1 hora.

O efeito da temperatura foi mais significativo na maior razédo
molar estudada, Figura 7 (c), onde a temperatura de 70 °C, em 3 horas
de reacdo, apresentou uma maxima conversdao em ascorbil oleato de
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66%, um valor elevado em comparagdo com a outra temperatura
estudada neste tempo. A temperatura de 50 °C apresentou
comportamento semelhante durante o decorrer do estudo cinético, com
um maximo de conversdo de 16% em 6 horas de reacdo. Pode-se ainda
observar que a temperatura de 70 °C apresenta um decréscimo em
termos de conversdo em ascorbil oleato apds o periodo de 3 horas de
reacao.

O decréscimo na conversdao em ascorbil oleato, apresentado por
algumas cinéticas do efeito comparativo da razdo molar e temperatura,
pode estar associado a presenca do subproduto formado (adgua). A agua
gerada durante a reacao de esterificacdo é considerada o mais importante
parametro a ser controlado. Durante o curso da reacdo, 1 mol de agua é
formado para cada mol de éster sintetizado. A remocéo da agua por
diversos métodos pode prevenir este fendbmeno e ajudar na direcdo da
reacdo para a sua conclusdo com altas conversdes (IRIMESCU et al.,
2004).

Ao analisar as taxas iniciais de reacgdo, verifica-se que a 70 °C
apresentou efeito positivo sobre a velocidade, com excecao para a razéo
molar de 1:3. Nesta condigéo a velocidade inicial de reacdo foi superior
para a temperatura de 50 °C. As maiores taxas obtidas foram 55,35 h™ e
54,12 h, a 70 °C nas razbes molares de 1:6 e 1:9, respectivamente.

O estudo dos pardmetros temperatura e razdo molar dos
substratos apresentam importantes papéis em um sistema reacional.
Visto que, a razdo molar dos substratos pode influenciar a transferéncia
de massa do sistema reacional, ja que altas razdes molares permitem a
formacdo mais rapida do complexo acil enziméatico e em baixas razbes
molares hd uma limitagdo na transferéncia de massa, que geralmente
ocorre em reacGes que apresentam uma maior viscosidade. Ja a
temperatura apresenta duas funcdes fundamentais, a primeira €
promover uma melhor difusdo dos substratos em altas temperaturas e a
segunda, refere-se a temperatura 6tima de atuacdo das enzimas, que no
caso da Novozym 435 estd em torno de 40 °C a 70 °C.

A razdo molar &cido:alcool é um parametro importante em
esterificacbes enzimaticas. Uma vez que a reacdo é reversivel, um
aumento na quantidade de um dos reagentes podera resultar em mais
altas convers@es deslocando o equilibrio quimico na dirego do produto.
Contudo, alta concentragdo de &lcool podera reduzir a velocidade da
reacdo devido a inibicdo. Dérmo et al. (2004) analisaram o efeito da
razdo molar de 4cido:4lcool na esterificagdo de isoamil oleato (1:1, 1:2,
1:5 e 2:1) na temperatura de 40 °C, 0,5% de enzima (Novozym 435),
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agitacdo de 150 rpm e 7 horas de reacdo, sem a utilizacdo de solvente.
As mais altas conversfes (70-80%) foram obtidas para as razGes
molares de 1:2 e 1:5, respectivamente, em 4 horas de reacéo.

Richetti (2009) estudou o efeito da temperatura (30 °C, 40 °C, 50
°C, 60 °C e 70 °C) na cinética reacional de producéo de palmitato de 2-
etilexila, fixando-se a razdo molar acido palmitico:2-etil-hexanol em
1:6, concentracdo de enzima (Novozym 435 e Lipozyme RM IM) em
10% e agitagdo em 150 rpm. No estudo citado, verificou-se que a
temperatura de 70 °C destacou-se em relacdo as demais, uma vez que
nesta temperatura foram obtidas as maximas conversdes para as duas
enzimas estudadas, 96% para a Novozym 435 em 30 minutos e 95%
para a Lipozyme RM IM em 1 hora.

Stojanovic et al. (2013) realizaram um estudo cinético da reagdo
de produgdo de ascorbil oleato em shaker a 250 rpm, variando as
condicdes de andlise: razdo molar acido L-ascérbico:acido oleico (1:3,
1:6, 1:9, 1:12 e 1:15), teor de agua (0%; 0,05%; 0,1%; 0,15% e 0,2%),
temperatura (40 °C, 45 °C, 50 °C, 55 °C e 60 °C) e concentracdo de
acido L-ascorbico (0,02 M; 0,07 M; 0,12 M; 0,17 M e 0,2 M). O estudo
constatou que as cinéticas conduzidas em baixas temperaturas € menores
razbes molares, a taxa de transferéncia e difusdo dos substratos séo
significativamente mais lentos, de modo que as conversdes sdo
relativamente inferiores em baixas.

4.2.2 Efeito do emprego do ultrassom

A fim de investigar o efeito do ultrassom sobre a catéalise
enzimatica de producéo de ascorbil oleato reproduziram-se novamente
as cinéticas na condicdo de 70 °C, variando-se a razdo molar entre 0s
substratos acido L-ascérbico:acido oleico em 1:3, 1:6 e 1:9, sendo que
apenas a solubilizagdo dos substratos foi realizada em ultrassom e, a
partir da adi¢do da enzima, a reagdo foi conduzida sem a influéncia do
ultrassom.

A Figura 8 apresenta um comparativo entre as cinéticas das
reacGes conduzidas na presenca e auséncia de ultrassom, para as trés
diferentes raz6es molares, 1:3, 1:6 e 1:9, com concentracdo de enzima
de 5%, poténcia do ultrassom de 100%, volume de solvente (terc-
butanol) de 20 mL e temperatura de 70 °C.
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Figura 8 - Cinética do efeito do ultrassom na producéao de ascorbil oleato, para
as trés diferentes razdes molares: 1:3 (a), 1:6 (b) e 1:9 (c). Velocidades iniciais
da reagdo, r (™) de 4,48; 2,36 (a), 55,35; 2,37 (b) e 54,12; 4,16 (c), na presenca
e auséncia do ultrassom, respectivamente.
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Os resultados observados na Figura 8 demonstram que 0 emprego
do ultrassom possui um efeito positivo na cinética de producdo de
ascorbil oleato, uma vez que 0 Seu USO promove uma conversao superior
a apresentada pela reacdo na auséncia do ultrassom em um tempo
reacional inferior. Pode ser observado na Figura 8 (a), que a maxima
conversao obtida de 26% foi alcancada apds 6 horas de reacdo com o
emprego do ultrassom. Na Figura 8 (b) observa-se que na presenca do
ultrassom uma conversao maxima (47%) foi obtida em 1 hora de reacao,
ja a reacdo na auséncia do ultrassom alcangcou uma maxima conversao
de 24% em 6 horas de reacdo. Esse mesmo comportamento foi
encontrado para a razdo molar de 1:9, Figura 8 (c), no qual foi alcancada
uma méaxima conversdo de 66% em 3 horas de rea¢do na presenga do
ultrassom, ja em sua auséncia a maxima conversdo obtida foi de 46%
em 9 horas de reacdo, porém a reacdo assistida por ultrassom apés a
conversdo maxima apresentou um decréscimo significativo em sua
conversao.

Ao analisar as velocidades iniciais da reacdo nas cinéticas
comparativas da presenca e auséncia do ultrassom, os resultados
apresentados mostram que na presencga do ultrassom observa-se maiores
velocidades inicias de reacdo. Assim, pode-se concluir que a reacdo
sem ultrassom é mais lenta, mostrando que o ultrassom reduz as
limitacdes de transferéncia de massa, melhorando a mistura e,
consequentemente, aumentando a &rea interfacial para a agdo da enzima.

Diversos trabalhos desenvolvidos pelo grupo vém demonstrando
resultados promissores relativos ao uso do ultrassom em reagdes
enzimaticas. Entre estes pode-se destacar o trabalho desenvolvido por
Lerin (2010), que estudou a producdo enzimatica de ascorbil palmitato a
partir de acido L-ascorbico e acido palmitico em solvente organico,
fluido pressurizado e ultrassom. Neste estudo, verificou-se que com o
uso do banho de ultrassom, a esterificacdo de acido L-ascérbico e acido
palmitico conduziu a conversfes de 27% de ascorbil palmitato ap6s 3
horas de reacéo.

Assim como o0 uso de ultrassom, outras técnicas tém sido
desenvolvidas visando uma reducdo no tempo de reacdo e até mesmo
em um aumento na conversdo em acorbil ésteres. O uso destas técnicas
vem mostrando resultados promissores, como na pesquisa desenvolvida
por Costa et al. (2014), que mostrou os efeitos benéficos do uso da
irradiacdo de micro-ondas na otimizacdo da sintese enzimética de
ascorbil palmitato, na seguintes condicgdes, temperatura (55 °C, 62,5 °C
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e 70 °C), concentracdo enzimatica (5%, 10% e 15% (m/m)) e razdo
molar (1:2, 1:3,5 e 1:5). Neste estudo, 0 maximo rendimento em ascorbil
palmitato (71%) foi obtido com uso de terc-pentanol como solvente,
15% (m/m) de enzima, temperatura de 70 °C, razdo molar de 1:5 e
tempo de reacédo de 1 hora.

Entretanto, h& poucos estudos sobre o efeito do ultrassom sobre
as enzimas e tém sido relatados resultados contraditorios de inativacao e
ativacdo da enzima apds serem submetidas ao ultrassom. Diferente da
tradicional inativagdo das enzimas em temperaturas elevadas, o processo
de sonicacdo ndo destroi o sitio ativo das enzimas. Esta constatacdo tem
sido claramente demonstrada com a-amilase, peroxidase de raiz forte,
lacase e fosfatase alcalina (OZBEK; ULGEN, 2000; BASTO et al.,
2007; TAUBER et al., 2008).

4.2.3 Efeito da concentracéo da peneira molecular

Com a finalidade de promover um aumento na conversdo de
ascorbil oleato e também para reduzir o decréscimo apresentado nas
cinéticas anteriormente realizadas, as cinéticas foram repetidas em
banho de ultrassom, agora com adi¢do de peneira molecular. O estudo
do efeito da concentragdo de peneira molecular foi realizado nas
condi¢des: 5% (m/m) de enzima (calculada sobre a massa dos
substratos), 70 °C de temperatura, 100% de poténcia do ultrassom e
razdo molar dos substratos acido L-ascoOrbico:acido de 1:9. As
concentracGes de peneira molecular testadas foram de 2,5%; 5%; 10% e
20% (calculada sobre a capacidade adsortiva da peneira).

Antes de iniciar a avaliacdo da cinética de produgdo enzimética
de ascorbil oleato sob efeito do ultrassom, adicionada de peneira
molecular, foi investigado se a peneira molecular teria atividade
catalitica. Os experimentos foram de até 12 horas em que a mistura
acido L-ascorbico:4cido oleico foi submetida ao ultrassom e adicionada
de peneira molecular, sem adicdo de qualquer quantidade de enzima.
N&o houve conversdo em ascorbil oleato em nenhuma dessas reagdes,
comprovando a hip6tese que a peneira molecular ndo apresenta
atividade catalitica para esse sistema reacional.

A Figura 9 apresenta os resultados para a reacdo conduzida na
razdo molar de acido L-ascorbico:acido oleico (1:9), 70 °C, 100% de
poténcia do ultrassom, 20 mL de solvente (terc-butanol), 5% (m/m) de
enzima e variando a concentragcdo de peneira molecular ativada em
2,5%; 5%; 10% e 20%.
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Figura 9 - Cinética do efeito da concentragdo de peneira molecular ativa na
producéo de ascorbil oleato. Velocidades iniciais de reacao, r (h™") de 16,50;
22,76; 37,87 e 51,54, respectivamente.
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Observa-se na Figura 9 que as curvas cinéticas para as
concentracbes de 2,5% e 5% de peneira molecular demonstram
comportamento semelhante, estas apresentaram uma conversdo maxima
em ascorbil oleato de 48% e 56%, respectivamente, em 3 horas de
reacdo. Apds esse tempo as conversdes apresentaram um declinio. Ao
analisar a concentracdo de 10% de peneira molecular verifica-se que a
curva cinética apresentou uma conversdo maxima de 51% em 6 horas de
reacdo, apOs este tempo a curva cinética apresentou um declinio.
Quando analisada a concentracdo de 20% de peneira molecular é
possivel observar que esta apresenta uma conversdo maxima, 61% em 9
horas de reacdo, conversdo relativamente semelhante as conversdes
méaximas encontradas para as outras concentrac@es de peneira molecular
testadas. Porém, a curva cinética obtida para esta concentracdo
apresentou uma estabilidade superior as demais, uma vez que o declinio
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da conversdo em ascorbil oleato foi inferior e somente ocorreu apés 9
horas de reacéo.

As velocidades iniciais de reacdo das cinéticas com o uso de
peneira molecular apresentam-se elevadas, porém a maior velocidade é
observada na cinética com 20% de peneira molecular.

Em uma busca na literatura foi possivel perceber que os estudos
recentes sobre a producéo enzimatica de ascorbil oleato vém propondo
alternativas para eliminar ou reduzir o teor de agua presente nesta
reacdo. Moreno-Perez et al. (2013) realizaram estudo sobre a sintese de
ascorbil oleato por transesterificacdo enzimatica de azeite de oliva com
acido L-ascorbico em meios organicos polares, no qual foi avaliada a
influéncia da concentracdo de agua. O estudo foi conduzido a 45 °C, por
meio da adi¢do de 0,2 g de lipase & uma solugdo contendo de &cido L-
ascorbico e azeite de oliva na razdo molar de 1:1, 5 mL de alcool terc-
amilico (terc-pentanol) e 200 mg de peneira molecular. No trabalho
citado, os melhores rendimentos foram obtidos na auséncia total de agua
e/ou baixa concentracdo de 4gua. Na auséncia de 4gua o rendimento em
ascorbil oleato obtido foi de 70%, ja na concentracdo de agua de 0,025%
ndo se obteve conversdo em ascorbil oleato.

Em outro estudo, Stojanovic et al. (2013) pesquisaram a reacao
de producdo de ascorbil oleato em shaker a 250 rpm, variando as
condicdes de andlise: razdo molar acido L-ascérbico:acido oleico (1:3,
1:6, 1:9, 1:12 e 1:15), teor de agua (0%; 0,05%; 0,1%; 0,15% e 0,2 %),
temperatura (40 °C, 45 °C, 50 °C, 55 °C e 60 °C) e concentracdo de
acido L-ascérbico (0,02 M; 0,07 M; 0,12 M; 0,17 M e 0,2 M).
Constatou-se que em baixas concentracGes de agua, a velocidade inicial
da reacdo apresentou valores superiores, quando comparada com a
velocidade apresentada pela reacdo em maior concentracdo de agua.

No presente estudo, foram ainda realizados testes com a peneira
molecular sem ativagdo em estufa, a fim de verificar a capacidade
adsortiva que esta apresentaria. Os testes foram conduzidos nas mesmas
condicdes utilizadas nos experimentos anteriores, razdo molar de 1:9,
temperatura de 70 °C, 100% de poténcia do ultrassom, 20 mL de
solvente (terc-butanol), 5% (m/m) de enzima e apenas variando a
concentracdo de peneira molecular ndo ativada em 2,5%; 5%; 10% e
20%, Figura 10.
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Figura 10 - Cinética do efeito da concentragdo de peneira molecular ndo ativada
na producao de ascorbil oleato. Velocidades iniciais de reacéo, r (h™) de 20,58;
32,49; 36,12 e 56,24, respectivamente.
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Pode ser observado que a concentracdo de 20% de peneira
molecular ndo ativada apresentou uma maxima conversao em ascorbil
oleato, 74% em 12 horas de reacdo, semelhante a conversdo obtida no
tempo de 3 horas, 71%, nesta mesma condicdo. Esta conversdo foi
superior as conversdes apresentadas anteriormente para as diferentes
concentraces de peneira molecular ativada testadas. As cinéticas com
uso de peneira molecular ndo ativada apresentam velocidades iniciais
elevadas, semelhante as velocidades encontradas para o uso de peneira
molecular ativada. Ainda, cabe ressaltar que as cinéticas obtidas nestas
condig¢des demonstraram comportamento semelhante ao apresentado nas
cinéticas na presenca de peneira molecular ativada, apenas diferindo-se
quanto aos valores de conversdo em ascorbil oleato. Com exce¢do para a
cinética com 2,5% de peneira molecular ndo ativada que se mostrou
instavel durante o periodo de reacdo analisado, 12 horas, uma vez que
apresentou uma queda na conversdo e ap0s had certo aumento nesta
conversao.
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Para efeito comparativo reproduziu-se em um mesmo grafico as
cinéticas obtidas na presenca e auséncia de peneira molecular, que pode
ser observada na Figura 11. Comparativo entre a cinética da producéo
de ascorbil oleato na auséncia e presenca de peneira molecular (20%),
razdo molar de &cido L-ascorbico e acido oleico de 1:9, concentracdo de
enzima de 5% (m/m), 20 mL de solvente (terc-butanol), 100% da
poténcia do ultrassom e 70 °C.

Os resultados apresentados na Figura 11 demonstram que as duas
cinéticas reacionais apresentam velocidade inicial e comportamento
semelhantes, pois estas apresentam conversdo maxima de 66% (auséncia
de peneira molecular) e 61% (20% de peneira molecular) até o tempo de
3 horas. Pode-se perceber que a reagdo acrescida de peneira molecular
(20%) possui um efeito positivo na cinética de producdo de ascorbil
oleato quando comparada com reagdo na auséncia de peneira molecular,
uma vez que esta apresenta um comportamento estavel ap6s o tempo de
3 horas, diferentemente do apresentado pela cinética em auséncia de
peneira molecular, que demonstra um declinio em sua conversdo apés
este tempo (ou 0 mesmo tempo).
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Figura 11 - Comparativo entre a cinética da producéo de ascorbil oleato na
auséncia e presenca de peneira molecular (20%). Velocidades iniciais de reagdo,
r (h™") de 54,12 e 51,54, respectivamente.
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Este comportamento pode estar relacionado a quantidade de agua
formada na reacdo de producdo de ascorbil oleato. A manutengdo da
conversdo ap6s 3 horas na presenca da peneira molecular pode ser
justificada pela adsorcdo da agua formada pela peneira, evitando a
reversdo da rea¢do, mantendo a conversdo em produto em nivel elevado.

Estes resultados corroboram com o estudo realizado por
Adamczak et al. (2005), que verificou o efeito positivo da adicdo de
peneira molecular na sintese enzimatica de ascorbil oleato sem
ultrassom. No estudo de Adamczak, os ensaios foram conduzidos sob
agitacdo magnética (500 rpm) a 45 °C, em frascos de 10 mL
hermeticamente fechados, contendo acido L-ascérbico e acido oleico na
razdo molar de 1:25, com 1,15% de lipase de Candida antarctica do tipo
B em 5 mL de solvente organico e adicionados ou néo de 0,15 g de
peneira molecular (4 A). Os resultados desta pesquisa mostram que a
adicdo de peneira molecular promoveu um aumento na conversdo em
ascorbil oleato (46%) em 24 horas de reagdo quando comparada a
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conversao obtida na auséncia da peneira (15%). Ap0s este periodo 0s
resultados na auséncia de peneira molecular apresentam uma reducéao
em seu percentual de conversdo, ja na presenca deste adsorvente a
conversao manteve-se contante até 48 horas de reacao.

Goderis et al. (1987) descreveu a influéncia da atividade de agua
sobre o equilibrio termodindmico de reacdes de esterificacdo, no qual a
atividade de agua foi relacionada a reducdo na atividade catalitica das
lipases e por afetar o equilibrio da reacdo de producdo de ascorbil
palmitato. Neste estudo, elencou-se hip6teses para o declinio observado
na taxa inicial de reagdo quando se aumenta o nivel de atividade de gua
inicial (Aw). A primeira hipétese foi relacionada a uma possivel
competicdo entre hidrélise e alcodlise devido a atuacdo de dgua como
substrato. Uma segunda hipGtese seria associada ao acimulo de adgua na
superficie de suporte da Novozym levando a uma agregacdo fisica das
particulas de catalisador. Outra hip6tese foi atribuida a uma limitagdo na
transferéncia dos substratos para a enzima, em virtude do acimulo de
agua em torno das particulas de catalisador. A medida que o tamanho da
camada de agua resultante aumenta, torna-se mais dificil para os
substratos aderirem as moléculas de enzima.

4.2.4 Efeito da concentracdo de enzima

O efeito da concentragdo de enzima (5% e 15%) foi estudado na
condicdo de razdo molar entre os substratos (4cido L-ascorbico: acido
oleico) de 1:9, temperatura de 70 °C, 20 mL de solvente (terc-butanol),
100% de poténcia do ultrassom, 20% de peneira molecular. Os
resultados sdo apresentados na Figura 12.
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Figura 12 - Efeito da quantidade de enzima na cinética da produgao de ascorbil
oleato em ultrassom. Velocidade inicial reacéo, r (h™) de 51,54 e 43,64,
respectivamente.
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Observa-se na Figura 12, que o aumento da concentracdo de
enzima de 5% para 15% (m/m) ndo promoveu um aumento na
conversdo em ascorbil oleato. A maxima conversdo obtida com 15%
(m/m) de enzima foi de 40% em 3 horas de reacdo, inferior aos 61%
obtidos com 5% (m/m) de enzima a 70 °C nas mesmas condicGes e
mesmo tempo de reacdo. A velocidade inicial de reacdo apresentada
nesta cinética (13,96 h™) foi inferior & apresentada nas outras cinéticas
com a adicao de peneira molecular.

Uma possivel hipdtese para explicar este resultado seria
relacionada ao fato que o excesso de enzima no meio poderia causar
agregacdo das particulas de enzima imobilizada, diminuindo a exposicédo
do sitio ativo aos substratos. As moléculas de enzima na superficie
externa de tais particulas sdo expostas a altas concentragdes de
substrato, mas o transporte de massa dentro da particula do
biocatalisador pode drasticamente limitar a concentragcdo de substratos
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no interior da particula. Menores atividades de uma fracdo de
biocatalisador reduzem a eficiéncia por unidade de massa do
biocatalisador e ndo aumenta a conversdo (KARRA-CHAABOUNI et
al., 2006).

Outros trabalhos relataram resultados semelhantes, como o estudo
de Babicz et al. (2010), que avaliaram o efeito da concentragdo de
enzima (1% e 2% m/m) na hidrolise de 6leo de soja em ultrassom
(frequéncia de 47 kHz e poténcia de 125 W) e observaram uma queda na
conversdo com o aumento da quantidade de enzima adicionada ao meio
reacional, tanto para a enzima imobilizada Lipozyme RM 1M, quanto
para a Novozym 435.

Lerin (2010) avaliou o efeito da concentragdo de enzima (1%,
5%, 10% e 20% (m/m)) na producgdo de ascorbil palmitato em banho de
ultrassom, fixando a raz&o molar &cido L-ascorbico:acido palmitico em
1.9, 5% , temperatura em 70 °C , 5 mL de terc-butanol e poténcia do
ultrassom em 100%. Lerin verificou que o aumento da concentracdo da
enzima imobilizada ndo levou a um aumento esperado nas taxas iniciais
da reacdo. O uso de 5%, 10% e 20% m/m de Novozym 435 ndo
apresentou diferenca significativa na producéo de ascorbil palmitato.

4.3 PURIFICACAO DO PRODUTO E IDENTIFICAGAO POR RMN
H1

A confirmacdo do produto obtido foi realizada por RMN H1.
Para a analise foi necessaria a purificacdo do produto da reacdo em
coluna de silica gel. Para acompanhamento da purificacdo em coluna
utilizou-se cromatografia de camada delgada, também em silica-gel. A
amostra utilizada para a confirmacdao foi obtida no tempo reacional de 3
horas, razdo molar de 1:9, 5% (m/m) enzima, 70 °C, 20 mL de terc-
butanol e 100% de poténcia do ultrassom. Os cromatogramas obtidos
antes e apds a purificacdo podem ser observados na Figura 13 (a) e (b),
respectivamente.
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Figura 13 - Cromatograma da amostra de produto da reagdo enzimatica antes (a)
e apos (b) purificagdo por cromatografia em coluna.

S+P @

** S + P — substratos e produto.
** P — produto.

Na Figura 13 (a) pode-se verificar que o cromatograma apresenta
duas bandas (zonas), uma corresponde aos substratos &cido L-ascorbico
e 4cido oleico (S) e a outra se refere ao produto da reacio (P). E possivel
observar duas bandas (Figura 13 a) com intensa coloracgdo, indicando
alta concentracdo tanto do reagente quanto do produto. Na Figura 13 (b)
é possivel perceber que apds cromatografia em coluna, houve
diminuigdo da banda de reagente e intensificacdo da banda do produto.

A Figura 14 mostra o espectro RMN de *H com seus respectivos
deslocamentos dos atomos da molécula de produto da amostra obtida
via esterificacdo enzimatica do acido L-ascorbico e acido oleico. A
partir do espectro obtido pode-se verificar, os seguintes deslocamentos,
para anélise de RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) &/ppm: 5,33 (m, 2H),
2,35 (t, 2H), 2,12 (m, 4H), 2,04 (m, 4H), 1,63 (m, 2H), 1,30 (d, 20H),
0,88 (t, 3H), para a molécula.
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Viklund et al. (2003), ao estudar a sintese enzimtica e as
propriedades antioxidantes de ascorbil ésteres, apresentou 0s seguintes
deslocamentos para a molécula de ascorbil oleato na analise de RMN de
'H (400 MHz, CDCl3) &/ppm: 5.35 (m, 2H), 4.8 (s, 1H), 4.45 (s, 1H),
4.25 (d, 2H), 2.35 (m, 2H), 2.05 (m, 4H), 1.65 (m, 2H); 1.3 (br, 20H),
0.9 (t, 3H).

Ao comparar o0s deslocamentos obtidos com os dados
encontrados na literatura para a molécula de ascorbil oleato percebe-se
que o espectro reportado neste estudo, bem como o seu respectivo
deslocamento esta de acordo com os dados encontrados na literatura
para a molécula de acorbil oleato, 0 que comprova que o produto da
reacdo esperado foi realmente obtido.

Figura 14 - Espectro de RMN de 'H para a amostra obtida via esterificacio
?nzimética do acido L-ascorbico e acido oleico, através da analise de RMN de
H.
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4.4 CONSIDERACOES FINAIS

A Tabela 8 mostra uma compilacdo dos trabalhos de sintese
enzimatica de ascorbil oleato, empregando diferentes lipases, em
diferentes sistemas de agitacdo encontrados até 0 momento na literatura
especializada.
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Tabela 8 - Resumo dos trabalhos de sintese enzimética de ascorbil oleato reportados na literatura.

Condiges experimentais

Conversao Referéncias
(%)
Razéo Temp. Lipase Solvente Peneira Agit. Tempo
molar (°C) molecular  (rpm) reacional
(mol:mol) ) (h)
1:9 70 Novozym terc-butanol - - 3 66 Este trabalho
435 (0,18 g)
1:9 70 Novozym terc-butanol 1,10 - 3 71 Este trabalho
435 (0,18 g)
11 45 Novozym terc-pentanol 0,2 *x 48 70 MORENO-PEREZ
435 (0,2 ) (5mL) etal. (2013)
1:25 45 CALB (0,05 acetona (5 mL) 0,15 500 48 57 ADAMCZAK,
)] BORNSCHEUER,
BEDNARSKI
(2005)
1:12 60 CALB (0,02  Liquido idnico 0,15 300 14 85 ADAMCZAK e
Q) ((BMIM)(BF4) BORNSCHEUER
com Nal 2/0) (2009)

(0,5mL)
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1:1

2:1

1:1

1:1

1:12

*%

65

40

40

55

Novozym
435 (0,3 g)
Novozym
435 (0,6 9)

Lipozyme
TL IM
(0,025

Novozym

435 (0,025

9)

Novozym

435 (0,02 g)

terc-pentanol
(10 mL)

terc-pentanol
(184 mL)

terc-pentanol
seco (5 mL)

terc-pentanol
seco(5 mL)

acetona (10
mL)

0,5

2,5

200

*%

250

250

250

12

100

168

168

72

35

87

27

33

57

SONG et al.
(2004)
VIKLUND,
ALANDER,
HULT (2003)
REYES-DUARTE
etal. (2011)

REYES-DUARTE
etal. (2011)

STOJANOVIC et
al. (2013)

* 4cido L-ascdrbico:acido oleico
** Dados nédo apresentados.
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Frente ao que foi exposto na revisdo bibliografica em relacdo ao
estado da arte e avaliando os resultados alcangados neste trabalho em
comparacdo com os trabalhos encontrados na literatura, resumidamente
apresentados na Tabela 8, percebe-se que resultados obtidos no presente
estudo podem ser comparados ao obtido por Moreno-Perez et al. (2013),
que apresentou 70% de conversdo em ascorbil oleato, porém em um
tempo reacional superior, 48 horas de reacdo. Cabe ainda ressaltar que
outros dois estudos obtiveram conversdes em ascorbil oleato superiores
as alcancadas neste estudo, mas em um tempo de reagdo superior.
Adamczak e Bornscheuer (2009) conseguiram uma conversao de 85%
em 15 horas de reacdo, ja& Viklund et al.(2003) atingiu 87% de
conversdao em 100 horas de reacéo.

Assim, mostra-se evidente a relevancia do presente estudo, que
apresenta grande potencial para estudos mais aprofundados. Visto os
bons resultados obtidos em conversdes de ascorbil oleato em apenas 3
horas de reacdo, 66% (sem peneira molecular) e 71% (com peneira
molecular), quando empregada a lipase comercial Novozym 435 (5%
(m/m)), a 70 °C, 100% de poténcia do ultrassom, 20 mL de terc-butanol,
razdo molar de 1:9.
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5 CONCLUSOES

Neste trabalho foi estudada a sintese enzimatica de ascorbil
oleato a partir de &cido L-ascOrbico e &cido oleico em banho de
ultrassom. A consecucdo do mesmo permitiu, de forma geral, concluir
que:

a) O solvente organico terc-butanol mostrou-se apropriado para a
sintese enzimatica de ascorbil oleato em banho de ultrassom.

b) O ultrassom mostrou-se eficiente para acelerar a reacdo de sintese
enzimatica de ascorbil oleato a partir de acido L-ascérbico e acido
oleico.

c) A melhor conversdo de ascorbil oleato foi obtida na temperatura de
70 °C, razdo molar dos substratos de 1:9 (acido L-ascorbico e acido
palmitico), adicdo de 20 mL de solvente (terc-butanol) e adicdo de
5% (m/m) de enzima Novozym 435.

d) O uso de peneira molecular permitiu a obtencdo de maiores
conversBes e comportamento cinético mais estavel, principalmente
com a adicdo de 20% (m/m).

e) A andlise de RMN de *H permitiu confirmar a estrutura do ascorbil
oleato produzido por via enzimatica na presenca de ultrassom.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

A sintese enzimatica de ascorbil oleato em banho de ultrassom,
processo estudado neste trabalho, mostrou ser bastante promissor, mas
por ser um estudo ainda em fase inicial, pode-se delinear algumas
sugestdes para proximos trabalhos:

a) Avaliar outras lipases para a sintese de ascorbil oleato.

b) Awvaliar outros métodos para retirar a 4gua da reacdo de producédo
enzimatica de ascorbil oleato.

c) Avaliar a produgdo enzimatica de ascorbil oleato em solvente
organico com adicdo de peneira molecular ao longo da reacéo.

d) Awvaliar a producdo enzimatica de ascorbil oleato em modo batelada
alimentada e continuo.

e) Avaliar a capacidade antioxidante do ascorbil oleato in vitro e em
produtos alimenticios.

f) Avaliar a estabilidade do ascorbil oleato apés o encapsulamento.
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APENDICE A — Método de Lowry

O método de Lowry-Tinsley foi testado como um método
alternativo ao método cromatogréafico para a quantificagdo de ascorbil
ésteres. A metodologia emprega, bem como os resultados obtidos estdo
apresentados neste apéndice.

A.1 Estudo do método de Lowry-Tinsley para quantificacdo de
ascorbil oleato

O método de Lowry-Tinsley é um método colorimétrico que
mede a coloracdo do complexo azul-esverdeado (715 nm) formado entre
0s ions cobre e 0s AGs sollveis em fase organica (LOWRY; TINSLEY,
1976). Para o ensaio foram adicionados 50 pLL da amostra (concentragao
maxima de acido graxo, acido oleico, de 80 mmol/L) em eppendorfs de
2 mL contendo 150 uL de solvente (n-hexano, n-heptano e benzeno).
Apos agitacdo em vortex por 20 s, foram adicionados 300 uL do reativo
de cor, que consiste em uma solugdo aquosa de acetato de cobre (11) (5%
m/v), com pH (6,0 a 6,2) ajustado previamente com piridina. A mistura
foi agitada por 45 s em vortex. A absorbancia da fase organica foi lida a
um comprimento de onda de 715 nm.

A concentragdo dos AGLs no meio foi relacionada a
absorbéancia por meio de curva de calibracdo preparada com solucdes
padrdo do acido graxo puro (acido oleico), com concentracdo de 0 a 80
mmol/L.

A.2 Método de Lowry-Tinsley para a quantificacdo de ascorbil
oleato

A Figura 6 apresenta um comparativo entre 0 método de Lowry-
Tinsley e 0 método cromatografico, para a cinética realizada na razéo
molar acido L-ascérbico:acido oleico de 1:9, temperatura de 70 °C,
volume de solvente (terc-butanol) de 20 mL e poténcia do ultrassom de
100%.

Como ¢ possivel observar na Figura 6, este método ndo se
mostrou eficiente para a quantificacdo de ascorbil oleato, uma vez que o
principio deste baseia-se no consumo do acido graxo (&cido oleico). Os
resultados obtidos mostram que hd um consumo do &cido oleico até 1
hora de reacdo, o0 que reverte em uma alta converséo e apds este periodo
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a quantidade de 4cido oleico no meio reacional apresenta um aumento,
assim a conversao apresenta um decréscimo. Este resultado diverge do
obtido para a mesma cinética, na qual os produtos foram quantificados
pelo método cromatografico. Uma possivel explicacdo para este
comportamento refere-se ao fato de haver uma interacdo do &cido L-
asclrbico presente no meio reacional e/ou até mesmo do proprio
produto da reagdo com a solucdo de acetato de cobre (I1) com piridina,
tornando a amostra mais reativa (coloragdo mais intensa). Assim, uma
menor conversdo em funcao teor de acido graxo residual é obtida como
resultado. Estudos relatam que a presenca de &cidos carboxilicos
insolUveis no meio originam a formacdo de precipitados durante a
leitura do complexo colorimétrico formado por estes e a solugdo de
acetato de cobre (I1) (Solugdo de Lowry-Tinsley), a 715 nm (SUTILI et
al., 2013). Como alternativa, foram testados outros solventes no lugar do
n-hexano, como o n-heptano e benzeno, visando promover uma melhor
solubilidade do &acido L-ascérbico, porém os resultados obtidos foram
semelhantes aos apresentados utilizando n-hexano como solvente.

Figura 15 — Comparativo entre a cinética da producdo de ascorbil oleato, obtida
pelo método de Lowry-Tinsley e pelo método cromatogréfico.
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*Média e desvio padrdo correspondem a duplicata de analise e ndo de
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A Figura 15 demonstra que sdo discrepantes os resultados obtidos
pelas metodologias utilizadas. Como citado anteriormente, 0 método
descrito por Lowry-Tinsley apresenta intensa interferéncia de acidos
carboxilicos, aumentando a possibilidade de falsos positivos nas
andlises. Tal fenémeno pode ter ocorrido no ensaio realizado,
demonstrando grande diferenca no resultado final. Deste modo, optou-se
por utilizar o método cromatografico para quantificacdo do produto de
interesse, na continuidade deste trabalho.



