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RESUMO

Diversos experimentos foram realizados com o objetivo de estudar a reacdo de
esterificacdo enzimatica do acido oléico com a frutose em meio etandlico, visando a
sintese de biosurfactantes biodegradaveis. Para tanto, foi utizada a enzima Candida
Antartica B na temperatura de 55 °C e em tempos de reagao variando entre 48, 72,
96 e 120 horas. De acordo com os resultados obtidos, constatou-se que a citada
enzima catalisou preferencialmente o etanol presente no meio reacional para a
formacéo do éster oleato de etila. Este fato foi confirmado através do espectro de
ressonancia magnética nuclear ("H e "*C), bem como do espectro de infravermelho
pela presenca de um pico de absorgdo em 1738,4 cm™, caracteristico deste éster.
Os resultados da reacdo de formacgdo do oleato de etila indicam que o maior
rendimento da reacao foi observado no tempo de 96 horas e que o tempo de 120
horas o rendimento foi inferior. Os experimentos realizados com o objetivo de se
obter ésteres de frutose a partir do acido oléico em meio etandlico n&o lograram
éxito, apesar da literatura indicar a possibilidade de se realizar esta reacdo em
outros meios que utilizam solventes ndo recomendados para o uso alimenticio. O
oleato de etila apresenta carater lipofilico e na industria de alimentos encontra
aplicagao na desidratacao osmatica de tomates e pimentas do tipo “dedo de mocga”,
facilitando a perda de agua, ganho de agucar e cor mais luminosa. O uso do oleato
de etila no processo de desidratagdo diminui o tempo de secagem, aumenta sua
eficiéncia sem deixar nenhum tipo de residuo quimico.

Palavras-chave: Biodegradavel, lipases, esterificagdo, biosurfactantes, oleato de
etila.



ABSTRACT

Several experiments were done aiming at the study on the enzymatic esterification of
the oleic acid with fructose in ethanolic medium, focusing the synthesis of
biodegradable biosurfactants. For that purpose, it was utilized the enzyme, Candida
antartica B., at temperature of 55 °C, in reacting time of 48, 72, 96 e 120 hours.
Accordingly to the obtained results it was verified that the related enzyme catalyzed
primarily the ethanol present in the reactional medium to form the ester: ethyl oleate.
This fact was confirmed through magnetic nuclear resonance spectra ('H and *C) as
well as, through infrared spectrum, by the presence of absorption peak at 1738, 4 cm”
' characteristic of that ester. The results of the reaction of ethyl oleate production
indicate that the highest yield was observed in about 96 hours time, and for the 120
hours time it was observed also an inferior yield. The experiments accomplished for
the obtention of fructose esters from oleic acids in ethanolic medium were not
successful like in other solvents not recommended for food use. The ethyl oleate
shows a lipophilic character and in the food industry it finds application in the osmotic
dehydration of tomatoes and peppers “dedo de moga”, improving water release,
sugar yield and solar brightness. The use of ethyl oleate in the dehydration process
decreases the drying time increases its efficiency without leaving any traces pf
chemical residues.

Keywords: Biodegradable, lipases, esterification, biosurfactants, ethyl oleate.
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1 INTRODUCAO

As mais diversas reacgdes organicas (esterificagdes, interesterificagoes,
transesterificagdes e hidrolises) podem ser efetuadas por rotas de sintese
empregando catalisador quimico ou bioquimico. Por meio da biocatalise grandes
melhorias de processo podem ser obtidas, principalmente em relagdo aos custos
operacionais (tempo de reagado, gasto de energia, méao-de-obra). Por esta razao, é
cada vez mais crescente o interesse da aplicacdo de catalisadores bioquimicos em
sintese organica (AIRES-BARROS, 2002; FABER, 1997).

A tensdo superficial surge nos liquidos como resultado do desequilibrio
entre as forgas agindo sobre as moléculas da superficie em relagdo aquelas que se
encontram no interior da solugdo. As moléculas de qualquer liquido localizadas na
interfase liquido-ar, realizam um numero menor de interagdes intermoleculares
comparadas com as moléculas que se encontram no interior do liquido. A forca
resultante que atrai as moléculas da superficie de um liquido para o seu interior
torna-se o principal obstaculo para a formagao de bolhas, gotas e a nucleagao de
cristais em liquidos. Como estas forcas de coesdo tendem a diminuir a area
superficial ocupada pelo liquido, observamos frequentemente gotas adotarem a
forma esférica. A esta forca que atua na superficie dos liquidos da-se o nome de
tensdo superficial e, geralmente, é quantificada determinando-se o trabalho
necessario para aumentar a area superficial. Quanto menor a tensao superficial
maior a facilidade para um liquido se espalhar (ADAMSON & GAST, 1997).

De fato, a aplicacdo de tensoativos, surfactantes ou ésteres de frutose na
industria alimenticia, fornece uma 6tima relagao teoria-pratica para a discussao da
acao destes compostos sobre a tensao superficial. Devido a propriedade de reduzir
a tensao superficial dos liquidos, os surfactantes também podem ser classificados
como emulsificantes. As moléculas dos produtos tensoativos sdo constituidas por
um grupo lipofilico e um grupo hidrofilico (STEINHART, 2000).
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Entre esses, especial atencdo tem sido dedicada as enzimas lipoliticas
(lipases), em funcdo de sua alta atividade catalitica exibida em diversos meios
organicos, catalisando a transferéncia de grupos acila de compostos doadores para
uma ampla faixa de compostos aceptores diferentes da agua (KAZLAUSKAS &
BORNSCHEUER, 1998).

Estas lipases sdo empregadas tanto em nivel industrial (industria
alimenticia, de cosméticos e perfumes, biomédica, pesticidas, detergentes, etc)
como académico. Lipase é o nome genérico para um grupo de enzimas
pertencentes a classe das hidrolases e que atuam sobre ligagdes éster. Sao
capazes de catalisar ndo apenas reagoes de hidrdlise, mas também de sintese em
meios aquo-restritos, como reagdes de esterificacdo, interesterificacao,
transesterificagao, alcodlise e amindlise, e por atuar sobre substratos ndo naturais
(JAEGER & EGGERT, 2002; PANDEY et al., 1999).

Em 1958, SARDA & DESNUELLE propuseram definir as lipases a partir de
sua caracteristica cinética: a propriedade de ativacdo na presenca de substratos
pouco soluveis em agua e emulsionados, ou seja, na presenca de uma interface
oleo/ agua. Segundo estes autores, as lipases seriam ativadas na presenca de
ésteres emulsionados, exercendo sua fung¢do hidrolitica sobre substratos soluveis

em agua.

A determinacdo da estrutura tridimensional de alguns tipos de lipases,
propiciou uma explicacao para o fendbmeno da ativagao interfacial: o sitio ativo
destas enzimas apresentava recoberto por uma “tampa” hidrofdbica, que ao interagir
com a interface lipideo/agua sofreria uma mudanga conformacional, expondo o sitio
ativo. A presenca da “tampa” na estrutura da enzima e a propriedade de ativagéo
interfacial passaram a ser fatores determinantes para a caracterizacdo de lipases
(BRADY et al., 1990; SCHRAG et al., 1991; WINKLER et al., 1990).
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Entretanto, mais recentemente foi observado que a presenca da “tampa”
nao estd necessariamente correlacionada com a ativacao interfacial, tendo sido
descritas lipases, como a de Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia glumae e
Candida antartica B que apresentam em suas estruturas, mas nao sofrem ativacao
interfacial (JAEGER & REETZ, 1998).

Além disso, a ocorréncia ou nao da ativacdo interfacial pode ser
influenciada pelas condicbes experimentais e pelos substratos utilizados. Os
substratos naturais para lipases sao 6leos e gorduras contendo triacilgliceroéis
constituidos de acidos graxos de cadeia longa (ex: acidos oléico, linoléico,
linolénico), ou seja, ligagdes éster triplices (BIER et al., 1955; BROCKMAN &
BORGSTROM, 1984; FERRATO et al., 1997).

O importante campo de aplicacdo desta tecnologia € a producédo de
ésteres de acidos graxos e agucares (frutose), que apresentam larga aplicagdo como
emulsificantes em alimentos, cosméticos e produtos farmacéuticos (CAO et al.,
1999; CHAMOULEAU et al., 2001; LORTIE, 1997).

Segundo KAMEL (1997) e KOVACS et al. (1992) n3o ha ordem especifica
de adicdo dos emulsificantes, no entanto esta deve ser executada de forma a

garantir a homogeneizacao da mistura.

Além de seu efeito conservante, ésteres de agucares tém sido associados
como agentes antitumor e inibidores do crescimento de plantas. Os ésteres de
frutose sdo moléculas anfifilicas que apresentam, na mesma estrutura, uma parte
apolar (hidrofébica) e uma parte polar (hidrofilica). Em funcao disso, os surfactantes
tendem a se distribuir nas interfaces entre fases fluidas com diferentes graus de
polaridade (6leo/agua e agua/éleo) formando um filme molecular, que reduz as
tensodes interfacial e superficial, atribuindo propriedades unicas aos tensoativos, tais
como detergéncia, emulsificagao, lubrificagcdo, capacidade espumante, capacidade
molhante, solubilizagdo e disperséo de fases (NITSCHKE & PASTORE, 2002).
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A preparagao de microemulsao € uma alternativa na busca de um material
mais homogéneo quanto a forma e tamanho das particulas. Conhecendo-se a
relacdo de concentragcbes de agua e de surfactante, pode-se controlar o tamanho
meédio das goticulas de microemulsdo e, portanto, pressupde-se, das particulas.
Admitindo-se particulas esféricas a partir de consideragbes geométricas, podemos
chegar as equacgdes que permitem calcular diretamente o raio da particula
(BARNICKEL et al., 1992).

Os ésteres de acucares podem ser preparados pela transesterificagdo de
ésteres metilicos com acucares (frutose) catalisada por uma base em meio ao
solvente dimetilformamida ou sem solvente. Porém, o produto resultante € uma
mistura de mono-, di-, e tri-, ésteres de acucar sendo esta mistura ndo recomendada
ao consumo humano, pois o solvente utilizado (dimetilformamida) ndo é permitido
pela legislagao para produtos com fins alimenticios (FEUGE et al., 1970; OSIPOW et
al., 1956).

No entanto, as reacbes enzimaticas vém sendo cada vez mais
empregadas para esterificacdo da frutose e acidos graxos resultando em mono éster
de frutose, pois, as enzimas atuam de forma especifica resultando em um produto
mais puro (RAKMI et al., 1997).

O presente estudo tem como objetivos desenvolver uma tecnologia
ecologicamente correta para a producéo de: 1 - Ester de frutose por via enzimatica,
que é um biosurfactante vegetal e biodegradavel, através da reacéo de esterificagéo
da frutose com o acido graxo (oléico), utilizando como biocatalisador a lipase
Candida Antarctica B. O biosurfactante obtido sera destinado a aplicagdo em
produtos com fins alimenticios e, 2 - Oleato de etila por via enzimatica, que é um
éster obtido através da reacao de esterificagdo do acido dleico com o alcool etilico,
utilizando como biocatalisador a lipase Candida Antarctica B. O produto obtido sera
destinado a aplicagdo em processos de desidratagdo osmotica em diversos

alimentos.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Frutose

A frutose é um importante carboidrato encontrado no organismo humano e
na maioria das plantas, tendo sido isolada pela primeira vez em 1847 a partir da
cana-de-agucar. Seu nome € originario da palavra latina fructus, ja que as frutas séo
importantes fontes de frutose (WANG & VANEYS, 1981).

E um monossacarideo com ampla distribuicdo na natureza e possui um
poder adogante cerca de 70 % superior ao da sacarose (CRUZ et al., 1998). Sua
utilizagcao na industria de alimentos e bebidas vem crescendo de forma acentuada,
pois esse agucar nao apresenta problemas de cristalizagdo como a sacarose (GE et
al., 1998).

Tolerada por pacientes diabéticos, a frutose também esta relacionada com
o0 aumento da absorgédo de ferro em criangas (PESSOA & VITOLO, 1999). Dessa
forma, vem sendo recomendada como adogante alternativo para diabéticos, uma vez
que promove diminui¢do do nivel de glicose plasmatica (AKGUN & ERTEL, 1985) e,
diferentemente da glicose, pode ser metabolizada independentemente da insulina
(BLAKELY et al., 1995).

Como componente de frutas e outros vegetais, € ingerida regularmente na
dieta. Também é sintetizada no organismo a partir da glicose, via sorbitol, e esse
processo se relaciona com a manuteng¢ao do equilibrio 6xido-redutivo. Nos ultimos
anos, especialmente em paises desenvolvidos, a ingestdo de frutose vem
aumentando acentuadamente, em decorréncia do maior consumo de produtos
industrializados contendo frutose como, adogantes e emulsificantes. Deste modo, é
importante conhecer seus aspectos metabdlicos, bem como os efeitos associados
ao seu uso inadequado (DAVIES et al., 1998).
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A frutose é mais conhecida por sua intolerancia associada ao seu
metabolismo que pode ter consequéncias clinicas importantes e também como
possivel substituta da glicose na dieta dos diabéticos, pelo fato de possuir estrutura
quimica semelhante a da glicose, mas n&o necessitar da insulina para o seu
metabolismo. Entretanto, seus efeitos metabdlicos, principalmente os relacionados
ao metabolismo lipidico e toda uma rede de metabdlitos, sdo bem menos divulgados
(BARREIROSI et al., 2005).

2.1.1 Caracteristicas fisico-quimicas

A frutose é considerada um agucar, sendo um composto sélido, incolor,
cristalino e soluvel em agua. O termo "agucar" deriva do sanscrito carkara, que
significa grao de areia. O termo em sanscrito deu origem ao grego sakkaron, ao latim
saccharum e ao arabe sukkar. A palavra portuguesa agucar tem origem arabe. Os
agucares sao carboidratos e apresentam carbono, hidrogénio e oxigénio na sua
composicdo em uma proporcéo de 1:2:1 (MALTA & GUIMARAES, 1976).

Comercialmente a frutose € produzida a partir da isomerizagédo da glicose
que, por sua vez, & obtida por hidrélise multi-enzimatica do amido. E um
monossacarideo, pois é composta por seis atomos de carbono unidos em ligacdes
covalentes simples, apresentando grupamentos hidroxila, formados por hidrogénio e
oxigénio e um grupamento carbonila, formado por ligagdo dupla entre o carbono e o
oxigénio. A posicdo desse grupamento € que determinara, apdés a hidrélise do
monossacarideo, se ele dara origem a cetona ou aldeido (GODFREY & WEST,
1996).

Segundo NELSON et al. (2000), a glicose, contendo o grupamento
carbonila no final da cadeia, quando hidrolisada, fornecera cetona e sera
denominada cetohexose. A glicose, por sua vez, quando hidrolisada, dara origem a
um aldeido, sendo chamada de aldohexose. A oxidagdo dos carboidratos é a
principal via metabdlica produtora de energia para a maioria das células nao

fotossintéticas, fornecendo um grama de frutose 16 kJ de energia.
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2.1.2 Fontes de frutose

A frutose, também conhecida como levulose, além de ser encontrada sob
forma isolada na natureza, é constituinte da sacarose ([3-D-Frutofuranosil a-D-
glicopiranose) e de outros polimeros denominados fructans ou inulina, sendo esta
encontrada na chicodria, batata-doce e alcachofra de Jerusalém (MATTHEWS et al.,
1987; RUMESSEN, 1992).

A frutose € o monossacarideo predominante em varias frutas, incluindo
macas, laranjas e meldes. Os vegetais podem conter de 1 % a 2 % de seu peso na
forma de frutose livre e mais 3 % de frutose sob a forma de sacarose (MATTHEWS
et al., 1987).

Conforme HALLFRISCH (1990), a frutose pode ser encontrada como
rafinose, que €& um trissacaridio, e também como estaquiose, que é um
tetrassacaridio, em algumas leguminosas como a soja, lentilha, ervilha e feijao.
Essas formas ndo sio absorvidas pelo intestino humano, sendo fermentadas pelas
bactérias no intestino grosso, gerando gases que acompanham a digestdo dessas

leguminosas.

De acordo com WANG & VANEYS (1981), na década de 70, a separagao
da frutose e da glicose a partir de solugbes compostas por agucares invertidos foi
conseguida por meio da cromatografia de troca i6nica. A utilizacdo desse método
aumentou a producdo de frutose pura e diminuiu drasticamente o seu preco. Ao
mesmo tempo, o isolamento de isomerases capazes de transformar a D-glucose em
D-frutose (FIGURA 1) levou a introdugcdo comercial de xaropes derivados de amido,

ricos em frutose.
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CHO CH,OH
H——OH —O
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H——OH H——OH
CH,OH CH,OH

FIGURA 1 — Estrutura da D-Glucose e D-Frutose, respectivamente.

A frutose vem sendo empregada como adogante de bebidas e frutas
industrializadas, constituindo de 4,0 % a 8,0 % de seu peso em decorréncia de
algumas caracteristicas, como a maior solubilidade em solugdes aquosas e pelo fato
de ser mais doce, cerca de 1,7 vez mais que a sacarose. Alimentos produzidos em
confeitarias tém, em média, 1,0 % a 2,0 % de frutose, porém se esses alimentos
apresentarem frutas na composi¢cao, a quantidade de frutose pode aumentar para
cerca de 11,0 %. O mel fornece a maior concentragao de frutose (42,4 % do peso),
sendo considerado um adogante natural (HALLFRISCH, 1990).

A frutose pode ainda ser produzida a partir do sorbitol. Isso ocorre quando
esse poliol é oxidado em uma reagdo mediada pela enzima sorbitol-desidrogenase.
Acucares simples e o sorbitol estdo presentes em algumas frutas, hortalicas e
vegetais (TABELA 1). Doces, balas de menta, gomas de mascar, alimentos e sucos

dietéticos apresentam sorbitol em sua composi¢ao (RUMESSEN, 1992).
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2.1.3 Consumo de frutose

Na dieta humana ocidental, os carboidratos correspondem de 200 a 300 g/
dia ou a cerca de 40 % a 50 % da energia ingerida. A ingestado diaria de frutose livre
(excluindo a sacarose), nos EUA, é de cerca de 16 g/ dia. Caso haja ingestao de
xaropes de milho, ricos em frutose, o consumo pode atingir 60 a 100 g/ dia e até 150

g/ dia se somada a frutose proveniente da sacarose (RUMESSEN, 1992).

TABELA 1 - Agucares simples em algumas frutas, hortalicas e vegetais

Alimentos Frutose (%) Glicose (%) Sacarose (%) Sorbitol (%)
Frutas

Maca 6-8,0 1-4,0 1-5 0,2-1,0
Suco de macga 6-8,0 1-4,0 4 0,3-1,0
Banana 2-4,0 3-6,0 6-14 ?
Cereja 5-7,0 5-7,0 0,2 1,4-2 1
Uva 5-7,0 5-7,0 0,5 0,2
Laranja 2-3,0 2-3,0 4-7 -
Suco de laranja 2-6,0 2-6,0 2-4 -
Péra 5-9,0 1-2,0 1-2 1,2-3,5
Suco de péra 5-9,0 1-2,0 1-2 1,1-2,6
Ameixa 1-4,0 2-5,0 1-5 0,3-2,8
Morango 1-3,0 1-3,0 1-2 <0,1
Tomate 1-1,5 1-1,5 <0,1 <0,1
Mel 41 34 2 -
Hortalicas e vegetais

Aspargos 1,4 1,0 0,3 -
Feijao 1-1,5 0,5-1,0 0,6 -
Repolho 1,6 1,7 0,4 -
Cenoura 1,0 1,0 4.0 -
Alho 1,5 1,0 1-1,5 -
Alface 0,6 0,5 0,1 -
Cebola 1,0 2,0 1,0 -
Ervilha <0,1 <01 1-5,0 -
Batata <0,1 <0,1 <0,1 -

Fonte: HALLFRISCH (1990).
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A ingestao de frutose no Brasil ndo esta bem estabelecida. Estima-se um
consumo médio de cerca de 4,34 g/ dia de frutose livre, originaria de frutas, doces,
hortalicas e outros vegetais. A quantidade de frutose provinda da sacarose é de
aproximadamente 27,5 g/ dia. Essa estimativa foi baseada em dados estatisticos de
consumo de produtos alimentares fornecidos pelo Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE), utilizando-se como fonte as pesquisas sobre orgamentos
familiares, realizadas entre Outubro de 1995 e Setembro de 1996 (IBGE, 2006).

Segundo MONTEIRO et al. (2000), estudos mostraram que a dieta do
brasileiro vem sendo modificada com uma tendéncia para reducdo do consumo de
leguminosas, hortalicas e frutas e aumento do consumo de agucares simples e
consequentemente de frutose, principalmente a proveniente da sacarose. Essa
mudang¢a nos habitos alimentares podera repercutir no metabolismo lipidico e

ocasionar o aumento dos lipidios totais e trigliceridios na circulagao.

2.1.4 Beneficios do uso de frutose

O uso de frutose na dieta de diabéticos foi preconizado desde 1893,
quando Minkowski observou a independéncia da frutose em relagao a insulina para
a sua metabolizag¢ao. Varios estudos posteriores reforcaram a idéia de que a frutose,

assim como o sorbitol, seriam benéficos na dieta de diabéticos (SPARKS, 1992).

De acordo com o consenso de 2002 da Associacdo Norte-Americana de
Endocrinologia (AACE), o consumo de carboidratos recomendado para pacientes
diabéticos deve corresponder de 55 % a 60 % do total de calorias ingeridas e o total
de carboidratos, mais do que a fonte parece ser o fator critico que determina o efeito

na glicemia.

O uso de frutose também foi sugerido no manuseio dietético da diarréia
intratavel da infancia, como fonte alternativa de carboidrato para criangas incapazes

de tolerar os polimeros de glicose (CLARK et al., 1986).
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A frutose foi também utilizada no tratamento da intoxicacdo alcodlica
aguda. Estudos indicaram que 500 mL de frutose a 40 %, ofertados em um periodo
de 30 minutos, aumentavam em cerca de 25 % a taxa de declinio dos niveis de
etanol sanguineo. As doses recomendadas variaram de um a trés litros de solugéo
de frutose a 10 % (COARSE & CARDONI, 1975).

2.2 Acidos graxos

Oleos e gorduras tém um papel fundamental na alimentacdo humana.
Além de fornecerem calorias, agem como veiculo para as vitaminas lipossoluveis,
como A, D, E e K (CLAUSS, 1996). Também séo fontes de acidos graxos essenciais
como o linoléico, linolénico, oléico e araquiddnico e contribuem para a palatabilidade
dos alimentos (GURR & HARWOOD, 1996; KARLESKING, 1996).

Nos ultimos quinze anos tem surgido um crescente interesse na tecnologia
de modificagdo dos dleos e gorduras (AHMED, 1995; CLAUSS, 1996; GONCALVES,
1996; LIMA & NASSU, 1996). Esta tendéncia pode ser atribuida principalmente ao
fato desses materiais serem obtidos de fontes naturais e empregados como
importantes matérias-primas para as industrias quimicas, farmacéuticas e
alimenticias. Mundialmente é estimada uma produg¢do anual de 6leos e gorduras de
aproximadamente 100 milhdes de toneladas (GUNSTONE, 1999).

Os componentes mais expressivos dos Oleos e gorduras sado os
triglicerideos e suas propriedades fisicas dependem da estrutura e distribuicdo dos
acidos graxos presentes (CLAUSS, 1996; GRAMPONE, 1993).
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Os o6leos e gorduras naturais podem ser o unico constituinte de um
produto ou podem fazer parte da mistura de diversos constituintes em um produto.
Existem casos, entretanto, que se toma necessario modificar as caracteristicas
desses materiais, para adequa-los a uma determinada aplicagdo. Portanto, o setor
industrial de éleos e gorduras tem desenvolvido diversos processos para manipular a
composicao das misturas de triglicerideos (CASEY & MACRAE, 1992; GUNSTONE,
1999; HAMMOND & GLATZ, 1988).

A estrutura basica dos 6leos e gorduras pode ser redesenhada, por meio
da modificagdo quimica dos acidos graxos (hidrogenacao), pela reversao da ligacao
ester (hidrolise) e reorganizagdo dos acidos graxos na cadeia principal do
triglicerideo (interesterificagdo) (CLAUSS, 1996; HAMMOND & GLATZ, 1988).

Atualmente, pode-se destacar a obtencdo de O6leos de elevada
estabilidade, obtidos por modificagdo genética de sementes oleaginosas, com baixos
teores de acidos graxos polinsaturados, ou seja, 6leos com alto teor de acido oléico
(FIGURA 2), cuja composicdo em acidos graxos e trigliceridios € muito diferente dos
oleos convencionais (RATTRAY, 1990).

o)

OH

FIGURA 2 — Estrutura do acido oléico.

2.3 Enzimas

Devido as suas propriedades, as enzimas tém vasta aplicacdo na sintese
organica. O seu uso como catalisadores em reagdes sintéticas e em solventes
organicos nao é recente, sendo que no inicio do século XX surgiram as primeiras
aplicagdes (ZARK et al., 1991).
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O uso de enzimas em sintese organica vem crescendo exponencialmente,
e atualmente os dados registram mais de 800 artigos e patentes que descrevem
cerca de 18500 biotransformac¢des mediadas por enzimas e microorganismos. A
imobilizagdo protege a sua configuragdo nativa, tendo também um efeito benéfico a
sua estabilidade (CARREA & RIVA, 2000; FABER, 1997).

De acordo com a sua origem, as enzimas podem ser classificadas em:
enzimas microbianas, enzimas de origem animal e enzimas de origem vegetal (LIMA
et al., 2001).

O interesse no uso de enzimas para o processamento de alimentos se
deve a diversos fatores, entre eles: especificidade de acdo, velocidade de reacao de
10® a 10" vezes, acdo rapida e eficiente em baixas concentragdes, atividade em
condigdes brandas de pH, temperatura (30 a 70 °C) e pressao atmosférica, facil
controle da reacdo e pequena toxicidade (OLSEN, 1995; TIMMIS & DEMAIN, 1998).
Séo classificadas e codificadas pela NC-IUBMB (Nomenclature Committee of the
International Union of Biochemistry and Molecular Biology) de acordo com a reagao
catalisada. A nomenclatura utiliza a abreviagao E.C. (Enzyme Comission) seguida de

ateé 4 digitos referentes a classe e subclasses a que pertencem.

De acordo com AMFEP (2004), em geral, as enzimas s&o consideradas
como auxiliares no processamento de alimentos. Embora possam permanecer no
produto final, ndo exercem uma funcdo especifica neste. Portanto, ndo séo
consideradas como aditivos alimentares, ao contrario de adocantes, espessantes,

antioxidantes, etc.

2.3.1 Lipases

Entre as enzimas mais empregadas tanto em nivel industrial (industria

alimenticia, de cosméticos e perfumes, biomédica, pesticidas, detergentes, entre

outras) como académico, encontram-se as lipases (PANDEY et al., 1999).
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Lipase € o nome genérico para um grupo de enzimas pertencentes a
classe das hidrolases e que atuam sobre ligagcdes éster. Sao capazes de catalisar
nao apenas reagdes de hidrolise, mas também de sintese em meios aquo-restritos,
como reacgdes de esterificacdo, interesterificacdo, transesterificacdo, alcodlise e
amindlise, e por atuar sobre substratos nao naturais (JAEGER & EGGERT, 2002).

As lipases sdo originarias de um grande numero de bactérias, fungos,
plantas e animais, tendo suas propriedades variaveis de acordo com sua
procedéncia (SAXENA et al., 2003). Particularmente, as enzimas microbianas sao
mais estaveis que as extraidas de plantas e animais, tornando sua produgdo mais

conveniente e segura (HASAN et al., 2006).

As lipases provenientes de microrganismos constituem um grupo de
valiosas enzimas de aplicagao biotecnoldgica, devido principalmente a versatilidade
de suas propriedades, no que se refere a atuagao enzimatica e especificidade ao
substrato, e facilidade de produ¢do em massa, sendo um dos grupos mais utilizados
no segmento industrial (HASAN et al., 2006).

Entre os processos de maior interesse, estdo as reacdes de hidrdlise,
sintese e interesterificacdo de lipideos por meio das lipases (VULFSON, 1994). As
razdbes do enorme potencial biotecnolégico dessas enzimas incluem fatos
relacionados com: i) sua alta estabilidade em solventes organicos; ii) nao requerem a
presenca de co-fatores; iii) possuem uma larga especificidade pelo substrato e, iv)
exibem uma alta enantiosseletividade (JAEGER & REETZ, 1998).

De acordo com DIAS et al. (2005), também podemos citar como
vantagens na utilizagdo desses tipos de enzimas: a formagdo de produtos mais
puros devido a alta seletividade do catalisador, bem como as condicbes amenas de
temperatura e pH necessarias a sintese, em contraposicdo as condicdes extremas
associadas ao uso de processos quimicos, pois no caso da sintese de ésteres de
acgucar por esterificacdo quimica, sem o uso de biocatalisadores, serdao necessarias

altas temperaturas, o que dificulta a obtencao do produto.
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Utilizando a rota quimica, é favorecida a formacao dos ésteres de acidos
graxos: mono, di, tri e tetra. Quando se pretende obter apenas um desses
compostos, é importante dispor de técnicas que permitam correlacionar a
distribuicdo de produtos obtidos, qualitativa e quantitativamente, com estas
condigdes, como a cromatografia por exclusdo de tamanho (GPC) e a
espectrometria por ressonancia magnética de C (RMN '*C) (EYCHENNE &
MOULOUNGUI, 1998).

A utilizacdo de agua como solvente em biotransformagdes afeta a
produtividade de reagdes de esterificacdo catalisadas por hidrolases pelo
deslocamento do equilibrio quimico. O uso de um solvente organico permite a
superacao destes problemas, além de melhorar a especificidade da enzima (AIRES-
BARROS, 2002).

As lipases tém sido utilizadas em uma variedade de segmentos
biotecnoldgicos, como em industrias de alimentos (desenvolvimento de aromas e
maturagcdo de queijos), de detergentes, farmacolégicas (sintese de naxopreno e
ibuprofeno), agroquimica (inseticidas e pesticidas) e oleoquimica (hidrélise de 6leos
e gorduras, sintese de biosurfactantes) (JAEGER et al., 1994; KAZLAUSKAS &
BORNSCHEUER, 1998).

Dentre os possiveis processos catalisados pelas lipases em meio
organico, a sintese de ésteres de acidos graxos apresenta-se como uma vertente
bastante promissora, em fungdo da importdncia de inumeros ésteres na vida
cotidiana. Produtos naturais, tais como trigliceridios, fosfolipidios, esterodides,
aromatizantes e fragrancias, apresentam em comum uma ligagcao éster, apesar das
diferentes propriedades fisicas e diversas estruturas quimicas que possuem
(JAEGER et al., 1994; YAHYA et al., 1998).

Consequientemente, o numero de rotas de sinteses organicas que
incorporam um substrato enzimatico vem sendo largamente estudadas (JONES,
1986; MARGOLIN, 1991; SOLEWICK, 1987; ZARKS et al., 1991).
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Bem ilustrativos sdo os processos que utilizam enzimas lipoliticas (lipases)
como catalisadores, para um largo espectro de reagdes (CASTRO & ANDERSON,
1995; HARWOOD, 1989; MACRAE & AMUNDSON, 1985). Entre estes, destaca-se a
obtencdo de ésteres por via enzimatica (FIGURA 3) por oferecer, além das
vantagens tradicionais, a possibilidade de classificar inumeros ésteres de grande
importancia do setor alimenticio como produto natural (COSTA et al.,, 1995;
LANGRAND et al., 1988; MILLER et al., 1988).

Esteres de acidos graxos e acgucar também vém sendo utilizados como
inseticidas sintetizados com base em produtos naturais encontrados em plantas.
Materiais sintetizados a partir de ésteres de acgucar podem, potencialmente,
substituir produtos ja utilizados na industria, por constituirem produtos de maior
biodegradabilidade (PARK et al., 2004).
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FIGURA 3 — Estrutura dos ésteres de acgucares.

A lipase B de Candida antarctica, também conhecida como CAL-B, pode
ser utilizada em processos industriais como a sintese de triglicerideos e esterificacao
de alcoois terpenos, e seu uso ja foi registrado na sintese de acil-hexoses, oleatos
de frutose e ésteres de glicose, além da sua regiosseletiva na esterificagdo de
acgucares (COULON et al., 1995; ZHANG et al., 2003).

Para elaboragao deste estudo, foi utilizada uma enzima lipolitica que, é
uma lipase do tipo CAL-B Candida antarctica produzida por fermentagdo submergida
de microrganismos Aspergillus oryzae geneticamente modificada e adsorvida sobre

resina acrilica macroporosa numa concentragéo de 3 % (massa/ massa)
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2.4 ReacOes catalisadas por lipases

As lipases catalisam uma série de diferentes reagdes (KAZLAUSKAS &
BORNSCHEUER, 1998; VILLENEUVE et al., 2000). Além de quebrar as ligagdes de
ester de triacilglicer6is com o consumo de moléculas de agua (hidrdlise), as lipases
sao também capazes de catalisar a reagcao reversa sob condicdes microaquosas,
como por exemplo, a formagao de ligagbes éster, a partir de um alcool e acido
carboxilico (sintese de éster) (GANDHI, 1997; YAHYA et al., 1998). Estes dois
processos basicos podem ser combinados numa sequéncia logica para resultar em
reacdes de interesterificacado (aciddlise, alcodlise e transesterificagdo), dependendo
dos reagentes de partida empregados (BALCAO et al., 1996; VULFSON, 1994).

Outros solventes, além de agua e alcool, podem ser utilizados como
nucledfilos em reagdes catalisadas por estas enzimas. Desta forma, as lipases
podem participar de reacbes como amindlises, tiotransesterificagcdes e oximalises,
em solventes organicos, com elevada seletividade (FABER, 1997; VILLENEUVE et
al., 2000).

O uso deste biocatalisador em amindlise de ésteres, em meios anidros,
tem sido bem sucedido na sintese de peptideos e amidas de acidos graxos
(KAZLAUSKAS & BORNSCHEUER, 1998). Esses resultados sdo promissores para
a utilizagcdo de tecnologia de lipases em sintese de peptideos opticamente ativos,
polimeros, surfactantes e novos detergentes com baixo custo (GHOTRA et al., 2002;
KAZLAUSKAS & BORNSCHEUER, 1998).

A atividade hidrolitica da lipase pode ser diretamente relacionada com sua
atividade de sintese, mas é independente de sua atividade de interesterificagéo.
Lipases de diferentes fontes sdao capazes de catalisar a mesma reacdo, embora
possam diferir no desempenho sob as mesmas condi¢cdes reacionais (YAHYA et al.,
1998).
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A esterificagao direta de agucares com acidos graxos catalisada por lipase
(FIGURA 4) é um procedimento bastante complexo, devido a baixa solubilidade dos
agucares em meios organicos (LORTIE, 1997). Conversdes elevadas tém sido
reportadas usando piridina como solvente, no entanto, esse tipo de solvente é
incompativel com aplicacbes em aditivos alimentares. Outras solugbes séao
baseadas no uso de acucares protegidos, que requerem etapas adicionais de
sintese (LORTIE, 1997; NITSCHKE & PASTORE, 2002).

o
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FIGURA 4 — Reacéo de esterificagdo enzimatica.

De acordo com YUTAKA & KITAGAWA (1998), os resultados preliminares
obtidos em cromatografia de camada fina mostraram que no caso da catalise por
enzimas lipoliticas, as conversdes de agucares em ésteres sdo influenciadas
fortemente pela concentracdo de agua empregada, a variagdo da temperatura e a

concentracao de enzima.

Para determinarmos a presenga desses ésteres de acucares existem
varias técnicas tais como, a espectroscopia na regido do infravermelho (IV),
ressonancia magnética nuclear (RMN 'H, '*C), espectroscopia de massa (EM), entre
outras. Sendo consideradas técnicas de inestimavel importancia na analise orgéanica
qualitativa, amplamente utilizadas nas areas de quimica de produtos naturais,
sintese e transformagdes organicas, bem como, em linhas de produgéo e no controle
de processos industriais (SILVERSTEIN et al., 1991; SOLOMONS & FRYHLE,
2001).
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O infravermelho e demais métodos espectroscdpicos modernos como a
ressonancia magnética nuclear (RMN), espectroscopia na regido do ultravioleta-
visivel (UV-VIS) e espectrometria de massas (EM) constituem hoje os principais
recursos para a identificacdo e elucidagao estrutural de substancias organicas. Sao,
também, de alta relevancia na determinacdo da pureza e quantificagdo de
substancias organicas, bem como no controle e acompanhamento de reagbes e
processos de separagao (LOPES & FASCIO, 2004).

Quando se adicionam a agua pequenas quantidades de um composto
anfifilico soluvel, uma parte é dissolvida como mondmeros e outra parte forma uma
monocamada na interface ar/ agua. As moléculas anfifilicas da monocamada estao
em equilibrio com os mondmeros presentes da solugcéo, e a cada concentracéo de
mondmero corresponde uma tensdo superficial caracteristica. Quando a
concentragdo de mondmero atinge um valor critico, o tensoativo adicionado comega
a associar-se na forma de micelas. As micelas sdo definidas como agregados
coloidais termodinamicamente estaveis, formadas espontaneamente por compostos
anfifilicos acima de uma determinada concentragdo, designada concentragéo critica
micelar (CMC), a temperaturas superiores a temperatura critica micelar (HELENIUS
& SIMONS, 1975).

Ensaios realizados por COSTA et al., (1995) com diferentes sistemas de
solventes possibilitaram a purificagdo de ésteres. A sintese enzimatica do produto foi
comprovada através do espectro de FT-IR que apresentou uma absorcdo em 1744
cm” (Bacillus Subitilis alcalina), 1743 cm™ (Bacillus Subitilis neutra) e 1737 cm™

(Sacharomyces cereviciae) caracteristica de carbonila de ésteres.

Segundo GATFIELD (1995), os ésteres de frutose, quando preparados por
processos enzimaticos, podem ser caracterizados como naturais ou idénticos ao

natural, sendo, portanto, preferidos pelo mercado consumidor.
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2.4.1 Efeito da &gua na atividade e estabilidade das lipases

Mesmo num meio nao-convencional constituido essencialmente por uma
fase organica, a quantidade de agua no sistema influencia fortemente a atividade
catalitica de enzimas (CABRAL et al., 2001). Para baixos teores de agua, a atividade

enzimatica é geralmente baixa.

Normalmente, a atividade enzimatica aumenta com o aumento da camada
de hidratagdo da enzima, o que € devido a agao lubrificante da agua que aumenta a
flexibilidade interna da enzima (SCHMID et al., 2000).

De acordo com FERNANDES et al., (2001), a estabilidade enzimatica,
normalmente diminui com o aumento da quantidade de agua. A agua participa numa
variedade de mecanismos que causam a desnaturagdo da proteina conduzindo a

inativagao das enzimas.

Em micelas invertidas consegue-se uma estabilidade elevada através do
controle da atividade de agua. Para lipases suspensas em solventes organicos,
obtém-se em geral estabilidades elevadas, uma vez que a quantidade de agua é
muito pequena (valores de atividade de agua <1) as enzimas adquirem uma maior
rigidez conformacional (estado desidratado). Além disso, n&o ocorre protedlise, outra

causa comum de desnaturagcdo em agua (CABRAL et al., 2001).

Existe uma quantidade adequada de agua (15 %) para qual a taxa de
conversdo é maxima. Para pequenas e altas concentragbes de agua observa-se
pouca conversao. Acredita-se que as lipases hidratadas apresentam alta atividade.
No entanto, para quantidades de agua maiores de 15 %, o equilibrio se desloca para
a esquerda (FIGURA 4), desfavorecendo a formagédo dos produtos, na reagédo de
esterificagcdo (CHOPINEAU et al., 1988).
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2.5 Aditivos

De acordo com o Decreto Lei n.° 55.871 de 26/ 03/ 1965, aditivo alimentar
€ considerado pela legislacdo brasileira como a substancia intencionalmente
adicionada ao alimento com a finalidade de conservar, intensificar ou modificar suas

propriedades, desde que ndo prejudique seu valor nutritivo.

Esta legislacdo obriga os produtores a mencionarem nas embalagens de
alimentos e bebidas os aditivos utilizados e também proibe que os aditivos
substituam a matéria—prima basica, alterem o valor nutritivo, sejam tdxicos ou
mascarem falhas de fabricacdo. Muitos aditivos utilizados em alimentos e bebidas
apresentam propriedades toxicoldgicas, portanto, é dever dos 6rgaos competentes
fiscalizar a qualidade dos alimentos industrializados para preservar a saude dos
consumidores (BRASIL, 1998).

A definicdo da FAO/ WHO (Food and Agricultural Organization of the
United Nations/ World Health Organization) € mais explicita que o Decreto lei n°
55.871 de 26/ 03/ 1965 e parece mais adequada, considerando aditivo como a
substancia ndo nutritiva adicionada intencionalmente ao alimento, geralmente em
quantidades pequenas, para melhorar sua aparéncia, aroma, sabor, textura e
conservacgao (FAO, 2007).

Esse tipo de aditivo deve ser diferenciado do aditivo incidental, que € a
substancia residual ou migrada, presente no alimento, como decorréncia das fases
de produgao, beneficiamento, acondicionamento, estocagem e transporte, ou das

matérias-primas nele empregadas.
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2.5.1 Biosurfactantes

Os surfactantes constituem uma classe importante de compostos quimicos
amplamente utilizados em diversos setores industriais. A grande maioria desses
compostos disponiveis comercialmente sdo sintetizados a partir de derivados de
petroleo. Entretanto, o crescimento da preocupacdo ambiental entre os
consumidores, combinado com novas legislagdes de controle do meio ambiente
levaram a procura por surfactantes naturais como alternativa aos produtos existentes
(DESAI & BANAT, 1997).

Os surfactantes sdo moléculas anfifilicas constituidas de uma porgao
hidrofébica e uma porcao hidrofilica. A porcédo apolar é frequentemente uma cadeia
hidrocarbonada enquanto a porgédo polar pode ser idnica (anibnica ou catidnica),
nao-idbnica ou anfotérica. Alguns exemplos de surfactantes ibnicos utilizados
comercialmente incluem ésteres sulfatados ou sulfatos de acidos graxos (aniénicos)
e sais de amonio quaternario (catibnico) (NITSCHKE & PASTORE, 2002).

Em funcéo da presencga de grupos hidrofilicos e hidrofébicos na mesma
molécula, os surfactantes tendem a se distribuir nas interfaces entre fases fluidas
com diferentes graus de polaridade (6leo/ agua e agua/ 6leo). A formagdo de um
filme molecular, ordenado nas interfaces, reduz a tensao interfacial e superficial,

sendo responsavel pelas propriedades dos surfactantes (BANAT, 2000).

Estas propriedades fazem os surfactantes serem adequados para uma
ampla gama de aplicagbes industriais envolvendo: detergéncia, emulsificagao,
lubrificagdo, capacidade espumante, capacidade molhante, solubilizacao e dispersao
de fases. A maior utilizagdo dos surfactantes se concentra na industria de produtos
de limpeza (sabdes e detergentes), na industria de petréleo e na industria de
cosméticos e produtos de higiene. A produgdo mundial de surfactantes excede trés
milhdes de toneladas por ano, sendo a maioria utilizada como matéria-prima para
fabricagédo de detergentes de uso doméstico (NITSCHKE & PASTORE, 2002).
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Segundo BOGNOLO (1999), varios compostos com propriedades tenso-
ativas sao sintetizados por organismos vivos, desde plantas (saponinas) até
microrganismos (glicolipidios) e também no organismo humano (sais biliares), sendo

considerados surfactantes naturais.

Atualmente, nos paises industrializados 70-75 % dos surfactantes
consumidos s&do de origem petroquimica, enquanto que nos paises em
desenvolvimento os compostos de origem natural predominam. Entretanto, nos
paises industrializados existe uma tendéncia para a substituicido dos surfactantes
sintéticos pelos naturais. Esta tendéncia é movida pela necessidade de produtos
mais brandos, pela necessidade de substituigdo de compostos ndo biodegradaveis
(alquil benzenos ramificados) e pelo aumento da especificidade dos produtos
(NITSCHKE & PASTORE, 2002).

Os compostos de origem microbiana que exibem propriedades
surfactantes, isto é, diminuem a tensdo superficial e possuem alta capacidade
emulsificante, sdo denominados biosurfactantes (CAMEOTRA & MAKKAR, 1998).

Os Dbiosurfactantes sao atoxicos, inodoros, biocompativeis e
biodegradaveis; propriedades que aliadas ao baixo custo e sua origem renovavel
contribuem para o aumento do consumo desses produtos (YUTAKA & KITAGAWA,
1998).

De fato, uma legislagao recente discrimina emulsificantes quimicamente
idénticos em produtos naturais € ndo naturais (US, 1985). A preferéncia dos
consumidores por produtos naturais, tem estimulado estudos com a finalidade de se
obter abundantemente precursores extrativos naturais através de métodos
enzimaticos. Estes métodos tém capacidade de produzir grandes quantidades de
substancias emulsificantes, que n&o seriam acessiveis por processos extrativos. Os
produtos obtidos desta forma sao de fato considerados naturais pela legislagao
(FUGANTI & ZUCCHI, 1998; US, 1985).
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2.5.1.1 Classificagao e natureza quimica dos biosurfactantes

Os biosurfactantes constituem uma das principais classes de surfactantes
naturais, sendo classificados de acordo com a sua composi¢cao quimica e sua
origem microbiana. As principais classes incluem glicolipidios, lipopeptidios e
lipoproteinas, fosfolipidios e acidos graxos, surfactantes poliméricos e surfactantes
particulados como apresentado na TABELA 2 (DESAI & DESAI, 1993).

TABELA 2 - Principais grupos de surfactantes de origem natural e sintética

Naturais Sintéticos

Alquil poliglicosideos Alcanolaminas
Biosurfactantes Alquil e aril éter carboxilatos
Amidas de acidos graxos Alquil aril sulfatos

Amidas de acidos graxos Alquil aril éter sulfatos
Glucamidas Alquil etoxilados

Lecitinas Alquil sulfonados

Derivados de proteinas Alquil fenol etoxilados
Saponinas Aminooxidos

Sorbitol e ésteres de sorbitan Betainas

Esteres de sacarose Co-polimeros de 6xido de etil/propileno
Sulfatos de alcoois graxos naturais Acidos graxos etoxilados

Fonte: DESAI & DESAI (1993).

Os biosurfactantes poliméricos sao constituidos por diversos grupos
quimicos como, por exemplo, o emulsan (FIGURA 5), no qual acidos graxos estéo
ligados a um esqueleto de heteropolissacarideos (ROSENBERG et al., 1979), ou o
liposan de C. lipolytica, constituido por carboidratos e proteinas (CIRIGLIANO &
CARMAN, 1984).

Algumas células microbianas apresentam elevada hidrofobicidade
superficial, sendo consideradas por si s6 como biosurfactantes, como por exemplo,
microrganismos degradadores de hidrocarbonetos, algumas espécies de
Cyanobacteria e alguns patégenos como S. aureus e Serratia sp.. Bactérias do
género Acinetobacter sp. produzem vesiculas extracelulares que tém funcéao
importante na captacédo de alcanos para a célula, possuindo elevada atividade
surfactante (KAPPELI & FINNERTY, 1979). As vesiculas e células microbianas com

atividade surfactante s&o classificadas como biosurfactantes particulados.
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FIGURA 5 — Estruturas quimicas de alguns biosurfactantes
Fonte: NITSCHKE & PASTORE (2002).
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Os biosurfactantes possuem uma estrutura comum: uma porgao lipofilica
usualmente composta por cadeia hidrocarbdnica de um ou mais acidos graxos, que
podem ser saturados, insaturados, hidroxilados ou ramificados, ligados a uma
porcao hidrofilica, que pode ser um éster, um grupo hidroxi, fosfato, carboxilato ou
carboidrato (BOGNOLO, 1999; CAMEOTRA & MAKKAR, 1998). A maioria dos
biosurfactantes sdo neutros, ou aniénicos variando desde pequenos acidos graxos

até grandes polimeros (TABELA 3).

TABELA 3 - Principais classes de biosurfactantes e microrganismos envolvidos

Tipos de biosurfactantes

Microrganismos

Glicolipidios
- ramnolipidios

- soforolipidios

- trehalolipidios
Lipopeptidios e lipoproteinas

- Peptidio-lipidio

- Viscosina

- Serrawetina

- Surfactina

- Subtilisina

- Gramicidina

- Polimixina
Acidos graxos, lipidios neutros e
Fosfolipidios

- Acidos graxos

- Lipidios neutros
- Fosfolipidios
Surfactantes poliméricos

- emulsan

- biodispersan

- liposan

- carboidrato- lipidio-proteina

- manana-lipidio- protéina
Surfactantes particulados

- vesiculas

- células

Pseudomonas aeruginosa

Torulopsis bombicola, T. Apicola
Rhodococcus erythropolis, Mycobacterium sp

Bacillus licheniformis

Pseudomonas fluorescens

Serratia marcescens
Bacillus subtilis
Bacillus subtilis
Bacillus brevis
Bacillus polymyxa

Corynebacterium lepus

Nocardia erythropolis
Thiobacillus thiooxidans

Acinetobacter calcoaceticus

Acinetobacter calcoaceticus

Céandida lipolytica
Pseudomonas fluorescens
Céandida tropicalis

Acinetobacter calcoaceticus
Varias bactérias

Fonte: DESAI & BANAT, 1997.
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2.5.1.2 Funcéo fisiologica dos biosurfactantes

Embora a exata funcgéo fisiolégica dos biosurfactantes ainda ndo tenha

sido completamente elucidada, algumas fungdes Ihe tém sido atribuidas:

e Emulsificagdo e solubilizacdo de hidrocarbonetos ou compostos insolUveis em
agua, facilitando o crescimento de microrganismos nestes substratos (FRANCY et
al.,, 1991). As cepas de Bacillus subtilis produzem biosurfactantes apenas em
substratos hidrossoluveis (COOPER et al., 1981);

e Transporte de hidrocarbonetos: funcédo atribuida aos biosurfactantes ligados a
parede celular de Candida tropicalis, onde um aumento significativo da porcao
lipidica do polissacarideo de membrana foi detectado quando o microrganismo
crescia em alcanos, indicando que o complexo polissacarideo-acido-graxo presente
na superficie celular estaria envolvido no transporte de hidrocarbonetos (KAPPELI &
FIECHTER, 1977);

e Aderéncia-liberacao da célula a superficies: uma das mais importantes estratégias
de sobrevivéncia dos microrganismos é sua habilidade em colonizar um nicho
ecologico onde possa se multiplicar. Os elementos chave nesta estratégia séo
estruturas da superficie celular responsaveis pela aderéncia das células a
superficies. Os microrganismos podem utilizar surfactantes ligados a parede para
regular as propriedades da superficie celular, visando aderir ou se desligar de um
determinado local de acordo com sua necessidade para encontrar novos habitats
com maior disponibilidade de nutrientes ou se livrar de ambientes desfavoraveis
(ROSENBERG & RON, 1999);

e Atividade antibiética: demonstrada por varios biosurfactantes, principalmente da
classe dos lipopeptidios e glicopeptidios. Os ramnolipidios de P. aeruginosa e a
surfactina (FIGURA 5) de B. subtilis funcionam como antibiéticos, solubilizando os
principais componentes das membranas celulares microbianas. Através da excregao
destes biosurfactantes no meio, os microrganismos adquirem maior chance de

sobrevivéncia e maior competitividade na busca por nutrientes (LIN, 1996).
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2.5.1.3 Propriedades dos biosurfactantes

Apesar da diversidade de composi¢cdo quimica e propriedades, algumas
caracteristicas sdo comuns a maioria dos biosurfactantes. Muitas destas
caracteristicas representam vantagens sobre os surfactantes convencionais
(BOGNOLO, 1999), conforme evidenciado a seguir:

e Atividade superficial e interfacial: os biosurfactantes sdo mais eficientes e mais
efetivos do que os surfactantes convencionais (detergentes anibnicos sulfatados),
pois produzem menor tensdo superficial em menores concentragcdes de
biosurfactante (COOPER & PADDOCK, 1984);

e A concentragdo micelar critica (CMC) dos biosurfactantes (medida de sua
eficiéncia) varia entre 1-2000 mg/ L, enquanto que a tenséo interfacial (6leo/ agua) e

superficial fica em torno de 1 e 30 mN/ m respectivamente (BOGNOLO, 1999);

e Tolerancia a temperatura, pH e forga ibnica: alguns biosurfactantes apresentam
elevada estabilidade térmica e de pH podendo ser utilizados em ambientes com
condicbes mais drasticas. O lipopeptidio de B. licheniformis JF-2 & estavel a
temperaturas em torno de 75 °C por até 140 h e pH entre 5 e 12 (HOROWITZ et al.,
1990). Os biosurfactantes suportam concentragées de 10% de NaCl enquanto que
uma concentragdo salina de 2-3 % € suficiente para inativar surfactantes
convencionais (BOGNOLO, 1999);

e Biodegradabilidade: diferentes dos surfactantes quimicos os biosurfactantes sao
facilmente degradaveis na agua e no solo, o que os torna adequados para
aplicagbes como biorremediacdo e tratamento de residuos (MULLIGAN & GIBBS,
1993);

e Baixa toxicidade: os biosurfactantes tém recebido maior atengdo também devido a
crescente preocupacdo da populagdo com os efeitos alérgicos dos produtos
artificiais (CAMEOTRA & MAKKAR, 1998); além disto, sua baixa toxicidade permite

0 uso em alimentos, cosméticos e produtos farmacéuticos (FLASZ et al., 1998);
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e Os biosurfactantes também apresentam a vantagem de poderem ser sintetizados a
partir de substratos renovaveis e possuirem grande diversidade quimica,
possibilitando aplicagdes especificas para cada caso particular (DESAI & BANAT,
1997);

e Além disto, possuem caracteristicas estruturais e propriedades fisicas distintas, o
que os torna comparaveis ou superiores aos surfactantes sintéticos em termos de
eficiéncia. Outra vantagem reside no fato de serem compostos que ndo séao
derivados de petroleo, fator importante a medida que os pregos do petrdleo
aumentam. A possibilidade de modificagao da estrutura quimica e das propriedades
fisicas dos biosurfactantes através de manipulagdes genéticas, bioldgicas ou
quimicas permite o desenvolvimento de produtos para necessidades especificas
(REISER et al., 1989).

2.5.1.4 Aplicacdes industriais

O maior mercado para os biosurfactantes € a industria petrolifera, onde
sao utilizados na producado de petréleo ou incorporados em formulagdes de 6leos
lubrificantes, bem como na remocao da poluicao decorrente de derramamentos de
6leo no ambiente (VAN DYKE et al., 1991).

Na sintese dos ésteres dos acidos graxos com agucar, um dos grandes
obstaculos a serem resolvidos se constitui na escolha do solvente, visto que nao
havia um produto comum aos reagentes hidréfilos e lipdfilos, simultaneamente. Com
o emprego da dimetilformamida consegue-se eliminar este problema, facilitando o
isolamento dos tensoativos; em contra-partida ndo poderemos obter um produto com

fins alimenticios, pois, a dimetilformamida é téxica (OSIPOW et al., 1956).
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Varios sdo os solventes e os processos indicados para o isolamento dos
ésteres graxos da frutose e, ainda, dos ésteres metilicos e da frutose que néao
reagiram, contudo o processo € complexo e percebe-se que, na realidade, nao
existe um método genérico para o isolamento dos tensoativos, devendo-se
considerar, todavia, que comportamentos e estruturas diferentes devem exigir
processos especificos, adaptados as caracteristicas intrinsecas dos produtos
(BERTSCH et al., 1965; MARTINELLI, 1977; OSIPOW et al., 1956).

Conforme destacado abaixo, o uso de métodos fisicos de analise (IV,
RMN, EC) traz uma série de vantagens, destacando-se a redugdao no tempo de
analise, diminuicdo substancial nas quantidades de amostra, ampliacdo da
capacidade de identificar ou caracterizar estruturas complexas, nao destruicido da
amostra (exceto EM) e a possibilidade de acoplamento com métodos modernos de
separagao, como a cromatografia gasosa de alta resolugdo (CGAR) e cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) (DOYLE & MUNGALL, 1980).

Outras aplicagdes incluem biorremediacao e dispersdo no derramamento
de dleos, remogao e mobilizagao de residuos de 6leo em tanques de estocagem, e a
recuperacao melhorada de petroleo. Porém, atualmente, as aplicagbes se distribuem
entre os mais diversos setores industriais (NITSCHKE & PASTORE, 2002).

2.5.1.4.1 Biorremediacao

Os acidentes com derramamento de 6leo se tornaram numerosos e tém
causado muitos problemas ecoldgicos e sociais. Como os biosurfactantes aumentam
a interagdo superficial A/ O, estes aceleram a degradacdo de varios 6leos por

microrganismos e promovem a biorremediagdo de aguas e solos (BANAT, 1995).
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A capacidade dos biosurfactantes em emulsificar e dispersar
hidrocarbonetos em agua aumenta a degradagao destes compostos no ambiente.
Uma vez que microrganismos degradadores estdo presentes em oceanos, a
biodegradagao constitui um dos métodos mais eficientes de remogéo de poluentes;
entretanto, os estudos ainda ocorrem a nivel laboratorial e a biorremediagao de
oceanos utilizando biosurfactantes permanece ainda como um desafio (ATLAS,
1991).

Os biosurfactantes podem ser usados diretamente para emulsificar e
aumentar a solubilidade de contaminantes hidrofébicos no solo. Alternativamente,
podem ser utilizados microrganismos produtores ou a adigdo de fatores de
crescimento de microrganismos selvagens capazes de produzir estes compostos
(LANG & WAGNER, 1993).

Alguns estudos demonstraram o aumento da biodisponibilidade de
compostos aromaticos pouco soluveis como o0s hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos (HPA) pelo uso de biosurfactantes. O tratamento de amostras
contaminadas por fenantreno (DAZIEL et al., 1996) e naftaleno (ZHANG et al., 1997)
com biosurfactantes resultaram no aumento nas suas taxas de mineralizacdo e

solubilizagdo.

O uso de biosurfactantes na biodegradacdo de pesticidas vem sendo
objeto de investigacdo. A degradacdo de hexaclorociclohexano por surfactante
produzido por Pseudomonas foi relatada, sendo que outros organoclorados como
DDT e ciclodienos também foram emulsificados em menor grau (KARANTH et al.,
1999).

Os biosurfactantes também s&o uteis na biorremediacdo de locais
contaminados com metais pesados toxicos como uranio, cadmio e chumbo (MILLER,
1995). Surfactantes produzidos por Arthrobacter, Pseudomonas, Corynebacterium e
B. subtilis demonstraram resultados promissores na remogao de piche em areias
contaminadas (BOGNOLO, 1999).
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2.5.1.4.2 Limpeza de reservatérios de 6leos

Residuos e fragdes de Oleos pesados que sedimentam no fundo de
tanques de estocagem sédo altamente viscosos e podem se tornar depdsitos solidos
que nao sao removidos através de bombeamento convencional. A remocao requer
lavagem com solventes ou limpeza manual, ambas perigosas, demoradas e caras.
Um processo alternativo de limpeza é o uso de biosurfactantes que promovem a
diminuicdo na viscosidade e a formacdo de emulsbées O/ A, facilitando o
bombeamento dos residuos e a recuperacao do 6leo cru apdés quebra da emulsao.
Os solidos resultantes carregam uma quantidade limitada de d6leo residual pela agao
detergente do biosurfactante, tornando o descarte destes residuos menos
problematico (BOGNOLO, 1999).

A utilizacao de biosurfactantes para a limpeza de tanques, em substituicao
aos surfactantes convencionais, promoveu a limpeza e recuperagao de 90 % dos

hidrocarbonetos presentes no residuo (BANAT et al., 1991).

2.5.1.4.3 Recuperacdo melhorada do petréleo (MEOR)

A MEOR consiste em uma tecnologia de recuperacgao terciaria do petroleo
que utiliza microrganismos ou produtos de seu metabolismo para a recuperacéo de
oleo residual. Os microrganismos produzem polimeros e surfactantes que reduzem a
tensdo superficial o6leo-rocha, reduzindo as forgcas capilares que impedem a
movimentacdo do 6leo através dos poros da rocha. Os biosurfactantes também
auxiliam na emulsificagdo e na quebra dos filmes de o6leo das rochas (BANAT,
1995).
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O mecanismo de MEOR in situ deve-se provavelmente a multiplos efeitos
dos microrganismos no ambiente e no 6leo. Estes efeitos incluem: formacgao de gas
e aumento da presséao; producdo de acido e degradacéo da matriz calcarea; redugéo
na viscosidade do 6leo e da tensao interfacial pela produgao de biosurfactantes;
producado de solventes; degradagdo de macromoléculas do 6leo, resultando em
diminuicdo da viscosidade; bloqueio seletivo da biomassa nas zonas de alta
permeabilidade (JACK, 1988; KHIRE & KHAN, 1994).

A utilizagdo de biosurfactantes em MEOR envolve varias estratégias,
como a inje¢dao de microrganismos produtores de biosurfactantes no reservatorio e
subsequentes propagacdo in situ ou a injecdo de nutrientes no reservatorio,
estimulando o crescimento de microrganismos selvagens produtores de
surfactantes; ou, ainda, a producdo de biosurfactantes em reatores e posterior

injecao no reservatorio (BANAT, 1995).

A Ultima estratégia € mais cara devido a necessidade de capital para
producao, purificagdo e introdugdo do biosurfactante (MOSES, 1987). As outras
requerem que o reservatdrio contenha bactérias capazes de produzir quantidades
suficientes de biosurfactantes (BANAT et al., 2000).

Para ser atil na MEOR in situ os microrganismos devem ser aptos a
crescer em condi¢cdes extremas, como alta temperatura, presséo, salinidade e baixa
tensdo de oxigénio (KARANTH et al., 1999). Muitos microrganismos adaptados a
condicbes extremas, com capacidade para recuperacdo de Oleo cru tém sido
isolados e estudados (JENNEMAN et al., 1983).
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2.5.1.4.4 Aplicagdes terapéuticas

A surfactina (FIGURA 5), um dos mais conhecidos biosurfactantes, possui
varias aplicagbes farmacéuticas como a inibicdo da formagéo de coagulos; formagéao
de canais ibnicos em membranas; atividade antibacteriana e antifungica; atividade
antiviral e antitumoral (ARIMA et al., 1968; PEYPOUX et al., 1999). O biosurfactante
produzido por R. erythropolis inibiu o virus do herpes simples e virus parainfluenza
(UCHIDA et al., 1989).

A iturina, lipopeptidio produzido por B. subtilis, demonstra atividade
antifungica, afetando a morfologia e a estrutura da membrana celular de leveduras
(THIMON et al., 1995). A inibicdo da adeséo de bactérias entéricas patogénicas por
biosurfactante produzido por Lactobacillus foi relatada. Os autores sugeriram o
desenvolvimento de agentes anti-adesivos para uso em cateteres visando diminuir a
formagao de biofiimes (VELRAEDS et al., 1996).

2.5.1.4.5 Biosurfactantes na agricultura

Os Dbiosurfactantes s&do wusados na agricultura especialmente em
formulacbes de herbicidas e pesticidas. Os compostos ativos destas formulagdes
sdo geralmente hidrofobicos, sendo necessarios agentes emulsificantes para
dispersa-los em solugdes aquosas (LIN, 1996). Surfactantes de Bacillus subtilis
foram utilizados para emulsificar formulagdes de pesticidas organofosforados
imisciveis (PATEL & GOPINATHAN, 1986).

Os ramnolipidios (FIGURA 5) possuem potencial para o controle biolégico
de fitopatégenos que produzem zodsporos (STANGUELLINI & MILLER, 1997).
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2.5.1.4.6 Biosurfactantes na mineragéao

Compostos tenso-ativos produzidos por culturas de Pseudomonas sp. e
Alcaligenes sp. foram utilizados para flotagdo e separagao de calcita e eschelita. A
recuperacao foi de 95 % para CaWO,; e 30 % para CaCOs, ressaltando que
reagentes quimicos convencionais sao incapazes de separar estes dois minerais
(KOSARIC et al., 1987).

O biodispersan, polissacarideo anidnico, produzido por A. calcoaceticus
A2, foi utilizado na prevencdo da floculagao e dispersdo de misturas de pedra
calcarea e agua (ROSENBERG et al., 1988). Biosurfactantes de C. bombicola

demonstraram eficiéncia na solubilizacdo de carvao (POLMAN et al., 1994).

2.5.1.4.7 Produtos de higiene e cosmeéticos

Devido a sua compatibilidade com a pele, os biosurfactantes podem ser

usados em produtos de higiene e cosméticos (BROWN, 1991).

Um produto comercial que continha 1 mol de soforolipidios e 12 moles de
propilenoglicol, apresentou excelente compatibilidade dérmica, sendo utilizado como
hidratante em cremes faciais (YAMANE, 1987). Alguns soforolipidios (FIGURA 5)

sdo utilizados como umectantes para incorporagédo em produtos de maquiagem.

A preparacao de biosurfactantes pela agcao enzimatica (principalmente
lipases) sobre moléculas hidrofébicas promoveu um novo direcionamento na
producao destes compostos, principalmente para utilizagdo em produtos de higiene
e cosméticos (BANAT et al., 2000).
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2.5.1.4.8 Indlstria de alimentos

A sintese de ésteres de acidos graxos com acgucar utilizando
biocatalisadores esta se tornando uma técnica promissora, devido aos beneficios
apresentados pelo uso destes catalisadores, aos constantes investimentos no
desenvolvimento de enzimas com maior rendimento, estabilidade e atividade
enzimatica e ao surgimento de enzimas imobilizadas que possibilitam o reuso varias
vezes. Considerando o grande potencial das enzimas como biocatalisadores e
apesar de ja existirem no mercado algumas aplicagbes definidas, existe necessidade
de estudo e aprimoramento dos processos enzimaticos nesta area, principalmente

para estabelecer os processos em escala industrial (PACE, 2006).

Os agentes tensoativos, além de serem usados como auxiliares na
biocatalise e de métodos bioquimicos de analise e purificagdo, tém sido eles
préprios, cada vez mais produzidos por via enzimatica. Isso tem levado a novos
compostos anfifilicos, ditos bioldgicos ou biosurfactantes, tais como os tensoativos
nao ibnicos obtidos por esterificacdo enzimatica de acidos graxos com hidratos de
carbono ou alcoois polihidricos, em meio organico e sob pressao reduzida,
catalisada pela lipase Candida Antarctica B imobilizada numa resina acrilica
(DUCRET et al., 1995).

Os monoésteres apresentam propriedades tensoativas mais vantajosas do
que os ésteres multiplos, pelo que a propor¢cao destes deve ser minimizada. A
mesma estratégia permite também obter emulsificantes naturais, como os
lisofosfolipidios, muito usados na industria alimenticia para melhorar a digestibilidade
de gorduras. E o caso da sintese de lisolecitina por transesterificacdo (alcodlise)
enzimatica catalisada por fosfolipases ou preferencialmente, pela lipase do Mucor
miehei imobilizada (SARNEY et al., 1994).

A emulsificagdo tem um papel importante na formacéao da consisténcia e
textura, bem como na dispersédo de fase (BANAT et al., 2000) e na solubilizagdo de
aromas (BANAT, 2000).
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Os biosurfactantes também sao utilizados como emulsionantes no
processamento de matérias-primas. Os agentes tensoativos encontram aplicagao
em panificagdo e produtos derivados de carne, sorvetes, leite de coco, produtos
lacteos, entre outros, onde influenciam as caracteristicas reoldgicas da farinha e a
emulsificagao de gorduras (VATER, 1986). O bioemulsificante produzido por C. utilis
tem sido utilizado em molhos prontos para saladas (SHEPHORD et al., 1995).

Na industria de queijos elas sdo empregadas na alteragao e intensificagao
do sabor e em processos da aceleragao da maturacdo. Também na industria de
laticinios, as lipases sao utilizadas para a obtencdo de margarinas de baixo teor
caldrico, entre outros (ALONSO, 2001).

A literatura reporta a hidrolise do 6leo de figado de bacalhau para a
producao de acidos graxos Omega 3 — insaturados destinados as dietas de grupos
clinicos especiais (PANDEY et al., 1999). O enriquecimento de 6leos com acidos
graxos poliinsaturados, como por exemplo, acido linolénico conferem a estes
atividades anti-carcinogénicas e anti-escleréticas, sendo chamados atualmente de
alimentos nutracéuticos (MARTINS, 2001).

Segundo MOZAFFAR et al. (1994), o uso de tensoativos para estabilizar
emulsdes alimenticias utilizadas na determinacdo de atividades lipoliticas, deve ter
em conta que a atividade da lipase varia tanto em funcédo do tipo de tensoativo,

como da sua concentragao.

Conforme KAMEL (1997) e KOVACS et al. (1992), ndo ha ordem
especifica de adicao dos emulsificantes, no entanto deve ser executada de forma a

garantir a homogeneizagéo da mistura.
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2.5.1.4.9 Outras aplicagdes

Preocupagdes ambientais tém orientado a selecéo de tensoativos usados
nos detergentes domésticos e industriais, pelo seu volume e pelo efeito que podem
induzir nas estagdes de tratamento de 4&guas residuais. Assim, testes de
biodegradabilidade e de toxicidade aquatica comecam a ter uma importancia
decisiva, tendo-se verificado que tensoativos da mesma familia, como os tensoativos
glicosidicos e compostos n&o ibnicos com unidades de glucose em comum,

apresentam propriedades ambientais bastante diferentes (MADSEN et al., 1996).

Outros campos de utilizagdo dos biosurfactantes incluem a industria de
papel, téxtili e ceramica. O biodispersan tem aplicacdo na industria de tintas
(ROSENBERG & RON, 1999), pois gera maior espalhabilidade e aumenta as
propriedades de mistura. As propriedades de estabilizacdo de espuma séo

necessarias na fabricacdo de extintores de incéndio (REISER et al., 1989).

A TABELA 4 mostra um resumo das fungdes e aplicacdes industriais dos

biosurfactantes.

TABELA 4 - Principais aplicagdes comerciais dos biosurfactantes

Funcdes

Campo de aplicacdo

Emulsionantes e dispersantes

Solubilizantes

Agentes molhantes e penetrantes
Detergentes

Agentes espumantes

Agentes espessantes
Sequestrantes de metais
Formadores de vesiculas

Fator de crescimento microbiano
Demulsificantes

Redutores de viscosidade
Dispersantes

Fungicida

Agente de recuperagao

Cosméticos, tintas, biorremediagcdo, dleos,
alimentos

Produtos farmacéuticos e de higiene
Produtos farmacéuticos, téxteis e tintas
Produtos de limpeza, agricultura

Produtos de higiene, cosméticos e flotacao
de minérios

Tintas e alimentos

Mineragcao

Cosmeéticos e sistemas de liberacdo de
drogas

Tratamento de residuos oleosos
Tratamento de residuos, recuperacdo de
petroleo

Transporte em tubulagdes, oleodutos
Mistura carvao-agua, calcareo-agua
Controle biologico de fitopatégenos
Recuperacéo terciaria de petréleo (MEOR)

Fonte: BANAT (2000); BANAT et al. (2000).
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2.6 Oleato de etila

O oleato de etila (etil cis — 9- octadecanoato) € um éster formado pela
reacao de esterificagdo do acido oléico com etanol (GUNSTONE, 1999). O oleato de
etila caracteriza-se por um liquido limpido, de cor amarelo palido a incolor, sendo
praticamente insoluvel em agua, mas miscivel com cloroférmio, cloreto de metileno,
etanol, éter de petrdleo e dleos fixos. Apresenta formula molecular CzH3s02 € massa
molar igual a 310,51 g/mol (OLEATO, 2007; WIKIPEDIA, 2007).

Apresenta ainda propriedades repelentes a agua sendo um eficiente
lubrificante e emoliente como o palmitato de isopropila, miristrato de isopropila ou
outros ésteres como o oleato de pentaeritritol, oleato de propilenoglicol e etc.
(MIRISTRATO, 2007).

2.6.1 Aplicacdes do oleato de etila

Seu emprego compreende os mais diversos setores, sendo utilizado
principalmente nas industrias farmacéutica e de alimentos. Na industria alimenticia, o
oleato de etila vem recebendo destaque em virtude de suas propriedades benéficas
e desejaveis. O efeito da solugdo de oleato de etila como pré-tratamento na
desidratacéo de frutos é um dos temas que vem sendo amplamente investigado na
literatura. Estudos realizados por DOYMAZ (2007) e DOYMAZ (2007a), indicaram
que tomates e cerejas pré-tratados com solugéo de oleato de etila alcalina secaram
mais rapidamente que as amostras que nao receberam tratamento. Além disso, a

capacidade de reidratagao foi mais rapida nas amostras pré-tratadas com a solugao.

Uma técnica apresentada por SHI et al. (1997), no tratamento quimico
através de solucdes com oleato de etila, a fim de aumentar a sua permeabilidade a
agua, trataram a pele do tomate inteiro (variedade Heinz), e em seguida o
submeteram a desidratagdo osmotica com uma solugao de acgucar (65 °Brix), a 25
°C, durante 6 horas. Esse processo apresentou bons resultados em termos de perda
de agua, ganho de agucar e cor, e, além disso, ndo deixa nenhum tipo de residuo

quimico.
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Sua utilizagdo também é reportada em estudos para manutengao da cor
vermelha de pimentas, durante o processo de secagem. ERGUNES & TARHAN
(2006), verificaram que a imers&o de pimentas em solugdo a 2 % de oleato de etila +
2 % de NaOH + 4 % de Ky,CO3; a temperatura de 60 °C proporcionaram elevada

retencao de cor, em comparacao aquelas que nao receberam pré-tratamento.

A comercializagdo de pimentas, em geral, € “in natura” ou desidratada,
tendo como destino principal os frigorificos dos estados do Rio Grande do Sul, Santa
Catarina e Sao Paulo que trabalham com produtos carneos embutidos. As maiores
dificuldades de comercializagdo do produto seco, encontram-se na desuniformidade
da cor, da umidade e da contaminacdo por coliformes ou salmonelas, que sao
consideradas caracteristicas negativas decorrentes, principalmente, da secagem
natural em terreiros sob condicbes artesanais rudimentares e mas condicdes
sanitarias (AKPINAR, et al., 2002).

Estudos realizados por DOYMAZ & PALA (2002) revelam que, frutos
inteiros de pimentas da variedade Kahramanmaras (Capsicum annum L), com cortes
longitudinais e fatiadas foram tratadas com emulsdo aquosa de oleato de etila e
K2COs3 e, submetidas logo apos, a secagem em secador de cabine (50 e 60 °C), até
atingirem a umidade de 11 %. O tratamento com oleato de etila promoveu o
aparecimento de cor mais brilhante nas pimentas, além de remover a camada de
cera e permitir a difusdo da agua para a superficie com maior facilidade, diminuindo
o tempo de secagem e aumentando a eficiéncia. As pimentas fatiadas tratadas com

a solugao apresentam uma velocidade maior de secagem.

Diante das inumeras aplicacbes do oleato de etila, varios estudos vém
sendo realizados objetivando sua sintese. ZAGO (2006) sintetizou o oleato de etila
em n-heptano a partir do acido oléico e etanol, utilizando a enzima lipase de
Burkholderia cepacia imobilizada, no intuito de avaliar o tempo de reagao, utilizando
a radiacéo de microondas e verificou que esta foi aumentada em 4, 15 % em relagéo

ao meio reacional nao irradiado.



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

Segundo os boletins de analises fornecidos pelos fabricantes, foram
utilizados nesta pesquisa, a frutose e o acido oléico industrializados por VETEC
Quimica Fina Ltda, a enzima lipolitica do tipo CAL-B Céandida antarctica produzida
por SIGMA-ALDRICH, o sulfato de sddio anidro fabricado por LABSYNTH Produtos
para Laboratodrios Ltda, e o etanol P.A. da Dinamica Reagentes Analiticos.

Todos os materiais foram fornecidos pelo Laboratério de Desenvolvimento
de Produtos e Processos (LDPP) do Parque de Desenvolvimento Tecnolégico
(PADETEC), localizado na Universidade Federal do Ceara (UFC) - Campus do Pici,

em Fortaleza - CE.

3.2 Métodos

3.2.1 Metodologia empregada

Para a analise dos produtos da reacao de sintese de biosurfactantes
vegetais (esterificagcdo), partiu-se da metodologia desenvolvida por KHALED et al.,
(1992). No entanto, de acordo com testes preliminares, a metodologia de extragdo

teve de ser modificada assim como as condi¢des cromatograficas.
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Para a realizagao de sintese (esterificacdo), foram colocados os reagentes
nas seguintes quantidades em erlenmeyers: frutose (0,1 mol ou 18,01 g), acido
oléico (10 ml), lipoenzima (0,1 mol ou 0,01 g), sulfato de sddio anidro (5 g) e etanol
P.A. (100 ml), onde foram realizadas as reagdes. Os experimentos ocorreram sob
agitacdo em shaker (200 rpm) para permitir uma temperatura de 55 °C em diferentes
tempos (48, 72, 96 e 120 horas).

3.2.1.1 Purificacéo do produto

Ao final da reacao de esterificagdo, a enzima, juntamente com a frutose e
o sulfato de sédio anidro ndo diluidos, e em seguida foram removidos por filtracéo
utiizando papel de filtro. Logo apds, foi retirado todo o etanol através do
rotaevaporador. O produto foi identificado através de Cromatografia de Camada
Delgada (CCD) utilizando, para eluicdo, uma mistura de solventes cloroformio/
hexano (1:1, v/ v), de acordo com o método de DUCRET et al. (1995), adaptado.

Finalizando o processo de purificagdo do produto, as amostras foram
submetidas a Cromatografia Liquida em Coluna (CLC), utilizando como fase
estacionaria Silica Gel 60 e como fase mével uma mistura de solventes cloroférmio/

hexano (1:1).

3.2.2 Caracterizacao do produto

Foram realizadas as seguintes determinagdes nas amostras puras em

estudo:

3.2.2.1 Infravermelho (1V)

As amostras em estudo foram analisadas através de espectros

infravermelhos, registrados em espectrofotdmetro Bio-Rad modelo FTS 165,

ajustado em faixa de 450 a 4000 cm-1.
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3.2.2.2 Ressonéancia magnética nuclear (1H e 13C) (RMN)

As amostras do produto foram analisadas em espectrofotometros
BRUKER, modelo Avance DPX-500, pertencente ao CENAUREMN, operando na
freqiiéncia do 'H a 500 MHz e do "*C a 125 MHz. Para dissolucdo das amostras

utilizou-se cloroféormio deuterado (CDClI3).

Os deslocamentos quimicos (5) foram expressos em parte por milhdo
(ppm) e referenciados pelos picos do hidrogénio (6 7,27) e do carbono deuterado (8
77,23) pertencentes as moléculas residuais ndo deuteradas do cloroformio.
Tetrametilsilano (TMS) foi utilizado como padréo externo para os experimentos de
RMN de 'H e C.

3.2.2.3 Espectrometria de massa (EC)

Os espectros de massa foram obtidos em espectrdmetro QP5050A da
SHIMADZU, na Central Analitica do Departamento de Quimica Orgéanica e
Inorgénica da Universidade Federal do Ceara, com impacto eletrénico de 70 eV e/ou
acoplado ao cromatégrafo gas-liquido modelo CG 17A, usando coluna capilar DB-1
(dimetilpolisiloxano) com 30 m de comprimento, 0,25 mm de diametro externo e um
filme de 0,25 um, com gradiente de temperatura de 4 °C/ min de 100 a 300 °C e

temperatura do injetor de 280 °C.

3.2.2.4 Tensao superficial

A tenséo superficial do produto (amostras) foi medida segundo a

metodologia descrita por DU-NOUY (1919), a uma temperatura de 55 °C.
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3.2.2.5 Solubilidade

Foi testada a solubilidade do biosurfactante em varios solventes organicos
(todos a 99 °GL): etanol, diclorometano, metanol, hexano, cloroférmio, acetona e a

agua.

Todos os solventes organicos empregados na sintese do biosurfactante
foram manipulados a temperatura de 28 °C sendo que, a agua foi manipulada a

mesma temperatura, 28 °C e a 55 °C.

3.2.2.6 Rendimentos

Os rendimentos foram observados de acordo com os seguintes tempos de
reacao de esterificacdo em shaker: 48, 72, 96 e 120 horas, todos na temperatura de

55 °C numa rotacao de 200 rpm.
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3.2.3 Fluxograma das atividades de preparagdo das amostras

Utilizou-se o fluxograma que se segue, para a preparagcao das amostras

do produto sintetizado:

[ Amostras ]

l

[ Shaker a 55 °C/ 200 rpm ]

l 48. 72, 96 e 120 horas

[ Filtracao ]

l

[ Rotaevaporador ]

l

[ Analise do produto CCD ]

l

[ Purificacdo CLC ]

l

[ PRODUTO PURO ]




4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Infravermelho (1V)

De acordo com o ANEXO A, a presenca do éster foi confirmada pelo
espectrofotometro Bio-Rad modelo FTS 165 que mostrou que o produto teve pico de
absorcao 1738 cm-1 (para o C=0, de éster), correspondente a hidroxila éster, 2925
cm-1 (para o C-H), 2855 cm-1 (para o C-H, de acido carboxilico), 1462 cm-1 (para
o CH2), 1373 cm-1 (para o CH3), 1179 cm-1 (para o C=C, de olefina), 1034 cm-1
(para o C-O, de éster) e 723 cm-1 (correspondente a deformagao do plano de C-H

de CH2 em cadeia longa).

Vale ressaltar que os experimentos também foram realizados em meio a
acetato de etila, mas, a reacdo de esterificacdo nao ocorreu de acordo com os
espectros de infravermelho (ANEXO N). O meio ndo permitiu a solubilizagdo da

frutose, impedindo assim, o contato entre os reagentes.

4.2 Ressonancia magnética nuclear (1H e 13C) (RMN)

Com base nos resultados obtidos nos espectros de ressonancia
magnética nuclear (ANEXOS B e C), podemos afirmar que o produto se trata de

um éster, de acordo com a estrutura abaixo (FIGURA 6).

1817161514131211||_|I|_|8765432$|)1'2'

CH3CH2CH2CH2CH2CH2CH2CH2—EZO=%—CHgCH2CH2CH2CH2CH2CH2—C—OCHZCHg
1

FIGURA 6 — Estrutura do éster.
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TABELA 5 - Leitura do RMN ('H e °C)

| C | e | SH
CHs
18 14,06 0,85
2 14,29 1,25-1,32
CH.
3 24,98 1,25-1,32
8 27,16 1,61
11 27,21 2,03
4,5,6,7,12,13, | 22,67; 28,97-
14,15, 16 29,75 1,25-1,32
17 31,9 1,32
2 34,38 2,29
1 60,13 4,13
CH
9 129,74 5,36
10 129,98 5,36
C=0
| 1 | 173,85 |

Com base nas informacgdes fornecidas pelos espectros de ressonancia
magnética nuclear (1H e 13C) (FIGURA 6), podemos dizer que o produto se trata do

éster oleato de etila.

4.3 Espectrometria de massa (EC)

Foi constatado, através do espectro de massa (ANEXO O) que, o produto

resultante da nossa esterificagao (oleato de etila) tem massa 310 g.

4.4 Tenséao superficial

Uma das caracteristicas mais importantes de um surfactante € sua
capacidade em reduzir a tensao superficial. O éster preparado neste estudo reduziu
a tensdo superficial da agua de 72,5 para 49 dynes cm™. A concentragdo de éster
utilizado no experimento foi de 30 % a uma temperatura de 55 °C, devido sua baixa

solubilidade em agua.
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De acordo com DUCRET et al. (1996), a reducao da superficie da agua
poderia reduzir a tensdo superficial por até 38,3 dynes cm™, dado esse, ndo

compativel ao resultado encontrado em nosso estudo.

4.5 Solubilidade

Foi testada a solubilidade do oleato de etila em diversos solventes

organicos.

TABELA 6 — Resultados das solubilidades do produto em diversos reagentes

REAGENTES SOLUBILIDADE
1. Etanol (99 °GL) P.A. soluvel

2. Diclorometano P.A. soluvel

3. Metanol P.A. soluvel

4. Hexano P.A. soluvel

5. Cloroférmio P.A. soluvel

6. Acetona P.A. soluvel

7. Agua (28 °C) insolavel

8. Agua (55 °C) parcialmente soltvel

De acordo com a TABELA 6, €& possivel observar que, o resultado
encontrado na solubilidade dos reagentes, neste estudo, corresponde aos resultados
encontrados por RAKMI & HERAWAN (2000), em seu estudo.
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4.6 Rendimentos da sintese

Os rendimentos referentes a sintese dos ésteres de agucares (frutose)
com acidos graxos (acido oléico) utilizando catalisador bioquimico, foram
observados de acordo com os seguintes tempos de reagdes em shaker: 48, 72, 96 e

120 horas. Os experimentos foram realizados em duplicata.

TABELA 7 — Porcentagens correspondentes aos rendimentos de acordo com
o tempo

TEMPO PRODUTO
(horas) %
48 4,03
72 5,08
96 7,82
120 2,18

De acordo com os resultados encontrados podemos observar que, o
maior rendimento foi encontrado no tempo de 96 horas. No tempo de 120 horas os
resultados se mostraram inferiores neste estudo. Como influéncia nessa expressiva
reducao de rendimentos no tempo de 120 horas, temos a interferéncia da agua que,

desloca a reagao no sentido dos reagentes e ndo dos produtos.

Para tanto, devemos salientar que os rendimentos de produto ainda sao
muitos baixos, de acordo com a literatura que, relata valores entre 30 a 40 %,
valores esses bastante expressivos com relacdo ao nosso rendimento maior 7,82 no

tempo de 96 horas.
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4.7 Discusséo dos produtos

4.7.1 Ester de frutose (biosurfactante)

Para que haja esterificacdo € preciso utilizar como reagentes um alcool
(frutose) e um acido (acido oléico) para producgao de éster (éster de frutose). Para
tanto, na reacao de sintese, o biocatalizador (enzima) utilizou o meio reacional
(etanol) na fung&o alcool em vez da frutose. E, dessa maneira, o produto obtido foi o

éster oleato de etila e ndo o éster de frutose.

No entanto, vale ressaltar que a reagao de esterificacdo para producgao de
ésteres de agucares totalmente biodegradaveis, de acordo com a literatura, pode
acontecer sendo que, precisa-se de estudos mais detalhados para concretizagao

dos objetivos.

Vale ressaltar que, estes experimentos foram realizados em meio etanol,
que € inédito, pois 0os meios reacionais, de acordo com estudos anteriores, sao
solventes destinados a outros fins que ndo sejam alimenticios ou realizando reag¢des

com acidos metilados.

O éster de frutose ou biosurfactante é empregado em produtos com
aplicagbes alimenticias, reduzindo a tensdo interfacial do meio, promovendo a
homogeneizagdo de misturas (emulsificagado) em diversos alimentos, tais como: leite

de coco, sorvetes, sucos, etc.

4.7.2 Oleato de etila

O éster oleato de etila foi obtido através da esterificacdo do acido oléico
com alcool etilico, utilizando-se para a reagdo um catalisador bioquimico (enzima
lipolitica), como dito anteriormente. As caracteristicas fisicas observadas foram:

liquido limpido e incolor de carater lipofilico.
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Diversas sao as aplicacbes do oleato de etila. Tem propriedades
repelentes a agua sendo um eficiente lubrificante e emoliente como o palmitato de
isopropila, miristrato de isopropila ou outros ésteres como o oleato de pentaeritritol,

oleato de propilenoglicol e etc.

Na industria de alimentos tem aplicagdo na desidratacdo osmoética de
tomates e pimentas do tipo “dedo de moga”, facilitando a perda de agua, ganho de
agucar e cor mais luminosa dos tomates e pimentas (remove a camada de cera das
pimentas) e, além disso, esse processo ndo deixa nenhum tipo de residuo quimico,

diminui o tempo de secagem aumentando sua eficiéncia.

Vale ressaltar que, estudos estdo sendo aprofundados para que se possa
ter novas aplicagbes deste produto em diversos setores da industria (alimenticio,

farmacéutico, cosmético, etc).



5 CONCLUSOES

De acordo com os dados obtidos é possivel concluir que:

A — Ester de frutose ou biosurfactante:

Foi constatado que, o acido oléico interagiu com o etanol através do
catalisador empregado (enzima lipolitica) e ndo com a frutose, como esperado. Com

isto, o produto obtido foi o oleato de etila e ndo o biosurfactante.

Os ésteres de frutose sdo empregados em produtos com aplicagdes
alimenticias, reduzindo a tenséo interfacial do meio, promovendo a homogeneizagao
de misturas (emulsificagcdo) em diversos alimentos, tais como: leite de coco,

sorvetes, sucos, etc.

B — Oleato de etila:

Caracteristicas fisicas: liquido limpido e incolor de carater lipofilico.

O maior rendimento foi encontrado no tempo de 96 horas que, ainda é
baixo conforme a literatura. No entanto, para o tempo de 120 horas os resultados se
mostraram inferiores devido a influéncia da agua na reagdo de esterificacdo. Para
tanto, € preciso que essa nova tecnologia seja melhor estudada, para que se possa

otimizar ainda mais o processo.

O oleato de etila tem propriedades repelentes a agua sendo um eficiente

lubrificante e emoliente como o palmitato de isopropila, miristrato de isopropila e etc.

Na industria de alimentos tem aplicagdo na desidratacdo osmoética de
tomates e pimentas do tipo “dedo de mocga”, facilitando a perda de agua, ganho de
acgucar e cor mais luminosa dos tomates e pimentas e, além disso, esse processo
nao deixa nenhum tipo de residuo quimico, diminui o tempo de secagem

aumentando sua eficiéncia.
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ANEXO A — Infravermelho correspondente ao éster
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ANEXO D — Ressonéancia magnética nuclear correspondente a estrutura do produto

CARIDCA/NAIR {RMN 13C-BB, CDCL3) ORER. JEANNY 13.02.07
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ANEXO E — Ressonancia magnética nuclear correspondente a estrutura do produto
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ANEXO F — Ressonancia magnética nuclear correspondente a estrutura do produto
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ANEXO G — Ressonancia magnética nuclear correspondente a estrutura do produto
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ANEXO H — Ressonéancia magnética nuclear correspondente a estrutura do produto
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ANEXO | — Ressonéancia magnética nuclear correspondente a estrutura do produto
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ANEXO J — Resson

COCL3) OPER. JEANNY 13.02.0:
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ANEXO K — Ressonéancia magnética nuclear correspondente a estrutura do produto
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ANEXO L - Infravermelho correspondente a frutose
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ANEXO M - Infravermelho correspondente ao acido oléico
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ANEXO N - Infravermelho correspondente ao produto formado em meio a acetato de etila

200.0 _
190 |

180 |

170 |

160 |

150 |

140 |

130 |

%T 120 |
110 |

100 |

90 _

80 _

70 _

60 |
51.2

3564

3526

2923

2853

783

849
938 723

1372
1341
1046
1115
1094

1718 1237

4000.

3000

2000

1 1500 1000 650.
cm

98



ANEXO O — Espectro de massa do oleato de etila

%

7000000

6000000

3000000

4000000

3000000

2000000

1000000

4

4

JL

50

70

101

123
137

110 130

151157

150

170

1%

190

b

210

235241

230

250

164
144
i

270

%3

290

310

310
mz

99



