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Abstract

A major challenge in modifying oils and fats for structured lipid synthesis is the lack of
selectivity of chemical catalysts for the positions of fatty acids to be replaced in
triglycerides, complicating the formation of triglycerides composed of medium-chain
fatty acids (M) at positions sn-1 and sn-3 and long-chain fatty acid (L) at position sn-2
(MLM). On the other hand, lipases have the ability to catalyze specific positions of the
functional group of the triglyceride molecule. Thus, this study aimed to synthesize dietary
triglycerides of the MLM type in the acidolysis reaction of grape seed oil with capric acid
in different reactor configurations, which were then nanoemulsified using an innovative
oil core. The nanoemulsions were applied in cell viability assays with murine embryonic
fibroblasts (NIH-3T3 - ATCC® CRL-1658™) and cervical cancer cells (HeLa, ATCC®
CCL-2) to develop the nanoemulsion as a new therapeutic approach. The reactions were
catalyzed by immobilized Rhizopus oryzae lipase on styrene-divinylbenzene (Diaion™
HP-20). Initially, biocatalysts were developed, and for immobilization, a loading of 0.3
grams of enzymatic powder per gram of support was selected. Preliminary tests for
structured lipid synthesis were conducted in stirred tank reactors. Using experimental
design techniques, the best reaction conditions were determined to be 1:8 (molar ratio of
oil:capric acid) and 45 °C, achieving a capric acid incorporation degree of 56%GI. To
improve process efficiency, either by reducing temperature or reducing the amount of
capric acid, artificial intelligence in the form of neural networks was used. The network
increased the incorporation degree of capric acid into the triglyceride structure, reaching
values of 61%GI for reaction conditions of 41°C and a molar ratio of 1:6.7. Building on
the improvement presented by the neural network and the transition from a batch to a
continuous system, the reaction conditions were applied in fixed-bed reactors. The
continuous system operated over 192 hours, with capric acid incorporation reaching
61%GTI at its steady state. To minimize the effects of pressure drop, this study used a
fluidized bed reactor, which achieved the maximum theoretical degree of capric acid
incorporation (66%GI) when applying the reaction conditions assigned by the neural
network in recycle. The theoretical maximum was reached with a feed flow rate of 3
mL/min after 48 hours of reaction, using an enzyme loading of 1.0 gram of enzymatic
powder per gram of support. From this high degree of incorporation, cell viability tests
were conducted with murine fibroblast strains and human cervical adenocarcinoma cell
lines. Regarding cytotoxicity assays, the concentration of MLM-SL of 1.75% and 2% v/v
induced cell death in 56% and 64% of adenocarcinoma cells, respectively. Human
cervical adenocarcinoma cells showed greater sensitivity to induction of cell death when
using emulsions with MLM-SL > 1.75% v/v compared to emulsions with lower content,
indicating potential in combating cancer cells.

Keywords: structured lipid; capric acid; lipase; cytotoxicity



Resumo

Um grande desafio na modificacio de Oleos e gorduras para a sintese de lipidios
estruturados ¢ a falta de seletividade dos catalisadores quimicos quanto as posi¢des dos
acidos graxos a serem substituidos no triacilglicerol, dificultando a formacao de
triglicerideos compostos por acido graxos de cadeias média (M) nas posicdes sn-1 e sn-3
e acido graxo de cadeia longa (L) na posi¢do sn-2 (MLM). Por outro lado, as lipases
possuem a capacidade de catalisar posi¢des especificas do grupo funcional da molécula
de triacilglicerol. Deste modo, o presente trabalho teve como objetivo sintetizar
triglicerideos dietéticos do tipo MLM em reacao de aciddlise do 6leo de semente de uva
com acido caprico em diferentes configuragdes de reatores, os quais foram
nanoemulsionadas usando um nucleo de 6leo inovador, aplicado em ensaios de
viabilidade celular com fibroblastos embrionarios murinos (NIH-3T3 - ATCC® CRL-
1658™) e cé¢lulas de cancer cervical (HeLa, ATCC® CCL-2), a fim de desenvolver a
nanoemulsdo como uma nova abordagem terap€utica. As reagdes foram catalisadas por
lipase de Rhizopus oryzae imobilizada em estireno-divinilbenzeno (Diaion™ HP-20).
Inicialmente foram desenvolvidos os biocatalisadores, sendo selecionado para a
imobilizacao o carregamento de 0,3 gramas de p6 enzimatico para cada grama de suporte.
Os ensaios preliminares para a sintese dos lipidios estruturado foram desenvolvidos em
reatores de tanque agitado. Utilizando-se da técnica de planejamento de experimentos, as
melhores condi¢des reacionais foram de 1:8 (razdo molar entre 6leo: acido caprico) e 45
°C atingindo o grau de incorporagdo do acido caprico em 56 %GI. Com o intuido de
melhora a eficiéncia do processo, seja reduzindo temperatura ou reduzindo a quantidade
de acido caprico, foi utilizado inteligéncia artificial na forma de redes neuronais para
melhorar o processo. Assim, a rede foi capaz de aumentar grau de incorporacao do acido
caprico na estrutura do triacilglicerol, atingindo valores de 61%GI para as condigdes
reacionais de 41°C e razdo molar de 1:6,7. A partir do melhoramento apresentado pela
rede neuronal e a busca pela transi¢ao de um sistema reacional em batelada para um de
sistema continuo, as condi¢des reacionais foram aplicadas em reatores de leito fixo. O
sistema continuo operou ao longo de 192 horas, com incorporagdo do acido caprico
atingindo os 61%GI em seu estado estaciondrio. Em busca de minimizar os efeitos de
perda de pressdo, o presente trabalho utilizou reator de leito fluidizado, o qual obteve o
grau tedrico maximo de incorporacdo do acido caprico (66%GI) quando aplicado as
condigdes reacionais atribuidas pela rede neuronal em reciclo. O maximo teorico foi
atingido com vazio de alimentagdo de 3 mL/min apods 48 horas de reacdo, sendo utilizada
o carregamento enzimatico de 1,0 grama de po enzimatica para cada grama de suporte. A
partir deste alto grau de incorporacao, foram realizados testes de viabilidade celular com
linhagens de fibroblastos murinos e linhagens de células de adenocarcinoma cervical
humano. No que diz respeito aos ensaios de citotoxicidade, a concentragao de MLM-SL
de 1,75% e 2% v/v foi capaz de induzir a morte celular em 56% e 64% das células de
adenocarcinoma, respectivamente. As células de adenocarcinoma cervical humano
mostraram maior sensibilidade a inducdo de morte celular ao usar emulsdes com MLM -
SL > 1,75% v/v em comparagdo com emulsdes com menor conteudo, indicando um
potencial no combate a células cancerigenas.

Palavras-chave: lipidio estruturado; 4cido caprico; lipase; citotoxicidade
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1. MOTIVACAO E ESTRUTURA DA TESE
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1.1 Motivacio

A motivagdo do presente trabalho de tese vem da necessidade crescente de
alimentos funcionais, mais saudaveis, menos caléricos e/ou que desempenham fungdes
fisioldgicas basicas no auxilio do controle ou combate de doengas (Bassan et al., 2019;
Martinez-Galaan et al., 2021; Atsakou et al., 2023). Adicionalmente existe o desafio
crucial na industria de alimentos e biotecnologia: a sintese de lipidios estruturados, mais
especificamente, os triacilglicerdis do tipo MLM. Esses compostos tém grande relevancia
nutricional e propriedades promissoras na preven¢do de doengas metabolicas (Rehman et

al., 2017).

O principal desafio ¢ a falta de seletividade dos catalisadores quimicos, que
dificultam a formagdo precisa desses lipidios estruturados. Para superar esse problema,
este trabalho se concentrou no uso de lipases de Rhizopus oryzae, enzimas altamente
seletivas que podem catalisar posigdes especificas nas moléculas de triacilglicerdis.
Adicionalmente, ¢ importante observar que essa categoria de lipidios estruturados
apresenta valor calorico inferior, variando entre 5 e 7 kcal/g, quando comparada aos 6leos

e gorduras convencionais que tém valor de 9 kcal/g (Basan et al., 2019).

Essa caracteristica ¢ de grande interesse, especialmente em um contexto de
preocupagdo com a obesidade e o controle de peso. Nesse sentido, Martinez-Galan e
colaboradores (2021) realizaram pesquisas notdveis, abordando o controle da obesidade.
Eles conduziram estudos com camundongos que foram alimentados com dietas pré-
fabricadas contendo lipidios estruturados do tipo MLM. Os resultados dessas
investigagdes apontaram para uma diminuic¢do significativa no ganho de peso corporal
desses animais, juntamente com redugdes notaveis nas quantidades de tecido adiposo
branco. A reducdo no peso corporal e no tecido adiposo branco esta atribuida, em grande

parte, a composi¢do dos lipidios estruturados, conforme mencionado pelos autores.

Os lipidios do tipo MLM sao caracterizados pela presenga de acidos graxos de
cadeia longa nas posicoes sn-1 e sn-3 do glicerol. Essa configuragao particular aumenta
a solubilidade e, o que ¢ ainda mais significativo, acelera o metabolismo. Isso ocorre
porque eles sdo metabolizados de maneira mais eficiente, em comparagao com os acidos
graxos de cadeia longa tradicionalmente encontrados nas posi¢cdes sn-1 e sn-3 dos

triacilglicerois. A rapida metabolizagao dos lipidios estruturados do tipo MLM impede
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que sejam armazenados como gordura no corpo, o que contribui para as redugdes no
ganho de peso corporal e nas quantidades de tecido adiposo branco observadas nos
estudos de Martinez-Galan e colaboradores (2021). Portanto, esse tipo de lipidio
estruturado possui um grande potencial no contexto do controle de peso e da prevengao

da obesidade.

Deste modo, a escolha do 6leo de semente de uva como matéria-prima neste
estudo ¢ fundamentada no fato de que esse 6leo ¢ um subproduto industrial
frequentemente descartado pelas industrias de vinho e suco, e, ao utiliza-lo, é possivel
agregar valor a esse residuo. Além desse aspecto, o 6leo de semente de uva se destaca por
suas qualidades nutricionais, incluindo um alto teor de acidos graxos insaturados,
particularmente o &cido linoleico, que compreende de 58% a 78% da composicao dos
triacilglicerois presentes na posicao sn-2. Isso se traduz em uma proporcao mais elevada
em comparagao com 6leos de milho e soja, que variam de 34% a 65,6% e de 48% a 59%,
respectivamente. Além disso, estudos anteriores ressaltaram os beneficios potenciais do
6leo de semente de uva para a saude, devido a presenga de antioxidantes notaveis, como
a vitamina E e tocotrienois, como descrito na literatura (Yang et al., 2021; Gitea et al.,
2023; Martin et al., 2020). Além disso, o extrato de semente de uva demonstrou ter
potencial na prevencao de doengas cardiovasculares, conforme evidenciado por Khaki e

colaboradores (2023) e Gupta e colaboradores (2019).

Ha outros beneficios associados ao 6leo de semente de uva que derivam da sua
composi¢ao quimica rica em acidos graxos essenciais, notadamente acidos graxos -3 e
o -6. Evidéncias substanciais apresentadas na literatura sugerem que acidos graxos poli-
insaturados, como os encontrados no 6leo de semente de uva, t€ém o potencial de reduzir
o processo inflamatorio em células (Martin et al., 2020; Calder, 2015; Valden, 2012).
Além disso, esses acidos graxos essenciais demonstraram capacidade de combater células
cancerigenas, desencadeando a apoptose celular, um mecanismo importante de morte
celular programada (Valden, 2012, Miccadei et al., 2016). Essas descobertas ressaltam o

valor do 6leo de semente de uva na promocao da saude e na pesquisa médica.

Essa nova geracdo de lipidios dietéticos apresenta uma série de vantagens
notaveis. Além de possuir um valor caldrico inferior em comparacao com os lipidios
convencionais, sua rapida taxa metabdlica reduz significativamente a probabilidade de

armazenamento no corpo como gordura. A escolha do 4cido céprico, com seu grupo
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doador de acila, para reestruturar o perfil de 4cidos graxos do 6leo de semente de uva ¢
baseada em sua capacidade de modificar o metabolismo do corpo, proporcionando uma
fonte rapida de energia. Adicionalmente, o acido caprico combinado com seus efeitos
benéficos na saude intestinal, incluindo a reducao da inflamacao intestinal ¢ a corre¢ao
da disbiose, mostra potencial para impactar positivamente diversas doenc¢as neurologicas.
Isso envolve a redugdo da inflamagdo e do estresse oxidativo, tornando-se uma opg¢ao
terapéutica promissora no tratamento de distirbios do desenvolvimento, doengas
neurodegenerativas, disturbios do humor e doencas autoimunes, como a esclerose
multipla. Esse tratamento nao apenas melhora a qualidade de vida dos pacientes, mas

também atrasa a progressao da doenca (Shekhar et al., 2023).

As aplicagdes clinicas do 6leo de semente de uva tém sido empregadas como
facilitadoras de nanocarreadores. Esses nanocarreadores oferecem maior controle,
biocompatibilidade, liberagdao direcionada, redug¢do de toxicidade e efeitos colaterais,
especialmente quando associados a compostos quimicos que, quando administrados in
vivo de forma convencional, apresentam limita¢des (Garavaglia et al., 2016; do Amaral
et al, 2022; Davidov-Pardo, G., & McClement, 2015; Lacatusu et al., 2015). Nesse
contexto, este trabalho de tese se propde a otimizar a producao de lipidios estruturados
do tipo MLM a partir do 6leo de semente de uva. Buscamos alcangar um elevado grau de
incorporagdo de 4cido céprico, com a catalise da lipase imobilizada de Rhizoupos oryzae.
Estes lipidios foram posteriormente nanoemulsionados, fazendo uso de uma estrutura
inovadora de nucleo de 6leo. Essas nanoemulsdes foram aplicadas em ensaios de
viabilidade celular, utilizando fibroblastos embrionarios murinos (NIH-3T3 - ATCC®
CRL-1658™) e cé¢lulas de cancer cervical (HeLa, ATCC® CCL-2) com o objetivo

principal de desenvolver nanoemulsdes como uma nova abordagem terapéutica.

23



1.2 Objetivos

O objetivo geral deste trabalho foi produzir um novo lipidio estruturado de
potencial caracteristica dietética e antineoplésicas utilizando como matéria prima lipidica
o coproduto da industria de alimentos. Este coproduto trata-se do 6leo de semente de uva,
rico em 4cidos graxos polinsaturados que, com o auxilio da lipase de Rhizopus oryzae
imobilizada por adsor¢do fisica em particulas hidrofobicas de estireno-divinilbenzeno
(Diaion™ HP-20), foi empregado em reacdes de acidolise com 4cido céprico. Para
alcancar esse objetivo, as reagcdes foram otimizadas em reatores de tanque agitado e as
melhores condi¢des de producao foram aplicadas em reator de leito fixo e reator de leito

fluidizado.
Para atingir este objetivo geral, foram estabelecidos objetivos especificos, a saber:

e Selecionar o melhor carregamento enzimatico para imobilizagdo da lipase de
Rhizopus oryzae visando obter um derivado ativo, estdvel e compativel para
utilizagdo em reator de tanque agitado, de leito fixo e de leito fluidizado;

e Realizar o planejamento de experimentos do tipo Delineamento composto central
(DCC), Delineamento composto central rotacional (DCCR) e por Redes
Neuronais Artificial (ANN) para identificar os melhores pardmetros para
producdo dos lipidios estruturados em reatores de tanque agitado; posteriormente
utilizar as melhores condigdes e aplicd-las em reator de leito fixo e leito
fluidizado;

e Montagem do biorreator de leito fixo e fluidizado com suas respectivas
caracterizagdes quanto a hidrodinamica do sistema operacional;

e C(Caracterizar os lipidios formados por analises cromatograficas,
termogravimétricas e espectroscopicas na regido do infravermelho;

e Realizar testes de citotoxicidade referentes ao uso dos lipidios estruturados ao

combate de células neoplésicas.
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1.3 Estrutura da tese

De modo a contextualizar, ¢ importante mencionar que este trabalho de tese foi
realizado sob acordo de cotutela entre a Universidade Estadual Paulista (Unesp) e a
Universidade de Coimbra (UC) e, portanto, sendo desenvolvido trabalhos experimentais
por 3 anos na Unesp e 1 ano na UC. Os frutos da parceria entre as duas universidades
estdo organizados e apresentados. A estruturagdo do presente trabalho de tese segue
organizado em 10 capitulos. No primeiro Capitulo encontram-se as motivagdes para o

desenvolvimento do trabalho de tese, incluindo os objetivos gerais e especificos.

No segundo Capitulo sdo apresentadas informacdes gerais para formagao base de
conhecimento ao leitor sobre o tema a ser apresentado e discutido na tese. As informagdes
sdo referentes a contextualizacdo do que sao 6leos e gorduras como alimentos funcionais
e como sao denominados e produzidos os lipidios estruturados do tipo MLM. Sao
abordadas ainda informagdes sobre as lipases como catalisadores enzimaticos, métodos

de imobilizagdo e os tipos de reatores em que podem ser aplicadas.

Na apresentacdo do terceiro Capitulo estdo dispostas as metodologias utilizadas
para o desenvolvimento dos ensaios experimentais e das andlises realizadas. Nos
Capitulos 4 ao 9 sdo apresentados os resultados em cada etapa desenvolvida neste trabalho

de tese, juntamente com suas discussoes.

De modo breve, o Capitulo 4 apresenta o inicio de todo o trabalho cientifico, sendo
destaque a elaboracdo do biocatalisador com sua respectiva caracterizagdo quanto a
temperatura e pH 6timos de atuacdo. Adicionalmente, sdo apresentados os ensaios com
planejamento de experimentos e posterior sintese dos lipidios estruturados em reatores de

tanque agitado.

O Capitulo 5 ¢ a apresentacdo dos resultados obtidos pelo planejamento de
experimento reavaliados por redes neuronais, os quais demonstracdo melhora no grau de
incorporagdo do acido caprico na estrutura do triacilglicerol. Os Capitulos 6 e 7 sdo
respectivamente os ensaios da producao do lipidio estruturado em reator de leito fixo e
fluidizado, aos quais foram aplicadas as melhorias da composi¢do do meio reacional e da

temperatura provenientes das andlises das redes neuronais.
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No Capitulo 8 sdao apresentadas as analises de caracterizacao do 6leo de semente
de uva em comparagdo ao lipidio estruturado. Foram utilizados ensaios cromatograficos

(GC), termogravimétrico (TG e DTG) e espectroscopia por infravermelho (FTIR).

Os ensaios de citotoxicidade estdo apresentados no Capitulo 9. Esse Capitulo
apresenta o uso do lipidio estruturado nanoemulsionado nos ensaios de viabilidade celular
de linhagens de fibroblasto de murino e em células imortalizadas de adenocarcinoma
humano (HeLa). Ensaios de estabilidade operacional das nanoemulsdes também foram
apresentadas neste Capitulo. As consideragdes finais do trabalho de tese sdo apresentadas

no Capitulo 10.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA
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2.1 Oleos e gorduras como alimentos funcionais

Os oleos e as gorduras sao componentes essenciais que devem estar incorporados
na dieta de forma equilibrada, uma vez que estes auxiliam no fornecimento de energia e
no transporte de agentes quimicos orginicos soliveis, por exemplo, acidos graxos
essenciais, como o acido linoleico (LA, C 18:2, ® -6) e o acido a-linolénico (ALA, C
18:3, w-3) que representam duas classes de precursores para a sintese de acidos graxos

poli-insaturados (PUFAs) (Rios et al., 2014; Huerta-Yépez et al., 2016).

Como citado na literatura, tanto o LA quanto o ALA apresentam finalidades
estruturais e funcionais na membrana da célula, exercendo também o papel de mediadores
na sintese de acido araquidonico, prostaglandinas e leucotrienos no caso do 4cido
linoleico ¢ a formagdo de 4cido eicosapentandico (EPA, C 20:3, o -3) e o acido
docosahexaendico (DHA, C 22:6, o -3) tendo como substrato o alfa linolénico, estes
compostos estdo envolvidos em processos anti-inflamatorios, imunogénicos entre outras
respostam imunologicas (Huerta-Yépez et al., 2016), demonstrando capacidade de
combater células cancerigenas, baseados em estudos in vitro e in vivo. (Eltweri et al.,

2017; Fuentes et al., 2018).

No entanto, algumas vezes torna-se necessario promover alguma mudanga na
estrutura de um triglicerideo, com o intuito de conferir propriedades fisicas, quimicas ou
nutricionais especificas. Logo, a matéria prima deve ser submetida a processos de

modificag¢do, dando origem aos lipidios estruturados.

Dentre estes, destacam-se os triglicerideos dietéticos, que apresentam menor valor
calorico do que os 6leos e gorduras convencionais (Ferreira-Dias et al., 2013). Projetada
principalmente para aplicagdes nutricionais especiais, visando atender a necessidade
crescente de alimentos mais saudaveis (Cao et al., 2013), o qual complementa com a
vantagem em tamanho reduzido, viabilizando maior solubilidade em relagao ao acido
graxo de cadeia longa, assim os acidos graxos de cadeias curtas ¢ médias sdo

transportados diretamente para o figado, proporcionando uma répida fonte de energia

(Lee et al., 2012).

Uma molécula de triacilglicerol contém trés moléculas de acido graxo e de acordo

com a posicao destes acidos, sn-1, sn-2 e sn-3, € possivel obter respostas distintas do
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metabolismo humano (Nunes et al., 2012; Kanda et al., 2010). Com isso, os triglicerideos
de baixa caloria podem se organizar de diferentes maneiras: (i) SLS, um TAG com acidos
graxos de cadeia curta (S) nas posigdes sn-1 e sn-3, e de cadeia longa (L) na posi¢do
interna; (i1) MLM, um TAG com écidos graxos de cadeia média (M) nas posi¢des sn-1 e
sn-3, e de cadeia longa na posi¢ao interna; e (iii) MMM, um TAG com acidos graxos de

cadeia média em todas as posi¢des do da cadeia de TAG (Ferreira-Dias et al., 2013).

Adicionalmente, os monoglicerideos restantes, com acidos graxos de cadeia
longa na posi¢do sn-2, sdo facilmente absorvidos através da via linfatica, sendo
incorporados a diferentes tecidos, sendo também utilizados como precursores na

formagao de PUFAs (Feltes et al., 2009; Wang et al., 2012; Huerta-Yépez, et al., 2016).

2.2 Producio dos lipidios estruturados

Os lipidios estruturados podem ser sintetizados por via quimica ou enzimatica.
Dependendo do tipo de substrato disponivel, os seguintes métodos podem ser usados para
produgdo: (i) modificados pela incorporagdo de novos acidos graxos (FAs), (ii)
reestruturados para alterar as posi¢des dos acidos graxos ou o perfil de FAs, em relacao
ao estado natural, ou (iii) sintetizados para produzir novos TAGs (ou fosfolipidios
(Ferreira-Dias et al., 2018). A sintese enzimatica ¢ normalmente catalisada por lipases 1,3
especificas para obter uma estrutura do tipo MLM. A reacdo de acidolise tem sido
empregada para introduzir determinados acidos graxos nas posigdes sn-1 e sn-3 de
diferentes oleos vegetais (Ferreira-Dias et al., 2013). A Tabela 2.1 apresenta exemplos de
trabalhos aos quais utilizam a aciddlise enzimatica para a produgdo de lipidios

estruturados.

A andlise da Tabela 2.1 demonstra trabalhos que empregaram reatores do tipo
tanque agitado em modo descontinuo em sua maioria. Além disso, fazem uso de lipases
imobilizadas comerciais para catalisar a referida sintese. Ademais, foi realizada uma

busca em bancos de dados de patentes e os resultados sdo apresentados na Tabela 2.2.

A producio dos lipidios estruturados apresentados tanto pela Tabela 2.1 quanto
na Tabela 2.2 tem como principal modo de sintese os reatores descontinuos utilizando
lipases comercias. Pouco ¢ reportado na literatura a utilizagao de reatores operando em

modo continuo, seja tubular de leito fixo ou fluidizado. Assim, o presente trabalho busca
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preencher as lacunas deixadas na literatura com a produg¢do dos lipidios estruturados de

maneira continua em reator de leito fixo e fluidizado, deste modo utilizando como

biocatalisador a lipase de Rhizopus oryzae imobilizada em suporte hidrofobico.

Tabela 2. 1 -Acidolise enzimatica em diferentes sistemas 6leo: acido empregando lipases.

Lipase Configuracio do Oleo:acido Referéncias
reator
: Oleo de semente de
Lipozyme TL IM BSTR abobora:C10:0 CAMPOS, 2013
Lipase 2 (YLL2) Azeite de _ollva:CS:O CASAS-GODOY et
(Yarrowia BSTR Azeite de al. 2013
lipolytica) oliva:C10:0 i
Lipozyme RM IM . w.n CABALLERO etal.,
Lipozyme TL IM BSTR Oleo de abacate:C8:0 2014
Morales-Medina, R.,
Novozym 435 BSTR Oleo de sardinha: Munio, M., Guadix,
Lipozyme IM RM C10 A., & Guadix, E. M.
2017
Lipozyme RM IM
Lipozyme TL IM Oleo microbiano:
Novozym 435 BSTR C10 ABED et al., 2018
Lipozyme 435
Lipase CRL, Lipase
TL100 Oleo de palma:
Lipase RML, BSTR eOC fsl-); ma XIA et al., 2019
Lipase CAL-A ’
Lipozyme RMIM
Lipase (Rhizopus BSTR Oleo c}e bagaco de MOTA et al., 2020
oryzae) azeitona: C10
MOREIRA, et al.,
Lipozyme TL IM BSTR Oleo de oliva: C22:0 2020
Lipozyme TL
IM®, Lipozyme Oleo de semente de
RM IM® o BSTR uva: C10 Bassan et al., 2019
Novozym 435®
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Tabela 2. 2 - Sintese de lipidios estruturados patenteados.

N° da Titulo Catalisador =~ Métodos de producio Estrutura
publicacio utilizado dos lipidios
Transesterificagdo entre
triacilglicerois: trioleina
: + tricaprina;
US 6,369,252 B1  Structured lipids Llpase.sfl’3 SLS
espectiica Aciddlise: trioleina +
acido caprico + acido
butilico.
. . Producdo do 1,3
Via quimica S
Us o/ou dlgcﬂghcerol.. i
2004/0086621  Reduced caloric fat  enzimdtica L oSteriormente adicao LSL
Al em duas do acido graxo de cadeia
curta na posi¢ao central
etapas AN
do triacilglicerol.
Mixtures of fatty
acid glycerdes
from C; to Cay to Lipases Ac?dolise: Glicerol +
Us improve comerciais dcido gl‘éX(;S (Craté Conjuntos
e/ou 22)- de lipidios
2008/0268094A1 zootechnical .
catallsgdores Transesterificagio entre estruturados
performances uimicos ey
and/or the health of q : mono, di e trigiclerideos
the intestine of
anmals
Transesterificagdo em
Structured lipid etapas: SSS + MMM,
EP 2 057 902 Al compositions and L1pas§ 1,3 posteriormente o ' LMS
methods of especifica produto da reagdo ¢

transesterificado com
LLL

formulation thereof

Dentro das possibilidades de se sintetizar os lipidios estruturados do tipo MLM, a
acidolise ¢ a que utiliza de 4cidos graxos livres e o triacilglicerol como substratos (Zhou
et al., 2022; Utama et al., 2018). O trabalho apresentado por Bassan e colaboradores
(2019) utilizaram do 6leo de semente de uva e acido caprico como substrato para a catalise
enzimatica das lipases comercialmente imobilizadas de Lipozyme TL IM®
(Thermomyces lanuginosa lipase), Lipozyme RM IM® (Rhizomucor miehei lipase) e
Novozym 435® (Candida antarctica lipase B). Os resultados apresentados pelos autores
demonstraram variag¢do de incorporacao do acido caprico de 23,62 + 1,34 a 34,53 + 0,05

mol%, apds 24 horas de reagdo a 45 °C, utilizando razdo molar entre 6leo: acido de 2:1.

Martinez-Galan e colaboradores (2021), na busca sintetizar os lipidios

estruturados do tipo MLM por incorporar o acido céprico na estrutura do triacilglicerol
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do 6leo de semente de uva, os autores utilizaram da lipase de Rhizopus oryzae imobilizada
covalentemente em suporte de baixo custo (p6 de sabugo de milho). Os resultados
demonstraram uma incorporagdo de 38,8% de 4cidos graxos de cadeia média com 5

reutilizagdes do derivado enzimatico.

Em alternativa ao processo de acidolise, a transesterificacao e interesterificagao
surgem com a substitui¢do de dois grupamentos acil entre dois moléculas de ésteres ou
triacilglicerol (TAG) (Zhou et al., 2022; Utama et al., 2018) tornado possivel a
remodelagem do perfil em acidos graxos do TAG. Deste modo, o trabalho apresentado
por Huang e colaboradores (2023) utilizou do 6leo de Camellia catalisada por meio de
combinagdes de lipases. Os autores obtiveram altos rendimentos de MLM (52,71% +
0,53). Tian e colaboradores (2024) estudaram os efeitos da interesterificacao dos 6leos de
semente de Cinnamomum camphora, estearina de Pangasius bocourti e 6leo de semente
de perilla catalisadas por lipase comercialmente imobilizada (Lipozyme TL IM). Os
resultados mostraram elevada modifica¢do no perfil em acidos graxos das amostras de

triacilglicerol,

2.3 Lipases

Lipases (triacilglicerol acil-hidrolases, EC 3.1.1.3) s@o enzimas que apresentam
capacidade de clivar triacilglicerdis, liberando acidos graxos livres, glicerol, mono e
diacilglicer6is, na presenca de 4gua. Sdo também, capazes de catalisar reacdes de
esterificagdo e transesterificagdo em meio reacional restrito de agua (Castro et al., 2004;
Bon et al.,, 2008). A versatilidade em conduzir reagdes em sentidos diferentes,
dependendo do substrato inicial, € a caracteristica mais importante que permite sua ampla
aplicagdo industrial (Castro et al., 2004; Bon et al., 2008; Amini et al., 2017; Chandra et
al., 2020).

Sdo comumente encontradas na natureza, tendo como fontes células animais,
vegetais e microbianas. Com avangos na tecnologia gendmica e nos estudos da
biotecnologia enzimatica, atualmente, ¢ possivel produzir lipases com atividade mais
elevada a custos de producdo mais baixos. Os microrganismos sdo as principais fontes
produtoras de lipases como catalisadores devido a sua facilidade de manipulagdo
genética, rapido crescimento e maior estabilidade, podendo apresentar massa molecular

entre 20 a 75 KDa, pH 6timo préximo ao neutro (4 a 9) e temperatura de atuagdo desde a
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temperatura ambiente até 70 °C (Chandra et al., 2020; Ali et al., 2023; Kumar et al., 2023;
Hasan etal., 2006; Castro et al., 2004; Castro etal., 2010; Bharathi & Rajalakshmi, 2019).

A regido do sitio ativo pertencentes as lipases apresentam uma complexa
formagao estrutural ao redor do seu sitio ativo. As quais podem variar entre lipases de
fontes produtoras diferentes, apresentando uma triade catalitica em um dobramento

estrutural de entrelacamento o/ hidrolase (Jaeger et al., 1994; Rodrigues et al., 2019).

A partir das estruturas tridimensionais nota-se que a triade de aminoacidos ¢
normalmente protegida por uma superficie polipeptidica hidrofobica em forma de a-
hélice chamada de tampa ou lide. Em meio aquoso, na auséncia de seu substrato natural,
a lipase apresenta uma conformagdo fechada e inativa, na qual o sitio ativo esta isolado
do meio reacional e recoberto pela cadeia polipeptidica. A conformacao enzimética em
estado fechado coexiste parcialmente com uma conformagao aberta e ativa. Quando um
substrato hidrofobico esta presente, uma regido conhecida como 'tampa' se move,
induzindo uma transformacao na estrutura da enzima e revelando uma érea hidrofobica
que interage com a por¢ao lipidica, levando-a a uma configuragao mais ativa denominada
'conformagao aberta (Palomo et al., 2004; Castro et al., 2004; Fernandez-Lafuente, 2010;
Rodrigues et al., 2019).

Distinguindo-se de um catalisador quimico, ndo apenas por atuar em condi¢des
mais brandas de reacdo, a lipase apresenta uma caracteristica diferenciada que ¢
especificidade ao substrato. Esta caracteristica ¢ influenciada pelas propriedades
moleculares da enzima, pela estrutura do substrato e pelas interagdes que afetam a ligagao

entre a enzima e o substrato. (Remonatto et al., 2022; Kumar et al., 2023).

As lipases do tipo acido-graxo especificas tém preferéncia por cadeias carbonicas
e/ou um numero de insaturacdes especificas. As lipases enantiosseletivas, apresentam a
capacidade de diferenciar enantidmeros em uma mistura racémica de substrato. Por fim,
as lipases com caracteristicas regiosseletivas possuem a capacidade de catalisar diferentes
posi¢des do grupo funcional da molécula de substrato, sendo subdivididas conforme

apresentadas pelo Quadro 1.
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Quadro 1: Diferentes especificidades das lipases.

a) Lipase 1,3 especificas: catalisam especificamente ligacdes é&steres no
posicionamento sn-1 e sn-3 das moléculas do acilglicerol,

b) Lipase 2 especificas: catalisam especificamente liga¢des ésteres na posicao sn-
2 do acilglicerol;

c) Lipases nio especificas: catalisam acil glicerdis e 4dcidos graxos livres de modo
aleatorio, ndo apresentando especificidade com relagdo aos grupos acila ou o
posicionamento onde ele se encontra.

d) Lipase acido graxo especificas: preferéncia por cadeias carbonicas e/ou

numero de instauragdes especificas.

A Tabela 2.3 apresenta alguns exemplos de lipases que possuem

regiosseletividade distintas.

Tabela 2. 3 - Exemplos de regioespecificidade pertencentes ao grupo das lipases.

Lipase Atuacio Exemplos
Catalise nio Candida rugosa, Penicilium cyclopium,
especifica Capacidade em hidrolisar os Staphylococcus aureus, Corynebacterium
TAGs de modo randdmico. acnes, Pseudomonas fluorescens,

Burkholderia cepacia

Apresentam a capacidade

Catalise sn-2- , h . . .
especifica em hidrolisar Candida antarctica A

ifi X s
espectiicas preferencialmente a posigéo sn-2.
Apresentam a capacidade de Mucor miehei, Rhizopus oryzae
Catélise sn-1,3- catalisar prioritariamente as Aspergillus niger, Rhizopus delemar
especificas posicdes sn-1prioritariamente as Lipase pancreatica
posicdes sn-1,3 dos TAGs. Penicillium roquefortii

Apresentam a capacidade de
catalisar grupamentos especificos Geotrichum candidum
de acidos graxos

Catalise acido
graxo especifico
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A escolha da lipase de Rhizopus oryzae para o desenvolvimento do presente
trabalho foi subsidiada por resultados ja obtidos no grupo de pesquisa (Bassan et al.,
2019). Entretanto, sua aplicagdo direta na industria é restringida devido alguns fatores:
custo elevado; baixa estabilidade em elevadas condi¢des reacionais ¢ dificuldade em
recuperacgao e reutilizacdo em novos ciclos. Uma estratégia empregada para mitigar essas
limitagdes ¢ a técnica de imobilizacdo. A imobilizacdo pode proporcionar maior
estabilidade, prolongar a vida util do biocatalisador e a recuperagdo do meio reacional.
(Amini et al., 2017; Remonatto et al., 2022). Portanto, a escolha do suporte ¢ uma etapa
crucial no processo de desenvolvimento de um sistema reacional que utiliza

biocatalisadores imobilizados."

2.4 Imobilizacao de enzimas por adsorc¢ao fisica

A técnica de imobilizagao de enzimas tem como uma das finalidades é torna-las
insoliiveis ao meio reacional, facilitando sua remog¢ao e possibilitando reutilizacdo em
bioprocessos. Além disso, a imobilizagdo, muitas vezes, adiciona vantagens ao
imobilizado, como aumento na estabilidade térmica, no tempo de meia-vida e tolerancia
a solventes organicos, proporcionando melhor aproveitamento da atividade catalitica

(Amini et al., 2017; Zhao et al., 2015).

De acordo com Monteiro e colaboradores (2021), para uma imobilizagdo eficaz,
trés fatores devem ser escolhidos adequadamente: o suporte, os grupos ativos do suporte
e da enzima e o protocolo de imobilizagdo. Uma estratégia simples, vantajosa e peculiar
de imobilizagdo € a ativagdo interfacial da lipase em suportes hidrofobicos com baixa
for¢a 16nica (Monteiro et al., 2021). Como relatado em estudos recentes (Monteiro et al.,
2021; Rodrigues et al., 2019; Remonatto et al., 2022), a grande maioria dos protocolos de
imobilizacao de lipases envolve adsor¢do em suportes hidrofobicos. A adsor¢ao de lipases
em suportes hidrofobicos pode ser atribuida ao mecanismo de interagdo entre lipase e

suporte que ocorre via ativagao interfacial.

A imobiliza¢do da lipase via adsor¢do fisica em suportes hidrofobicos pelo
mecanismo de ativagdo interfacial tem muitas vantagens; este protocolo simples e rapido
pode promover a estabilizagdo enzimatica e, em alguns casos, a hiperativagdo, uma vez
que a imobiliza¢cdo promove uma maior exposi¢do do sitio ativo (Zdarta et al., 2018;

Yadav etal., 2018; Rodrigues et al., 2019). A melhoria da estabilidade ¢ atribuida ao fato
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de que a lipase se torna mais estavel no equilibrio conformacional (Monteiro et al., 2021;
Kumar et al., 2020; Bilal et al., 2019). O protocolo também pode ser explorado como um
método de purificagdo de lipases em meio contendo outras proteinas, pois, em baixa for¢a
i0nica e meio aquoso, as lipases sao as unicas proteinas capazes de serem imobilizadas

em suportes hidrofobicos (Fernandes et al., 2020; Gupta et al., 2020).

A escolha do suporte mais adequada deve ser baseada nas seguintes
caracteristicas: estabilidade quimica e térmica, possibilidade de reutilizacdo, ampla
disponibilidade, acessibilidade, insolubilidade nos meios reacionais, alta afinidade com a
enzima, biocompatibilidade e presenga de grupos funcionais reativos (Meyer et al., 2017).
Um carater hidrofobico, por exemplo, permite a formagao de interagdes fortes que fixam
as lipases no suporte (Costa e Silva et al., 2016; Peng et al., 2020; Yuan et al., 2020). Em
outros casos, o suporte pode conter grupos funcionais como aminas, epoxidos, bases
carboxilicas, aldeidos e tiois que se ligam a residuos de aminodcidos da enzima (Meyer
et al., 2017; Vafaei et al., 2020; Fernandes et al., 2020; Gupta et al., 2020; Costa e Silva
etal., 2016)

Suportes com diferentes caracteristicas, como diferentes superficies (tipo ou
densidade de certos grupos funcionais) ou morfologias (textura, tamanho e volume de
poros), podem modular as propriedades dos biocatalisadores (Silveiras et al., 2019). A
imobilizacdo da lipase de Thermomyces lanuginosa (TLL) em diferentes suportes
hidrofébicos, por exemplo, proporciona biocatalisadores com diferentes propriedades
funcionais (Ortiz et al., 2019; Waghmare et al., 2020). Em um estudo conduzido por
Silveira e colaboradores (2019), a imobilizagdo da TLL foi explorado em relacao a trés
suportes diferentes, todos caracterizados por sua hidrofobicidade. Os suportes utilizados
foram: Purolite C-18 e o Sepabeads C-18, ambos polimeros funcionalizados com grupos
octadecil, e o Lewatit VP OC 1600, o qual consistia em fragdes hidrofébicas de grupos
divinilbenzeno. A TLL imobilizada em suportes octadecil (C-18) por adsor¢ao interfacial
perdeu sua 1,3-regioseletividade, proporcionando 99% de conversdo em éster etilico na
etandlise do oleo de girassol. Devido ao maior didmetro de poro do Purolite C18
(macroporoso), a lipase imobilizada neste suporte foi 10 vezes mais ativa do que a lipase

imobilizada em Sepabeads C18 (mesoporoso).

Assim, este trabalho de tese utilizou a lipase sn-1,3 especifica de Rhizopus oryzae

imobilizadas em particulas mesoporosas e hidrofobicas de estireno-divilbenzeno
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(Diaion™ HP-20) pela técnica de adsorcao fisica. Com o objetivo de desenvolver um
biocatalisar ativo, insolivel em meio reacional organico e robusto, proporcionando a

reutilizacdo em novos ciclos reacionais.

2.5 Biorreatores utilizando enzimas imobilizadas

A escolha da configuracao do biorreator adequado ¢ dependente dos parametros
do bioprocesso, tais como a transferéncia de massa, a cinética de conversao enzimatica,
condicdes reacionais e forma como o biocatalisador é aplicado. Outros fatores que
influenciam na escolha sd3o os custos para a constru¢do do biorreator, envolvendo sua
forma geométrica, caracteristicas hidrodindmicas e as condi¢cdes operacionais, além dos
gastos com energia elétrica, manutencdo do equipamento e o modo de operacdo

(descontinuo ou continuo) (Poppe et al., 2015; Remonatto et al., 2022).

Os principais biorreatores utilizados em reagdes catalisadas por enzimas sdo os de
tanque agitado (STR), reator de leito fixo (PBR) e o reator de leito fluidizado (FBR),
sendo apresentados como eficientes na utilizagdo de enzimatica livre e imobilizadas
(Amini et al., 2017; Remonatto et al., 2022), permitindo a possibilidade em serem
utilizados em diferentes configuragdes e métodos de operacdo. Em processos enzimaticos
heterogéneos, ¢ comum operar sistemas nos modos de batelada, batelada alimentada e

continuo. A Figura 2.1 ilustra uma representacao dos principais biorreatores.

O reator de tanque agitado (STR) ¢ comumente empregado em bioprocessos
utilizando tanto enzimas livres quanto imobilizadas, priorizando o uso com enzimas
imobilizadas pela facilidade em remové-las ao final da reacdo. O funcionamento desse
tipo de reator oferece vantagens operacionais tais como, elevado grau de dispersdo do
biocatalisador no meio reacional, sendo agitado mecanicamente por hélice ou pa,
podendo ser operado em regime descontinuo (BSTR), descontinuo com recirculagao, e
continuo (CSTR) com a adi¢ao de todos os componentes no inicio da reagao ou em alguns

casos, recomenda-se a adicdo do substrato por etapas (da Ros et al., 2010; Dantas et al.,

2013).

O STR ¢ indicado para meios reacionais que possuam viscosidade mais elevada e
enzimas imobilizadas que sejam mais resistentes aos efeitos de cisalhamento e

desativagdo por agitacdo fisica (Christopher; Humar; Zambare, 2014; Remonatto et al.,
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2022). A etapa envolvida para separar as fases s6lida e liquida apds o término da reagcdo
ocorre por filtragdo, centrifugagdo ou decantagdo para obtengdo dos produtos e

recuperagdo das enzimas imobilizadas.

Reatores de tanque agitado

enzima

Saida

o i
Reator de tanque agitado Reator de tanque agitado Reator de tanque agitado
com recirculagdo continuo

Reatores em coluna

Saida

’—> Saida

' fjf/ — 1‘J

enzima

<

enzima

Q

g0 oh 3 IUT |

Co
&

A

L ==
= i
Entrada Entrada
Reator de leito fixo Reator de leito fluidizado

Fonte: Adaptado de REMONATTO et al., 2022

Figura 2.1 - Exemplos das principais configuracdes de biorreatores na catalise
enzimatica.

Contudo, o reator STR em sistema descontinuo apresenta elevado tempo de
volume morto devido a necessidade de descarregar o produto, manutengdo para nova

carga e recarga, para assim dar inicio ao novo ciclo, o que desfavorece sua implementacao
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em um cenario industrial (Christopher; Humar; Zambare, 2014; Tan et al., 2010;

Remonatto et al., 2022).

Uma alternativa para aplicacdo em larga escala seria a utilizagcdo de biorreatores
tubulares em regime continuo. O reator de leito fixo (PBR) ¢ usualmente empregado em
regime continuo com fluxo ascendente, evitando assim a compressdo do leito catalitico e
sua obstru¢ao (Zhao et al., 2015; Christopher; Kumar; Zambare, 2014), apresentando
vantagens diretas e indiretas quando comparado com o sistema descontinuo, tais como:
alta eficiéncia, baixo custo, facilidade de constru¢do e operacdo, menor tensdo de
cisalhamento nas enzimas imobilizadas, além de poder obter uma area superficial de
reacdo maior por unidade de volume (Poppe et al., 2015; Zhao et al., 2015; Amini et al.,
2017). O sistema € composto basicamente por uma coluna cilindrica empacotada pelo
conjunto de particulas de biocatalisadores retidos, formando o leito fixo. O meio reacional
¢ bombeado através da coluna por uma vazao especifica e conforme o substrato passa
pelo leito o material ¢ convertido em produto. Esse reator, no entanto, apresenta algumas
desvantagens como a ineficiéncia na transferéncia de massa e calor, obstrugao do leito
catalitico, surgimento de caminhos preferenciais e a dificuldade de manter o sistema

operando por um longo periodo de tempo (Fogler, 2009).

Outra opcao aos reatores agitados ¢ o reator de leito fluidizado (FBR), sendo
basicamente uma variagdo do reator de leito fixo. No entanto, para o FBR, a alimentagao
¢ realizada somente com fluxo ascendente, em que a vazdo de alimentagdo seja
suficientemente alta, fornecendo movimento livre para as particulas de enzima
imobilizadas dentro do reator. A fluidizagao pode ser realizada pelo substrato ou por ar,
proporciona melhor transferéncia de calor e de massa causada pela homogeneizacao do
meio e pela movimentagdo dos biocatalisadores. Além disso, ndo apresenta queda de
pressao e caminhos preferenciais. No entanto, para ocorrer a fluidizagdo de forma
eficiente, sdo utilizadas quantidades menores de enzima imobilizada por unidade de

volume, reduzindo a eficiéncia global do reator (Poppe et al., 2015).

Como apresentado na literatura, a produgdo do MLM ¢ realizada em sistemas
descontinuos utilizando lipase imobilizadas comerciais (Bassan et al., 2019; Morales-
Medina et al., 2017; He et al., 2018; Nunes, P.A.; Pires-Cabral, P.; Ferreira-Dias, S.,
2011). Em termos praticos, a produ¢do dos MLM envolvendo enzimas imobilizadas deve

ser preferivelmente conduzida de forma continua. Este sistema, quando comparado com

41



o processo em batelada, apresenta inimeras vantagens técnicas, principalmente por
possibilitar o controle automatico, facilidade em conduzir o bioprocesso ¢ favorecer o

controle de qualidade do produto (Ferreira-Dias et al., 2018).

Desta forma, o presente trabalho apresentou como premissa o diferencial em
preparar os biocatalisadores a partir da lipase sn-1,3 especifica de Rhizopus oryzae
imobilizada em particulas hidrofobicas de estireno-divinilbenzeno (Diaion™ HP-20) a
fim de aplica-las na sintese de lipidios estruturados do tipo MLM. Em reator de tanque
agitado, em sistema batelada, foi efetuada a otimizacdo dos parametros reacionais como
temperatura e razao molar (acido: 6leo). Adicionalmente, os pardmetros otimizados foram
reavaliados por redes neuronais e posteriormente utilizados em reatores de leito fixo e de
leito fluidizado operando em sistema continuo para a produgdo de MLLM, visto que esses
reatores possibilitam ganho em produtividade e sdo pouco abordados pela literatura neste

tipo de sintese.
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3. MATERIAIS E METODOS
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Com o foco no seguimento metodologico para o desenvolvimento das etapas do
presente trabalho de tese, a Figura 3.1 representa as sequéncias envolvidas desde os
estudos preliminares de carregamento de imobilizagdo enzimatica até os ensaios de

citotoxicidade utilizando os lipidios estruturados nanoemulsionados.
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Figura 3. 1 - Mapa mental das etapas experimentais realizadas.
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3.1 Lista de equipamentos

Os equipamentos utilizados para o desenvolvimento experimental presente neste

trabalho de tese estdo dispostos na Tabela 3.1.

Tabela 3. 1 - Equipamentos utilizados no desenvolvimento do trabalho.

Equipamento Fabricante / Modelo
Balanca analitica Shimadzu, Modelo AUX 220
pHmetro TECNAL, Modelo TEC 2
Balanga determinadora de umidade Shimadzu, Modelo MOC-63U
Autoclave Phoenix-Luferco®, Modelo AV-75
Estufa de secagem Quimis, Modelo Q317M-42
Agitador magnético TECNAL, TE-0851
Rotaevaporador BUCHI, Modelo R-124
Bomba peristaltica SOLAB, Modelo SL-64
Bomba a vacuo Prismatec, Modelo 121

GENESYS™ (Thermo Fisher Scientific),

Espectrofotdmetro Modelo 10S UV-Vis
Cromatografo a gas Shimadzu, Modelo CG-2014
Termogravimétrico TA Instruments (modelo Q500)
FTIR Spectrum Two FT-IR da Perkin Elmer
Zeta Size Nano ZS90 (Malvern Instruments, UK
Leitor de microplacas EnSpire EnSpir (PerkinElmer, USA)

3.2 Suporte de imobiliza¢ao

No decorrer deste estudo, foi utilizada a lipase de Rhizopus oryzae de grau
alimenticio, gentilmente doada pela empresa PROZYN® (Sao Paulo, Brasil). Assim, no
processo de imobilizagdao foi empregado a resina polimérica comercial Diaion™ HP-20,
que ¢ produzida a partir de um copolimero de estireno-divinilbenzeno (98%, Sigma-
Aldrich Chemical, St. Louis, MO, EUA). As propriedades texturais desses suportes estao
detalhadas na Tabela 3.2.
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Tabela 3. 2 - Superficie especifica, volume de poros e tamanho médio dos poros para
ambos o suporte e Diaion™ HP-20.

Area superficial Volume especifico Didmetro médio
Suporte especifica dos poros dos poros
(m*g™) (em® g™ A)
Diaion™ HP-20 590,00 1,3 290,00

Fabricante Product Diaion™ HP-20.

3.3 Outros reagentes

Os outros reagentes utilizados foram: acetona (Merck, Darmstadt, Alemanha),
azeite de oliva com baixa acidez (Carbonell, adquirido em mercado local), hidroxido de
potassio (min. 85%), alcool etilico (95%) , hexano adquiridos da Cromoline (Sao Paulo),
goma arabica em po pura (Synth), Lipoid S100 (lecitina de soja fosfatidilcolina 0,75%
(v/v)), Pluronic P-68 0.75% (w/v), soro fetal bovino (SFB, Vitrocell, Campinas, Brasil) e
solugdo de antibidtico Penicilina-Estreptomicina (10.000 U/mL) a 1% (Vitrocell,
Campinas, Brasil).. Os demais materiais e reagentes foram adquiridos comercialmente

em grau analitico.

3.4 Metodologia experimental

3.4.1 Caracterizacido da matéria-prima

Para a caracterizagdo do 6leo de semente de uva foram realizados os ensaios de
indice de peroxido (método Cd 8b-90) e indice de acidez (método Ca 5*~40) conforme os

métodos oficiais da American Oil Chemist’s Society (AOCS).

O perfil da composi¢do em dacidos graxos por cromatografia gasosa foi
determinado segundo a ISO 12966 (2014) com adaptagdes, substituindo-se o gas hélio
pelo gas nitrogénio. Para estabelecimento do método de determinagdo de perfil de acidos
graxos (C4 a C24) e alguns ésteres de acidos graxos, foram injetados padrdes
separadamente dos acidos graxos presentes no 6leo de semente de uva, bem como o mix
de padrdes de ésteres de acidos graxos (mix de FAMES, Supelco®). Os testes foram
realizados em um cromatdgrafo a gas (Shimatzu®, modelo GC-2014) utilizando injetor
Split, detector de ionizacao por chama (DIC) e coluna SH-Stabilwax-DA (L x .LD. 30 m
x 0,25 pm, df 0,25 pm). As temperaturas do injetor e do detector foram de 250°C, sendo
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o modo de inje¢ao Split (1:10) e o nitrogénio utilizado como gas de arraste, na vazao de
0,55 mL/min. A temperatura inicial da coluna foi de 60°C, atingindo 210°C (taxa de
aquecimento de 20°C/min), permanecendo em 210°C por 7 minutos. Apods, a temperatura
foi elevada a 250 °C (20°C/min), sendo mantida por 14 minutos, resultando em 21
minutos de tempo total de andlise. Em seguida, as areas dos picos obtidos foram

relacionadas determinando-se o grau de incorporagdo (%GI).
3.4.2 Imobilizaciao da lipase de Rhizopus oryzae

O suporte polimérico Diaion™ HP-20 foi inicialmente seco em estufa a 60 °C por
12 horas e posteriormente incubado em 10 mL de hexano (1g de suporte: 10 mL de
hexano) e 300 mg do pd enziméatico foram adicionados aos poucos sob agitacdo. O
imobilizado foi mantido em repouso sob refrigeragdo a 4 °C por 12 h, seguindo o trabalho

de Miotti Jr. e colaboradores (2022).
3.4.3 Determinaciao da atividade hidrolitica

A atividade enzimatica da lipase foi avaliada usando o método de hidrolise do
azeite de oliva, com base em uma modificacio do procedimento descrito por Soares et al.
(1999). Os acidos graxos liberados durante a hidrélise foram titulados com uma solugdo
previamente padronizada de KOH (0,02 mol L-1) na presenca de fenolftaleina como
indicador. A unidade de atividade foi definida como a quantidade de enzima que liberava
1 pumol de acido graxo por minuto sob as condi¢cdes do ensaio. As atividades foram

calculadas conforme a Equacdo 1 e expressas em termos de pmol g-1 min-1 (U g-1).

Atividade hidrolitica (p gr::’il ) = (Va-Vb).M.1000

0y

m tm

Em que: Va= volume de KOH gasto na titulagcdo da amostra em mL, Vb= volume
do KOH gasto na titulagcdo do branco em mL, M= molaridade da solucao de KOH em

mol/L, t= tempo de reagdo em min, m= massa em gramas.

3.4.4 Ensaios de carregamento enzimatico

Utilizando 1 g do suporte e seguindo os procedimentos de imobiliza¢ao descritos
no topico 4.2.1 foram preparados 5 carregamentos enzimaticos em diferentes dosagens,

sendo elas 0,15; 0,30; 0,50; 0,75 e 1 g de pd enzimdtico adicionados a cada grama de
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suporte. Apds o procedimento de imobilizagdo, os derivados imobilizados foram secos
por filtracdo a vacuo até atingir valores de umidade entre 5-10% e realizada a dosagem

da atividade hidrolitica de cada carregamento.

3.4.5 Caracteriza¢ao do derivado imobilizado

Para a caracterizacdo da enzima imobilizada foi realizado um delineamento
composto central rotacional (DCCR) para definir temperatura e pH 6timos utilizando o
software Protimiza Experimental Design®. A Tabela 3.3 mostra os valores dos niveis para

cada fator utilizado.

Tabela 3. 3 - Valores utilizados no planejamento experimental para a caracterizagdo da
enzima imobilizada.

-1,41 -1 0 +1 +1,41
pH 54 6 7,5 9 9,6
Temperatura (°C) 33 35 40 45 47

Os ensaios foram realizados de acordo com o topico 4.2.2 para determinar a
atividade hidrolitica, diferenciados pela temperatura do banho de incubagdo e pH da

solugdo tampao utilizada.

3.4.6 Ensaios de estabilidade térmica do derivado imobilizado

A enzima imobilizada (1,0 g) foi incubada em tampao fosfato de sédio 100 mM a
pH 7,0 (10 mL) em um banho termostatico a temperaturas variando de 35 a 55 °C com
incrementos de 10 °C. Amostras foram coletadas em intervalos de tempo especificos e
imediatamente resfriadas em um banho de gelo para interromper a reagdo de inativagao.
A atividade residual foi determinada através da hidrolise de emulsdo de azeite de oliva,

conforme mencionado no tdpico 3.4.3.

3.4.7 Ensaios de reutilizacio do biocatalisador

A fim de estudar a capacidade de reutilizagdo de biocatalisadores em meio
organico, o biocatalisador foi preparado utilizando 0,3 gramas de p6 enzimatico por
grama de suporte, ¢ 0,8 gramas (massa seca) de biocatalisador foram incubados com 8
gramas de oleo de semente de uva e 12 gramas de 4cido carpico por um periodo maximo

de 24 horas a 41°C sob agitagdo magnética. Ao final de cada lote, o biocatalisador foi
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removido do meio reacional e lavado com hexano frio em excesso para remover qualquer
substrato e produto retidos em seu microambiente. Em seguida, o biocatalisador foi
introduzido em um novo meio reacional e as reagdes foram periodicamente monitoradas
avaliando a porcentagem de conversao usando o teste de Tukey. Adicionalmente foram
realizados os calculos da constante de desativacao (kq) € o tempo de meia vida (ti2) por

meio das equagdes (2) e (3).

Ln(4,) = In(4,) — k4.t Q)
In (2
by = o 3)

Em que: A = atividade hidrolitica final; Ao = atividade hidrolitica inicial; kq =

constante de desativagao; ti2 = tempo de meia vida.
3.4.8 Reacoes de acidolise em reator descontinuo de tanque agitado

O meio contendo o 6leo de semente de uva e 4cido céaprico (C10) foi preparado
para uma quantidade final de 20 g para as propor¢des utilizadas e adicionada em reator
de tanque agitado com 6 cm de altura e 3 cm de didmetro, barra magnética cilindrica, 30
x 8 mm para homogeneizacdo do meio em banho termostatico e operando em modo
batelada. As reacdes foram mantidas por 24 horas. Ao fim, a agitagdo foi encerada e com
a sedimentag¢do dos biocatalisadores o meio reacional foi recolhido com pipeta de Pasteur.

Um esquema do sistema reacional ¢ apresentado pela Figura 3.2

4
A
H 1
H 1
H 1
H 0 1
! ke i
-y et
2 {
Banho de Recirculagao ---3-----%3 -
Ultratermostatizad [ s, e\
rater izado [ & @\
{ ¥

(1) agitador magnético; (2) reator de tanque agitado com meio reacional; (3) entrada da agua de
recirculacdo; (4) saida da dgua de recirculagio.

Figura 3. 2 - Esquema trivial do sistema reacional da sintese de lipidios estruturados em
reator de tanque agitado.
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3.4.9 Reacoes de acidolise em reator de leito fixo

O sistema reacional consistiu em uma coluna de vidro (altura de 210 mm, diametro
interno de 14 mm e volume total de 32 cm?) (Figura 3.3). A coluna foi preenchida com
lipases imobilizadas em Diaion™ HP-20 (15 g). Uma mistura de 6leo de semente de uva
e acido caprico em propor¢des de 1:6,7 mols foi mantida a 41°C, otimizada por sistema
de redes neuronais artificiais, foi mantida em um tanque de alimentagao sob agitacdo
magnética (150 rpm). O substrato foi bombeado por uma bomba peristaltica (Bomba SJ-
1211, Atto Bioscience & Biotechnology, Téquio, Japdo) para a coluna preenchida
correspondendo a tempos de residéncia de 24 horas. Amostras foram coletadas
diariamente na saida do reator e as analises de grau de incorporacao do acido céprico

foram realizadas em cromatografo gasoso.

(1)banho de recirculacéo ultratermostatizado; (2) tanque de mistura; (3) bomba peristaltica; (4) reator
de leito fixo; (5) tanque de armazenamento do produto; (6) linha de alimentagdo; (7) linha de
aquecimento.

Figura 3. 3 - Esquema trivial do sistema reacional da sintese de lipidios estruturados em
fluxo continuo em reator de leito fixo.

3.4.10 Reacgdes de acidolise em reator de leito fluidizado

Inicialmente, foi desenvolvido um sistema fechado com a capacidade de manter a
temperatura interna. Para isso, a estrutura de um refrigerador foi utilizada e modificada
de modo a trabalhar como uma estufa, mantendo a temperatura de 41 °C. O sistema
reacional consistiu em uma coluna de vidro (altura de 210 mm, didmetro interno de 14

mm ¢ volume total de 32 cm3) (Figura 3.4). A coluna foi preenchida com lipases
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imobilizadas em Diaion™ HP-20 (5 g). A mistura de 6leo de semente de uva e acido
caprico em proporcdes de 1:6,7 mols foi mantida a 41°C, otimizada por sistema de Redes
Neuronais Artificiais, foi mantida em um tanque de alimentagao sob agitagdo magnética
(150 rpm). O substrato foi bombeado por uma bomba peristaltica (Bomba SJ-1211, Atto
Bioscience & Biotechnology, Téquio, Japao) para a coluna preenchida correspondendo a
vazdes necessarias para manter o leito catalitico fluidizado- Amostras foram coletadas
diariamente na saida do reator e as analises de grau de incorporagdo do acido céprico
foram realizadas em cromatdgrafo gasoso seguindo as metodologias descritas pelos

topicos 3.4.1,3.4.11,3.4.12 ¢ 3.4.13.
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(1) refrigerador modificado; (2) tanque de alimentagdo; (3) bomba peristaltica; (4) reator de leito
fluidizado; (5) linha de alimentag@o.

Figura 3. 4 - Esquema trivial do sistema reacional da sintese de lipidios estruturados em
reator de leito fluidizado.

3.4.11 Neutralizacio do meio reacional apds reacio
Apos o término da reagdo, foi removido o biocatalisador e 0 meio reacional foi
adicionado em funil de separacdo de 150 mL e diluido em 30 mL de n-hexano. Em

seguida, foram adicionados 10 mL de solu¢do de 0,8 mol/L de KOH hidroalcéolico (30%

etanol). Agitando-se vigorosamente a mistura, ocorreu a separagdo de fases: uma
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hidroalcdolica contendo os acidos graxos livres e uma fase organica contendo os
triglicerideos (TAG). Recolhida a fase organica contendo os TAG, foi realizada
novamente o processo de extragdo com o acréscimo de 10 mL de hexano. A fase
recuperada contendo hexano foi submetida a rotaevaporador a 40°C pelo tempo

necessario para que o solvente fosse evaporado (Wang et al., 2012).
3.4.12 Metilacao do triacilglicerol ao final das reacoes

A metilacdo foi realizada de acordo com a ISO 12966-2 (2014) com adaptagdes.
Aproximadamente 250 mg da amostra lipidica previamente submetidos ao processo de
neutralizagdo (topico 3.4.11) foram pesados em um vial de 20 mL. 4 mL de solu¢do
metanolica de hidroxido de sddio (0,5 M) foram adicionados e a mistura foi aquecida em
banho de glicerina (80°C, 15 minutos), sob agitacao. Apds, 4 mL de solugdo metandlica
de acido sulfarico (1M) foram adicionados ao vial. A amostra foi novamente submetida
a esquecimento em banho de glicerina (80°C, 15 minutos), sob agitacao, e em seguida
resfriada a temperatura ambiente. Por fim, 3 mL de hexano e aproximadamente 4 mL de
solugdo saturada de cloreto de s6dio foram adicionados. A mistura foi agitada e em
seguida mantida em repouso para separacdo de fases. A fase superior (organica) foi
transferida para um novo vial de 20 mL. O hexano foi evaporado com nitrogénio gasoso
e o éster metilico obtido foi submetido a andlise em cromatografia gasosa conforme

descrita pelo topico 3.4.1.
3.4.13 Determinacio do grau de incorporacio do acido caprico

O grau de incorporagdo (% GI) sera calculado de acordo com a equagdo 4 (Casas-
Godoy et al., 2013), na qual MFA ¢ o nimero de mols de 4acidos graxos de cadeia média

(C10:0) no triglicerideo e MT ¢ o nimero de mols totais de dcidos graxos no triglicerideo.

Gl (%) = % 100 €))
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3.4.14 Determinacio da composicido em acido graxo da posicio sn-2 do

triacilglicerol

A analise da composi¢do do perfil em acidos graxos na posicdo sn-2 do
triglicerideo modificados foram realizadas com base no método descrito por Caballero e
colaboradores (2014). Para conduzir o procedimento, foi utilizado reator de vidro
encamisado em forma de tubo de centrifuga. Foram adicionados aproximadamente 100
mg de amostra, 1 mL de tampao Tris-HCI (0,1 M, pH 8), 250 uL de sal biliar (0,05 %
m/v), 100 pL de cloreto de célcio (2,2 % m/v) e 100 mg de lipase pancreatica de porco

(LPP), conforme ilustrado na Figura 3.5.
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(1) banho de recirculagdo; (2) placa de agitagdo magnética; (3) reator em formato de tubo; (4) linha
de aquecimento.

Figura 3. 5 - Esquema trivial do sistema reacional da determinagdo do perfil em acidos
graxos na posi¢ao sn-2 do triglicerideo modificado.

A mistura foi mantida a uma temperatura constante de 40 °C, com agitacao
continua, por 30 minutos. Apos o periodo, a a¢do foi interrompida pela adigdo de 1 mL
de acido cloridrico 6 M. Em seguida, os glicerideos foram extraidos utilizando 3 mL de
éter etilico, e a mistura foi submetida a centrifugacdo a 5000 rpm por 10 minutos.
Posteriormente, a fase organica foi aplicada a uma placa cromatografica de silica gel
suportada em aluminio. A placa foi submetida a uma mistura composta por hexano, éter
etilico e acido acético nas proporcdes de 70:30:1 (v/v/v). Apds a corrida cromatografica,
a placa foi revelada através da aplicacao de 2,7-diclorofluoresceina a 0,2 % m/v. A banda

correspondente aos monoglicerideos foi cuidadosamente coletada por raspagem e
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submetida a uma extragao utilizando 2 mL de éter etilico. Posteriormente, o solvente foi
evaporado, possibilitando a coleta da amostra para a determinacdo do perfil

composicional.

3.4.15 Calculos para a determinac¢ao da Distribuicao do Tempo de Residéncia

(DTR)

A determinagdo do tempo de residéncia do reator de leito fixo foi realizada a
partir da determinagdo da dispersdo axial, conforme descrita por Zanin e colaboradores
(2004). O desvio do comportamento ideal do escoamento do fluido no reator foi
determinado através da curva de distribuicao de concentragao no fluxo de saida usando o
teste de tragador tipo pulso. O tragador utilizado foi uma solucao de corante lipossoluvel
(corante azul, grau alimenticio da marca MIX®, Sao Bernardo do Campo, Brasil) em 6leo
de semente de uva.O teste realizado no reator foi conduzido com auxilio de banho
termostatico a temperatura de 41°C, mesma utilizada nas reagdes de aciddlise enzimatica.
O reator foi fixado com 15 gramas do derivado imobilizado. O 6leo foi alimentado em
fluxo ascendente para vazdes ajustadas para o tempo espacial de 24 horas. O reator operou
até que as condi¢Oes de temperatura, vazao ¢ altura do leito fossem estabilizadas. Em
seguida, o pulso de tracador foi aplicado na linha da corrente de alimentagdo do reator,

com auxilio de uma seringa contendo 1 mL de solugdo concentrada de corante.

Para o ensaio de tempo espacial foram coletadas aliquotas a cada 60 min em um
total de 2880 min de tempo operacional. Em seguida a leitura da absorbancia das amostras
foram efetuadas em espectrofotometro, a 545 nm. As absorbédncias obtidas foram

convertidas em concentragdo de tragador.

A fim de determinar o volume util do reator, foi utilizada a equacao 5:

Vitit = Vreator — Venz )

Na qual, Vyzq¢0r € 0 volume total de reator e V/,,,, € o volume ocupado pela enzima (mL).

O tempo espacial, T (min), foi calculado com auxilio da equagao 6:

<

T =L (6)
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Sendo, Vy;;; o volume 1til de reator (mL), Q a vazdo da bomba (mL.min"') e T o

tempo espacial (min-').

A distribuicdo dos tempos de escoamento das particulas de fluido na saida do
sistema, E(t), foi calculada com o auxilio a partira da equacao 7 (Fogler, 2002):

__c®
E®) = o 7

Sendo C(t) (mg/mL) a concentragao de saida do tragador no tempo t e a integral

fooo C(t)dt corresponde numericamente a area abaixo da curva do grafico C(t) x t.

O tempo médio de residéncia (t,,) pode ser obtido com o auxilio da equacao 8, a

qual representa numericamente a area abaixo da curva do grafico tE(t) x t. (Levenspeal,

1999):

tm = J, tE(Ddt ®)

Dessa forma, as equagdes 6 ¢ 8 permitem comparar o valor teérico de tempo
espacial com o valor obtido experimentalmente (tempo médio de residéncia) e assim

caracterizar o reator quanto a sua hidrodinamica.
3.4.16 Curva de calibracao do corante

Foram preparadas misturas (6leo de semente de uva e corante) com concentragcdes
de 0,1; 0,15; 0,20; 0,30; 0,40; 0,50; 0,60; 0,70 mg/mL, e as leituras das absorbancias
foram realizadas em espectrofotometro no comprimento de onda de 545 nm. Com os
resultados da média da triplicata das absorbancias foi construido um grafico relacionando
a absorbancia e a concentracao do tragador, obtendo-se a curva de calibragao do corante

a partir de regressao linear.
3.4.17 Calculo da densidade da enzima imobilizada

O calculo para a determinacao da densidade do biocatalisador a ser utilizado como
leito fixo e em leito fluidizado foram determinadas utilizando-se baldo volumétrico
aferido com heptano a temperatura de 20 °C. A massa conhecida de imobilizado foi
adicionada em um baldo de 5 mL e o volume foi completo com heptano, o sistema foi

submetido a vacuo para eliminar o ar contido nos espagos intra e interparticulas. O volume
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do baldo foi entdo ajustado com heptano até que o menisco estivesse alinhado com a
marca de afericdo do baldo. A densidade foi calculada pela relagdo entre a massa (em
gramas) ¢ o volume (em mL) ocupado pelo biocatalisador, conforme estabelecido na

equacao 9 (Simdes et al., 2015).

massa de enzima imobilizada

pw = ) )

" Volume do balio—Volume de heptano “mlL

3.4.18 Calculo da velocidade minima de fluidizacao

Para realizar o calculo da determinacao da velocidade minima de fluidizacao em
vazao ascendente, os ensaios foram realizados utilizando quantidade fixa de 5 gramas de
derivado imobilizado em carregamentos diferentes de enzima. Foram testadas cargas de
0,3, 0,5 e 1,0 gramas de enzima por grama de suporte de imobilizagdo, enquanto a altura
do leito foi registrada em relacao as diferentes taxas de fluxo empregadas. Para cada
vazao, era mantido o tempo de 10 min a fim de garantir a estabilizagao completa do leito,

assim, apos esse tempo era realizada a medicao da altura do leito.

Para cada carregamento enzimatico, foi calculada a porosidade (¢) a partir da

equacao 10.

Vt-Vs Ms
€= wevs) _ 1-
vt ps.A.h

(10)

Em que: € = porosidade do leito; Vt = volume total do reator (cm?); Vs = volume
ocupado pelas particulas cataliticas (cm?); Ms = massa de biocatalisador (g); ps =
densidade das particulas cataliticas (g/cm?); A = area da segdo transversal do reator (cm?);

h = altura do leito catalitico (cm).

Conforme proposto por Richardson e Zaki (1954), para calcular a velocidade
minima de fluidizacao a partir da expansao do leito catalitico composto por particulas

esféricas de diametro uniforme, os autores apresentaram as equagoes (11) e (12).

M _ on
il (11)
logus. = logu, — % (12)
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Em que: u = velocidade superficial do fluido (u = Q/A); ui = velocidade terminal
da particula corrigida pelo efeito da parede da coluna; n = coeficiente de expansao; u; =
velocidade terminal da particula; di = didmetro interno do reator; dp = diametro da

particula solida.

Deste modo, com a linearizagdo da equacdo (11), ¢ fornecida a seguinte relagao

expressa pela equagao (13).
Ln(u) = n.In(g) + In (uy) (13)

Assim, com a construg¢ao do grafico de In(n) versus In(e), os coeficientes angular
e linear da reta obtida fornecerdo o coeficiente de expansao (n) e o logaritimo neperiano

da velocidade terminal da particula corrigida (u¢), respectivamente.

3.4.19 Preparo das nanoemulsdes com lipidios estruturado do tipo e 6leo de

semente de uva

O desenvolvimento das nanoemulsdes foi realizado seguindo o método de
nanoprecipitacdo/precipitagdo espontanea conforme descrito por Siqueira-Moura e
colaboradores (2015) com modificac¢des. O lipoide S100 (fosfatidilcolina de soja 0,75%
(v/v)) foi homogeneizado em acetona com posterior adi¢do de dleo de semente de uva
e/ou lipidio estruturado 2,5 (v/v), caracterizando a fase organica. Pluronic P-68 0,75%
(p/v) foi homogeneizado em agua ultrapura Milli-Q, caracterizando a fase aquosa. A fase
organica foi lentamente filtrada na fase aquosa em condigdes especificas (50°C e 400rpm
de agitacdo) com posterior extracdo do solvente organico por evaporagdo rotativa,

obtendo-se um volume final de 10mL de formulagao.
3.4.20 Cultura celular e viabilidade celular in vitro

Fibroblastos embriondrios murinos (NIH-3T3 — ATCC® CRL-1658™) e cé¢lulas
de cancer cervical (HeLa, ATCC® CCL-2) foram cultivados seguindo o protocolo de
Amaral e colaboradores (2022), suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS,
Vitrocell, Campinas, Brasil) e solu¢do de antibidtico penicilina-estreptomicina 1%
(10.000 U/mL) (Vitrocell, Campinas, Brasil). Apos o cultivo, foram realizados ensaios
de viabilidade in vitro, onde foram semeadas células NIH/3T3 em uma placa de 96 pogos

(5 x 103 células/poco) e incubadas por 24 h. Posteriormente, foi adicionado
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nanoemulsdo/lipidios estruturados na faixa de concentragdo de 1,25 a 2% v/v e
nanoemulsdo/dleo de semente de uva nas mesmas concentragoes usando meio DMEM
para diluigdes e incubado por 3 h. Apds 24 h, o metabolismo celular viavel foi medido
usando solucdo de resazurina a 10% (25 pg-mL—1 em PBS) incubada por 4 h, a mudanca
de cor dos compostos azul para rosa mostra redu¢do metabodlica de resazurina para
risofurina. As analises de fluorescéncia foram realizadas no leitor de microplacas
EnSpire® (PerkinElmer, EUA) com comprimento de onda de excitagdo em 540 nm e
emissao em 590 nm. A porcentagem de células viaveis (%) foi calculada seguindo a

equacao (14).

0.D amostra

Viabilidade celular (%) = ( ) x 100 (14)

0.D controle

3.4.21 Caracterizacao Fisico-Quimica por Espalhamento Dinimico de Luz

das nanoemulsoes

O numero de particulas, o indice de polidispersdao e o potencial zeta foram
analisados de acordo com o fabricante, utilizando o modelo Zeta Sizer Nano ZS90

(Malvern Instruments, Reino Unido) por 43 dias apds a sintese.

3.4.22 Analise termogravimétrica do lipidio estruturado e 0leo de semente de

uva

As medidas de analise termogravimétrica (TGA) foram realizadas em um modelo
TGA Q500 (TA Instruments) sob gas nitrogénio (fluxo da amostra 60 mL/min; fluxo da
balanca 40 mL/min). Testes de estabilidade térmica foram realizados em amostras
completamente fundidas carregadas em um cadinho de platina e aquecidas de 25 a 600°C
a uma taxa de 10°C/min com vazdes de purga da balanca e amostra de 40 e 60 mL/min
respectivamente. As medidas foram realizadas em triplicata. Os dados da TGA foram

analisados usando o software TA Universal Analysis.
3.4.23 Analise por FTIR do lipidio estruturado e 6leo de semente de uva

A andlise vibracional da amostra foi realizada utilizando a espectroscopia de
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), por refletancia, recorrendo a técnica

de amostragem nao destrutiva de refletncia total atenuada (ATR).

62



O espectro de infravermelho (4000-550 cm™!) da amostra foi registrado usando um
espectrometro Spectrum Two FT-IR da Perkin Elmer, equipado com detetor DTGS e um
divisor de feixe de KBr. O registo do espectro foi efetuado com resolugio 4.0 cm™' com
32 acumulagdes. Foi utilizado um acessorio de amostragem da Perkin Elmer, médulo
universal ATR (UATR - Universal Attenuated Total Reflectance) com cristal de

diamante/ZnSe, a qual foi aplicada for¢a de 30N constante em todo o registro.
3.4.24 Construcido da Rede Neuronal Artificial (ANN)

O desenvolvimento da ANN para simular a producao de lipidios estruturados
baseou-se nos dados experimentais obtidos a partir do modelo de planejamento

experimental de segunda ordem desenvolvido por Miotti Junior e colaboradores (2022b).

O software MATLAB 2022® foi empregado como uma ferramenta de inteligéncia
para projetar e simular o bioprocesso usando um modelo matematico nao linear. Para isso,
foram desenvolvidas varias arquiteturas de ANN feed-forward com o objetivo de
encontrar o modelo que melhor se ajustasse ¢ demonstrasse capacidade de generalizagao,
aprendizado e alta resisténcia a ruidos e falhas. Foram analisadas diferentes fungdes
objetivo, fungdes de ativagdo e numeros de neurdnios na camada intermediaria. A selecdo
do modelo de melhor desempenho baseou-se na minimizacdo da fungdo objetivo e no
alcance do melhor coeficiente de correlacao de Pearson (R). Este modelo escolhido foi
entdo aplicado na otimizagdo das varidveis de entrada para maximizar a producdo do

bioproduto final.
3.4.25 Variagoes de fun¢des na construciio das arquiteturas ANN

Para definir a fun¢do objetivo, optou-se entre fungdes de erro quadratico médio
(EQM) e soma do erro quadrado (SEQ). Os testes no software MATLAB 2022a® com
configuragdes fixas, incluindo o algoritmo de treinamento Levenberg-Marquardt (LM) e
um nuamero aleatério de 6 neurdnios na camada intermedidria. A escolha do algoritmo
LM baseou-se na sua ampla aplicagc@o na literatura em simulacdes de bioprocessos em
ANN (Reis et al., 2022; Ekpenyong et al., 2020; Badhwar et al., 2020). Além disso, o LM
apresenta um critério de parada de treinamento precoce que acelera o processo de

treinamento da ANN, aumentando sua eficacia (Joki¢ et al., 2020).
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Cada funcdo objetivo foi testada com trés fungdes de ativacdo diferentes: tangente
hiperbélica (tansig), log-sigmoide (logsig) e fung¢do linear (purelin). O quadro 3.1 abaixo
apresenta as formulas das fungdes objetivo e de ativacdo utilizadas nos testes de

arquitetura.

Quadro 3-1 - Equagoes das fungdes objetivo do erro quadratico médio (EQM) e soma
do erro quadrado (SEQ) e as representagdes matematicas das fungdes de ativagao tansig,
logsig e purelin.

_ ; 2
EQM ,(real prevlstf))
numero total de itens
Fungéo objetivo
SEQ Z(real — previsto)?
. 1
lOgSlg F(Netk) = W
Funcgio ativaca i 2
uncao ativacao tansig F(Nety) = W -1
urelin 15e0,5 < Nety
P F(Net,) = {Net, se—05 < Nety < 0,5
0 se Net, < —0,5

No treinamento da rede neuronal, os dados experimentais foram divididos em trés
grupos: 15% para testes, 15% para validacdo e 70% para aprendizado. A escolha da
funcao objetivo ¢ fundamental, pois determina a qualidade do ajuste numérico entre os
dados de entrada e os resultados simulados pela rede. Apos selecionar a fungao objetivo,
procedemos a escolha da fun¢do de ativacdo e do niumero de neur6nios na camada

intermediaria.

As configuragdes fixas para a rede foram definidas, incluindo o uso do algoritmo
de treinamento LM e a func¢do objetivo de melhor desempenho. Diferentes nimeros de
neurdnios (2-6) com as fungdes de ativagao tansig, logsig e purelin foram testadas para a
rede, sendo que a selegdo do niimero de neurdnios ¢ critica, pois afeta a capacidade da
rede de aprender e generalizar. Neuronios insuficientes levam a um aprendizado

superficial (underfitting), enquanto um excesso de neurdénios causa propagagao de erro

64



(overfitting). Portanto, ¢ essencial encontrar o numero ideal para cada problema (Yotov

etal., 2020; Adil et al., 2020).

A escolha da funcdo de ativacdo ¢ igualmente relevante, pois ela introduz nao-
linearidade a rede, afetando como os pesos e os vieses se ajustam durante o treinamento,
influenciando as respostas das saidas. Essas decisdes sdo cruciais para modelar
eficazmente a rede neuronal (Amenaghawon et al., 2022; Cabaneros et al., 2019; Yogitha

e Mathivanan, 2018).

3.4.26 Otimizacao do modelo matematico obtido por ANN

ApoOs determinar a arquitetura de melhor desempenho da ANN, o processo de
otimizacdo das varidveis de entrada para maximizar a produg¢do do bioproduto foi

processada, correspondendo a saida da ANN. O software MATLAB 2022a® e a fungdo

'fmincon' para realizar a otimizac¢ao foram utilizadas.

Para adaptar a fungdo ao objetivo de maximizacdo do grau de incorporacdo do
acido caprico, o conceito de minimizagao, usando a fun¢ao negativa (-f(x)) foi aplicada.
A fungdo f(x) da ANN selecionada como a de melhor desempenho foi empregada nesse
processo de otimizagdo. Com isso, foi permitido determinar o valor maximo da saida,

juntamente com os valores correspondentes das variaveis independentes de entrada.
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4. PRIMEIROS ENSAIOS REACIONAIS DA SINTESE DE
LIPiDIOS ESTRUTURADOS EM REATORES DE TANQUE
AGITADO
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4.1 Introducao

Em linhas gerais, o sistema de Reator Tanque Agitado (STR) consiste em um
tanque encamisado contendo um agitador mecanico ou magnético para a mistura mais
efetiva do meio reacional (Remonatto et al., 2022; Jadhav & Annapure, 2021). Os STRs
sdo amplamente utilizados, e a literatura reporta a utilizacdo de diferentes dimensdes,
desde 25 mL a 2000 mL de volume para a sintese de lipidios estruturados (Jadhav &
Annapure, 2021; Akil et al., 2020; Zhang Z et al., 2020; Zhang S. et al., 2021; Subroto et
al., 2020; Moreira et al., 2020), devido a sua versatilidade em poder operar em modos de

batelada, batelada alimentada e continuo.

Os STRs operando em modo batelada sdo os mais comuns em reagdes que
utilizam lipases imobilizadas (Remonato et al., 2022). Esses tanques sao 70iorreatoresres
mais simples para lipases imobilizadas (Poppe et al., 2015; Remonatto et al., 2022; Jadhav
& Annapure, 2021) sendo equipados com dispositivos de controle de temperatura e de
agitacdo, ao qual nenhum material ¢ removido até que a reacdo seja interrompida. Devido
a facilidade de operagdo e baixo custo, os STRs em modo batelada sdo amplamente
usados para estudos preliminares, determinagao das condig¢des de operagdo e geragao de
dados cinéticos (Noriega et al., 2020). Estudos que visam investigar suportes novos ou
diferentes técnicas de imobilizacao de lipases geralmente utilizam reatores de batelada

devido a praticidade e flexibilidade (Bezerra et al., 2020; Remonatto et al., 2022).

Deste modo, os STRs sdo preferencialmente utilizados para ensaios preliminares
a sintese de lipidios estruturados, cuja a estrutura do triacilglicerol e/ou disposi¢ao de
acidos graxos foram modificadas (Zam et al., 2020; Ferreira-Dias et al., 2018). Essas
modificagdes realizadas na estrutura do triacilglicerol representam estratégias versateis
para aumentar a funcionalidade e aprimorar as propriedades nutricionais de Oleos e

gorduras (Jadhav et al., 2021).

Dentro da categoria de lipidios estruturados, merecem destaque os triglicerideos
do tipo MLM, que sd@o compostos por acidos graxos de cadeia média (M) nas posigdes
sn-1 e sn-3, e 4acidos de cadeia longa (L) na posicao interna sn-2. Esses lipidios podem
ser sintetizados por meio da rota enzimatica, catalisados por lipases (triacilglicerol acil

hidrolases, EC 3.1.1.3), permitindo a formacao de compostos estruturados especificos que
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sao dificeis de obter usando catalisadores quimicos (Ferreira-Dias et al., 2021; Rehman

etal., 2017).

No entanto, em escala industrial, reatores operando em modo de batelada tendem
a ser caros, devido a necessidade de descarregar, recuperar enzimas, limpar e recarregar
o reator antes de iniciar uma nova batelada, o que constitui o chamado tempo de
inatividade (Remonatto et al., 2022). Adicionalmente, o preco da producdo da enzima

também contribui para a sua baixa adesao ao cenario industrial.

Sabendo das dificuldades de inserir as lipases em sistemas reacionais de escala
industrial, uma estratégia de uso de imobilizacdo enzimatica reversiveis em suportes
hidrofobicos apresentam a possibilidade em minimizar custos globais do processo
(Miranda et al., 2014; Silva et al., 2023; Al Angari et al., 2023). Portanto, o propdsito
deste capitulo foi empregar o suporte hidrofobico de estireno-divinilbenzeno (Diaion™
HP-20) como uma plataforma para a imobiliza¢ao da lipase de Rhizopus oryzae, com o
objetivo de aprimorar as condigdes operacionais em comparagdo com o uso da enzima
em sua forma livre. Adicionalmente, com o desenvolvimento efetivo do biocatalizador, a
lipase imobilizada foi aplicada na sintese de lipidios estruturados do tipo MLM, uma vez
que a lipase de Rhizopus oryzae atua especificamente nas posi¢des sn-1 e sn-3 do
triacilglicerol possibilitando a substitui¢do dos dcidos graxos originais por acido de cadeia

média como o acido caprico.

4.2 Resultados e discussao

4.2.1 Carregamento enzimatico

O preparo do biocatalisador apresenta-se coma uma etapa base ao
desenvolvimento do trabalho, pois a partir do ponto de vista de uma aplicacao industrial,
o alto carregamento enzimatico pode fornecer alta atividade catalitica por volume do
reator, assim possibilitando aumento na taxa de reagdo e favorecendo a diminuicao do
tempo requerido para a formacao dos produtos (Blanch & Dunn, 1974). Deste modo, a
quantidade de enzima fornecida ao método de imobilizacdo foi testada com a finalidade
de se obter um biocatalisador com maior atividade catalitica. Como descrito no topico
4.2.3 para cada grama de suporte foi utilizado um carregamento enzimatico variando de

0,15 g de pd enzimatico até 1,0 g para cada grama de suporte.
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A Tabela 4.1 apresenta os valores obtidos das atividades hidrolitica e umidade de
cada carregamento enzimatico, enquanto a Figura 4.1 ilustra graficamente o
comportamento obtido das atividades no teste de carregamento enzimatico. Uma maior
atencao foi concedida ao processo de imobilizagdo, visando obter derivados com um teor
de umidade inferior a 10%. De acordo com Da Ros et al. (2010), niveis elevados de
umidade nos biocatalisadores podem propiciar reacdes de hidrdlise, o que pode
comprometer o resultado pretendido em aplicagdes de acidolise. Adicionalmente, ao se
comparar a distribui¢ao de trés ou mais grupos de amostras independentes e evidenciar
quais grupos diferem significativamente foi realizado o Teste de Tukey para demonstrar
as diferengas entre as atividades hidrolitica. Assim, todos os tratamentos de carga
enzimatica foram submetidos ao Teste de Tukey e os resultados de significancia foram

apresentados na Tabela 4.1 e Figura 4.1.

Tabela 4. 1 - Atividade hidrolitica e teor de umidade dos derivados imobilizados em
Diaion™ HP-20 empregando diferentes carregamentos.

Carregamento enzimatico

e . Umidade Atividade hidrolitica

(g de extrato enzimatico por g de (%) (Ule)
suporte) ’ g

0,15 7,27 1515+52,1°2

0,30 8,61 1860 £23,4°

0,50 7,40 1912 +49,7°

0,75 6,03 1801 £51,8°

1,0 7,98 1853 +72,7°%

Nota: Valores de mesma notagdo (a,b) representam igualdade significativa pelo teste de Tukey.

De acordo com a Tabela 4.1, a imobilizacao da lipase utilizando o carregamento
enzimatico permitiu obter derivados com atividades hidrolitica elevadas. Com o aumento
do carregamento enzimatico esperava-se um aumento progressivo da atividade
hidrolitica; no entanto, os derivados imobilizados apresentaram estatisticamente a mesma
atividade. Esse comportamento da atividade esta relacionado a saturacao do suporte, de
modo que a disponibilidade de area do suporte de imobilizagdo esteja totalmente ocupada
pela enzima; assim o excedente enzimatico ndo adsorve ao suporte. Esse comportamento
se assemelha ao apresentando por Ramos et al (2015), no qual os autores utilizaram
volumes crescentes de caldo fermentado rico em lipase para a imobilizagdo por adsor¢ao

fisica em particulas hidrofobicas de PHB, no qual a quantidade de proteina adsorvida no
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suporte mante-se praticamente a mesma conforme foi oferecido maior quantidade de
caldo fermentado. Houve maior atividade enzimatica para o derivado imobilizado a
medida que o volume de caldo aumentou. Esse comportamento foi observado até atingir
75 mL de caldo para cada grama de suporte, € um derivado imobilizado com a maior
atividade hidrolitica, ou seja, 404,4 + 2,3 IU/g de biocatalisador, foi obtido; no entanto,
para volumes maiores que 75 mL, foram encontrados valores mais baixos de atividade

hidrolitica (387,5 = 2,6 IU/g de biocatalisador).

Outra investigacdo de como diferentes cargas de enzimas usando uma preparagao
enzimatica liquida de uma lipase comercial de Thermomyces lanuginosus afetaram
particulas hidrofobicas de estireno-divinilbenzeno foi apresentada por Alves e
colaboradores (2017). Os autores exploraram diferentes cargas de enzimas e propriedades
cataliticas do derivado imobilizado. A carga de enzima variou de 10 a 200 mg de proteina
para cada grama de suporte, ¢ 0 maior rendimento de imobilizacdo foi encontrado para
125 mg de proteina/g de suporte, correspondendo a 469,9 + 60,2 1U/g de suporte. Cargas
maiores que 125 mg de proteina mostraram valores mais baixos de rendimento de
imobilizacao e valores reduzidos de atividade hidrolitica. A queda na atividade da enzima

e no rendimento de imobilizacao foi atribuida a saturacdo do suporte.

Conforme apresentado pela Figura 4.1, o valor médio da atividade hidrolitica foi
de 1850 U/g. Com o aumento sucessivo da carga enzimatica, foi demonstrado ineficacia
ao aumento da atividade hidrolitica do derivado, reforgando hipotese de saturagdao do

suporte no processo de imobilizagao.
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Nota: Valores de mesma notagao (a,b) representam igualdade significativa pelo teste de Tukey.

Figura 4. 1 - Atividade hidrolitica em fun¢ao do carregamento enzimatico.

No presente trabalho, o valor médio de atividade hidrolitica foi de 1860 U/g. Um
aumento sucessivo na carga de enzimas demonstrou ineficiéncia em aumentar a atividade
hidrolitica do derivado, corroborando assim a hipdtese de saturagdo do suporte no
processo de imobilizagdo. Com base nos valores de atividade hidrolitica encontrados para
os derivados, uma carga de enzima de 0,3 g de p6 enzimatico por grama de suporte de
Diaion™ HP-20 indica saturacdo do suporte sob essas condigdes (1860 + 23,4 TU/g de
biocatalisador). O valor de atividade hidrolitica encontrado aqui esta proximo ao relatado
na literatura. Vilas Boas e colaboradores (2018), por exemplo, usaram particulas
hidrofobicas de estireno-divinilbenzeno em vez de um suporte de polissiloxano-
hidroxietilcelulose (Si0,-HEC) para imobilizar uma lipase comercial de Rhizopus oryzae
(comprada da Biocatalysts Cardiff, Pais de Gales, Reino Unido) a fim de obter um
derivado imobilizado mais hidrofébico com menor teor de umidade. Assim, os autores
obtiveram altas atividades hidrolitica (2504 + 36 IU/g de biocatalisador) e baixo teor de
agua (3%). Portanto, uma carga de enzima de 0,3 g de p6 enzimatico para cada grama de
suporte foi selecionada para estudos subsequentes sobre a sintese de lipidios estruturados

por meio de aciddlise do 6leo de semente de uva com é4cido caprico.
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Deste modo e a partir destes resultados, foi selecionado para os estudos
subsequentes relativos a sintese dos lipidios estruturados a partir da acidolise do 6leo de
semente de uva com acido caprico o carregamento de 0,3 g de pd enzimatico para cada

grama de suporte.
4.2.2 Determinacio das propriedades cataliticas do derivado imobilizado

Para a avaliagao dos efeitos da temperatura e do pH sobre a atividade catalitica da
lipase imobilizada em particulas de Diaion™ HP-20 na hidrélise da emulsdo do azeite de
oliva foi elaborado um delineamento composto central rotacional conforme apresentado
pela Tabela 4.2. Esta analise de atividade hidrolitica vem em concordancia com trabalhos
j& apresentados na literatura (Soares et al., 1999; Vilas Boas et al., 2018; Ceron et al.,
2018; Fidalgo et al., 2016; Miotti Jr et al., 2022), demonstrando valores de atividade
hidrolitica entre uma faixa de 1700 a 2000 U/g dentre diferentes microrganismos

produtores de lipase.

Tabela 4. 2 - Matriz do planejamento fatorial realizado para investigar a influéncia da
temperatura e do pH na atividade hidrolitica do derivado imobilizado.

Variaveis

Ensaios Codificadas Variaveis Reais Respostas
pH T (°C) pH T (°C) Atividade (U/g) Predito

1 -1 -1 6,0 35 1231,89 +£34,86 1162,79 + 85,91
2 1 -1 9,0 35 636,44 +72,37 628,69 + 85,91
3 -1 1 6,0 45 1540,20 £ 74,69 1603,99 + 85,91
4 1 1 9,0 45 135,25 £49,41 257,40 £ 85,91
5 -1,41 0 5,4 40 1305,13 £76,60 1369,91 +92,55
6 1,41 0 9,6 40 105,72 + 1,81 37,92 £ 92,55
7 0 -1,41 7,5 33 1027,78 +£33,67 1095,23 £92,55
8 0 1,41 7,5 47 1267,28 +47,85 1146,79 +£ 92,55
9 0 0 7,5 40 1715 + 81,06 1770 + 54
10 0 0 7,5 40 1737 £23,42 1770 + 54

11 0 0 7,5 40 1802 + 61,45 1770 + 54

A Tabela 4.2 apresenta os fatores independentes, os niveis ¢ o design fatorial em
termos codificados e reais, juntos com os resultados obtidos. Assim, pode ser destacado
a variagao da atividade hidrolitica de 105,72 + 1,81 U/g (ensaio 6) até 1802 £ 61,45 U/g
(ensaios 9,10 e 11). Esses ensaios correspondem respectivamente ao nivel mais elevado
(pH 9,6) e ao nivel moderado de pH (ponto central — pH 7,5) ambos em temperatura de
40 °C. Esses resultados foram utilizados para estimar os coeficientes e suas interagdes na

capacidade catalitica. A analise estatistica dos resultados (APENDICE A) apresentaram
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significancia para os termos lineares para a temperatura (x1) e da interacao do pH com a

temperatura (x;.X2) € para os termos quadros da temperatura (x1%) e pH (x2?).

De acordo com o modelo estatistico o R? obteve valor de 98,17% e 0 Fealc
apresentou valor de 139,2 (Fcaic > Fiab-3,03). Embora o modelo tenha apresentado R? e Fearc
satisfatorios, os valores de falta de ajuste e erro puro foram elevados (APENDICE A).
Esse problema esta relacionado com a falta de repeticdes do processo ou devido as
respostas apresentarem pouca variagdo dentre os ensaios realizados. Deste modo, tem-se
um planejamento com quantidade de repeticdes satisfatorias; no entanto as variagdes
entre as respostas dentro da faixa de temperatura tornam-se pequenas e esse fator
contribui para o aumento da falta de ajuste do modelo. Esse resultado ndo invalida os
experimentos realizados, no entanto indica que a faixa estudada ndo apresenta efeitos na
variavel resposta; ou seja, no caso deste modelo a faixa de temperatura ndo tem influéncia

significativa para a resposta.

Os dados experimentais foram ajustados para um modelo polinomial de segunda
ordem obtido dos valores codificados da estimativa de dados obtidas, como apresentada
pela equagdo 4.1. Sendo o termo Y correspondendo aos valores de atividade hidrolitica

obtidos, os termos x1 e x2 correspondem respectivamente a temperatura e pH.
Y, = 1770,12 + 18,23 x; — 324,55x,° — 470,92x, — 533,10x,%> — 202,37 x,x (4.1)

Com a anélise de variancia (ANOVA) demonstrando F-teste satisfatorio em 95%
de confianga, coeficiente de determinagdo (R?) indicando 98,17%, a equagdo 4.1 foi
utilizada para gerar a superficie de resposta da variabilidade dos efeitos (APENDICE A).
A superficie de resposta foi gerada utilizando o software Protimiza Experimental
Design®, como apresentada pela Figura 4.2, a qual apresenta as interagdes entre a
temperatura ¢ o pH sob a capacidade catalitica da lipase imobilizada em particulas

hidrofobicas de Diaion™ HP-20.

Tanto no modelo de superficie quanto na curva de nivel € possivel observar que a
atividade hidrolitica aumenta conforme a temperatura eleva de 35 °C até a faixa proxima
aos de 40 °C. Em temperaturas superiores, a atividade hidrolitica apresenta queda brusca.
A queda da atividade ¢ a resposta direta a inativagdo/ degradagdo térmica causada na

enzima imobilizada. O pH apresenta o mesmo comportamento quadratico da temperatura,
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sendo no caso o aumento da atividade hidrolitica conforme aumentam-se os valores de
pH de 6 até proximo a faixa de 7,5. Concomitantemente com a temperatura, 0 aumento
do pH para valores superiores ao 7,5 apresentaram queda brusca da atividade da enzima
imobilizada, demostrando que em pH mais elevados a enzima tem baixa efetividade
catalitica. Deste modo, o derivado imobilizado apresentou faixa 6tima de seu desempenho
catalitico dentro da faixa de temperatura de 40 - 43 °C e na faixa de pH de 6 — 8 para este

modelo.
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Figura 4. 2 - Superficie de resposta e curva de nivel preditos do modelo quadratico dos

efeitos da temperatura e pH: a) Superficie de resposta a0 modelo estatistico; b) Curva de
nivel dos efeitos da temperatura e pH em relagdo a atividade hidrolitica.
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4.2.3 Aplicacio do imobilizado na sintese de lipidio estruturado do tipo MLM

Para realizar a sintese de lipidios estruturados em reatores de leito fixo e
fluidizado, as reacdes em reatores de tanque agitado em modo batelada tiveram como
objetivo fornecer a base de informagdes essenciais ao processo, como temperatura de
reacdo e razdo molar. Assim, o grupo de pesquisa com experiéncia no processo de
acidolise do 6leo de semente de uva com acido caprico tem publicado trabalhos seguindo
modelos de delineamento composto central rotacional. Bassan e colaboradores (2019)
apresentaram em seu trabalho a sintese de lipidios estruturados utilizando lipases
comerciais e obtiveram resultados de incorporagdes de acido céprico satisfatorias. Assim,
a estrutura do plano experimental adotado pelos autores foi utilizada como referéncia para
a comparacao entre a lipase comercial mencionada no estudo (Lipozyme TL IM®) ¢ a
lipase de Rhizopus oryzae imobilizada em resinas hidrofobicas especificas, como a
Diaion™ HP-20, apresentando-se como uma alternativa ao biocatalisador comercial.Para
a avaliacdo dos efeitos da temperatura e da razdo molar (6leo: acido) no grau de
incorporagao (%GI) do acido céprico na estrutura do triacilglicerol do 6leo de semente de
uva, a lipase imobilizada em particulas de Diaion™ HP-20 foi aplicada no processo de
acidolise seguindo o delineamento composto central rotacional apresentado pela Tabela

4.3.

Tabela 4. 3 - Matriz do planejamento fatorial realizado para investigar a influéncia da
temperatura e razao molar na sintese de lipidios estruturados utilizando lipase imobilizada
em estireno-divinilbenzeno (Diaion™ HP-20).

C\;i‘ili‘ilii‘;e(;&sls Variaveis Reais Respostas
Ensaios RM
RM T (°C) (dcido: T (°C) GI (mol%) Predito
6leo)
1 -1 -1 2:1 45 14,68 16,32 +3,37
2 1 -1 6:1 45 50,84 50,50 + 3,37
3 -1 1 2:1 65 11,98 9,91 £3,37
4 1 1 6:1 65 44,34 40,29 +3,37
5 -1,41 0 1,17:1 55 11,5 11,30 +3.51
6 1,41 0 6,83:1 55 54,34 56,95 +3,51
7 0 -1,41 4:1 41 31,67 30,25 +3,51
8 0 1,41 4:1 69 17,76 18,50 3,51
9 0 0 4:1 55 18,00 17,70 £ 1,79
10 0 0 4:1 55 17,00 17,70 £ 1,79
11 0 0 4:1 55 18,09 17,70 £ 1,79
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A Tabela 4.3 apresenta os fatores independentes, os niveis e o design fatorial em
termos codificados e reais, além dos resultados obtidos. O grau de incorporagao variou
de 11,5 mols% (ensaio5) até 54,34 mols% (ensaio 6). Esses ensaios correspondem
respectivamente ao nivel mais baixo da razdo molar (RM = 1,17:1) e ao nivel mais alto
(RM =6,83:1) ambos em temperatura de 55 °C. Esses resultados foram confrontados com
os obtidos por Bassan e colaboradores (2019) de modo que, a Lipozyme RM IM®
apresentou seu maior grau de incorporacao (54,36 mols%) quando utilizado no ensaio 6.
Por outro lado, o derivado imobilizado em Diaion™ HP-20 forneceu melhores valores de
GI em temperatura menor e com teor de acido mais elevado quando comparado ao
biocatalisador comercial. No entanto, a lipase imobiliza no Diaion™ HP-20 apresentou
queda no %Gl quando empregado em ensaios com temperaturas elevadas. Esse
comportamento ja era esperado, uma vez que o estudo de sua atividade catalitica ja
demonstrou perda de sua efetividade em temperatura acima de 50 °C. Outro comparativo
que se destaca ¢ a sensibilidade a elevados teores de 4cido caprico, sendo que o
biocatalisador comercial apresentou queda no GI quando aplicado ao ensaio de maior teor
de acido caprico, de modo oposto ao apresentado pela lipase de Rhizopus oryzae
imobilizada, na qual apresentou seu melhor desempenho no grau de incorporagdo no
ensaio de maior teor de acido caprico. Essa diferenca de comportamento pode ser

atribuida as caracteristicas intrinsecas de cada lipase e ao método de imobilizagao.

Os resultados obtidos foram utilizados para estimar os coeficientes e suas
interacdes na capacidade de incorporar o acido caprico na estrutura do lipidio. A analise
estatistica dos resultados (APENDICE B) apresentam significAncia para os termos
lineares para a razao molar (x1) e para a temperatura (x2) e para o termo quadro da razdo
molar (x;?). Os dados experimentais foram ajustados para um modelo polinomial de
segunda ordem obtido dos valores codificados da estimativa de dados obtidas, como
apresentada pela equacdo 4.2. O termo Y corresponde aos valores de grau de incorporagdo

(mol%), os termos xi € X» correspondem respectivamente a razao molar e a temperatura.
Y, = 17,70 + 16,14 x; + 8,22 x,*> — 4,16 x, + 3,34 x,> “4.2)

Como pode ser observado na Tabela 4.4, a analise de varidancia (ANOVA) indica
que o erro puro foi baixo (0,7), correspondendo a uma boa reprodutibilidade dos dados
obtidos experimentalmente. O teste F apresentou elevado valor (Fcaic=54,6) demonstrando

alta significancia da regressao do modelo em 95% de nivel de confianga, sendo maior que
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0 Fiabelado (Fiabelado=3,05). O valor do coeficiente de variagio (R?) foi de 98,20%, dos quais
apenas 1,8% das variagdes gerais ndo foram explicadas pelo design do modelo. Deste
modo, a equagdo 4.2 pode ser utilizada para gerar a superficie de resposta e a curva de
nivel para a analise da variabilidade dos efeitos na incorporacdo do acido caprico a

estrutura do triacilglicerol.

Tabela 4. 4 - Analise de variancia (ANOVA) do modelo que representa o GI empregando
a lipase imobilizada em particulas hidrofobicas de Diaion™ HP-20.

Soma dos Graus de

Fonte de Variacao Quadrado Médio Fcalc p-valor
quadrados liberdade

Regressao 2611,7 5 5223 54,64  0,00023

Residuos 47,8 5 9,5

Falta de Ajuste 47,1 3

Erro Puro 0,7 2

Total 2659,5 10

R2=98,20%

A superficie de resposta foi gerada utilizando o software Protimiza Experimental
Design®, como apresentada pela Figura 4.3, a qual apresenta as interagdes entre a razao
molar (acido: 6leo) e a temperatura sob o grau de incorporacdo do acido caprico na
estrutura do triacilglicerol utilizando lipase de Rhizopus oryzae imobilizada em particulas

hidrofébicas de Diaion™ HP-20.

Tanto no modelo de superficie quanto na curva de nivel foi possivel observar que
o grau de incorporagdo do acido caprico aumenta conforme a temperatura eleva de 40 °C
até a faixa proxima aos de 45 °C. Apos isso, o GI apresenta queda conforme a temperatura
continua aumentando. A queda da %GI ¢ a resposta direta a inativacdo/ degradacdo
térmica causada na enzima imobilizada. A razao molar, por outro lado, apresenta aumento
no grau de incorporac¢do conforme o aumento do nivel (Tiinear.calc. razao molar = 14,76) quando
comparada aos efeitos da temperatura (Tiincar.cale. temperatura = -3,8) que apresentam queda
na %GI com o aumento do nivel. O comportamento quadratico da temperatura nao
apresentou significancia (p-valor quadratico.cale- temperatura = 0,0502 > 0,05). Em rela¢do aos
efeitos quadraticos da razdo molar, este apresenta significancia aos efeitos sobre a
variavel resposta (p-valor quadratico.calc- razio molar = 0,00002 < 0,05), de modo que a influéncia

no aumento de seus niveis resulta em aumento do grau de incorporagdo do acido céprico.
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a) Superficie de resposta ao modelo estatistico dos efeitos da razdo molar e temperatura na %GI de acido
caprico; b) Curva de nivel dos efeitos da razdo molar e temperatura na %GI de acido caprico.

Figura 4. 3 - Superficie de resposta e curva de nivel preditos do modelo quadratico dos
efeitos da razdo molar e temperatura no grau de incorporagado de acido céprico na estrutura
do triacilglicerol

Como foi possivel observar na Figura 4.3, o grau de incorpora¢do nao representa
um modelo otimizado. Embora o valor maximo de GI tenha atingido 54,34%, o que se
assemelha ao valor maximo atingido pelo trabalho de Bassan e colaboradores (2019),

ainda existe a possibilidade de elaborar um novo delineamento estatistico para determinar
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as condi¢cdes de maximo grau de incorporacdo, tornando a lipase imobilizada em

Diaion™ HP-20 promissora na sintese de lipidios estruturados.

4.2.4 Otimizacgao da sintese de lipidios estruturados do tipo MLM

Para o desenvolvimento desta etapa, o uso de métodos estatisticos de design de
experimentos foi empregado visando maximizar a quantidade de acido caprico nas
posicdes sn-1 e sn-3 do 6leo de semente de uva com a minima quantidade de experimentos
possiveis, o que prioriza a gestdo de recursos gastos com reagentes € outros insumos.
Deste modo, a exploragdo por uma condi¢do otimizada de sintese de MLM teve inicio
com um delineamento composto central (DCC). O delineamento compde uma matriz com
7 ensaios fornecendo um campo exploratorio das condigdes iniciais do processo de sintese

conforme apresenta a Tabela 4.5.

Tabela 4. 5 - Delineamento composto central utilizado na reacdo de acidolise enzimatica
do dleo de semente de uva com 4cido céprico com lipase imobilizada em Diaion™ HP-
20.

R
Variaveis codificadas (Reais) esposta em grau de

Experimentos incorporacao (GI, %)

T (°C) RM (acido: éleo) Experimental Predito
1 -1(35) -1(4:1) 25,11 25,49 +1,14
2 -1 (35) +1(7:1) 48,5 48,88 1,14
3 +1 (55) -1(@4:1) 18,04 1842+ 1,14
4 +1 (55) +1(7:1) 54,04 54,42+ 1,14
5 0 (45) 0(5,5:1) 36,4 36,80 + 0,45
6 0 (45) 0(5,5:1) 38,7 36,80 £ 0,45
7 0 (45) 0(5,5:1) 36,8 36,80 + 0,45

A selegdo dos valores de temperatura e razao molar para o delineamento composto
central foi baseada nas respostas obtidas do grau de incorporacdo de acido céprico
fornecidos pelo delineamento da Tabela 4.5. Consequentemente a Tabela 4.5 apresenta
os fatores independentes, os niveis e o design fatorial em termos codificados e reais, além
dos resultados obtidos e preditos. Conforme apresentado, os valores de %GI variaram
entre 18,04 mols% (ensaio 3) até 54,04 mols% (ensaio 4). Esses ensaios correspondem
respectivamente ao nivel mais baixo da razdo molar (RM =4:1) e ao nivel mais alto (RM

=7:1) ambos em temperatura de 55 °C.
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Os resultados de mdxima e minima incorporacdo foram confrontados com os
ensaios de mesma condigdo reacional obtidos pela Tabela 4.3 (ensaio 6 € 9-11) de modo
que, o valor de %GI obtido em ambos delineamentos experimentais demonstraram pouca
variacdo quanto ao %GI, sendo a diferenca de 0,3% para o ensaio de maxima
incorporagdo e de 0,34% para o ensaio de minima incorporagao. Deste modo, foi possivel
demonstrar boa reprodutibilidade dos delineamentos realizados. Os resultados obtidos
foram utilizados para estimar os coeficientes e suas interagdes na capacidade de

incorporar o acido caprico na estrutura do lipidio.

A anélise estatistica dos resultados (APENDICE C) apresentam significancia para
o termo linear da razdo molar (x;). Os dados experimentais foram ajustados para um
modelo polinomial de primeira ordem obtido dos valores codificados da estimativa de
dados obtidos, como apresentado pela equacao 4.3. O termo Y corresponde aos valores
de grau de incorporagao (mol%), os termos X1 € X, correspondem respectivamente a razao

molar e a temperatura.
Y, = 36,80 + 14,85x; — 0,38x; + 3,15x;1 x> “4.3)

Como pode ser observado na Tabela 4.6, a analise de variancia (ANOVA) indica
que o erro puro foi baixo (3,0), correspondendo a uma boa reprodutibilidade dos dados
obtidos experimentalmente. O teste F apresentou elevado valor (Fcaic=212,56) demonstrando
alta significancia da regressdao do modelo em 95% de nivel de confianca, sendo maior que
0 Fiabelado (Ftabelado=9.28). O valor do coeficiente de variagdo (R?) foi de 99,53%, dos quais
apenas 0,47% das variagdes gerais ndo foram explicadas pelo design do modelo. Deste
modo, a equagdo 4.3 pode ser utilizada para gerar o plano de resposta e a curva de nivel
para a analise da variabilidade dos efeitos na incorporagdo do acido caprico a estrutura

do triacilglicerol.

A superficie de resposta foi gerada utilizando o software Protimiza Experimental
Design®, como apresentada pela Figura 4.4, a qual apresenta as intera¢des entre a razio
molar (acido: 6leo) e a temperatura sob o grau de incorporagcdao do acido caprico na
estrutura do triacilglicerol utilizando lipase de Rhizopus oryzae imobilizada em particulas

hidrofébicas de Diaion™ HP-20.
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Tabela 4. 6 - Analise de variancia (ANOVA) do modelo que representa o GI empregando
a lipase imobilizada em particulas hidrofobicas de Diaion™ HP-20 aplicada ao DCC com
2 niveis.

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado
Feale p-valor
Variacao quadrados liberdade Médio
Regressao 922,1 3 3074 212,15 0,00054
Residuos 4,3 3 1,4
Falta de Ajuste 1,3 1
Erro Puro 3,0 2
Total 9264 6
R2=199,53%

Tanto no modelo de plano resposta quanto na curva de nivel (Figura 4.1) foi
possivel observar que o grau de incorporagao do acido caprico aumenta conforme a razao
molar eleva. Outra informac¢do que pode ser extraida ¢ que estatisticamente o %GI ndo
varia quando se torna fixa a razao molar dentro da faixa de 4,5 até 6,5 mols de acido para
cada 1 mol de 6leo em qualquer temperatura, haja visto que para a razdo molar 7:1
temperaturas acima dos 40 °C proporcionaram maiores valores de %GI quando
comparados aos ensaios de temperaturas abaixo de 40 °C. Sob essas condigdes
experimentais, observa-se uma diminui¢do da viscosidade do meio reacional, uma vez
que o acido caprico € s6lido em temperaturas abaixo dos 30° C. Assim, com a diminui¢cdo
da viscosidade as barreiras de difusdo externas sdo minimizadas, favorecendo o acesso

do biocatalisador ao substrato.

O plano resposta apresentou inclinagdo em relagdo aos eixos no sentido
ascendente em niveis mais elevados das varidveis. De fato, o modelo indica que para
atingir valores maiores no grau de incorporagdo ha a necessidade de aumento da
temperatura ¢ da quantidade de acido. Assim, a complementacdo deste planejamento
inicial necessitou de ensaios que avangassem para regides proximas aos valores de maior
grau de incorporacdo. Caminhando em dire¢do ao ponto de maior grau de incorporacao
(ensaio 4), tornou-se 84ixa84a84tor dar continuidade a exploragdo da regido Otima,
utilizando-se um modelo quadratico, sendo o mais comum a constru¢io do planejamento

em estrela ou também conhecido como rotacional (DCCR).
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a) Plano de resposta ao modelo estatistico dos efeitos da razdo molar e temperatura no %GI de
acido caprico; b) Curva de nivel dos efeitos da razdo molar e temperatura no %GI de acido
caprico.

Figura 4. 4 - Plano de resposta e curva de nivel preditos do modelo linear dos efeitos da
razdo molar e temperatura no grau de incorporacdo de acido caprico na estrutura do
triacilglicerol a partir de um DCC.

Nesta etapa foi proposto um Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR)
para a localiza¢do da regido otima de sintese dos lipidios estruturados. Para isso, foi

necessario acrescentar ao planejamento inicial um planejamento idéntico, porém

rotacionado em 45° em relagdo a orientagdo original. Essa adicdo de um novo plano
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rotacionado ao planejamento original forneceu 4 novos pontos exploratdrios € com isso
foi possivel obter um modelo matematico quadratico com 6 parametros, assim
aumentando o campo exploratério do planejamento original. O delineamento composto
por uma matriz com 11 ensaios fornecendo um campo exploratério das condi¢des do

processo de sintese ¢ apresentado na Tabela 4.7.

Tabela 4. 7 - Matriz do delineamento composto central rotacional (DCCR) composta por
2 repeticdes genuinas para a otimizagdo da sintese de lipidios estruturados utilizando
lipase imobilizada em estireno-divinilbenzeno (Diaion™ HP-20).

Variaveis

Ensaios Codificadas Val:iz:wei.s Reais Respostas
MR T (°C) RM(,){:;"“' T (°C) GI (mol%) Predito
1 -1 -1 4:1 35 21,97+12,82 19,30 +2,36
2 1 -1 12:1 35 45,96 + 1,63 44,50 + 2,36
3 -1 1 4:1 55 14,67 £2,25 14,47 £ 2,36
4 1 1 12:1 55 15,45+2,26 16,50 +2,36
5 -1,41 0 2,34:1 45 8,18 £2,09 9,87 + 2,50
6 1,41 0 13,66:1 45 29,15 +3,27 29,12 +2,50
7 0 -1,41 8 30,86 36,93 +1,98 39,50 + 2,50
8 0 1,41 8 59,14 17,18 + 4,86 16,27 +2.50
9 0 0 8 45 56,33 +3,51 55,17 + 1,39
10 0 0 8 45 53,50+ 2,87 55,17 +1,39
11 0 0 8 45 54,00 = 1,00 55,17 +1,39

A Tabela 4.7 apresenta os fatores independentes, os niveis e o design fatorial em
termos codificados e reais, além dos resultados obtidos. Os valores experimentais do grau
de incorporacdo do acido caprico variou de 8,18 = 2,09 mols% (ensaio5) até 56,33 + 3,51
mols% (ensaio 9). Esses ensaios correspondem respectivamente ao nivel mais baixo da
razao molar (RM = 2,34:1) e ao nivel moderado do planejamento (RM = 8:1). Esses
resultados foram utilizados para estimar os coeficientes e suas interagdes na capacidade
de incorporar o acido caprico na estrutura do lipidio. A analise estatistica dos resultados
(APENDICE D) apresentam significancia ao nivel de 95% de confianga para os termos
lineares para a razao molar (x1), para a temperatura (X2) € para a interagdo entre a razao
molar com a temperatura (x;.X2) € para os termos quadros da razio molar (x;%) e da
temperatura (x2?). Os dados experimentais foram ajustados para um modelo polinomial
de segunda ordem obtido dos valores codificados da estimativa dos dados obtidos, como
apresentada pela equacdo 4.4. O termo Y corresponde aos valores de grau de incorporagao

(mol%), os termos X € X, correspondem respectivamente a razao molar e a temperatura.
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Y, = 55,17 + 6,81x; — 17,83 x,> — 8,21x, — 13,64 x,> — 5,79X;: X, “4.4)

De acordo com o método estatistico, os dados experimentais foram ajustados a
um modelo de superficie de resposta para avaliar eficazmente a relacdo entre a resposta
(%GI) e as variaveis (razdo molar e temperatura). Como pode ser observado na Tabela
4.8, a analise de variancia (ANOVA) indica valor elevado do erro puro (216,2). Esse valor
esta intrinsicamente ligado aos erros aleatérios dos ensaios e ¢ independente das
estimativas do modelo, ou seja, essa parcela de contribuicdo dos residuos nao pode ser
aperfeicoada com o melhoramento do modelo. No entanto, com o erro puro, pode ser
estimado quantitativamente se o modelo utilizado tem boa representacdo das observacdes
obtidas. Assim, com a segunda parte que compoem os residuos, a falta de ajuste (61,7) é
dependente do modelo utilizado e pode ter seu valor reduzido com o aperfeicoamento do

modelo.

Tabela 4. 8 - Andlise de varidncia (ANOVA) do modelo que representa a %GlI
empregando a lipase imobilizada em particulas hidrofobicas de Diaion™ HP-20 aplicada
ao DCCR com 2 niveis.

Soma dos Graus de

Fonte de Variacao Quadrado Médio Feale p-valor
quadrados liberdade

Regressao 8099,1 5 1619,8 139,9 1,1e-16

Residuos 277,8 24 11,5

Falta de Ajuste 61,6 3 20,5 2,0

Erro Puro 216,2 21 10,2

Total 8376.,9 29

R?=96,68%

Para avaliar a viabilidade do modelo o teste F dos residuos (Fcac = 139,9)
apresentou elevado valor demonstrando alta significancia da regressdo do modelo em
95% de nivel de confianga, sendo maior que 0 Fiabelado (Fiabelado= 9,01). Com as respostas
em triplicata, foram estimados os valores de erro puro e falta de ajuste no qual a razao do
quadrado médio da falta de ajuste pelo quadrado médio do erro puro (F catc. MgfajMgep= 2,0)
obteve valor menor que o tabelado (Fiab. MqfajMqer=3,07), demonstrando ser um modelo
significativo. O valor do coeficiente de variagdo (R?) foi de 96,68%, dos quais apenas
3,32% das variacdes gerais ndo foram explicadas pelo design do modelo. Deste modo, a

equacao 4.4 pode ser utilizada para gerar a superficie de resposta e a curva de nivel para
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a andlise da variabilidade dos efeitos na incorporagdo do acido céprico a estrutura do

triacilglicerol.

A superficie de resposta foi gerada utilizando o software Protimiza Experimental
Design®, como apresentada pela Figura 4.5, a qual apresenta as interagdes entre a razao
molar (4cido: 6leo) e a temperatura sob o grau de incorporacdo do acido céprico na
estrutura do triacilglicerol utilizando lipase de Rhizopus oryzae imobilizada em particulas

hidrofobicas de Diaion™ HP-20.

Ao observar o modelo de superficie de resposta (Figura 4.5) um aumento na %GlI
ocorre com o aumento da razao molar a partir de 4 mols de acido para 1 mol de 6leo até
a regido maxima de incorporagao por volta dos 9 mols de 4cido para cada 1 mol de 6leo.
Ap0s isso, foi notado queda do %Gl pelo aumento molar da quantidade de acidos caprico
no meio reacional. Sobre essas condigdes reacionais, a possibilidade de inativagao dos
biocatalisadores podem ser aplicadas devido aos efeitos do excesso de acido caprico livre
(Nunes, Pires-Cabral, Guillén, Valero e Ferreira-Dias, 2012; Tecelao et al., 2012). Esse
resultado apresenta concordancia com trabalhos apresentados na literatura, demonstrando
maiores graus de incorpora¢do quando aplicadas as reagdes de aciddlise com razdes
molares mais elevadas (Kim & Akih, 2015; Oztiirk; Ustun, & Aksoy, 2010; Bassan et al.,
2019).

A superficie de resposta apresentou aumento do %GI conforme a temperatura
aumentava. A elevacdo da temperatura reacional de 35 até 42 °C contribuiu para o
aumento de 49 para 56% de incorporacao de 4cido caprico mantendo fixa a razdo molar
de 8:1. A queda do %Gl foi observada para temperaturas maiores que 45 °C, no qual a
temperatura elevada possibilita a inativacdo da enzima, haja visto que a faixa 6tima de
temperatura para a lipase de Rhizopus oryzae imobilizada em Diaion™ HP-20 ¢ de 40-

43 °C.
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Figura 4. 5 - Superficie de resposta e curva de nivel preditos do modelo quadratico dos
efeitos da razdo molar e temperatura no grau de incorporacao de acido caprico na estrutura
do triacilglicerol a partir de um DCCR. a) Superficie de resposta ao modelo estatistico
dos efeitos da razdo molar e temperatura no %GI de acido céprico; b) Curva de nivel dos
efeitos da razdo molar e temperatura no %GI de 4cido céprico.

4.2.5 Estabilidade operacional

Com o objetivo de reduzir os custos gerais dos processos enzimaticos, a
imobilizacao de lipases em suportes insoltiveis se destaca como uma técnica que ndo
apenas simplifica a remog¢do dos biocatalisadores do meio reacional, mas também
viabiliza sua reutilizacdo em novos ciclos de producao (Ismail et al., 2020; Remonatto et

al., 2022; Rodrigues et al., 2019).
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Nesse contexto, foi realizado uma investigacdo para avaliar a estabilidade
operacional da lipase de Rhizopus oryzae imobilizada em particulas hidrofobicas de
estireno-divinilbenzeno, em ensaios de sintese de lipidios estruturados. Para tal, foi

empregado condicdes ideais no sistema de reagdo, executando cinco ciclos consecutivos.

Os resultados, conforme ilustrados na Figura 4.6, indicam o grau de incorporagao
(%GI) permaneceu constante em 59% nos quatro ciclos iniciais, sofrendo uma ligeira
queda para 57% no quinto ciclo. Notavelmente, o derivado imobilizado exibiu uma
estabilidade operacional satisfatoria, possibilitando seu uso em cinco novos ciclos sem

perdas substanciais de incorporagdo, mantendo a padronizagdo do produto final.
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Figura 4. 6 - Ensaio de estabilidade operacional do derivado imobilizado na sintese de
lipidios estruturados. Ciclos reacionais de 24 horas.

Comparando os resultados obtidos com o estudo de Martinez-Galan e
colaboradores (2021) a lipase de Rhizopus oryzae (PROZYN™) imobilizada
covalentemente em p6 de sabugo de milho atingiu aproximadamente 25% de grau de
incorporagdo apos o quinto ciclo, no entanto, o presente trabalho representa um avango
na eficacia do biocatalisador. Esse progresso pode ser atribuido em parte as caracteristicas
do suporte Diaion™ HP-20, que apresenta uma area superficial elevada e propriedades
hidrofobicas, favorecendo a carga enzimatica e a estabilizacdo da enzima no suporte

(Rodrigues et al., 2019). Visto a transicao do sistema reacional de tanque agitado para o
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reator de leito fixo em modo continuo, ndo se fez necessario a continuacao apds o quinto

ciclo, ja demonstrando elevada estabilidade operacional.

4.2.6 Estabilidade térmica

Para os ensaios de estabilidade térmica foram conduzidos testes utilizando lipases
em sua forma livre e imobilizada, com incubagdo a temperaturas variando de 35°C a
55°C. A Atividade relativa foi medida pela técnica da hidrdlise de emulsdo de 6leo de

oliva a pH 7,0 e 37°C, como descrito por Soares e colaboradores (1999).
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Figura 4. 7 - Curvas de inativacao térmica da lipase de Rhizopus oryzae imobilizada em
particulas hidrofobicas de Diaion™ HP-20 (®) e curva de inativagdo térmica da lipase de

Rhizopus oryzae livre (A) em 35 (a), 45 (b) e 55 °C (c).

Como mostrado na Figura 4.7, o aumento da temperatura de incubagao resultou

em uma taxa de inativagdo mais rapida para ambos os biocatalisadores (lipase livre e
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lipase imobilizada), como era esperado. A 35°C (Figura 4.7-a), a lipase livre manteve
42,53% de sua atividade inicial apos 24 horas de incubacao, enquanto a lipase imobilizada
reteve 81,57% da atividade ap6s o mesmo periodo. Conforme apresentado na Figura 4.7
-b), o biocatalisador imobilizado preparado manteve cerca de 76,0% de sua atividade
inicial apos 24 horas de incubagdo a 40°C, e a lipase livre exibiu atividade semelhante a
observada a 35°C, com 45% da atividade inicial ap6s 24 horas de incubagdo a 45°C,

conforme Figura 4.7-c).

Os valores de meia-vida e a constante de desativacdo (Kd) foram calculados para
os trés ensaios. Para a temperatura de 35 °C o tempo de meia-vida do biocatalizador foi
de 81,65 horas, apresentando constante de desativagao (Kd) de 0,0084 horas. Com o
aumento da temperatura para o valor de 45 °C, o tempo de meia-vida do biocatalisor
passou a ser de 55,51 horas e seu Kd obtece valor de 0,012 horas. Enquanto que para o
ensaio com 55 °C, o imobilizado apresentou tempo de meia-vida de 4,15 horas e Kd de
0,1667 horas, demonstrando a perda rapida de capacidade catalitica em temperaturas mais
elevadas. Para a lipase livre, o valor da meia-vida para a temperatura de 35 °C foi de
21,01 horas e Kd de 0,0329 horas. Em relagdo ao ensaio com temperatura de 45 °C, a
lipase livre apresentou valor de meia-vida de 18,25 horas e Kd de 0,0352 horas. Por fim,
no ensaio de 55 °C, a enzima livre apresentou meia-vida de 3,90 horas e Kd de 0,1777

horas.

Com base nesses resultados, a lipase imobilizada demonstrou ser mais estavel do
que o extrato enzimatico livre quando incubada em diferentes temperaturas, até o limite
de 55 °C. Esse aumento na estabilidade esta associado a reducdo da flexibilidade da
enzima no micro ambiente ao qual estd imobilizada. Adicionalmente, a imobilizacdo em
suportes porosos pode favorecer o aumento da estabilidade térmica aparente (Rodrigues
et al., 2019) Isso significa que as enzimas permanecem mais ativas quando expostas ao
calor por mais tempo, evitando problemas como agregacao e autdlise (degradagdo da
enzima por ela mesma) e a proteodlise (degradacdo da enzima por outras substancias

proteicas) (Rodrigues et al., 2019)

4.3 Conclusoes
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Os resultados apresentados neste Capitulo demonstraram que o carregamento
enzimatico de 0,3 gramas de p6 enzimatico de lipase de Rhizopus oryzae apresentou
capacidade em realizar a reacdo de acidolise do acido caprico na sintese de lipidios
estruturados do tipo MLM. Apds aplicacdo do biocatalisador nos ensaios de sintese
delineados pela técnica de planejamento de experimentos (DOE), os biocatalisadores
foram submetidos a ensaios de estabilidade operacional e de estabilidade térmica. Apds
esses ensaios, a lipase imobilizada em particulas hidrofobicas de estireno-divinilbenzeno
apresentou maior estabilidade & temperatura quando comparada aos resultados obtidos
pela enzima livre. Conclusdes semelhantes podem ser aferidas sobre a estabilidade
operacional do derivado imobilizado, sendo capaz de realizar 5 ciclos reacionais
mantendo a mesma capacidade de incorporagdo do acido caprico na estrutura do

triacilglicerol.
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5. SIMULACAO DA SINTESE DOS LIPIDIOS ESTRUTURADOS
POR REDES NEURONALIS.
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5.1 INTRODUCAO

A produgdo e otimizagdo do processo de aciddlise enzimadtica utilizando lipases
imobilizas sdo de grande importancia devido ao potencial dos lipidios estruturados (LS)
quanto ao seu potencial em melhorar as propriedades nutricionais e em seu uso ao
combate da obesidade (Martinez-Galan et al., 2021; Bassan et al., 2019).Essas
caracteristicas estdo intimamente ligadas a composi¢ao quimica dos LS, pois o controle
da presenca ou auséncia de certos acidos graxos saturados ou insaturados influencia
diretamente seu comportamento nas vias metabdlicas (Zhao et al., 2022; Da Silva &

Giotelli, 2009).

O avango cientifico estd direcionado para a melhoria continua desse bioprocesso,
buscando otimizar as condi¢des de produg¢do e aumentar a eficiéncia. Em um estudo
recente, Miotti Junior e colaboradores. (2022) conduziram uma analise estatistica do
processo ¢ aprimoraram a producdo de lipidios estruturados ricos em acido caprico por
meio da aciddlise do 6leo de semente de uva, catalisada por lipase de Rhizopus oryzae
imobilizada em suporte hidrofobico. Neste estudo, varidveis como temperatura (°C) e
razdo molar (4cido:6leo) foram manipuladas como fatores independentes, com o objetivo
de simular o grau de incorporagdo (%GI). Os resultados revelaram uma significativa
melhoria no bioprocesso, com um aumento do grau de incorporagdo de 49% para 56% de

GL

Conforme apresentado por Sivakanthan e colaboradores (2019), ao otimizar os
parametros de interesterificagdo enzimatica usando lipase por meio da metodologia de
superficie de resposta (RSM) para analisar o desempenho do modelo matematico. Os
pesquisadores utilizaram temperatura (°C), tempo (h) e propor¢ao de 6leo como variaveis
independentes, ¢ grau de interesterificagao e propor¢ao de acidos graxos monoinsaturados
para poli-insaturados como varidveis dependentes de saida. Usando a RSM, obtiveram
valores o0timos de grau de interesterificagdo de 22% e proporcao de 1,4 (MUFA:PUFA)
de acidos graxos monoinsaturados para poli-insaturados, com condigdes de temperatura
de 57 °C, tempo de 16 horas e propor¢ao de peso do 6leo de 50:50, conseguindo escalar

a producao de lipidios estruturados.

Analisando a literatura disponivel, ¢ evidente que a RSM ¢ comumente utilizada

por pesquisadores para otimizar bioprocessos. No entanto, essa abordagem apresenta
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limitagdes quando comparada a novos modelos matematicos que se baseiam em
inteligéncia artificial. Esses modelos tém maior tolerancia a falhas e ruidos no processo
de aprendizado e simulacdo. Em processos bioldgicos, as variagdes sao frequentes,
gerando ruido e falhas para analise com modelos simples. Portanto, o uso de modelos
matematicos com inteligéncia artificial, como Redes Neuronais Artificiais (ANN), pode

proporcionar maior precisdo na previsao de varidveis de resposta.

Nesse sentido, este Capitulo tem como objetivo empregar a Rede Neuronal
Artificial (ANN) como um modelo matematico para otimizar a produgdo de lipidios
estruturados do tipo MLM por meio de acidolise enzimatica. Além disso, busca-se uma
comparag¢do com os resultados alcangados por Miotti Junior et al. (2022), os quais foram
obtidos por meio de um modelo polinomial de segunda ordem para otimizar o grau de
incorporagdo. Essa comparagdo entre as abordagens matematicas oferecera subsidios para
avaliar a selecdo do método que melhor se ajusta aos resultados obtidos

experimentalmente.

5.2 Resultados e discussao

5.2.1 Desenvolvimento da arquitetura das Redes Neuronais Artificiais

Inicialmente, para o desenvolvimento da rede, o primeiro passo foi obter a fungao
objetivo que demonstrasse o melhor ajuste numérico com minimizagdo de erro. Esta
fun¢do objetivo desempenha um papel importante no ajuste feito pelo modelo
matematico, determinando assim, se a arquitetura escolhida para o aprendizado foi
suficiente para que a ANN generalize e simule a variavel de resposta de acordo com o
que foi inicialmente apresentado (Drew & Monson, 2000). Para isso, testes foram
realizados em uma arquitetura de ANN de 2-6-1 usando o algoritmo de treinamento de
Levenberg-Marquardt (LM) e testados com diferentes fun¢des de ativacdo: tangente
hiperbolica sigmoide (tansig), sigmoide logistico (logsig) e fungdo linear (purelin). Os

resultados do processo de aprendizado da simulagao estdo apresentados na Tabela 5.1
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Tabela S. 1 - Resultados do processo de aprendizagem da ANN com teste de arquitetura,
utilizando algoritmo de treinamento LM e 6 neurdnios na camada intermedidria
configurados como configuracdes fixas.

Funcio objetivo

Funcio ativagiao

SEQ R EOM R
tansig 2,645 0,9823 2,734 0,9804
logsig 2,605 0,9816 3,005 0,9801
purelin 2,742 0,9834 2,671 0,9807

SEQ: soma dos erros quadrados; EQM :erro quadratico médio; R: coeficiente de correlagao de Pearson.

Analisando a Tabela 5.1, foi possivel notar a correlagdo entre a minimizagdo da
fung¢do objetivo e o coeficiente de correlagdo de Pearson ®, pois, quanto menor o valor
do erro, maior o coeficiente de correlagdo. Isso demonstra a fungdo objetivo SEQ com
melhores resultados durante os testes de arquitetura das redes, menores discrepancias
entre os resultados tedricos e apresentando maiores coeficientes de correlagdo quando

comparado aos resultados obtidos pela funcao objetivo EQM.

Isso pode-se justificar pela fungdo SEQ apresentar tendéncia em fazer ajustes de
forma igualitdria para os menores valores de erro. Deste modo, a funcao objetivo SEQ foi
selecionada para dar continuidade aos ensaios de arquitetura de ANN. Apos selecionada
a funcao objetivo, foram realizados os testes para selecionar uma entre as funcdes
ativacdo tansig, logsig e purelin e o melhor nimero de neur6nios na camada

intermediaria, apresentando os resultados na Tabela 5.2.
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Tabela 5. 2 - Resultados da soma dos erros quadrados (SEQ) e do coeficiente de
correlagdo de Pearson ® obtidos no processo de treinamento das ANN.

Tansig logsig purelin
N° neurdnios
|
SEQ R SEQ R SEQ R
2 8,517 0,813 4,383 0,799 6,861 0,816
3 4,529 0,942 6,140 0,922 2,954 0,976
4 3,602 0,946 2,887 0,982 3,343 0,970
5 2,647 0,976 3,420 0,944 3,939 0,966
6 2,644 0,983 4,868 0,962 3,687 0,976

Nota: resultados obtidos testando as fungdes ativacio tansig, logsig e purelin, para cada variagdo no
nimero de neurénios, de 2 a 6 neurdénios. Tendo como fixo a fungdo ativagdo purelin na camada de saida.

Analisando a Tabela 5.2, fica evidente que a maioria das simulacdes segue um
padrao: quanto menor o valor da soma dos erros quadrados (SEQ), maior ¢ o coeficiente
de correlagdo ®, o que ja era esperado e desejado. Isso ocorre porque o coeficiente de
correlacdo depende do ajuste realizado pelo modelo matematico. Quanto melhor o ajuste,
mais proximas as respostas da saida da ANN estardo do valor da varidvel resposta
apresentado no inicio do treinamento, e, como resultado, o valor da soma dos erros
quadrados (SEQ) sera baixo. Portanto, observa-se uma relacdo inversamente proporcional

entre esses dois fatores: quanto menor o erro, maior o coeficiente de correlagao.

Realizando uma andlise comparativa, percebe-se que com apenas dois neurdnios,
a ANN ndo conseguiu obter um bom processo de treinamento e generalizacdo do
problema apresentado a ela, resultando em soma dos erros quadrados (SEQ) elevados e
coeficiente de correlacdo de Pearson ® baixos. Com o aumento do nimero de neurdnios
na camada intermediaria, e utilizando as trés fung¢des de ativagdo, houve uma melhoria na
minimizacado do erro e um aumento em R. Isso pode ser justificado pelo fato de ter sido

apresentado a ANN um problema complexo necessitando maior quantidade de neudnios.
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Com a fungdo de ativacdo ‘tansig’, observa-se uma melhoria progressiva ao
aumentar o nimero de neurdnios. J4 com a fungdo ‘logsig’, ocorre uma instabilidade
perceptivel, ndo apresentando um perfil de melhoria. Por fim, com a fungao ‘purelin’,
observa-se uma estabilidade apo6s 3 neur6nios na camada intermediaria. Foram
selecionados, entdo, os melhores modelos obtidos entre as trés fungdes de transferéncia:
‘tansig’ com 6 neurdnios, ‘logsig’ com 4 neurdnios e ‘purelin’ com 3 neurdnios na
camada intermediaria. Durante o treinamento dessas ANNSs, o software gerou diferentes

gréaficos para representar o desempenho de cada uma, ilustrados na Figura 5.1.
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Figura 5. 1 - Representacdo dos graficos de desempenho obtidos durante o treinamento
das ANN. 7) histograma da ANN tansig 2-6-1; b) desempenho da ANN tansig 2-6-1; c)
regressao da ANN tansig 2-6-1; d) histograma da ANN logsig 2-4-1; ) desempenho da
ANN logsig 2-4-1; f) regressdao da ANN logsig 2-4-1; g) histograma da ANN purelin 2-
3-1; h) desempenho da ANN purelin 2-3-1; 1) regressao da ANN purelin 2-3-1.
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Através da andlise do grafico de histograma, observa-se que a distribuigdo mais
proxima de uma curva de distribui¢ao normal foi alcangada com a fungao de ativagao
‘tansig’, apresentando um pico ligeiramente deslocado para a regido do erro -1.8015. Isso
resultou em uma distribui¢do de erros mais concentrada proxima a zero, em comparagao
com os outros modelos avaliados. Quanto ao grafico de desempenho, todos os casos
demonstraram uma tendéncia de declinio, porém o modelo com a fungdo ‘tansig’ exibiu
maior estabilidade. Além disso, alcangou o melhor desempenho durante a validagdo na
terceira €poca, indicando que a rede neuronal necessitou de poucas iteracdes para
aprender e validar o modelo simulado. Essa capacidade de aprendizado rapido e resolucdo

eficiente do problema apresentado a rede ¢ notavel.

Com base na analise dos graficos anteriores, ¢ esperado que a ANN com a fungao
de ativacdo ‘tansig’ na camada intermedidria apresente um melhor coeficiente de
correlagdo entre os valores experimentais e simulados. Esse resultado foi confirmado, ja
que a ANN com ‘tansig’ atingiu o maior coeficiente de correlagao, com um R de 0,983,

o que indica um ajuste excepcional do modelo matematico.

Portanto, a rede neuronal artificial com a seguinte arquitetura foi escolhida como
a de melhor desempenho: algoritmo de treinamento LM, 2 neurdnios na camada de
entrada, 6 neurdnios na camada intermediaria com func¢do de ativag¢do ‘tansig’, 1 neurdnio
na camada de saida com fun¢do de ativagdo ‘purelin’, fun¢do objetivo SEQ e algoritmo

de treinamento LM. A representacdo grafica desta ANN pode ser vista na Figura 5.2.
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Quadro 5.1 — Representagao da ANN treinada e selecionada como melhor desempenho,
com arquitetura 2-6-1, com fung¢do ativagdo na camada intermediaria tansig e purelin na
camada de saida, com algoritmo de treinamento LM e funcao objetivo SEQ.

Molar ratio—>
Temperature—>

5.2.2 Otimizac¢ao das variaveis simulada pela ANN

Com a ANN selecionada como a de melhor desempenho, prosseguiu-se com o
processo de otimizagao das variaveis de entrada para maximizar a variavel resposta, que
neste estudo € o grau de incorporacao de lipidios estruturados. Miotti Jr. et al. (2022)
demonstraram que, utilizando uma lipase imobilizada com atividade hidrolitica de 1870
U, o modelo polinomial de segunda ordem alcangou uma conversdo méaxima de 55.17 +
1.39 mol% de grau de incorporagao (ID) de &cido caprico, com condig¢des de entrada de
razdo molar 8:1 e temperatura de 45 °C. Na validacdo do modelo, conseguiram uma

conversio de 56.33 = 3.51 mol% ID.

Utilizando o modelo obtido pela ANN com os mesmos dados de Miotti Jr. et al.
(2022), a otimizagao resultou em uma conversdao maxima de 70,32 mol% ID, com um
ponto 6timo de razao molar de 6,7:1 e temperatura de 41 °C. A ANN obteve resultados
condizentes com as caracteristicas desejadas para o processo. A faixa de temperatura ideal
para a enzima utilizada neste estudo ficou entre 40-43 °C; acima de 45 °C, houve uma
diminui¢do na efetividade catalitica devido a possivel desnaturagdo da estrutura
enzimatica. Portanto, a ANN foi precisa na previsdo da temperatura ideal, o que também

pode aumentar a estabilidade da atividade enzimética para maior reutilizagao.

A razdo molar prevista na otimizagao, 6,7 de acido para 1 de 6leo, mostrou-se

ideal para o meio reacional, evitando interferéncia na atividade enzimatica causada por
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excesso de acidez, o que poderia resultar na inativagdo das enzimas e, consequentemente,

na reducgdo do grau de incorporagao.

Para validar o modelo gerado pela ANN, experimentos laboratoriais foram
conduzidos de acordo com a metodologia de Miotti Jr. et al. (2022), utilizando as
condicdes iniciais Otimas simuladas pela rede. Os experimentos foram realizados em
duplicata. E importante notar que pode haver variagdes na atividade enzimatica devido
ao processo de imobilizagdo. A ANN foi treinada com dados de atividade enzimatica de
1870 U e, na validacdo experimental, a enzima imobilizada apresentou uma atividade de

1872 + 37 U. Os resultados experimentais estdo detalhados na Tabela 5.3.

Tabela 5. 3 - Resultados normalizados com base na atividade enzimadtica para o processo
de otimiza¢do do grau de incorporacdo (%GI) com temperatura inicial ideal de 41 °C e
razao molar de 6,7:1 (acido:6leo).

Ensaios Razdo Molar Temperatura (°C) Grau de incorporagio (%)
1 6,7:1 41 61,3
2 6,7:1 41 60,1
3 6,7:1 41 61,6

Os resultados experimentais apresentados pela Tabela 5.3 obtiveram uma média
de 61% de grau de incorporagdo do acido caprico, indicando um valor méximo superior
ao previsto pelo modelo polinomial de 56% e validagcdo experimental (56%GI). Embora
o resultado experimental esteja abaixo da previsao da ANN, espera-se um maximo tedrico
de 66% de incorporacdo de &cido caprico, desde que o produto desejado mantenha as
propriedades estruturais de ter uma cadeia de carbono curta nas posi¢oes sn-1 e sn-3 e

uma longa na posi¢ado sn-2.

4

A regiosseletividade da lipase ¢ um fator determinante na produgido de Oleos
modificados para a industria alimenticia, pois ela pode substituir seletivamente cadeias
de carbono especificas nos triacilglicerdis, um nivel de especificidade que ndo ¢
alcancado pelos catalisadores quimicos. Valores proximos ao maximo tedrico foram
observados no trabalho de Bassan et al. (2019), onde a lipase comercial Lipozyme RM
IM foi usada na reacdo de acidélise com uma razdo molar acido-6leo de 7:1 a 69°C,
resultando em 61% de GI. De fato, um excesso de acido em relagdo ao 6leo usado nas

reagoes favorece o deslocamento do equilibrio quimico para a formagao do produto. No
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entanto, uma quantidade excessiva de acido organico pode comprometer a capacidade
biocatalitica da enzima (Nunes et al., 2012; Teceldo et al., 2012). Reduzir a temperatura
de 69°C para 41°C traz economia de custos energéticos quando ampliado para aplicagdes

industriais, o que contribui positivamente para a reducao de custos.

A ANN nao foi capaz de prever essa limitagdo, muito provavelmente devido a
falta de nimeros de amostras suficientes e dados de treinamento que nao mostraram essa
limitacdo. No entanto, a ANN demonstrou sensibilidade ao encontrar o ponto 6timo
dentro da regido estudada, simulando condig¢des do bioprocesso mais alinhadas com as
condi¢des ideais da enzima, indicando uma tendéncia melhor do que o modelo
polinomial. Portanto, a validagdao experimental do modelo gerado pela ANN indicou a
otimizacao do processo, reduzindo as condi¢des ideais indicadas pelo modelo polinomial

e maximizando o grau de incorporacdo, alcancando o objetivo desejado neste estudo.

5.3 Conclusoes

Os resultados obtidos pela ANN na busca pela otimizagdo da incorporagdo do
acido céprico na estrutura do triacilglicerol demonstraram sua eficiéncia na previsdao de
um modelo matematico, comparavel a um modelo polinomial de segunda ordem e a um
modelo de resposta de superficie. Além disso, o0 modelo proposto pela ANN sugere uma
razdo molar 4cido-6leo e temperatura de reagdo diferentes em relagdo ao modelo
polinomial. Através do modelo da ANN, foi possivel alcancar um aumento aproximado
de 5% no grau de incorporagdo na sintese de lipidios estruturados, utilizando uma razao
molar de 6,7:1 e uma temperatura de 41°C. Esses resultados destacam a promissora
utilizacdo da ANN na constru¢do de modelos matematicos para sinteses catalisadas por
enzimas, que apresentam um comportamento complexo e ndo intuitivamente previsivel
em comparagdo com catalisadores quimicos. Em continuidade ao trabalho de tese, os
resultados otimizados pela ANN foram utilizados para a producdo dos lipidios
estruturados em reatores de leito fixo e fluidizado, os quais sdo apresentados nos

Capitulos 6 ¢ 7.
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6. SINTESE DE LIPIDIOS ESTRUTURADOS EM REATOR DE
LEITO FIXO

109



6.1 Introducio

Apos os Reatores Tanques Agitados (STR s), os Reatores de Leito Fixo(PBRs)
sdo a segunda escolha mais comum em bioreatores para reagdes que envolvem lipases
imobilizadas (Remonatto et al., 2022). Os PBRs se caracterizam em uma coluna cujas
dimensdes em comprimento, largura e altura variam dependendo do tipo de operagdo
realizada. As enzimas sdo dispostas nessa coluna de forma compacta, assemelhando-se a
uma cama, dando origem ao nome “reator de leito fixo”. A mistura reacional passa por
esse leito fixo e a medida que a mistura reacional flui ao longo do comprimento do leito,
ela entra em contato com a enzima/catalisador, e ¢ transformada em um produto (Zhong
et al., 2020; Jadhav & Annapure, 2021; Remonatto et al., 2022). Assim como os STRs,
os PBR s podem operar nos modos de batelada e/ou continuo (de Paula et al., 2018;

Souza-Gongalves et al., 2023; Zhou et al., 2022).

Os PBRs s3o relativamente simples de construir ¢ dimensionar sendo
predominantes em reagdes continuas que envolvem lipases imobilizadas (Zhou et al.,
2022; Remonatto et al., 2022), com a vantagem adicional de permitir o reuso dos
biocatalisadores, ja que os derivados imobilizados permanecem no leito ao final do
processo (Utama et al., 2018; Guajardo et al., 2018; Balcao et al., 1996). Diferentemente
dos STRs, os PBRs estdo menos suscetiveis a problemas como o cisalhamento dos
biocatalisadores devido a auséncia de agitacdo mecanica. Isso resulta em alta estabilidade

dos catalisadores e uso prolongado (Remonatto et al., 2022; Zhou et al., 2022).

Adicionalmente, os PBRs sdo conhecidos por sua eficiéncia excepcional, sendo
capazes de operar com grandes volumes do leito catalitico, resultando em uma ampla area
de superficie por unidade de volume da reagdo e, consequentemente, gerando uma
elevada razao de enzima para substrato (Hamas et al., 2011; Remonatto et al., 2022). Essa
eficiéncia torna os PBRs uma op¢do econdmica para a producdo em larga escala de
lipidios estruturados. O substrato permanece tempo suficiente no leito para aumentar o
contato entre a enzima e o substrato, resultando em um maior grau de conversao (%).
Além disso, a recirculagao do substrato pelo leito de enzimas pode levar a uma conversao
(%) mais elevada, aprimorando a taxa de transferéncia de massa (Jadhav & Annapure,

2021).
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Diversas pesquisas exploraram a transicdo dos STRs em modo batelada para os
PBRs continuos em protocolos de sintese (Remonatto et al., 2022), resultando na bem-
sucedida produgdao de diversos compostos. De modo a exemplificar, Matte ¢
colaboradores (2016) conduziram uma comparacao de eficiéncia entre STRs de batelada,
PBRs continuos e reatores de leito fluidizado (FBRs) na sintese enzimatica de butirato de
n-butila. Por outro lado, um desafio presente em se trabalhar com reatores de leito fixo
estdo na perda de pressdo, embora possa ser reduzida com o aumento do tamanho das
esferas cataliticas que compdem o leito, o que promoveria a diminui¢do da compactagao
do leito, impactando na possibilidade de menor difusdo intramolecular (Gupta et al.,

2020; Remonatto et al., 2022).

Deste modo, este Capitulo tem por objetivo a construgao e caracterizagao do reator
de leito fixo, apresentando a determinagdo da distribuicao do tempo de residéncia do
reator e a proje¢do da sintese de lipidios estruturados em modo continuo. Assim, partindo
do principio da utilizacdo das condig¢des reacionais otimizadas pela rede neuronal em
reatores de tanque agitado para a transi¢do do modo de produgao dos lipidios estruturados

do tipo MLM em reatores de leito fixo.

6.2 Resultados e discussao

6.2.1 Teste tracador do tipo pulso e calculo da Distribuicio do Tempo de
Residéncia (DTR)

Do ponto de vista experimental, a Distribui¢do do Tempo de Residéncia (DTR) ¢
obtida pela introdugao imediata de um composto, chamado tragador, no reator no inicio
da reagdo, seguida pela monitorizagdo da concentragao desse tragador no efluente do
reator ao longo do tempo. O tracador deve ser uma substancia ndo reativa, de facil
deteccdo, com propriedades fisicas comparaveis aquelas da mistura reagente, além de ser

completamente miscivel na mistura (Fogler, 2009).

Inicialmente, foi estabelecida a construcdo da curva de concentracao do tracador
no meio reacional por meio da medigdo de sua absorbancia. Os experimentos foram
conduzidos utilizando o corante azul, de grau alimenticio da marca MIX®, que foi
dissolvido na concentracao de 1,5% (m/m) na mistura reacional. Isso possibilitou a

determinagao da concentragdo do tragador no efluente do reator ao longo do estudo da
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Distribuicdo do Tempo de Residéncia (DTR). A andlise inicial realizada no
espectrofotometro na faixa de luz visivel revelou que o pico de maior absorbancia para
esse corante estava localizado no comprimento de onda de 575 nm. Consequentemente,
foram feitas leituras subsequentes sob diferentes concentragdes da solugao do tragador na
mistura reacional, permitindo a constru¢do de uma reta que correlaciona a concentragao
do tracador com a absorbancia (conforme ilustrado na Figura 6.1). Isso possibilitou, por
conseguinte, a determinacdo da concentracdo do tragador no efluente do reator durante a

analise da Distribuicdo do Tempo de Residéncia (DTR).

Absorbancia
“O
wh
1
u

y =0,1094x - 0,0072
R2=0,993

0.0 T T T T T T T T
0,000 0,025 0,050 0,075 0,100

Concentragdo (g/mL)

Figura 6. 1 - Concentracao do tragador em mistura reacional em funcao da absorbancia.

A funcdo de distribui¢do do tempo de residéncia (DTR) foi determinada
experimentalmente conforme descrito pelo topico 3.4.15. Como a vazao volumétrica foi
constante, pode-se entdo calcular a funcdo da DTR E(t). Em reatores ideias, sem
caminhos preferenciais ou zonas mortas, o tempo médio de residéncia deve coincidir com
tempo espacial (Fogler, 2009), obtendo um pico de altura infinita e largura zero, como

apresentado pela Figura 6.2.
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Figura 6. 2 - Representa¢do da resposta de um fluxo constante a introdu¢do de um pulso
em um reator ideal, onde E(t) ¢ a fun¢do da Distribuicao de Tempo de Residéncia.
Quando trazemos a analise para um reator real, os caminhos preferencias e as
zonas mortas presentes no reator influenciam na passagem do meio reacional pelo reator.
Quanto maior for a quantidade de caminhos preferencias e de zonas mortas, maior sera a
diferenca entre o tempo médio de residéncia e o tempo espacial. Deste modo, a
representacdo grafica de E(t) em funcao do tempo para o tempo espacial de 1 ¢ 3 horas

sao apresentados na Figura 6.3.

Para estes ensaios o tempo médio de residéncia calculado foi de 22 horas para os
tempos espaciais de 24 horas. Foram utilizadas um bastdo de vidro e uma vareta de
aluminio para a acomodag¢do das particulas cataliticas dentro da coluna. Neste
procedimento, a vazao de alimentacdo era ligada apo6s a adicdo de cada 1 grama de
biocatalizador a coluna do reator, essa estratégia favoreceu a acomodagdo das particulas
e a estruturagdo do leito com a minimizagao de bolhas, de caminhos preferencias e de

compressao do leito.
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Figura 6. 3 - Distribuicao de Tempo de Residéncia para o reator de coluna de leito fixo
empregado na sintese de lipidio estruturado do tipo MLM.

Ao cuidar do empacotamento do leito, notamos que a diferenca entre a DTR e o
tempo espacial teve um erro de 8,33%, o que ¢ razoavel nesse tipo de teste com reatores
continuos de leito fixo. A Figura 6.3 mostras que o reator de coluna com leito fixo ndo ¢
perfeito, com a curva de Tempo de Residéncia (DTR) se espalhando um pouco, mas
mantendo um pico. Isso sugere que o tempo espacial e o tempo médio de residéncia sdo
bem proximos, indicando que ndo hé grandes desvios no fluxo ou mistura no leito, como

pode ser visto nas fotos do experimento na Figura 6.4, desde a injecdo do tragador.

Ao levar em conta esses resultados ¢ as ideias de Levenspiel (2000) e a sugestao
anterior, percebe-se uma coeréncia. A afirmagao de que o modelo de dispersao pode ser
usado sem problemas, gragas a boa adaptagdo aos dados, faz sentido a luz do que
observamos no experimento. O fato de o D/uLL permanecer abaixo de 1 para ambas as
condigdes reforga que o modelo é adequado, mesmo com a variabilidade esperada em
sistemas de leito fixo continuo. Essa concordancia entre a teoria e os resultados praticos

da confianca de que o modelo de dispersao funciona bem para o nosso reator.
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Figura 6. 4 - Foto do experimento para determinacdo da DTR demonstrando influéncia
de caminho preferencial na redu¢do do tempo de residéncia para o reator de coluna de
leito fixo empregado na sintese de lipidio estruturado do tipo MLM.

6.2.2 Sintese de lipidios estruturados do em reator de leito fixo

Conforme descrito no topico 3.4.9 a reagdo de sintese de lipidios estruturados do
tipo MLM seguiu as condi¢des de razdo molar de 1:6,7 e temperatura de 41 °C, conforme
determinado pela rede neuronal. Visando a transi¢do do reator de tanque agitado em modo
batelada para o reator de leito fixo em modo continuo, o tempo espacial de 24 horas foi
mantido para garantir o tempo de contato entre o meio reacional e o leito catalitico, assim
como para manter o mesmo tempo de contado proposto para o reator de tanque agitado.

A Figura 6.5 mostra o sistema reacional empregado na sintese de lipidios estruturados.
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Figura 6. 5 - Sistema reacional utilizando reator de leito fixo na sintese de lipidio
estruturado do tipo MLM em modo continuo.

Os resultados obtidos por esse sistema sdo apresentados na Tabela 6.1. Para esse
sistema, as amostras eram retiradas a cada 24 horas e analisados o grau de incorporacao
do 4cido céprico na estrutura do triacilglicerol. Os resultados mostram que, inicialmente
a adi¢do do 4cido caprico a estrutura do triacilglicerol foi baixa (4,0 + 0,35 %GI) quando
comparada as 24 horas de reacdo utilizando o reator de tanque agitado. Esse grau de
incorporagdo baixo era esperado, uma vez que o estado estacionario do reator ¢ atingido
a partir do 3 tempo espacial, assim como demonstrado por Miotti Jr e colaboradores
(2022), em que a conversao maxima do bioproduto catalisado por lipase ¢ atingida apds
a passagem de 3 tempos espaciais. Para este sistema reacional de leito fixo foi possivel
atingir maior grau de incorporagdo do acido céprico (61,37 + 2,19) apos 120 horas,
correspondendo ao quinto tempo espacial, mantendo esses valores até o sétimo tempo
espacial. Apos as 192 h de reagdo em estado estaciondrio, foi possivel observar a queda
de aproximadamente 5%, essa baixa no grau de incorporacdo pode estar associada a
desativagao da enzima imobilizada. Apos essa queda no grau de incorporagao foi decidido

pela interrupcao da alimentagdo do reator.
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Tabela 6. 1 - Composicao em acidos graxos (%) do lipidio modificado de 6leo de semente
de uva na reacdo de aciddlise com acido caprico em reator de leito fixo em modo continuo
ao longo de ciclos de 24 horas.

Acido 24h  48h 72h  9h 120h 144h 168h 192h
graxo (%)
c‘:;‘r‘ilgo 43+ 329+ 490+ 561+ 613+ 608+ 612+ 557+
0.3 2.0 2.1 37 2.1 1.9 1.0 29
(C:10)
pl‘:;'g;’co 119+ 69+ 68+ 69+ 12+ 29+ 22+ 74+
42 13 15 2.0 0.9 14 15 25
(C16:0)
es‘:‘:{:fi"c . 33F  29%  20% 16  24x  29x 27+ 36+
02 0.5 0.9 04 17 27 24 14
(C18:0)
‘?)f;?c" 236+ 187+ 127 103+ 76+ 83+ 86+ 96+
32 28 +5,1 26 03 0.6 1.1 3.5
(C18:1)
li‘:sl'g‘;o 525+ 377+ 220+ 194+ 148+ 153+ 158+ 274+
17 5.7 3.9 25 34 4.0 33 28
(C18:2)
. riféﬂ(i)co 37+ 33+ 49+ 50+ 85+ 98= 81+ 47+
3.8 0.9 25 1.0 28 36 23 02
(C18:3)
ari]c;‘l,i(;’ico 2+ 02+ 02+ 04+ 04+ 04 04+ 04+
02 02 02 0.1 0.1 +0.8 02 02
(C20:0)

Os resultados apresentados pela Tabela 6.1 sdo extremamente satisfatorios,
condizendo com o aumento do teor do acido céprico (%) com a diminui¢cdo dos demais
acidos graxos. E interessante notar que, as maiores porcentagem em acido graxos,
ignorando o 4cido caprico, sdo pertencentes ao dacido linoleico e linolénico
respectivamente com 15 e 9%. O aumento no teor do 4cido linolénico pode estar
associado a sua fixagdo na posi¢ao sn-2 do triacilglicerol, uma vez que, ao longo dos
ciclos reacionais de 24 horas, aumenta a substituicdo dos acidos graxos pelo acido
caprico, sendo que a lipase de Rhizopus oryzae atua preferencialmente nas posicoes sn-1
e sn-3 do triacilglicerol, mantendo o 4cido linolénico na estrutura do TAG. Conforme as

cadeias carbonicas laterais vao sendo substituidas por acido céprico, o 4cido linolénico
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por estar na posicdo mais interna se mantem intacto, aumentando sua porcentagem pelo

fato de ndo ser atacado pela lipase.

Com o objetivo de favorecer a transi¢do da sintese dos lipidios estruturados em
reatores de tanque agitado, operando em batelada, para reatores de leito fixo, operando
em modo continuo, nota-se que os valores de grau de incorporagdo do acido caprico
obtidos em reatores de leito fixo representaram, em dias, a utilizacdo de 5 ciclos dos
reatores de tanque agitado, ou seja, durante 5 dias seguidos, o reator de leito fixo foi capaz
de obter grau de incorporacao do acido céprico semelhante a uma sequéncia de 5 batelada
com o reator de tanque agitado. Isso ¢ traduzido em economia, uma vez que em escala
industrial, reatores operando em modo de batelada tendem a ser caros, devido a
necessidade de descarregar, recuperar enzimas, limpar e recarregar o reator antes de
iniciar uma nova batelada, o que constitui o chamado tempo de inatividade (Remonatto

etal., 2022).

A literatura apresenta excelentes trabalhos relacionados a producdo dos lipidios
estruturados do tipo MLM. Dentre eles encontra-se o trabalho apresentado recentemente
por Souza-Gongalves e colaboradores (2023). Os autores apresentam a produgdo de
lipidios estruturados de baixa caloria a partir do 6leo de bagaco de azeitona por meio da
acidolise com 4cidos graxos de cadeias médias (4cido caprilico e acido caprico). Para a
sintese foi utilizada lipases comercialmente imobilizadas de Thermomyces lanuginosus
(Lipozyme TL IM), e lipase de Rhizomucor miehei, (Lipozyme RM IM), em meio livre
de solventes a 40°C utilizando reatores de leito fixo de modo continuo. Os resultados
obtidos pelos autores demonstraram aproximadamente a conversao de 30% do novo TAG
utilizando acido caprilico e aproximadamente 50% de conversdo para o novo TAG
utilizando o acido céaprico apds 70 horas de reagdo catalisada por Lipozyme TL IM e de
aproximadamente 40% do novo TAG utilizando o acido caprilico e aproximadamente
60% do no novo TAG quando utilizado o 4cido céprico ap6s 70 horas de reacdo catalisada

por Lipozyme RM IM.

Outro trabalho reportando a produgao dos lipidios estruturados em reatores de
leito fixo de modo continuo ¢ apresentado por Cozentino e colaboradores (2020). Os
autores utilizaram 6leo de semente de uva para a reagdo de acidolise com acido céaprico
catalisada por lipases comercialmente imobilizadas de Rhizomucor miehei, (Lipozyme

RM IM). Os resultados obtidos pelos autores foram de aproximadamente 30% de
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incorporagdo do acido caprico a estrutura do TAG ao longo de 120 horas operacionais da
reacdo. Outro dado importante apresentado pelos autores foi a estabilidade operacional
do biocatalisador, com meia-vida de 209,64 horas para o reator de leito fixo ¢ um

coeficiente de desativacdo de 0,0061 por hora.

O trabalho apresentado por Wang e colaboradores (2012) ¢ utilizado como
referéncia a outros trabalhos que visam a sintese de lipidios estruturados e também foi
citado nos trabalhos anteriormente mencionados neste topico. Assim, fazendo necessaria
a sua apresentacdo e comparagdo com os resultados obtidos neste presente trabalho.
Inicialmente, Wang e colaboradores (2012) propuseram a sintese de lipidios estruturados
do tipo MLM com o6leo de canola em reagdo de acidoélise com acido caprilico. Os autores
utilizaram trés tipo de lipases comercialmente imobilizadas (Lipozyme RM IM,
Novozym 435 e Lipozyme TL IM) variando a razdo molar entre 6leo e acido caprilico
entre 1:2 a 1:6 em diferentes temperaturas (30-60 °C) em frascos de fundo redondo. Em
suma, a Lipozyme RM IM demostrou a maior capacidade de incorporagdo o acido
caprilico na estrutura do 6leo de canola em um sistema livre de solventes. O lipidio
estruturado obtido com proporcao molar de 1:4 (6leo de canola/acido caprilico), carga de
enzima de 10%, tempo de reagdo de 15 horas e temperatura de 55°C contendo

aproximadamente 45% acido caprilico.

Na busca em contribuir com o avango tecnoldgico dentro dos processos de sintese
de lipidios estruturados, os resultados obtidos no Capitulo 6 convergem para o progresso
cientifico. Diferente dos trabalhos apresentados, os quais utilizam lipases comercialmente
imobilizadas, grande destaque ¢ dado a capacidade do biocatalisador elaborado em
bancada, utilizando técnica simples de imobilizagdo, demonstrar-se capaz em sintetizar a
reacdo de aciddlise dos lipidios estruturados do tipo MLM tio bem quanto os
biocatalisadores imobilizados comercialmente. Deste modo, sendo capaz de incorporar
aproximadamente 60% de 4cido céaprico a estrutura do triacilglicerol, correspondendo a
mais de 90% de conversdao em um novo TAG. Adicionalmente, o sistema reacional
desenvolvido neste capitulo foi capaz de manter operando por 192 h, das quais 120 h
operou em incorporacdo maxima do acido caprico, sendo que, em termos comparativos
com o trabalho anteriormente publicado pelo nosso grupo de pesquisa, Cozentino e
colaboradores (2020) atingiram o maximo de 30% de incorporacao em 120 horas. Outro

destaque se da ao tempo de meia-vida do biocatalisador, obtendo aproximadamente 60
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horas e constante de desativagdo com valor de 0,0125 horas. A menor capacidade de
manter a atividade catalitica por um periodo prolongado pode ser atribuida a diversos
fatores, que incluem o método de imobilizacdo empregado, o suporte de imobilizagao
selecionada e as condigdes reacionais as quais o sistema foi submetido (Remonatto et al.,

2022).

O trabalho de Wang e colaboradores (2012), por mais que tenha sido realizado em
reator de tanque agitado, apresenta o estudo da influéncia da razdo molar entre 6leo e
acido. Os autores apresentam um aumento no grau de incorporacdo com o aumento da
razao molar. Por outro lado, quando a razdo molar atinge a proporcao de 1:5, nao reflete
aumento expressivo no grau de incorporacao. No entanto, para lipases de fontes diferentes
e imobilizadas por métodos diferentes, a razdo molar de 1:6,7 demonstra coeréncia com

os resultados apresentados por Wang e colaboradores (2012).

6.3 Conclusoes

A construgdo do leito fixo por mais que tenha apresentado caminhos preferencias,
foi capaz de atingir valores da DTR proximos ao valor teorico do tempo espacial,
demonstrando apenas 8% de erro entre os valores. Assim, sendo capaz de ser utilizado
como sistema reacional funcional para a sintese de lipidios estruturados. Deste modo, os
resultados obtidos pelo sistema de reator de leito fixo utilizando as condigdes reacionais
otimizadas pela rede neuronal demonstraram eficiéncia na sintese de lipidios estruturados
do tipo MLM. Esses resultados foram capazes de atingir aproximadamente 60% de
incorporagdo do 4cido caprico, correspondendo a conversao de 90% do substrato em novo
TAG. O biocatalisador demonstrou promissor na producdo dos lipidios estruturados
sendo comparado a efetividade de sintese de biocatalisadores imobilizados
comercialmente. Adicionalmente, o sistema reacional foi capaz de manter operante com

elevado grau de incorporacao por 120 horas continuas.
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7. SINTESE DE LIPIDIO ESTRUTURADO EM REATOR DE
LEITO FLUIDIZADO.
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7.1 Introducio

Em continuidade em explorar os diferentes tipos de reatores, os Reatores de Leito
Fluidizado (FBR s) torna-se o alvo deste capitulo. Os Reatores de Leito Fluidizado
(PBRs) sdo essencialmente um reator de leito fixo, no entanto o que difere de um reator
de leito fixo ¢ o efeito de mistura entre particulas cataliticas e meio reacional com
comportamento de um unico fluido quando a vazao de alimentacdo ¢ suficientemente alta

para colocar as particulas cataliticas em suspensao (Biniaz et al., 2021).

Esse tipo de configuracdo de reator ainda vem sendo pouco apresentado na
literatura para a sintese de lipidios estruturados, abrindo oportunidades para serem
exploradas. Assim, os reatores de leito fluidizado apresentam vantagem quando
comparado ao reator de leito fixo. Essas vantagens sao apresentadas como a redugdo da
variacdo na pressao em altas taxas de fluxo de alimentagdo, evitando a formacao de

gradientes de concentracdo (Willis et al., 2020).

Uma caracteristica notavel desses reatores ¢ a capacidade de operar com cargas
de enzimas substancialmente reduzidas, uma vez que um espago livre ¢ essencial para
manter a suspensao das enzimas e do suporte (Osorio et al., 2009; Remonatto et al., 2022).
Embora cargas de enzimas menores possam demandar tempos de reacdo mais longos,
muitas vezes essa desvantagem ¢ compensada pela aceleragdo da reagdo decorrente de
uma transferéncia de massa facilitada (Jadhav & Annapure, 2021). No caso de meios
viscosos, como 0leos, a fluidizacdo minimiza problemas de obstrugdo e reduz a pressao
sobre a matriz da coluna, uma preocupacdo recorrente em reatores de leito fixo
(Remonatto et al., 2022; Jadhav & Annapure, 2021; (Hidayat et al, 2016). Em
comparagdo com os Reatores de Tanque Agitado em Batelada (BSTRs), os Reatores de
Leito Fluidizado (FBRs) impdem um estresse mecanico reduzido sobre o catalisador,
tornando esse tipo de equipamento especialmente vantajoso para reagdes de catilise
enzimatica. Isso se traduz em uma melhoria da estabilidade operacional dos catalisadores

(Balcao et al., 1996; Poppe et al., 2015; Remonatto et al., 2022).

Deste modo, este Capitulo tem por objetivo a construcao e caracterizacao do reator
de leito fluidizado, apresentando os ensaios de expansao do leito catalitico, a velocidade
minima de fluidizacdo, a proje¢do do tamanho ideal da coluna, o estudo cinético e a

obteng¢ao do lipidio estruturado com grau de incorporagdo maximo. Assim, partindo do
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principio da utilizagdo das condig¢des reacionais otimizadas pela rede neuronal em
reatores de tanque agitado para a transi¢do do modo de produgao dos lipidios estruturados

do tipo MLM em reatores de leito fluidizado.

7.2 Resultados e discussao

7.2.1 Ensaio de expansao do leito em reator fluidizado utilizando lipase

imobilizada em Diaion™ HP-20

O conceito mais trivial ao descrever um reator de leito fluidizado € ser um sistema
que utiliza um reator de coluna ao qual o meio reacional flui por entre o leito. No entanto,
o que difere de um reator de leito fixo ¢ o efeito de mistura entre particulas cataliticas e
meio reacional com comportamento de um unico fluido quando a vazao de alimentagdo
¢ suficientemente alta para colocar as particulas cataliticas em suspensao (Biniaz et al.,

2021).

O efeito de fluidizacdo das particulas cataliticas proporcionam uma melhor
mistura e distribuicao do biocatalisador. Essa melhoria contribui para a redugdo da queda
de pressdo frequentemente observada em reatores de leito fixo, diminuindo os riscos de
obstrucdo da coluna, a formacdo de caminhos preferenciais e a compactagdo do leito
catalitico (Remonatto et al., 2022). Deste modo, para determinar a altura minima da
coluna de reator de leito fluidizado realizou-se, entdo, o teste de expansao de leito. O
ensaio consistiu na utilizacdo de uma coluna de vidro encamisada de 210 mm de altura,
14 mm de didmetro interno e 32 mL de volume com 5 gramas de biocatalisador. Nestes
ensaios de expansao de leito foram utilizados trés carregamentos enzimaticos diferentes,
os quais foram mantidas fixa a quantidade de 1 grama de suporte de imobilizagao
(Diaion™ HP-20) e o carregamento enzimatico variando entre 0,3, 0,5 e 1,0 grama de p6
enzimatico de lipase de Rhizopus oryzae. O meio reacional utilizado foi a mistura entre
6leo de semente de uva e acido caprico na razao molar de 1:7 respectivamente. A tabela
7.1 exibe as variagdes na altura do leito em relagdo a taxa de alimentacdo em um fluxo

ascendente.
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Tabela 7. 1 - Altura do leito fluidizado em funcdo do carregamento enzimadtico e da
vazao.

Altura do leito (cm)

Vazio 03¢g 05g 1,0g
(mL/min) carregamento carregamento carregamento
enzimatico enzimatico enzimatico

0,0 11,3 11,0 10,6
0,5 12,5 12,0 11,4
1,0 13,0 12,8 12,5
2,0 15,0 14,8 14,0
2,5 16,4 15,9 15,3
3,0 19,0 18.4 17,5
3,5 21,0* 19,6 18,4
4,0 21,0* 20,3 19,1
4,5 21,0* 21,0 20,6
5,0 21,0* 21,0%* 21,0

*altura maxima da coluna com fuga do biocatalisador

Conforme apresentado pela Tabela 7.1, a expansao do leito catalitico ocorre em
fun¢do do aumento da vazao, o que ja era esperado, uma vez que maior a vazao (Q) maior
¢ a velocidade superficial do fluido (v), correspondendo a um aumento da porosidade do
leito (¢). Adicionalmente, pode-se observar que ao aumentar o carregamento enzimatico,
consecutivamente aumentando a densidade do catalisador, ocorre o aumento da altura do
leito de forma menos intensa quando comparada ao carregamento de menor teor
enzimatico em mesma vazao. O aumento do leito menos intenso para o carregamento
enzimatico de maior densidade também era esperado, pois a densidade das particulas
cataliticas ¢ um fator dependente na porosidade do leito juntamente com sua altura. Isso
torna-se mais evidente em vazdes superiores a 3,0 mL/min, notando-se a expansao do
leito catalitico atingir a altura méaxima da coluna para o carregamento enzimatico de 0,3
g de po enzimatico. Este comportamento também foi observado para os outros

carregamentos enzimaticos como o ensaio utilizando 0,5 g de enzima, atingindo altura
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maxima da coluna com vazdes superiores a 4,5 mL/min e em vazdes maiores que 5,0

mL/min quando utilizado o carregamento de 1 g de enzima.

No caso observado pelo sistema, o aumento da produtividade seria inviavel com
o simples aumento da vazdo quando superior a 3,5 mL/min, como apresentado pelo
sistema utilizando 0,3 g de carregamento enzimatico, pois o aumento da altura do leito
proporcionava a fuga das particulas cataliticas no topo do reator. Haja visto que o mesmo
efeito acontecia de forma andloga para os carregamentos de 0,5 ¢ 1,0 g em suas

respectivas vazdes limitantes de 4,5 ¢ 5,0 mL/min.

Tabela 7. 2 - Porosidade do leito fluidizado em fun¢do de cada carregamento enzimatico
e da vazao de alimentagao.

Porosidade do leito

Vaziao 03¢ 05¢g 1,0g
(mL/min) carregamento carregamento carregamento
enzimatico enzimatico enzimatico
0,0 0,754 0,764 0,805
0,5 0,778 0,783 0,819
1,0 0,786 0,797 0,834
2,0 0,815 0,824 0,852
2,5 0,831 0,837 0,865
3,0 0,854 0,859 0,882
3,5 0,868 0,867 0,888
4,0 0,868 0,872 0,892
4,5 0,868 0,876 0,900
5,0 0,868 0,876 0,901

A partir dos valores obtidos pela Tabela 7.1 foi possivel calcular a porosidade do
leito (¢) em fungao das vazoes utilizadas. Deste modo, foi possivel calculas a porosidade
inicial do leito catalitico (eo), ou seja, aquela na auséncia fluidizagdo (equagdo 10, capitulo
3.4.18), foi possivel calcular a porosidade do leito catalitico nos trés diferentes

carregamentos enzimaticos (Tabela 7.2).

127



Pelos resultados apresentados pela Tabela 7.2, foi possivel observar que a
porosidade do leito catalitico sofre efeitos em funcao da vazao de alimentacao do reator
e do carregamento enzimatico, quanto maior a vazao, maior a porosidade, assim como
maior o carregamento enzimatico. Portanto, para ser determinada o valor da altura
minima(hmin) da coluna para uma tUnica passagem do meio reacional no reator de leito
fluidizado, sdo necessarios a determinagdo de alguns pardmetros, como: coeficiente de
expansdo (n); velocidade terminal da particula corrigida pelo efeito de parede da coluna

(ve); vazao minima (Qmin); € o tempo espacial desejado (0).

Os resultados experimentais para a determinagdo dos parametros anteriormente
mencionados sdo apresentados na Tabela 7.3. para cara um dos carregamentos

enzimaticos.

Tabela 7. 3 - Valores do coeficiente de expansao (n), velocidade terminal da particula
(vtc), da vazdo minima (Qmin) e altura minima (hmin) para cada carregamento
enzimatico.

0Sg
03¢g 1,0¢g
carregamen
carregamento carregamento
to
enzimatico enzimatico
enzimatico
coeficiente de expansiao (n) 0,055 0,054 0,044
velocidade terminal da
particula
. 0,816 0,823 0,853
(Ut ; cm/min)
Vaziao minima (Qmin ; mL/min) 1,237 1,249 1,301
Altura minima da coluna
15,342 15,305 15,120

(hmin 5 m)

Conhecendo os valores de coeficiente de expansao (n), a velocidade terminal da
particula corrigida pelo efeito de parede da coluna (vi), a vazdo minima (Qmi), a
porosidade minima (emin) € utilizando do tempo espacial de 24 horas, tempo obtido para

o grau de incorporacao de 4cido caprico de aproximadamente 60% em reator de leito fixo
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e no reator de tanque agitado, foi utilizada a equagao (15) a partir das equacdes (11) e

(12) e (13) para se determinar a altura minima da coluna do reator de leito fluidizado.

h-mz’n -

i T Qmm
T D? - Emin
(s)

A Tabela 7.3 apresenta a altura minima da coluna sendo de 15 metros. A
construg¢do e toda operacdo para colocar em funcionamento deste reator tornam-se
inviavel para essas condigdes reacionais. O problema enfrentado ao se utilizar o sistema
apresentado anteriormente estdo atrelados a dois fatores. O primeiro é a grande
quantidade de enzima imobilizada a ser utilizada neste reator. O segundo fator ¢ a relagao
entre a vazao necessaria para se manter a fluidizacao do leito catalitico, de modo que
mantenha tempo de contato suficiente entre o meio reacional e a superficie do catalisador.
Ao tentar satisfazer a relacdo de tempo de contato entre o meio reacional com o
catalisador, pode-se pensar na estratégia de vazoes menores, o que refletiria em um tempo
espacial maior. No entanto, ndo ¢ possivel garantir que haja energia suficiente para o
favorecimento da fluidizagdo dos catalisadores, apresentando assim um comportamento
de reator de leito fixo, o que foge da proposta em realizar a incorporacao do &cido caprico

no Oleo de semente de uva em reator de leito fluidizado.

Para superar este obstaculo, foi proposto a recirculagdo do meio reacional do
reator. Deste modo, o meio reacional que retorna ao tanque de alimentagdo,
proporcionado uma nova passagem pelo leito catalitico fluidizado, assim aumentando o
tempo de contado entre os reagentes e o biocatalisador. Desta forma, o sistema para a
sintese de lipidios estruturados do tipo MLM em reator de leito fluidizado foi idealizado

de acordo com a Figura 7.1.
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Figura 7. 1 - Sistema de reator de leito fluidizado operando com reciclo na sintese de
lipidios estruturados do tipo MLM em camara de temperatura controlada

7.2.2 Ensaio cinético da sintese dos lipidios estruturados em reator de leito fluidizado

Para a sintese dos lipidios estruturados do tipo, o reator utilizado consistia em uma
coluna de vidro encamisada de 210 mm de altura, 14 mm de didmetro interno e¢ 32 mL de
volume total. Neste primeiro ensaio foi utilizado 5 g de derivado imobilizado. O
carregamento utilizado de lipase de Rhizopus oryzae foi de 0,5g para cada grama de
suporte de imobilizagdo (Diaion™ HP-20). A atividade hidrolitica foi de 1765 + 52 U/g
com 5,2% de umidade. O meio reacional e a temperatura seguem conforme anteriormente

ajustado pela rede neuronal (Capitulo 5).
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A vazdo da bomba de alimentacdo do reator foi ajustada para valores de 1 a 5
mL/min, sendo monitorado o grau de incorporagdo. A cada 24 horas, aliquotas de 3 mL
de amostra eram retiradas do sistema para posterior analise de incorporagao do acido
caprico, sendo recolocado o volume retirado com a mistura do tempo zero do processo.
A retirada de aliquotas fora mantida até que a porcentagem de incorporagdao do acido
caprico mantivesse constante. Os valores de incorporagao do acido caprico em funcao do

tempo e da vazdo de alimentacdo estdo apresentados na Tabela 7.4.

Tabela 7. 4 -Valores de incorporagao do acido caprico em porcentagem (% GI) em funcao
do tempo de reagdo e respectivas vazdes para o carregamento enzimatico de 0,5 gramas.

Tempo Vazao (mL/min)

(horas) 1 2 3 4 5
0 0 0 0 0 0
24 27,1+£23 29,8 +3,2 36,1 £33 44,6 +3,9 43,8 £2,0
48 40,9 3,1 43,4 £3,1 52,3+3,0 56,7+ 1,1 59,0 +3,2
72 48,2+2,9 49,3 +2,0 544+29 57,6 +2,5 582 +3,5
96 54,7+2.4 553+1,9 58,7+2,6 58,0+23 59,8 +2.4

Durante as 96 horas continuas de reacgdo, o grau de incorporacao do acido céprico
variou de 27,12 £2,34 a 59,87 + 2,44 %GI, sendo respectivamente as primeiras 24 horas
em vazao de 1 mL/min e as 96 horas em vazao de 5 mL/min. Analisando individualmente
cada coluna (Vazao) da Tabela 7.4, € possivel afirmar que o grau de incorporagao (% GI)
¢ dependente do tempo de exposi¢do efetiva do meio reacional ao leito catalitico, ou seja,
quanto maior o tempo de contato efetivo com a superficie do catalisador, maior sera a
incorporagao do acido caprico. Esse efeito fica mais evidente quando se fixa um tempo
reacional e variam-se as vazdes de alimentagdo. A medida que a taxa de alimentagdo
aumenta, a taxa de incorporagao também se eleva; essa relagdo estd associada aos efeitos
de transferéncia de massa que ocorrem entre o meio reacional e o microambiente na
superficie do catalisador. (Remonatto et al., 2022; Poppe et al., 2015). Logo, com maiores
vazdes, ha maior movimentacdo do meio entre o leito catalitico, esse aumento na
movimentagao influencia na diminuicao da camada de fluido estagnado na superficie do

biocatalisador, com a diminuigdo dessa camada limite hd o favorecimento da
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transferéncia de massa, resultando no aumento do grau de incorporagdo (Remonatto et
al., 2022; Cabral et al. 2003). A Figura 7.2 ilustra o perfil cinético corresponde ao grau

de incorporagdo do acido caprico apresentado pela Tabela 7.4.
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Figura 7.2 - Perfil cinético da sintese de MLM em funcdo da vazdo de
alimentacdo e do tempo em reator de leito fluidizado.

Com a Figura 7.2, reforca-se a evidente de que o tempo necessario para atingir a
saturacdo do triacilglicerol com a incorporacao do acido céprico nas posigdes sn-1 e sn-3
€ menor para vazdes maiores, sendo possivel atingir um platd de incorporagao em 48
horas de reagdo para o sistema utilizando a vazdo de 5 mL/min. O méaximo teorico de
incorporagdo do acido céaprico nas posi¢oes sn-1 e sn-3 da estrutura do triacilglicerol sdo
de 66%. Deste modo, ao calcular o rendimento de incorporagdo para o lipidio estruturado
formado a partir da sintese utilizando 6leo de semente de uva e acido caprico a partir da
equagdo (14), tem-se um rendimento de aproximadamente 90% de formagao de um novo

triacilglicerol para o sistema em leito fluidizado.

Rendimento (0/ ) Quantidade real do produto
0 =

.100% (16)

Quantidade teoérica do produto

Os resultados deste estudo demonstraram a eficacia do sistema proposto na sintese

dos lipidios estruturados, destacando-se na formacdo desse novo triglicerideo.
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Comparativamente ao trabalho de Souza-Gongalves e colaboradores (2023), em que foi
utilizado reator de leito fluidizado para a sintese continua de lipidios estruturados MLM
ou MLL, observou-se que a taxa de conversao para a formagao dos novos triglicerideos
atingiu cerca de 50-60%. Este processo utilizou a técnica de aciddlise com acido caprico
em azeite de bagago de azeitona e operou por um periodo de 70 horas. E importante
salientar que foram empregadas lipases imobilizadas comercialmente, nomeadamente
Lipozyme TL IM e Lipozyme RM IM, devido a sua significativa capacidade catalitica na

sintese por via acidolitica.

O perfil cinético de cada vazdo apresentado anteriormente (Figura 7.2) foi
ajustado linearmente para determinar o tempo necessario de reacdo para atingir os 60%

de incorporagao do 4cido caprico, sendo apresentado pela Figura 7.3.

85
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horas)

Tempo

Figura 7. 3 - Ajuste linear do tempo necessario para cada vazdo atingir 60% de
incorporagao de acido caprico em 100g de meio reacional.

Conforme ilustrado pela Figura 7.3, quanto menor a vazao, maior serd o tempo
reacional para atingir os 60% de incorporacdo, destacando o tempo minimo de 48 horas
de tempo reacional para a vazao de 5 mL/min. Ao extrapolar a equagdo da reta ajustada
para esse modelo, foi possivel calcular com o tempo reacional de 24 horas a vazao

necessaria para que as 100 gramas de meio reacional atinjam a incorporagdo 60%. O valor
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tedrico necessario seria de aproximadamente 7,5 mL/min. Em vista deste valor tedrico,
seria possivel atingir esse nivel de saturagdo aumentando a produtividade, uma vez que o
tempo de trabalho seria reduzido pela metade. No entanto, por mais que o aumento da
vazao influencie positivamente na incorporacdo do acido, para este modelo de reator e
catalisador, torna-se invidvel o trabalho em vazdes maiores que 5 mL/min, pois a
expansdo do leito atinge alturas que ultrapassam a altura do reator, acarretando na fuga
de particulas cataliticas pelo topo. Por outro lado, outras estratégias para que haja ganho
em produtividade e % de incorporagdo do acido caprico sao presentes neste trabalho e sdo

apresentadas no topico 7.2.4.

7.2.3 Efeito do carregamento enzimatico na sintese de MLM em reator de leito

fluidizado

Com o objetivo de melhorar a eficiéncia da sintese de lipidios estruturados do tipo
MLM, seja aumentando a quantidade de acido caprico incorporada, reduzindo o tempo
de reacao ou minimizando a quantidade de enzima necessaria como catalisador, o plano
estratégico deste topico consistiu, inicialmente, em comparar a cinética entre duas
condicdes de carregamento enzimatico. Uma delas envolveu 0,5 gramas de enzima por
grama de suporte de imobilizagdo, e a outra utilizou 0,3 gramas de enzima por grama de
suporte de imobilizacdo. Os experimentos foram conduzidos seguindo o mesmo
procedimento mencionado anteriormente (topico 7.2.2) em vazdes de 1 a 3 mL/min
retirando aliquotas de 3 mL para andlise do grau de incorporagdo a cada 24 horas. O
volume da aliquota removida foi reposto com o meio reacional do tempo zero de reagao.
Os valores de incorporacdo do acido caprico em fungdao do tempo, carregamento

enzimatico e da vazio de alimentacao estdo apresentados na Tabela 7.5.
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Tabela 7. 5 - Valores de incorporagao do acido caprico em porcentagem (%GI) em fun¢do
do tempo de reacdo e respectivas vazoes para o carregamento enzimatico de 0,3 gramas.

Tempo Vazao (mL/min)

(horas) 1 2 3
0 0 0 0
24 23,0+3,2 32,1+1,3 34,6 £3,1
48 352+20 418+2)5 46,6 + 2,8
72 472 +1,6 50,2+3,3 56,1 £1,1
96 55,5+3,0 564+24 58,1 £2,1

Os ensaios correspondentes da Tabela 7.5 apresentaram uma variagdo na
incorporagao do acido caprico de 23,04 £ 3,22 a 58,19 + 2,15, sendo respectivamente as
primeiras 24 horas em vazao de 1 mL/min e as 96 horas em vazao de 3 mL/min. Para
estes ensaios nao foram observadas a fuga de particulas de catalisadores pelo topo do
reator. Novamente, a Tabela 7.5 apresenta um aumento do grau de incorporagao ao longo
do tempo para uma vazao fixa e um aumento do grau de incorporagdo com o aumento da
vazdo. Esse comportamento de incorporagdo era esperado, uma vez que para o
carregamento de 0,5 gramas de enzima foi observado um comportamento analogo ao da
Tabela 7.4. Em vista disso, a Figura 7.4 foi elaborada para melhor visualizacdo do
comportamento cinético da sintese do lipidio estruturado do tipo MLM, comparando-se

os carregamentos empregados.

A Figura 7.4 ilustra a comparagao do perfil cinético do grau de incorporagao do
acido caprico entre os carregamentos enzimatico de 0,3 e 0,5 gramas de enzima ao longo
do tempo em funcdo da vazdo de alimentacdo. Destaca-se para esse comparativo de
carregamentos a semelhanca do perfil entre os dois carregamentos, independes da vazao
aplica nos ensaios. Isso demonstrou que o menor carregamento foi capaz de atingir
valores de incorporagdo entre 55 e 58% em média de acido caprico no total das 96 horas

de reacao.

Ao se objetivar a implementagdo desse tipo de sistema reacional em escala
industrial, a reducdo de carga enzimatica acaba por se tornar uma estratégia valorosa para

reducgdes de custos globais do processo. O custo do biocatalisador em um processo ¢
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responsavel por aproximadamente 75% dos custos totais, sendo o restante divididos entre
10% de equipamentos e 15% de trabalho laboral (Tufvesson et al., 2011; Hasan et al.,
2006; Cvetnic et al., 2023). Aparentemente a redugdo de 0,2 gramas de enzima possa
parecer insignificante para um ensaio inicial de bancada, no entanto, para um mercado
que movimentou USD 425.0 milhdes em 2018 e que esta projetado a atingir USD 590.2
milhdes em 2023, a otimizacdo desse recurso pode impactar em manter a planta de um

projeto no papel ou de colocé-la em operagao.

A Figura 7.4 ainda enfatiza o aumento da taxa em que o grau de incorporagdo
atinge durante as primeiras 24 horas. Nota-se que, a diferenga entre a porcentagem em
mols do acido caprico nas primeiras 24 horas para a vazao de 3 mL/min ¢é de
aproximadamente 11 mols% a mais de incorporagdo quando comparada ao ensaio com
vazdo de alimentacdo de 1 mL/min. Evidenciando mais uma vez a dependéncia entre a

capacidade de incorporagao do acido caprico com a vazao de alimentagao.
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Figura 7.4 - Comparacdo entre o perfil cinético da sintese de MLM utilizando
carregamento enzimatico de 0,3 e 0,5 gramas de enzima em reator de leito fluidizado.
Cinética de incorporacdo do acido céprico. a) vazao de ImL/min, b) vazao de 2mL/min e
¢) vazao de 3mL/min.

No entanto, o maximo teérico de 66% de grau de incorporagdo do acido caprico
ainda ndo foi atingido. Deste modo, o préoximo passo desenvolvido neste trabalho,

baseado nas analises anteriores de vazao de alimentacao, foi utilizar da melhor condi¢ao

de vazdo (3 mL/min), alterando somente o carregamento enzimatico na composi¢ao do
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biocatalisador. Assim, o proximo ensaio foi proposto com a utiliza¢ao de 1,0 gramas de
carregamento enzimatico com a finalidade de investigar se o grau de incorporagao de

acido caprico e sua taxa de incorporacao sofrem efeitos por influéncia do carregamento.

Portanto, nesta etapa, o experimento foi realizado seguindo os mesmos conceitos
anteriormente mencionados, fixando-se a vazdo de alimentagdo em 3mL/mim e
carregamento enzimatico de 1,0 grama de enzima. Os resultados deste experimento estao

apresentados na Tabela 7. 6.

Tabela 7. 6 - Valores de incorporagdo do 4cido caprico em porcentagem (% GI) em
fun¢do do tempo de reacdo na vazdo de alimentacdo de 3 mL/min para o carregamento
enzimatico de 1,0 gramas.

Tempo Grau de incorporac¢ao
(horas) (%GI)

0 0

24 48,1 £2,7

48 573+2,5

72 653+24

96 66,1 +1,5

Os ensaios correspondentes da Tabela 7.6 apresentaram varia¢do na incorpora¢ao
do acido céprico de 48,13 = 2,73 a 66,14 £ 1,57, sendo respectivamente as primeiras 24
e as 96 horas em vazdo de 3 mL/min. Com este ensaio foi possivel atingir o méximo
teorico de incorporacao de acido caprico na estrutura do triacilglicerol. Nao obstante, ao
descrever que o efeito do carregamento enzimatico € fator que influencia no grau de
incorporagao do acido caprico, seria intuitivo pensar que isso ocorreu pois, quanto maior
a quantidade de enzima presente, maior sera sua atividade, consequentemente, maior e

mais rapida sera a incorporagao do 4cido caprico.

Quando comparado aos resultados recentemente publicado pelo nosso grupo,
Remonatto e colaboradores (2023) apresentam a sintese de lipidios estruturados do tipo
MLM por acidolise enzimatica do 6leo de algodao e acido céprico (C10) catalisado por
Lipozyme RM IM (lipase de Rhizomucor miehei) em reator de leito fluidizado com
temperatura de 45 °C, razdo molar 6leo:acido de 1:4 e com reciclo, obtendo 40% de

incorporagdo do dacido céprico em aproximadamente 17 horas. De fato, a lipase
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comercialmente imobilizada demonstrou capacidade de incorporar elevado teor de acido
caprico em poucas horas. Continuamente na busca de contribuir com o avango da sintese
de lipidios estruturados do tipo MLM, os valores obtidos pela Tabela 7.6 sao convergentes
para a melhora no aumento da conversio em novos TAG, correspondendo a
aproximadamente 99% de conversdo. Esse aumento do grau de incorporacdo estd
possivelmente correlacionado a diferenca entre os métodos de imobilizagdao, a fonte
provedora da lipase e as condi¢des reacionais envolvidas no processo, uma vez que o
excesso de acido caprico tem demonstrado o deslocamento da sintese para a formacao
dos produtos de interesse (Hasan et al., 2009; Li et al., 2012; Cabral et al., 2003;
Remonatto et al., 2022).

A Figura 7.5 ilustra o perfil de incorporacdo entre os diferentes carregamentos

enzimaticos na vazao de 3 mL/min.
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Figura 7. 5 - Comparacdo entre o perfil cinético da sintese de MLM utilizando
carregamento enzimatico de 0,3, 0,5 e 1,0 gramas de enzima em reator de leito fluidizado
com vazao de alimentagdo de 3 mL/min.

A Figura 7.5 apresenta o efeito da influéncia do carregamento enzimatico na
incorporagdo do acido céprico. Comparando a taxa de incorporagdo do acido caprico nas
primeiras 24 horas, observa-se que o carregamento de 1,0 grama de enzima atingiu
valores maiores que os demais carregamentos, fornecendo valor préximo aos 50 % de

incorporacdo. Dentro da otica em que, utilizada a mesma massa de biocatalisador, o
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mesmo tempo reacional e o mesmo volume de substrato, pode-se afirmar de maneira
direta que ocorreu um aumento na produtividade com o aumento do carregamento
enzimatico, o que possivelmente nao esta diretamente relacionado ao aumento da
produtividade por massa de enzima. Para fazer tal afirmacdo sdo necessarios os célculos

de produtividade por grama de enzima.

Embora o aumento do carregamento enzimatico tenha refletido no aumento da
taxa de incorporacdo nas primeiras 24 horas e alcangado o maximo teodrico de 66% de
incorporacdo em 72 horas, ndo ¢ possivel afirmar que isso ocorreu devido ao aumento da
atividade catalitica, uma vez que ndo ha diferenca significativa entre os derivados
imobilizados utilizando 0,3 a 1,0 grama de enzima por grama de suporte de imobilizagao
(Figura 4.1). Por outro lado, ao comparar os efeitos do carregamento enzimatico com a
porosidade do leito catalitico na vazao de alimentacao de 3 mL/min, nota-se que, 0 ensaio
realizado com o carregamento de 1,0 grama de enzima apresentou um aumento de
aproximadamente 3,3% da porosidade do leito catalitico ao comparar com a porosidade
do ensaio realizado com 0,3 gramas. O aumento da porosidade contribuiu para incorporar
0s 6% restantes no lipidio estruturado do tipo MLM. Isso ocorre porque o aumento da
porosidade ajuda a reduzir a resisténcia a transferéncia de massa da mistura reacional na
superficie do catalisador. De acordo com a literatura, essa maior porosidade torna mais
facil para o meio reacional atingir as regides do catalisador de maneira mais eficiente.

(Hasan et al., 2009; Li et al., 2012; Cabral et al., 2003)

Outro ponto em questdo € se esse aumento de carregamento corresponde em uma
melhor produtividade. O comparativo entre a produtividade de cada ensaio foi realizado

e esta descrito no topico 7.2.4.

7.2.4 Analise da produtividade dos lipidios estruturado do tipo MLM em reator de

leito fluidizado.

Neste topico foram desenvolvidas as analises de produtividade da sintese de
lipidios estruturados do tipo MLM em reatores de leito fluidizado. Para isso, inicialmente
foi realizado a correlagdo entre a vazao de alimentacdo e a produtividade em funcao do
grau de incorporacdo por quantidade de material processado, por grama de catalisador,

por hora, conforme apresentado pela equagao (17).
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b = GI%-greagentes/gbiocat h a7

Em que: GI% ¢ a porcentagem de acido carpico adicionada a estrutura do
triacilglicerol; greagentes corresponde a 100 gramas de meio reacional; gpiocat € 0 valor da
massa de biocatalisador utilizada (5 gramas) e h ¢ o tempo em horas. O ensaio para esse
ajuste linear da vazao com a produtividade foi realizado com o carregamento enzimatico

de 0,5 gramas de enzima em tempo médio de 48 horas de reacdo (Figura 7.6).
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Figura 7. 6 - — Relagdo entre a produtividade e a vazao de alimentacdo do reator de leito
fluidizado fixado no tempo de 48 horas de tempo reacional.

Mantendo a quantidade de meio reacional em 100 gramas e um carregamento
enzimatico constante de 0,5 gramas de enzima, foi possivel observar um aumento na
produtividade a medida que aumentamos a vazdo. Comparando os valores de

produtividade entre as vazdes de 1 mL/min e 5 mL/min, observamos um aumento de cerca

de 45% na formacao do novo lipidio.

No entanto, ¢ importante notar que esse aumento na produtividade esta
relacionado ao tempo de reacao fixo de 48 horas. Se prolongarmos o tempo de reagdo
para 96 horas em todos os ensaios, os valores de produtividade se tornardo iguais. Isso
ocorre porque todos os ensaios alcangcaram aproximadamente o mesmo grau de
incorporagdo apos 96 horas, desde que a massa de material processado ¢ a massa de

biocatalisador sejam mantidas constantes conforme apresentado pela Figura 7.7. Deste
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modo, o estudo cinético auxilia na compreensdo do tempo necessario para se atingir o
grau de incorporacao desejado, o qual fornece informagdes uteis para a melhor estratégia

de eficiéncia do processo.

Assim, quando colocados em comparagao o perfil de produtividade ao longo do
tempo, referente a cada vazao, ¢ possivel analisar o comportamento da produtividade ao
longo do tempo. Adicionalmente, o grafico referente ao perfil de incorporacao do acido
caprico ao longo do tempo esta representado em conjunto para melhor compreensao da

queda da produtividade apds as 24 horas de reagao.
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Figura 7. 7 - Comparagao entre o perfil de produtividade de 100 g de material processado
em fun¢do do tempo e perfil cinético do grau de incorporacdo ao longo do tempo para o
carregamento enzimatico de 0,5 gramas.

Com o auxilio da Figura7.7 foi possivel visualizar a diminui¢do da produtividade
ap6s 24 horas de reacdo. A queda de produtividade est4 relacionada a diferenca entre a
porcentagem de incorporagdo do acido caprico entre as primeiras 24 horas ¢ as 48 horas
de reagdo. Essa diferenga fica clara quando nas horas inicias do processo nao ha
incorporagdo do acido céprico, sendo que, a aliquota retirada no tempo de 24 horas
apresenta um aumento de aproximadamente 44% de incorporagdo do acido caprico no
ensaio de vazdo de 5 mL/min, por exemplo. Tendo essa vazdo como modelo a elucidar a
queda de produtividade apds as 24 horas, nota-se que apos esse aumento de 44%, a

proxima aliquota retirada no tempo de 48 horas apresenta um ganho da incorporagdo
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comparada ao ponto analisado anteriormente de 15%. Ao analisar o grau de incorporacao
em 48 horas de reagdo, o valor alcancado foi de aproximadamente 60 %GI, no entanto, o
tempo necessario para isso foi maior que as 24 horas necessarias para se obter 44 %GI.
Ou seja, em questdes de produtividade, seria mais atrativo iniciar um novo processo ao
invés de adicionar mais 24 horas de reacdo. Por outro lado, quando a aplicacao do produto
final ¢ destinada a uma utilizacao farmacoldgica, em que se visa o maior nivel de pureza
do produto, traduzindo para um maior grau de incorporagdo, por exemplo, torna-se
interessante sacrificar a ideia de se obter a maior produtividade pela obtengdo de um

produto mais puro e que possa ser comercializado por um valor de mercado superior.

Com o foco em obter o maior grau de incorporagao do acido caprico nas posigdes
sn-1 e sn-3 do triacilglicerol, o ensaio utilizando 1,0 grama de carregamento enzimatico
foi capaz de atingir o maximo tedrico com a vazao de 3 mL/min, conforme anteriormente
discutido. Assim, a produtividade ao longo do tempo reacional com o carregamento

enzimatico esta ilustrada na Figura 7.8.
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Figura 7. 8 - Comparacdo entre o perfil de produtividade de 100 g de material processado
em funcao do tempo na vazao de 3 mL/min em diferentes carregamentos enzimaticos.
Conforme apresentado pela Figura 7.8, o carregamento enzimatico de 1,0 grama
de enzima apresenta a maior produtividade ao longo de todo os tempos reacionais. O
apice da produtividade encontra-se nas primeiras 24 horas, alcangando o valor de 40
Glinols%%-reagente-Eeat ' .h7!, correspondendo a aproximadamente 50 % de incorporagdo do

acido céprico na estrutura do triacilglicerol.
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Também ¢ observado a diminuicao da produtividade ao longo do tempo para todos
os ensaios. Em termos de aumento do carregamento enzimatico em relagdo a
produtividade, foi realizado os calculos de produtividade por grama de enzima utilizada
nos carregamentos. Com esses valores obtidos, a Figura 7.9 ilustra o perfil de

produtividade em func¢do do tempo em consideragdao a massa de enzima utilizada.
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Figura 7. 9 - Comparacao entre o perfil de produtividade de 100 g de material processado
em fungdo do tempo na vazao de 3 mL/min em relagdo a massa enzimatica aplicada.
Como era esperado, o aumento da quantidade de enzima nao refletiu no aumento
da produtividade. Conforme ilustrado pela Figura 7.9, o maior valor da produtividade foi
atingido nas primeiras 24 horas para o carregamento enzimatico de 0,3 grama de enzima,
alcangando o valor de 125 Glmoi% . Ereagente -Eenzima™ . h™!. Por mais que o carregamento de
0,3 grama de enzima tenha apresentado a maior produtividade por grama de enzima, ainda
assim, nas primeiras 24 horas de reagdo o maximo de incorporacdo apresentado foi de

aproximadamente 25 %GI.

Esse resultado aponta um direcionamento para a utilizacdo de uma suporte de
imobilizacdo de maior massa especifica, visto que nos estudos de expansdo de leito e
calculo de porosidade refletiram em uma melhora nos efeitos de transferéncia de massa
para os biocatalisadores com maior carga enzimatica. O aumento do grau de incorporagdo
do 4cido caprico na estrutura do triacilglicerol foi relacionado ao aumento da porosidade
do leito catalitico, pois ndo apresentou diferenca significativa de atividade hidrolitica
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entre os diferentes carregamentos. Com tudo, as analises de produtividade favoreceram a
compreensdo de que ao se priorizar a estratégia em obter um produto de maior grau de
incorporagdo, sera necessario abdicar de um ganho da produtividade para que o tempo

reacional ofertado seja capaz de incorporar os 15 %GI restantes.

7.3 Conclusoes

Inicialmente, a modificagdo de um refrigerador para uma camara de aquecimento
controlado demonstrou-se eficaz em manter todo o sistema reacional a41 °C durante todo
os ensaios. O estudo da expansao do leito catalitico mostrou-se de extrema importancia
para compreender como a movimentacdo das moléculas cataliticas, o aumento do
carregamento enzimatico e as vazoes de alimentacdo contribuem para o aumento do grau
de incorporagdo do acido caprico a estrutura do triacilglicerol. Demonstrando assim,
maior porosidade do leito catalitico quando utilizada maiores vazoes de alimentagao e/ou
quando utilizado maiores carregamentos enzimaticos. Embora o célculo de altura minima
tenha apresentado valor minimo para uma Unica passagem do meio reacional pelo leito
catalitico ter sido de 15 metros, a estratégia de utilizar o reator em reciclo demonstrou ser
capaz de produzir lipidios estruturados do tipo MLM de maneira eficiente. Com esse
sistema reacional foi possivel atingir o maximo grau de incorporacao tedrico de 66% em

72 horas.
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8. CARACTERIZACAO DA MATERIA PRIMA E DO LIPIDIO
ESTRUTURADO DO TIPO MLM
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8.1 Introducio

Atualmente, as fontes vegetais sdo responsaveis por aproximadamente 80% da
origem de 6leo e gorduras comestiveis, as quais correspondem a 120 milhdes de
toneladas em um cendrio global (Vladimir et al., 2021; O.0. Fasina & Z. Colle, 2009).
O Brasil, com sua producdo rica em soja estd projetado a produzir 10,7 milhdes de
toneladas de oleo para o ano de 2023, segundo a Associagao Brasileira das Industrias de

Oleos Vegetais (ABIOVE).

Dentro da vastidao de inumeras fontes de 6leo e gorduras (girassol, canola, soja,
palma, oliva, amendoim, abacate), as caracteristicas fisicas e quimicas sao as principais
diferencas entre elas. A presenca de compostos bioativos como compostos fenolicos,
carotenoides e vitaminas lipossoluveis, favorecem seu uso na industria de cosméticos,
farmacéutica e de alimentos (Rodriguez et al., 2016; K. Sangeetha et al., 2023;
Kapcsandi et al., 2021).

Na busca por uma fonte alternativa de 6leo vegetal que ndo dispute a frente da
producdo de soja brasileira, a qual também se destaque pela presenca de compostos
bioativos, rico em acidos graxos polinsaturados e preferencialmente que seja um
coproduto industrial, o 6leo de semente de uva torna-se atraente. Matéria prima com
valor dietético e também rico em acidos graxos essenciais e tocoferdis apresenta-se com
potencial qualidade em aplicagdes como base para modificacdes em lipidios estruturados

do tipo MLM (Torres-Leon et al., 2018; D’Eusanio et al., 2023, Basan et al., 2019).

Diferente dos 6leos convencionais como o 6leo de milho e soja, o 6leo de semente
de uva apresenta alto teor de acidos graxos insaturados, como o acido linoleico (58-78%)
na posi¢do sn-2 dos triacilglicerodis (Basan et al., 2016). Outro destaque € por apresentar
maior teor deste acido graxo essencial quando comparado ao 6leo de milho (34-65,6%) e
6leo de soja (48-59%) (FAO, 1999). No entanto, devido a grande variedade de uvas, o
perfil em acido graxo e outras caracteristicas como indice de peroxido e acidez podem
variar conforme o tipo de uva, assim como evidenciado por Kapcsandi e colaboradores
(2021), em que foi caracterizado o perfil em acido graxo de oito tipo de uvas ([talian

’ 2

Riesling”, “Cabernet Franc”, “Pinot Noir”, “Sauvignon Blanc”, Kiralyleanyka”,

e«

“Rhine Riesling”, “Merlot” e “Lemberger”), apresentando diferenca entre os perfis.
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Deste modo, sabendo que possa existir diferenca entre o perfil de acidos graxos
no o6leo de semente de uva, o objetivo deste capitulo foi caracterizar o 6leo de semente de
uva (Vitis vinifera L.) em ensaios preliminares de indice de acidez e perodxido.
Posteriormente, foi determinado o perfil de 4cidos graxos, realizado analise
termogravimétrica e analise por infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) do

6leo de semente de uva e do lipidio estruturado do tipo MLM.
8.2 Resultados e Discussao
8.2.1 Caracterizacao do 6leo de semente de uva

O o6leo de semente de uva usado nas reagdes de acidolise foi previamente
submetido a uma caracterizagao que incluiu a analise dos indices de peroxido e acidez,
conforme detalhado no topico 3.4.1. Esses ensaios foram conduzidos em triplicata, e os
resultados médios, juntamente com seus desvios padrdes correspondentes, estdo

apresentados na Tabela 8.1.

Tabela 8. 1 - Indices de peroxido e acidez do 6leo de semente de uva puro utilizado nas
reagoes de acidolise com acido céprico.

Indice de peréxido ndice de acidez
(mEq/kg de 6leo) (mg KOH/g)
1,23 +£0,14 0,12 +0,06

Conforme estabelecido na Resolu¢ao-RDC n°® 270, de 22 de setembro de 2005,
pela Anvisa, os valores maximos permitidos para o indice de peroxido e acidez de 6leos
prensados a frio e nao refinados, como o 6leo de semente de uva, sdo de 10 mEq/kg d.le
6leo e 0,6 mg KOH/g de 6leo, respectivamente. A tabela 8.1 demonstra que a matéria-
prima utilizada neste estudo estd em total conformidade com as regulamentacdes da

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa).

Quando o indice de perdxido e de acidez obtidos experimentalmente foram com
os valores apresentados na literatura, obteve-se valores menores ao apresentado por Pardo
e colaboradores (2009). Os autores realizaram as analise para diferentes variedades de
Vitis vinifera, selecionando as “Monastrell”, “Garnacha Tintorera”, “Syrah” e “Petit
Verdot”. Sendo que os valores de indice de peroxido foram respectivamente de 5,99;

8,00; 6,80; 13,50 e 11,60 mEq/kg de 6leo, somente passando do limite estabelecido pela
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ANVISA os 6leos provenientes das uvas do tipo “Syrah” e “Petit Verdot”, ultrapassando
o maximo de 10 mEq/kg de o6leo. No entanto, as analises do indice de acidez
demonstraram valores superiores a 0,6 mg KOH/g para todas as amostras, menos para a
“Monastrell”, sendo a nica a ser permitida para consumo de modo a ser comercializado
como 6leo extraido prensado a frio e ndo refinado. Ademais, o 6leo de semente de uva
passou por uma analise de seu perfil de dcidos graxos por meio de cromatografia gasosa.
Os valores médios e seus desvios padrdes correspondentes estdo detalhados na Tabela

8.2.

Tabela 8. 2 - Perfil composicional (%) determinado por cromatografia gasosa do 6leo de
semente de uva puro utilizado para as reagdes de acidolise enzimatica com acido céprico.

Acidos graxos %
Cl6:0 11,23 +£0,01
C18:0 4,30+0,01
Ci18:1 28,70 £ 0,01
Ci18:2 46,96 + 0,03
Ci8:3 4,11 +0,01
C20:0 0,40+0,01
total 100

Analisando a Tabela 8.2, verifica-se que o 6leo de semente de uva apresenta
elevadas concentragdes de acidos graxos essenciais, aqueles ndo metabolizados pelo
organismo humano, como o acido oleico (C18:1) e linoleico (C18:2). Este fato evidencia
que o 6leo de semente de uva € uma promissora matéria prima para utilizag¢do na produgao
de lipidios estruturados. Além disso, este 6leo ¢ proveniente do residuo da industria
vinicola, sendo assim sua utiliza¢ao para esta finalidade ¢ uma oportunidade de agregar
valor a este 6leo (Abed et al., 2018; Demir ¢ Demir, 2018). Quando comparado aos
valores apresentados na literatura, o perfil em &4cidos graxos se apresentou em
conformidade com o trabalho de Bassan e colaboradores (2019). Os valores obtidos pela

Tabela 8 foram obtidos da analise cromatografica ilustrada pela Figura8.1.

A analise cromatografica do perfil em acidos graxos do 6leo de semente de uva
apresentado pela Figura 8.1 teve tempo de corrida de 30 min; no entanto, para tempos

superiores a 11 minutos ndo foram observados picos correspondentes a acidos graxos.
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Assim, para facilitar a visualizagdo dos picos, o eixo dos minutos foi delimitado até o

tempo de 12 minutos.

500 4 Ciea oleo de semente de uva
= 400
>
£
—
s 300 -
S Ciga
s 1

200* C16::) |

|
C | C
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Figura 8. 1 - Cromatograma obtido pela composicdo em 4acido graxos presentes da
composicao do triacilglicerol do 6leo de semente de uva

Em seguida, a andlise termogravimétrica do 6leo de semente de uva foi realizada
para demonstrar a estabilidade térmica. A termogravimetria (TG) e a derivada
termogravimétrica (DTG) sdo apresentadas na Figura 8.2 juntamente com seus valores de
% de perda de massa, temperatura estimada de inicio da decomposi¢ao e a taxa de perda
de massa. O 6leo de semente de uva permaneceu estavel até proximo da temperatura de
300 °C, apresentando perdas de massa até 398,78 °C, correspondendo a queda de 1,23 %
da massa a cada minuto, resultando na perda de 63,28 % de sua massa inicial. A perda de
massa dentro da faixa de temperatura de 300 — 400 °C estdo relacionados a quebra do

triacilglicerol (Chenlu et al., 2021; Paulraj & Rhim, 2014; Chao et al., 2018).

A segunda perda de massa teve inicio aproximadamente em 400 °C, finalizando-
se em 452 °C, correspondendo a taxa de perda de massa de 0,718 % de massa por minuto.
Esta segunda decomposicdo estd relacionada aos acidos graxos livres e possiveis

estruturas de monoacilglicerois (MAGQG) e diacilglicerois (DAG) (Nawar, 1962).
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Figura 8. 2 - Andlise termogravimétrica do 6leo de semente de uva (TG) ¢ a sua
respectiva primeira derivada (DTG).

O perfil de decomposi¢do do 6leo de semente de uva apresentou perda de massa
em mesma faixa de temperatura apresentadas na literatura. O trabalho de Fiori e
colaboradores (2012), apresentaram a andlise termogravimétrica do residuo de uva. Neste
ensaio foram apresentados a TG do 6leo de uva com faixa de 300-490 °C. Deste modo,

as analises mantiveram coeréncia com o que ja vem sendo apresentado pela literatura
8.2.2 Caracterizacio dos lipidios estruturados do tipo MLM

ApoOs as reacOes de sintese dos lipidios estruturados do tipo MLM, a
caracterizagdo do perfil em acidos graxos foi realizada. Esta analise foi determinante para
apresentar a incorporacdo do acido céprico na estrutura do triacilglicerol, que
originalmente nao apresenta esse acido em sua composicao. Assim, a Figura 8.3 ilustra o

cromatograma do perfil em &cidos graxos para o lipidio estruturado.

A andlise cromatografica do perfil em 4cidos graxos do novo lipidio estruturado,
assim como anteriormente mencionado para o perfil do 6leo de semente de uva, (Figura
8.3) teve tempo de corrida de 30 min. No entanto, para tempos superiores a 11 minutos
ndo foram observados picos correspondentes a 4acidos graxos, e para facilitar a
visualiza¢ao dos picos, o eixo dos minutos foi delimitado até o tempo de 12 minutos.
Nota-se que, a presenca do acido caprico, anteriormente ausente no 6leo de semente de

uva, agora esta presente ao perfil de 4cidos graxos do novo lipidio.
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Figura 8. 3 - Cromatograma obtido pela composi¢do em acidos graxos presente na
composicao do lipidio estruturado da reagdo de acidolise do 6leo de semente de uva com
a lipase de Rhizopus oryzae imobilizada em Diaion™ HP-20.

Apos a sintese dos lipidios estruturados foram realizados os ensaios para a
determinagdo do perfil em acidos graxos na posicdo sn-2 do triacilglicerol, conforme
descrito pelo topico 3.4.14. A Figura 8.4 apresenta as marcacdes da corrida
cromatografica na placa de CCD do monoacil, diacil e triacilglicerol. Esse teste
preliminar foi realizado para identificar adequadamente cada um dos compostos, uma vez

que foram empregados padrdes cromatograficos.

M = monoacilglicerol
D = diacilglicerol

T = triacilglicerol
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Figura 8. 4 - Folha cromatografica para identificagdo dos possiveis compostos formados
pela reacdo de hidrolise dos lipidios estruturado do tipo MLM.

O mesmo procedimento foi realizado para a amostra de triacilglicerol modificado

(MLM) e os resultados sdo apresentados na Figura 8.5.

e——

Figura 8. 5 - Folha cromatografica dos compostos formados pela reacdo de hidrélise dos
lipidios estruturado do tipo MLM em luz ultravioleta.

As bandas evidentes apresentadas na linha de marcagdo da placa cromatografica
estdo saturadas com os monoacilglicerois resultantes do processo de hidrolise. A anélise
do perfil em acidos graxos foi iniciada com a raspagem desta banda e cuidadosamente
coletada. Em um tubo, a amostra coletada foi submetida a uma extracao utilizando 2 mL
de éter etilico. Posteriormente, o solvente foi evaporado, possibilitando a coleta da
amostra para a determinagdo do perfil composicional o qual ¢ apresentado pela Tabela

8.3.
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Tabela 8. 3 - Perfil composicional (%) determinado por cromatografia gasosa dos
monoacilglicerois obtidos pela hidrolise com lipase pancreatica de porco (LPP).

Acidos graxos %
C10:0 -
Ci16:0 9,26 +0,31
Ci18:0 10,44 £ 0,91
Ci8:1 29,32 +£2,87
Ci8:2 39,96 + 4,03
Ci18:3 11,11 +£2,41

Como esperado, o teor de dacido caprico € ausente nas amostras de
monoacilglicerol. Com esse resultado € possivel afirmar que a escolha do 6leo de semente
de uva como matéria prima para a sintese de lipidios estruturados do tipo MLM foi
assertiva, demonstrando elevado teor de acidos graxos de cadeia longa na sua posicao
mais interna da estrutura do triacilglicerol. Adicionalmente, a analise do perfil em 4cidos
graxos da posi¢ao sn-2, auxilia na justificativa do aumento do teor de acido linolénico

anteriormente apresentado pela Tabela 6.1.

Em seguida, a andlise termogravimétrica (TG) do lipidio estruturado juntamente
com sua primeira derivada termogravimétrica (DTG) foram realizadas aos ensaios
utilizando diferentes graus de incorporagao do acido céprico (Figura 8.6). Deste modo,
foi possivel analisar o comportamento da estabilidade térmica sobre influéncia de

diferentes graus de incorporagao.

Para todos os ensaios, os padroes de decomposi¢do apresentaram de forma
semelhante dentro das faixas de temperatura. A perda inicial de massa comega a ser
observada para valores de temperatura proximos a faixa de 172 a 181 °C, seguida da
segunda perda dentro da faixa de 374-380 °C e finalizando com a terceira perda de massa

dentro da faixa de 462-468 °C.

Quando comparada a temperatura de primeira perda de massa do 6leo de semente
de uva nota-se que ocorreu uma diminuicdo da estabilidade térmica. Essa reducdo da
estabilidade est4 correlacionada a quantidade de energia fornecida para ocorrer a quebra
de ligagdes entre a estrutura do glicerol e os 4cidos graxo ligados a ela. Deste modo, temos
para cadeias carbdonicas maiores uma maior distribui¢do dessa energia oferecida, o que

ocasiona a necessidade de fornecer mais energia para romper essas ligacdes. No momento
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em que essas cadeias carbonicas de acidos graxos longos sdao substituidas por cadeias

carbOnicas menores, a energia necessaria para romper as interagdes ¢ menor. Assim, a

energia fornecida para a decomposi¢ao desse composto torna-se menor, fato observado

pela analise termogravimétrica, apresentando uma temperatura suficientemente menor

para promover a decomposi¢ao (Nawar, 1972).
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Figura 8. 6 - Analise termogravimétrica do novo lipidio estruturado (TG) e a sua
respectiva primeira derivada (DTG). Lipidios estruturados com diferentes graus de
incorporagdo. a) 66% GI, b) 60 %GI e c) 58 %GI obtidos por reatores de leito fluidizado.

Essa maior quantidade de energia fornecida para a decomposi¢do dos lipidios
também foi apresentada no trabalho de Luangkiattikhun e colaboradores (2007). Os
autores realizaram andlises termogravimétricas do 6leo de palma, sendo rica em acido
palmitico e oleico, representando juntos 76 % da composi¢do em dacidos graxos,
aproximadamente, apresentaram a faixa de temperatura de 290-310 °C para o inicio da

decomposi¢ao do 6leo de palma.

A presenca de trés sucessivas perdas de massa nos ensaios como os lipidios
estruturados estdo relacionadas em como ocorreu a decomposicao do 6leo. Assim como
demonstrado pelo trabalho de Nawar (1962), a primeira perda de massa pode estar
relacionada a formacao de diacilglicerois, monoacilglicerois e anidridos; a segunda perda
de massa sendo relacionada a formagdo dos acidos graxos e a terceira a formagdo de

oxidos.

A comparagdo dos perfis de decomposicao do 6leo de semente de uva e dos
lipidios estruturados foram ilustrados em conjunto ¢ estao representados na Figura 8.7. A
comparagdo entre o perfil de cada amostra permitiu evidenciar a mudanca nas
caracteristicas fisicas do produto formado. Essas mudancas sao notadas na diminui¢ao da
estabilidade térmica provocada pela substituicdo das cadeias carbdnicas laterais da

molécula de triacilglicerol por cadeias carbonicas médias, no caso o acido céaprico. O
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perfil da reducao da estabilidade térmica para os novos lipidios demonstrou sofrer grande
influéncia em relagcdo ao grau de incorporacdo, variando de 58 a 66 %Gi. No entanto,
quando comparados entre si, a diferenga de incorporagdao nao apresentou diferenga no

perfil de decomposicao.

6leo de semente de uva

lipidio estruturado (66% 1)
lipidio estruturado (60% G1)
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Figura 8. 7 - Comparativo entre as analises termogravimétricas do 6leo de semente de
uva e os lipidios estruturados em diferente %GlI.

Visto que o foco do presente trabalho foi a sintese de um novo lipidio, foi realizada
analise de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) para a analise da
caracteriza¢do da composicao dos 6leos. Para estes ensaios foram utilizadas amostras do
lipidio estruturado com 66 % GI, comparando com os espectros do 6leo de semente de

uva e do acido caprico. A Figura 8.8 ilustra a comparagdo entre as amostras de FTIR.

Para essa andlise destaca-se inicialmente os picos em 3011 c¢m!, os quais
representam os estiramentos vibracionais pertencentes a configuragdes cis de =C—H,
correspondente aos acidos graxos insaturados presentes na amostra de 6leo de semente
de uva e do lipidio estruturado. As vibragdes caracteristicas no comprimento de onda
maximo aprox. 2923 e 2853 sdo responsaveis pelo estiramento das vibragdes —C—H dos
grupamentos —CH3, CH» presentes na estrutura do triglicerideo. Outro pico caracteristico
¢ decorrente das vibragdes de estiramento do grupamento C=O presente nos ésteres. Essa

regido atinge valor maximo em 1745 cm!, sendo que os valores obtidos foram de 1744
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cm’l. A proxima caracteristica notavel é a presencga do pico em 1707 responsavel pelo
estiramento vibracional do grupamento C=O, no entanto, para esse estiramento ¢
correspondente & grupamento de acidos, neste caso, presente somente para o espectro do

acido caprico (Guillen & Cabo, 1997).

Grape seed oil

—— MLM-SL 66 % D
Capric acid

1744

Absorbance (a.u)

T T T T T T T T T T : T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Wave number (cm™)

Figura 8. 8 - Espectros FTIR das amostras de lipidio estruturado (66 % GI), 6leo de
semente de uva e acido caprico.

Em 1652 cm’!, apresenta o pico correspondente aos estiramentos vibracionais dos
grupos —C=C- de ligacdes cis (Yang et a., 2005; Guillen & Cabo, 1997; Vladimir et al.,
2021). Essas vibracdes eram esperadas, uma vez que o 6leo de semente de uva € rico em
ligagdes cis (Cis:2). A faixa seguinte encontra-se o pico em 1462 cm™! originarias das

deformagdes vibracionais do grupamento —C—H presente em —CH> e —CH3.

Para destacar a diferenca entre os grupos -C-O encontrados em ésteres e acidos,
analisamos as vibragdes de estiramento da ligacdo éster (C-O) que compreendem duas
vibragdes assimétricas combinadas. Nesse caso, observamos as vibragdes do grupo C-
C(=0)-0 e O-C-C no pico de 1160 cm-1, conforme descrito por Rohman e Man (2010).

Isso indica a presenga de ésteres na amostra do lipidio estruturado, enquanto nao
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encontramos essa caracteristica no espectro do acido caprico. A presenca das interagdes
O-H tipicas do 4cido caprico sdo presentem com pico em 932 cm™! (Ali et al., 2020),
sendo possivel observar essas vibragdes na regido de 931 cm ! presente no espectro do
acido caprico e ausente nos demais. Por fim, o pico de 723 ¢cm™ também pode estar
correlacionado com os estiramentos vibracionais do tipo C-O e C-C (Vladimir et al.,

2021).
8.3 Conclusoes

Com o auxilio das analises cromatograficas, termogravimétricas e por
infravermelho por transformada de Fourier foi possivel concluir que a proposta em
sintetizar lipidios estruturados do tipo MLM foi alcangada com sucesso. A partir da
modificacao do perfil em acidos graxos nas posi¢oes sn-1 e sn-3 do triacilglicerol, notou-
se mudanca nas caracteristicas fisicas do novo TAG, apresentando maior sensibilidade a
degradacdo em altas temperaturas. Adicionalmente, foi possivel demonstrar que a posigao
sn-2 do lipidio estruturado era majoritariamente composta por acidos graxos essenciais,
ao qual viabiliza a estratégia de aplicar os novos TAG ricos em ® -3 ¢ ® -6

nanoemulsionados em um cendrio clinico, como o combate de células cancerigenas.
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9. ENSAIOS DE CITOTOXICIDADE APLICADOS AO LIPiDIO
ESTRUTURADO E OLEO DE EMENTE DE UVA.
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9.1 Introducao

Dentro do contexto dos lipidios estruturados (SL), merecem destaque os
triglicerideos do tipo MLM, que consistem em acidos graxos de cadeia média (M) nas
posicdes sn-1 e sn-3 e acidos de cadeia longa (L) na posi¢do interna sn-2. Eles podem ser
sintetizados por meio de reagcdes enzimaticas catalisadas por lipases (triacilglicerol acil
hidrolases, EC 3.1.1.3), permitindo a formagao de compostos estruturados especificos que

sao particularmente desafiadores de obter usando catalisadores quimicos (Ferreira-Dias

etal., 2018; Jadhav et al., 2021; Rehman, S et al., 2017).

Além disso, essa classe de lipidios estruturados apresenta um menor valor calorico
(5-7 kcal/g) quando comparada aos 6leos e gorduras convencionais (9 kcal/g). Portanto,
estudos sobre o controle da obesidade foram conduzidos por Martinez-Galan e
colaboradores (2021), que investigaram os efeitos dos lipidios estruturados do tipo MLM
em camundongos Swiss alimentados com dietas pré-fabricadas e relataram uma redugdo
no ganho de peso corporal e uma diminui¢ao nos pesos do tecido adiposo branco. Essas
redugdes no peso corporal e no tecido adiposo branco sdo atribuiveis ao menor teor de
acidos graxos de cadeia longa nas posi¢des sn-1 e sn-3 dos SLs, o que aumenta sua

solubilidade e acelera o metabolismo, uma vez que ndo sdo armazenados como gordura.

Estudos anteriores relataram que o 6leo de semente de uva oferece beneficios a
saude devido a presenca de antioxidantes, como vitamina E e tocoferdis (Yu & Mohamed,
2013; Yang et al., 2021; Garavaglia et al., 2016; Gitea et al., 2023; Matin et al., 2020).
Além disso, o extrato de semente de uva demonstra potencial na preven¢do de doengas
cardiovasculares (Khaki et al., 2023; Gupta et al., 2019). Outra vantagem associada ao
6leo de semente de uva € sua composi¢ao quimica rica em acidos graxos essenciais, como
acidos graxos o -3 e ® -6. A literatura cientifica contém estudos que mostram o potencial
dos acidos graxos poli-insaturados em reduzir a inflamacao celular (Martin et al., 2020,
Calder, P. 2015.; Vanden, H. 2012) e em combater células cancerigenas, induzindo a

apoptose celular (Vanden, H. 2012; Miccadei et al., 2016).

O o6leo de semente de uva também se encontra em aplicacdes clinicas como
promotor de nanocarregadores, que proporcionam melhor controle, biocompatibilidade,
liberagdo direcionada, reducdo de toxicidade e efeitos colaterais quando associados a

compostos quimicos que, quando administrados diretamente in vivo, apresentam
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limitagdes (Garavaglia et al., 2016; Amaral et al.,, 2022; Davidov-Pardo, G., &
McClements, D. J. 2015; Lacatusu et al., 2015). Portanto, este estudo teve como objetivo
utilizar os lipidios estruturados com elevado grau de incorporacao de acido caprico de
modo a usa-lo como um inovador “oil core” nanoemulsionados aplicados em ensaios de
viabilidade celular com fibroblastos embrionarios murinos (NIH-3T3 - ATCC® CRL-
1658™) e células de cancer cervical (HeLa, ATCC® CCL-2), com a finalidade de

desenvolver nanoemulsdes como uma nova abordagem terapéutica.
9.2 Resultados e discussio

9.2.1 Analise dos parametros fisico-quimicos ao longo do tempo das

nanoemulsoes

O tamanho de particula, o PdI (Indice de Polidispersdo) e o potencial zeta ({)
foram avaliados por meio de um analisador de espalhamento dinamico de luz (DLS). O
desvio padrdo foi utilizado para indicar a média dos dados obtidos para a nanoemulsao
utilizando os lipidios estruturados (nanoemulsao/MLM-SL) e nanoemulsao utilizando o
6leo de semente de uva (nanoemulsion/GSO). A determinagdo dos pardmetros analisados
¢ de extrema importancia, pois descreve o material e suas caracteristicas, sendo
fundamental na analise de nanomateriais (Amaral et al., 2022). Os valores médios
obtidos, expressos como média + desvio padrio, para a nanoemulsio/MLM-SL e

nanoemulsao/GSO, sao apresentados a seguir.

Os valores de tamanho de particula obtidos para a nanoemulsio desenvolvida com
6leo de semente de uva (256,0 nm + 8,5) foram altamente satisfatorios, estando de acordo
com o esperado para sistemas coloidais submicronicos. A nanoemulsao MLM-SL (464,7
nm = 10,2) apresentou tamanhos de particulas maiores, no entanto, ainda dentro do perfil

de aplicacao esperado.

Os valores de PdI para nanoemulsao/GSO (0,235 + 0,015) e nanoemulsao/MLM -
SL (0,316 £+ 0,035) demonstraram baixa polidispersao do material, com pequena
tendéncia a aglomeracdo. Os valores do zeta potential para nanoemulsdao/GSO (-34,0 £
0,917) e nanoemulsao/MLM-SL (-18,6 + 0,711) permaneceram estaveis durante os 43

dias apo6s a sintese.
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Comparando com trabalhos relatados, Nam e colaboradores (2010) prepararam
nanoemulsdes utilizando seis sistemas diferentes de 6leo em agua, que exibiram
diferentes diametros hidrodinamicos dependendo do peso molecular do 6leo. Os autores
apresentaram nanoemulsdes com diametros hidrodindmicos maiores para 6leos com
menor peso molecular e diametros hidrodindmicos menores para 6leos com maior peso
molecular. Da mesma forma, como relatado por Nam e colaboraodres (2010), as
nanoemulsdes preparadas com MLM-SL exibiram menor peso molecular (em
comparagdo com o 0leo de semente de uva original) e, adicionalmente, um diametro
hidrodinamico maior (Figura 9.1), o que desfavorece cineticamente a prevencao do
“amadurecimento de Ostwald”, conhecida como um mecanismo importante de
desestabilizacdo para goticulas de emulsao nanométricas (Nam et €l.,2010; Yamashita et
al., 2017). Isso justifica o aumento do diametro hidrodindmico da emulsao MLM-SL apos

43 dias.

25

20

15
10

0 50,75 78,82 1057 141,8 190,1 255 342 4587 6151 825
Tamanho (d.nm)

Numero (porcentagem)

M| Nanoemulsio/QOSU Nanoemulsio/MLM-SL

Figura 9. 1 - Perfil da distribuicdo de didmetro das Nanoemulsdes/GSO (preto) e
Nanoemulsdes/MLM-SL (cinza) a partir de analises de DLS ap6s 43 dias de sintese.
Esses resultados sustentam a andlise de que o MLM-SL foi devidamente
sintetizado, uma vez que o lipidio estruturado, devido as suas cadeias carbonicas mais
curtas nas posi¢des laterais, proporciona um aumento ligeiro na solubilidade em dgua em
comparagdo com o oleo de semente de uva original. Como mostrado na Figura 9.1, ¢
possivel observar os tamanhos de particula dos nanomateriais desenvolvidos, nos quais
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as populagdes em seu potencial maximo estdo no tamanho de particula adequado,

mostrando também estabilidade ao longo do tempo.

9.2.2 Ensaios de citotoxicidade in vitro utilizando nanoemulsao/MLM-SL e

nanoemulsiao/GSO

Testes de viabilidade celular foram realizados como um teste preliminar para
avaliar a toxicidade do lipidio estruturado. Conforme mostrado na Figura 9.2, baixas
concentragdes das nanoemulsdes (1,125 e 1,5% v/v) ndo causaram citotoxicidade. No
entanto, com o aumento das concentragdes do lipidio estruturado, ou seja, 1,75 € 2% v/v,
a viabilidade celular diminuiu para 15 e 9%, respectivamente. Com base nesses
resultados, foram realizados os ensaios de citotoxicidade in vitro usando linhagens de

células HeLa, adenocarcinoma cervical humano (ATCC® CCL-2).

As células foram incubadas em diferentes concentragdes de nanoemulsao/GSO
(verde) e nanoemulsao/MLM-SL (laranja) (1,25%, 1,5%, 1,75% e 2%). A significancia
estatistica foi determinada usando o teste de analise de variancia (ANOVA), seguido pelo
teste post-Tukey para multiplas comparagdes. Os dados foram apresentados como média

+ erro padrao da média de trés experimentos independentes (CT, controle, *p < 0,001).

Os resultados do ensaio de viabilidade com células HeLa estdo apresentados na
Figura 9.2. Pode-se observar que em baixas concentragdes do lipidio ativo, ndo houve
reducdo na viabilidade celular, indicando alta biocompatibilidade. No entanto, 8 medida
que a concentracao aumentou para 1,75% e 2% v/v, o nanomaterial foi capaz de induzir

a morte celular em 56% e 64% das células de adenocarcinoma, respectivamente.
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Viabilidade celular (%)

1.25 1.50 1.75
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Figura 9. 2 - Teste de citotoxicidade in vitro em fibroblastos embrionarios murinos (NIH-
3T3 - ATCC® CRL-1658™). Fibroblastos embrionarios murinos (NIH-3T3 - ATCC®
CRL-1658™) (a) e células de cancer cervical (HeLa, ATCC® CCL-2) (b).
Nanoemulsao/GSO (verde) e nanoemulsao/MLM-SL (laranja).
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Poucos trabalhos utilizam 6leo como o “oil-core” ativo do nanomaterial. Lanna e
colaboradores (2021) avaliaram a agdo do triglicerideo de acido docosahexaenodico em
células de cancer de mama, como “core lipidico” em sistemas de nanoemulsao
(nanoemulsdes, nanocapsulas e carreadores lipidicos nanoestruturados). Eles observaram
que os trés nanocarreadores diminuiram a viabilidade de maneira dependente da dose,
aumentando a seletividade do tratamento. Roy e colaboradores (2015) desenvolveram
uma nova nanocapsula polimérica contendo acidos graxos poli-insaturados. Os autores
observaram que o nanomaterial pode melhor internalizar o ativo quando testado em
células de cancer de mama, controlando a liberacdo de acidos graxos nas células. A
nanotecnologia, como visto, surge com o proposito de otimizar a liberacdo dos
nanocarreadores desenvolvidos, proporcionando uma maior biodisponibilidade no alvo
de interesse, uma vez que foram observadas concentragdes biocompativeis e citotoxicas

do ativo.

Até o presente momento, este estudo € o primeiro a relatar a estabilidade fisico-
quimica e a atividade anticancer de nanoemulsdes de lipidios estruturados (SL) do tipo
MLM em células de adenocarcinoma humano (HeLa). Embora as nanoemulsdes sejam
comumente usadas no tratamento do cancer, sua funcdo principal € servir como
transportadora para drogas hidrofobicas em sua fase oleosa, com menos énfase em ser a
propria substancia bioativa. Neste trabalho, de tese, foi apresentado a otimizagdo da
sintese de MLM-SL, destacando a atividade biologica aprimorada da emulsao/MLM-SL
(Figura 9.2), levando a uma maior citotoxicidade em comparagdo com a atividade da
emulsao/GSO. Essa diferenga na capacidade citotoxica esta relacionada a modificagdo do
perfil de acidos graxos, permitindo que o novo triacilglicerol tenha um menor peso
molecular e seja metabolizado mais rapidamente devido a presenca de cadeias de carbono
curtas nas posigoes sn-1 e sn-3, enquanto preserva acidos graxos poli-insaturados de
cadeia longa na posicao sn-2 do triacilglicerol (Morales-Medina et al., 2017; Ferreira-
Dias et al.,, 2018). Como amplamente relatado na literatura, acidos graxos poli-
insaturados de cadeia longa, como o acido oleico (18:1), o acido linoleico (18:2) e o acido
linolénico (18:3) encontrados na posigao sn-2 do 6leo de semente de uva, demonstrando
a capacidade de reduzir a proliferacdo de células carcinogénicas (Matin et al., 2020;
Calder, P. 2015; Vanden Heuvel, J. P. 2012; Martha, A. B. 2002; Hanke etal., 2013; Lisa
et al., 2020; Freitas et al., 2019). A preservacao de acidos graxos poli-insaturados na

posicdo sn-2 do triacilglicerol destaca o potencial do MLM-SL em aplicagdes anticancer.
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Com base nos resultados obtidos, ¢ possivel propor a nanoemulsao desenvolvida como

uma nova abordagem terapéutica promissora.
9.3 Conclusdes

As nanoemulsdes demonstraram elevada estabilidade ao longo de 43 dias, com
baixa polidispersdo do material e baixa tendéncia a aglomeragdo. O teste de viabilidade
celular ndo mostrou citotoxicidade em ambas as linhagens nas concentragdes mais baixas
de nanoemulsao/MLM-SL e nanoemulsao/GSO, indicando alta biocompatibilidade. No
entanto, quando a concentragdo de nanoemulsao/MLM-SL foi aumentada para 1,75% e
2% vl/v, foi capaz de induzir um maior percentual de morte celular em células HelLa
quando comparado a nanoemulsdo/GSO, demonstrando maior sensibilidade aos sistemas
de nanoemulsdo com MLM-SL. Esses resultados obtidos com nanoemulsdes contribuem
para futuras aplica¢des associadas ou nao a aditivos quimicos que sdo prejudicados
quando aplicados diretamente em um sistema in vivo, contribuindo para uma possivel

sinergia na eficacia no combate as células cancerigenas.
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10. CONSIDERACOES FINAIS E TRABALHOS FUTUROS
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10.1 Consideracoes finais

Na busca por novas tecnologias para a producdo de alimentos mais saudaveis, o
uso de Oleos e gorduras modificados tornou-se uma estratégia relevante em novas
formulagdes de alimentos. Além de possuirem propriedades nutracéuticas basicas, eles
também contribuem para os processos fisiologicos usados na prevengao e tratamento de
doengas. Assim, este trabalho de tese focou em desenvolver novas estratégias de produgao
de lipidios estruturados do tipo MLM. Primeiramente, o desenvolvimento de um
biocatalisador composto pela imobilizacdo da lipase de Rhizopus oryzae em suporte
Diaion™ HP-20 foi realizado. Como apresentado ao decorrer da tese, o biocatalisador
apresentou elevada atividade catalitica, bom desempenho na sintese dos lipidios
estruturados e elevada estabilidade térmica e operacional quando comparada a enzima

livre.

Como apresentado nos Capitulo 4 e 5, os ensaios de otimizacao utilizando Design
of Experiments (DOE) e por modelos matematicos a partir de Redes Neuronais Artificiais
(ANN) foram aplicados com sucesso para a melhora das condigdes reacionais da sintese
dos novos triacilglicerdis. A analise estatistica e os modelos matematicos confirmaram
que, para atingir um grau de incorporagdo mais elevado de lipidios estruturados do tipo
MLM, sdo necessarias razoes molares de 6leo para dcido na proporg¢ao de 1:6,7, com uma

temperatura de 41 °C.

Apos os parametros reacionais serem otimizados em reatores de tanque agitado, a
transi¢do da produgdo dos novos TAG foram realizados em reatores de leito fixo. A
construcao do leito reacional foi capaz de promover valores da DTR proximos ao valor
teorico do tempo espacial, demonstrando um bom empacotamento do leito, com apenas
8% de erro entre os valores. Os resultados de sintese obtidos por esse sistema foram
capazes de atingir grau de incorporac¢ao na faixa de 61%. Complementarmente ao elevado
grau de incorporacao, o reator de leito fixo foi capaz de operar em modo continuo por

192 horas, como apresentado no Capitulo 6.

Na busca de atingir o0 maximo teorico de incorporacao do acido caprico, o reator
de leito fluidizado foi idealizado por apresentar melhores condigdes de transferéncia de
massa e de calor, assim como diminui¢do na perda de pressdo. No Capitulo 7, a

modificagao do refrigerador para uma camara de aquecimento controlado foi executado
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com sucesso, mantendo todo o sistema reacional a 41 °C, impedindo a solidificacdo do
meio reacional dentro das mangueiras de alimenta¢do. No entanto, ao se calcular o
tamanho minimo da coluna para as condi¢des reacionais descritas, o valor obtido foi de
15 metros. A solug¢ao dada para contornar as limitagdes de se trabalhar com uma coluna
de 15 metros demonstrou-se simples sem ser simplista. A recirculacao do meio reacional
pelo leito fluidizado contribuiu com o entendimento do comportamento cinético da
sintese dos lipidios estruturados. Os resultados obtidos alcangaram o grau de incorporagao

maximo (66%) em 72 horas de reacdo.

Visando a oportunidade em se explorar a potencial acdo dos lipidios estruturados
no combate de células cancerigenas, o Capitulo 8 foi de grande importancia para
consolidar a formagao especifica do lipidio proposto a serem sintetizados. Assim com as
analises cromatograficas, termogravimétricas e de infravermelho por transformada de
Fourier foram possiveis validar a formagao dos lipidios estruturados do tipo MLM.
Posteriormente, no Capitulo 9, os novos TAGs foram nanoemulsionados demonstrando
elevada estabilidade ao longo de 43 dias, com baixa polidispersdao do material e baixa
tendéncia a aglomeracdo. Em testes de viabilidade celular ambas as linhagens indicaram
alta biocompatibilidade em concentragdes mais baixas de nanoemulsao/MLM-SL e
nanoemulsao/GSO. Para concentragdes de 1,75% e 2% v/v, os ensaios foram capazes de
induzir um maior percentual de morte celular em células HeLa quando comparado a
nanoemulsdao/GSO, demonstrando maior sensibilidade aos sistemas de nanoemulsdo com

MLM-SL.

Em resumo, por meio desta tese, acredita-se que foram fornecidas informagdes
significativas sobre a otimizagdo da sintese e o uso de redes neuronais para aprimorar a
producdo de lipidios estruturados do tipo MLM. Além disso, contribuiu-se para a
producdo de novos triacilglicerdis (TAGs) em diferentes configuracdes de reatores,
utilizando lipase de Rhizopus oryzae imobilizada em particulas hidrofébicas como uma
alternativa aos biocatalisadores comercialmente imobilizados. O reator de leito fluidizado
emerge como a escolha ideal quando se busca alcan¢ar um grau de incorporacdo maximo,
sendo particularmente aplicavel em industrias farmacéuticas, onde a pureza do produto ¢é
de extrema importancia. Por outro lado, o reator de leito fixo se destaca em setores
industriais que nao demandam uma pureza excepcional, ganhando vantagem significativa

em produtividade com seu sistema reacional eficiente. Enquanto isso, o reator de tanque

177



agitado demonstra eficacia em termos de conversao, porém pode apresentar limitagdes na
produtividade devido a sua natureza descontinua. Esta analise destaca a crucial
importancia de selecionar o tipo de reator mais adequado, levando em consideragdo os
objetivos especificos da produgdo e as necessidades especificas de cada setor industrial.
Adicionalmente, foram alcangadas valiosas contribuicdes sobre o uso de nanoemulsdes
de lipidios estruturados para possiveis aplicagcdes clinicas no combate a células

cancerigenas.
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10.2 Sugestoes para trabalhos futuros

e Como apresentado no Capitulo 2, o uso de diferentes suportes para
imobilizacdo de enzimas pode proporcionar mudangas na capacidade
catalitica do derivado imobilizado. Pensando nisso, a busca por outros
suportes ¢ outras técnicas de imobilizagdo podem refletir em resultados
diferentes aos apresentados neste trabalho.

e Ensaios do potencial antineoplasico com graus de incorporagao variados
de acido caprico com a finalidade de se compreender a relagdo entre o grau
de incorporacao e a viabilidade celular.

e Estudos de viabilidade econdomica do processo de sintese dos lipidios
estruturados.

e Estudo com a implementagdo do novo TAG em alimentos e avaliacdo do

combate a obesidade.
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Apéndice A - Coeficientes estimados, erros padrao, valores p e anova
para a atividade hidrolitica do derivado imobilizado obtida pelo

planejamento fatorial

Tabela 1 — Valores dos coeficientes estimados, seus erros padrdo e os valores p
correspondentes a atividade hidrolitica do derivado imobilizado, conforme obtidos pelo
planejamento fatorial, estdo apresentados.

Variaveis Coeficiente Erro padrio T calculado p -valor
Meédia 1770,12 53,99 32,78 0,0000
X1 18,22 23,38 0,77 0,4496

X2 -324,55 33,74 -9,61 0,0000?

X2 -470,92 23,38 -20,14 0,0000?

X2 -533,09 33,74 -15,79 0,0000?

X1 * X2 -202,37 33,06 -6,12 0,0000?

4 yvariavel significativa (p < 0,05)

Tabela 2 - Anélise de variancia (ANOVA) do modelo que representa a atividade
hidrolitica da lipase imobilizada em particulas hidrofébicas de Diaion™ HP-20.

Soma dos Graus de
Fonte de Variacao Quadrado Médio Fecalc  p -valor
quadrados liberdade
Regressao 6087446,3 5 1217489,27 139,19  0,0000
Residuos 113710,2 13 8746,94
Falta de Ajuste 95518,8 3 31839,58 0,00026
Erro Puro 18191,5 10 1819,14
Total 6201156,6 18

R2=98,17%
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Apéndice B - Coeficientes estimados, erros padrio, valores p para a o
grau de incorporacio do planejamento proposto por Bassan e

colaboradores

Tabela 1 — Valores de coeficientes estimados, erros padrdo e valores p para o grau de
incorporagdo seguindo o planejamento proposto por Bassan e coloboradores (2019)
aplicando derivado imobilizado de lipase de Rhizopus oryzae.

Variaveis Coceficiente Erro padrio T calculado p -valor
Meédia 17,69 1,78 9,91 0,0001

X1 16,13 1,09 14,76 0,00002*

Xi2 8,21 1,30 6,31 0,00146°

X2 -4,15 1,09 -3,80 0,01261?

X2 3,34 1,30 2,56 0,05019

X1 * X2 -0,94 1,54 -0,61 0,56577

4 yvariavel significativa (p < 0,05)
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APENDICE C - Coeficientes estimados, erros padrio, valores p para a
o grau de incorporacio do planejamento DCC proposto para o grau de
incorporacao

Tabela 1- Valores de coeficientes estimados, erros padrdo e valores p para o grau de
incorporagdo seguindo o planejamento DCC proposto para o grau de incorporacio
aplicando a lipase de Rhizopus oryzae imobilizada em Diaion™ HP-20.

Variaveis Coeficiente Erro padrio T calculado p -valor
Meédia 36,80 0,45 80,94 0,0000
X1 14,85 0,60 24,69 0,0001*
X2 -0,38 0,60 -0,63 0,5699
X1.X2 3,15 0,60 5,24 0,01351%

4 yvariavel significativa (p < 0,05)
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Apéndice D - Coeficientes estimados, erros padrao, valores p para a o
grau de incorporacio do planejamento DCCR proposto para otimizaciao

do grau de incorporacao de acido caprico

Tabela 1 — Valores de coeficientes estimados, erros padrdo e valores p para o grau de
incorporagdo seguindo o planejamento DCCR proposto para otimizacdo do grau de

incorporagdo de acido caprico.

Variaveis Coceficiente Erro padrio T calculado p -valor
Meédia 55,16 1,38 39,71 0,0000*
X1 6,80 0,69 9,80 0,0000*

X2 -17,83 0,91 -19,41 0,0000?

X2 -8,21 0,69 -11,82 0,0000?

X2 -13,64 0,91 -14,84 0,0000?

X1 * X2 -5,79 0,98 -5,89 0,0000?

4 yvariavel significativa (p < 0,05)

186



