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RESUMO

Neste trabalho, o conceito de coquetel de lipase foi proposto para a reacao de hidrolise assistida
por ultrassom do Oleo de coco. Lipase de Thermomyces lanuginosus (TLL), lipase de
Rhizomucor miehei (RML) e lipase de Candida antarctica do tipo B (CALB) foram avaliadas
como biocatalisadores em diferentes combinag6es. A melhor converséo (33,66%) foi alcangada
utilizando apenas RML, no entanto, o melhor coquetel enzimatico (75% RML e 25% CALB)
proposto pela superficie de resposta triangular foi utilizado para obter conversdes maiores. No
melhor coquetel de lipases, 0s parametros reacionais (temperatura, contetdo de biocatalisador
e razdo molar (agua / 6leo)) foram otimizados pelo Central Composite Design (CCD),
permitindo obter mais de 98% de conversdo na hidrélise do 6leo de coco em trés horas de
incubacédo a 37kHz, 300W e 45 ° C usando 20% de coquetel de lipase (m / m) e uma razéo
molar de 7,5: 1 (4gua / 6leo). O coquetel de lipase reteve cerca de 50% de sua atividade inicial
apos 3 ciclos consecutivos de hidrolise. Até onde se sabe, esta comunicagdo € o primeiro
relatorio da literatura cientifica para a hidrdlise do 6leo de coco assistida por ultrassom,
catalisada por um coquetel de lipases. Sob irradiacdo por ultrassom, o conceito de coquetel de
lipase foi aplicado com sucesso, e essa estratégia pode ser Gtil para outros tipos de reacdes
utilizando substratos heterogéneos.

Palavras-chave: Coquetel de lipase; Irradiacdo ultrassénica; Hidrolise; Oleo de coco.



ABSTRACT

In this work, the concept of lipase cocktail has been proposed in the ultrasound-assisted hydrol-
ysis of coconut oil. Lipase from Thermomyces lanuginosus (TLL), lipase from Rhizomucor
miehei (RML) and lipase B from Candida antarctica (CALB) were evaluated as biocatalysts in
different combinations. The best conversion (33.66%) was achieved using only RML, however,
the best lipase cocktail (75% RML and 25% CALB) proposed by the triangular response surface
was used to achieve higher conversions. At the best lipase cocktail, reaction parameters (tem-
perature, biocatalyst content and molar ratio (water/oil)) were optimized by a Central Compo-
site Design (CCD), allowing to obtain more than 98% of conversion in the hydrolysis of coco-
nut oil in three hours of incubation at 37kHz, 300W and 45 °C by using 20% of the lipase
cocktail (w/w) and a molar ratio of 7.5:1 (water/oil). The lipase cocktail retained about 50% of
its initial activity after 3 consecutive cycles of hydrolysis. To the authors’ knowledge, up to
date, this communication is the first report in the literature for the ultrasound-assisted hydrolysis
of coconut oil catalyzed by a cocktail of lipases. Under ultrasound irradiation, the concept of
lipase cocktail was successfully applied, and this strategy could be useful for other types of
reactions using heterogeneous substrates.

Key-words: Lipase cocktail; Ultrasound irradiation; Hydrolysis; Coconut oil.



Figura 1 -

Figura 2 -

Figura 3 -

Figura 4 -

LISTAS DE FIGURAS

Representacdo de estruturas 3D de lipases: (A) lipase de Candida
antarctica do tipo B (CALB) (codigo PDB: 1TCA) com residuos do sitio
ativo SER105 (vermelho), ASP187 (verde), HIS224 (azul); (B) lipase de
Rhizomucor miehei (RML) (PDB: 4TGL), com residuos do sitio ativo
SER144 (vermelho), ASP203 (verde), HIS258 (azul); (C) lipase da lipase
de Thermomyces lanuginosus (TLL) (PDB: 1DT3), com residuos de sitio
ativo SER146 (vermelho), ASP201 (verde), HIS258 (azul). Todas as
estruturas 3D foram obtidas do Protein Data Bank (PDB) usando pymol

vs educacional.

Superficie de resposta triangular para desenho experimental, indicando o
melhor coquetel de lipase. Meio de reagdo: razdo molar 2: 1 (dgua / 6leo),
teor de biocatalisador de 10% da massa de 6leo de coco. As reagdes foram

conduzidas em banho de ultrassom (37kHz e 300W) por 1 hora e 30 ° C.

Graficos de contorno para o delineamento experimental de hidrolise de
6leo de coco. (A) temperatura versus conteido de biocatalisador; (B)
razdo molar (dgua / Oleo) versus conteudo do biocatalisador; (C)
Temperatura versus razdo molar (dgua / 6leo). Meio de reagdo: razao
molar 5: 1-10: 1 (dgua/ dleo) e teor de biocatalisador de 10-20% da massa
de 6leo de coco. As reacoes foram conduzidas em um banho de ultrassom
(37kHz e 300W) por 3 horas e 35-55 ° C (consulte a Tabela 4). Em cada

figura, a variavel que ndo € representada foi fixada em seu valor central.

Conversdes versus tempo em diferentes reatores (irradiacao ultrassonica
e agitacdo mecanica) na hidrolise do 6leo de coco catalisada pelo coquetel
de lipase (75% RML e 25% CALB). Meio de reagdo: razao molar 10: 1
(4gua / 6leo) e teor de biocatalisador de 20% da massa de 6leo de coco.
As reagdes foram conduzidas em banho de ultrassom (37kHz e 300W)

por 3 horas a 50 ° C.

08

15

18

20



Figura 5 - Estabilidade operacional do coquetel de lipase (75% RML e 25% CALB) 22
na hidrolise consecutiva do 6leo de coco. Meio de reagdo: razao molar 10:
1 (4gua / dleo) e teor de biocatalisador de 20% da massa de 6leo de coco.
As reagdes foram conduzidas em banho de ultrassom (37kHz e 300W)

por 3 horas a 50 ° C.
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1 INTRODUCAO

Embora os catalisadores quimicos sejam amplamente utilizados em processos
industriais, 0 uso de enzimas como biocatalisadores oferece vantagens, como alta seletividade
e especificidade em condigdes de reacdo moderada (FONSECA et al., 2020; PINHEIRO, B. B.
etal., 2019; PINHEIRO, M. P. et al., 2019; SOUZA, De et al., 2016; WOHLGEMUTH, 2010).
As lipases (triacilglicerol acil hidrolases, EC 3.1.1.3 - IUPAC) vém ganhando crescente atengéo
em todo o mundo devido a sua gama de aplicagdes cientificas e industriais (LUZIA et al., 2019;
MONTEIRO et al., 2019, 2020; OLIVEIRA, de et al., 2019; RIOS et al., 2018, 2019;
ROSENTHAL e LUTZ, 2018; SANTOS, dos et al., 2015; YADAV e BORKAR, 2009). A
funcdo fisioldgica das lipases é hidrolisar os 6leos e, portanto, as lipases tém sido usadas em
reacOes de decomposicdo, na presenca de quantidade suficiente de agua, formando
monoglicerideos, diglicerideos, acidos graxos livres (AGLS) e glicerol (AL-ZUHAIR, HASAN
e RAMACHANDRAN, 2003; BONAZZA et al., 2018; CHOI, HAN e KIM, 2015; HASAN,
SHAH e HAMEED, 2009; LIMA et al., 2017; MELO et al., 2017; OLIVEIRA, de et al., 2018;
SANTOS, dos et al., 2017; VERDASCO-MARTIN et al., 2016).

Os é&cidos graxos livres (AGLS), que podem ser produzidos, por exemplo, pela
hidrélise enzimatica de Oleos, sdo usados como matéria-prima em uma ampla gama de
aplicacGes em processos industriais, como na produgdo de dleos quimicos, alcoois, aminas e
ésteres (AL-ZUHAIR, HASAN e RAMACHANDRAN, 2003). Entretanto, o principal acido
graxo presente nos 6leos representa 70% ou menos da composicdo dos acidos graxos, portanto,
a hidrélise de oOleos catalisados por lipases especificas pode resultar em baixas conversdes

devido & heterogeneidade dos substratos e a especificidade das lipases (ALVES et al., 2014).

Os Oleos e gorduras naturais contém misturas de triglicerideos, diglicerideos,
monoglicerideos e AGLSs em sua composicdo e pode ser necessaria uma combinacédo de lipases
com diferentes especificidades para a hidrolise completa desses substratos heterogéneos
(RODRIGUES e AYUB, 2011). O ¢leo de coco virgem extra (Cocos nucifera L.) tem como
principal acido graxo laurico acido (49%), que pode ser usado como conservante natural de
alimentos devido a sua capacidade de se converter em monolaurina e destruir a membrana
lipidica de bactérias (STILLWELL, 2016).

Lipase de Candida antarctica do tipo B (CALB) é uma lipase versatil produzida
em organismos geneticamente modificados (ANDERSON, LARSSON e KIRK, 1998). Existe



uma preparacao comercial de CALB imobilizada, denominada Novozym® 435 (ORTIZ et al.,
2019), e é a lipase mais usada em biotransformacdo (ANDERSON, LARSSON e KIRK, 1998;
PINHEIRO, B. B. etal., 2019; SANTOS, dos et al., 2017; VERDASCO-MARTIN et al., 2016).
Uma vez que a CALB possui uma tampa muito pequena, tornando-a incapaz de isolar
completamente o local ativo do meio de reacdo, ela apresenta um alto grau de
estereoespecificidade (ver Fig. 1a) (UPPENBERG et al., 1995). A lipase de Rhizomucor miehei
(RML), disponivel comercialmente como Lipozyme® RM — IM, possui grande aplicabilidade
na esterificacao de 6leos e gorduras (ver Fig. 1b) (FORESTI et al. 2005). Da mesma forma, a
lipase de Thermomyces lanuginosus (TLL) (ver Fig. 1c) esta disponivel comercialmente em sua
forma imobilizada como Lipozyme® TL — IM (FERNANDEZ-LAFUENTE, 2010).

Figura 1: Representacdo de estruturas 3D de lipases: (A) lipase de Candida
antarctica do tipo B (CALB) (c4digo PDB: 1TCA) com residuos do sitio ativo SER105
(vermelho), ASP187 (verde), HIS224 (azul); (B) lipase de Rhizomucor miehei (RML) (PDB:
4TGL), com residuos do sitio ativo SER144 (vermelho), ASP203 (verde), HIS258 (azul); (C)
lipase da lipase de Thermomyces lanuginosus (TLL) (PDB: 1DT3), com residuos de sitio ativo
SER146 (vermelho), ASP201 (verde), HIS258 (azul). Todas as estruturas 3D foram obtidas do

Protein Data Bank (PDB) usando pymol vs educacional.

Fonte: Autor.

A tecnologia de ultrassom tem sido utilizada em reac6es, como as catalisadas pelas

lipases, uma vez que é uma tecnologia verde de alta eficiéncia, possui desempenho econémico



viavel e baixa necessidade instrumental (SA et al., 2017). Em frequéncias apropriadas, a
tecnologia de ultrassom facilita a transferéncia de massa e cria radicais livres super ativos
(SANCHETI e GOGATE, 2017). Além disso, nos processos assistidos por ultrassom, o
fendmeno gerado pela rarefacdo e compressdo das ondas sonoras, conhecido como cavitacéo,
permite a formacéo e expanséo de bolhas de dgua, gerando efeitos supercriticos localizados de
temperatura e pressdo (HO, NG e GAN, 2016; SA et al., 2017).

A busca pela otimizacdo de processos quimicos e / ou bioguimicos vai além da
escolha de um catalisador e / ou biocatalisador especifico. Os pesquisadores estdo cada vez
mais intressados em simulagdes computacionais para reduzir o tempo e 0s custos para a
otimizacdo de experimentos (GARUD, KARIMI e KRAFT, 2017). O Design de Experimentos
(DoE) permite a otimizacdo dos principais parametros reacionais pelos modelos estatisticos
mais adequados para cada tipo de experimento (HIBBERT, 2012). Entre os DoEs mais
utilizados, o Central Composite Design (CCD) é o modelo relevante e mais adequado para 0s
fins desta pesquisa, pois é utilizado para estudar os principais efeitos dos parametros reacionais
nos experimentos e possiveis interacdes entre eles para encontrar as condi¢des ideais de reacao
(DJOUDI, AISSANI-BENISSAD e BOUROUINA-BACHA, 2007).

Neste trabalho, as combinagbes de trés lipases imobilizadas comerciais,
Novozym®, Lipozyme® TL-IM e Lipozyme® RL-IM foram avaliadas usando um projeto de
mistura de trés fatores e analise de superficie triangular, a fim de determinar o melhor coquetel
de lipase para a producdo de AGLs do 6leo de coco sob irradiacdo por ultrassom. Uma vez
determinado o melhor coquetel de lipase, os parametros de hidrolise (contedo enzimatico,
razdo molar e temperatura) foram otimizados pelo CCD. Até onde sabemos, até o presente
momento, esta comunicacao é o primeiro relatorio da literatura para a hidrélise do 6leo de coco

assistida por ultrassom, catalisada por um coquetel de lipases.

2 MATERIAIS E METODOS

Todas os experimentos foram realizados pelo menos em duplicata e os resultados
sdo apresentados como a media desses valores e com um desvio padréo (geralmente abaixo de
5%).

2.1 Materiais
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Lipase de Thermomyces lanuginosus (TLL imobilizado em suporte de silicato,
Lipozyme® TL — IM), lipase de Rhizomucor miehei (RML imobilizada em resina de troca
anioénica, Lipozyme® RM — IM) e lipase de Candida antarctica do tipo B (CALB imobilizada
em resina macroporosa, Novozym® 435) foram gentilmente doados pela Novozymes (Madri,
Espanha). O substrato heterogéneo utilizado foi o éleo de coco refinado comercial, com acidez
méaxima de 0,3%, e foi adquirido no mercado local e é composto por acido caproico (0,38%),
acido caprilico (5,56%), acido caprico (4,99%), &cido laurico (45,78%), acido miristico
(18,56%), acido palmitico (8,85%), acido estearico (3,39%), acido oleico (5,65%) e &cido
linoléico (0,94%), conforme relatado pelo fabricante. Acido oleico, etanol anidro 99,9% e
hexano foram adquiridos da Vetec (S&o Paulo, Brasil). Todos os outros produtos quimicos eram

de grau analitico e foram utilizados sem qualquer purificacéo adicional.

2.2 Equipamento de ultrassom

O equipamento utilizado em todos os experimentos foi um banho ultrassénico
(Unique Inc., modelo USC 2800A, Brasil). O equipamento apresenta o volume de capacidade
de 9,5 L com as seguintes dimens@es: 300 x 240 x 150 mm (comprimento x largura x altura).
Dois transdutores de disco foram colocados no fundo do reator. A frequéncia ultrassonica € de
37 kHz e a poténcia ultrassodnica total de 300 W. Além disso, 0 equipamento possui controle de

temperatura.

2.3 Metodologia

2.3.1 Atividade enzimética

A atividade das lipases (TLL, RML e CALB) foi quantificada pela hidrolise do
azeite de oliva, conforme proposto por Soares et al. (1999). O substrato (emulsdo de goma
arébica e 6leo) foi composto por uma mistura de 50 g de azeite e 150 g de solugdo de goma
arébica (7%, m / v em &gua). O meio de reacdo, composto por 5 mL da emulsdo, 5 mL de
tampéo fosfato 0,1 mol / L (pH 7,0) e o biocatalisador, foi incubado sob agitacdo mecanica por
5 minutos a 37 ° C e 200 r / min. Os produtos da reacdo foram titulados com solugdo de KOH
0,025 mol / L, usando 3 gotas de fenolftaleina como indicador. Uma unidade de atividade



11

enzimaética foi definida como a quantidade de enzima que produz 1 pmol de &cido graxo por
minuto em condi¢Oes de teste (SOARES et al., 1999).

2.3.2 Coquetel de Lipase

Para determinar a melhor combinacéo de lipases (TLL, RML e CALB) para a
hidrélise do 6leo de coco, foi realizado um projeto de mistura de trés fatores e anélise de
superficie triangular usando Statistica® (Statsoft, EUA). Para a hidrélise do éleo de coco,
considerou-se uma razdo molar de 2: 1 (4gua / 6leo) e um teor de biocatalisador de 10% da
massa de 0leo de coco. As reacdes foram realizadas no equipamento de ultrassom por 1 hora a
30 ° C (ALVES et al., 2014), com algumas modificacoes.

2.3.3 Hidrodlise do 6leo de coco

Uma vez determinado o coquetel de lipases ideal, a hidrélise do 6leo de coco foi
realizada para diferentes propor¢des molares de agua (5: 1 - 10: 1) adicionadas a 1,4 mmol de
6leo de coco em frascos de Erlenmeyer de 10 mL. O teor de biocatalisador (0 melhor coquetel
de lipase) variou de 10% a 20% da massa de 0leo de coco. A mistura resultante de dgua, 6leo
de coco e biocatalisador foi incubada em banho de ultrassom por 3 horas e temperatura variando
de 35a 55 ° C (Tabela 1), conforme metodologia descrita na literatura (ALVES et al., 2014),
com modificacBes. Para monitorar o progresso da hidrélise, foram titulados 0,3 g de amostra
usando NaOH (10 mM), 5 mL de etanol e 3 gotas de fenolftaleina (ALVES et al., 2014). O
rendimento de conversdo para hidrélise foi determinado pelo método relatado na literatura
(RAMOS et al., 2015; ROONEY e WEATHERLEY, 2001).

Tabela 1: Variaveis e seus niveis para o Central Composite Design para otimizacédo da hidrdlise

do 6leo de coco.

Cadigo de nivel

Variavel Nome
-1 0 +1
X1 Temperatura (°C) 35 45 55
X2 Contetdo de enzima (%) 10 15 20
X3 Raz&o molar (4gua/oleo) 5:1 7.5:1 10:1

Fonte: Autor.
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2.3.4 Central Composite Design (CCD)

Para determinar as condicGes ideais para a hidrolise do 6leo de coco, foram
realizadas trés variaveis CCD. A Tabela 4 mostra 18 tratamentos das 3 variaveis, cada uma em

3 niveis. A equagdo polinomial de segunda ordem para as variaveis € a seguinte:

Y = By + Z B.X; + Z BiX.X; + iniXiz (Equacio 1)

Na qual Y é a varidvel de resposta, fo € a constante, fi, Bii, fij S80 0s coeficientes
dos efeitos linear, quadratico e de interacdo, respectivamente, e X; e X;j sao os niveis codificados
das varidveis Xi e Xj. A equacdo quadratica acima foi usada para plotar superficies para todas

as variaveis.

2.3.5 Andlise estatistica

Os softwares Statistica® 10 (Statsoft, EUA) e OriginPro 2017 (OriginLab, EUA)
foram utilizados para o delineamento experimental e analise estatistica da hidrolise do 6leo de
coco. A analise estatistica do modelo foi realizada por andlise de variancia (ANOVA). A
significancia dos coeficientes de regressdao e as probabilidades associadas, p(t), foram
determinadas usando o teste Student’s t-test. A variancia explicada pelo modelo foi dada pelo
coeficiente de determinacdo multipla, R%. Para cada variavel, os modelos quadraticos foram

representados como gréaficos de contorno (2D).

2.3.6 Estabilidade operacional

Utilizando o melhor coquetel de lipase e sob condi¢des reacionais otimizadas, apds
a hidrélise do 6leo de coco, o coquetel de lipase foi separado do meio de reagdo por filtracao a
vacuo usando um funil de vidro sinterizado. O coquetel de lipase foi lavado 3 vezes com hexano
para dissolver e remover qualquer substrato e produto residual da reacao e deixado no sistema
de vacuo por 30 minutos para garantir sua secugem (SANTOS, dos et al., 2017). Apds a
secagem, foram realizados consecutivos ciclos experimentais sob condi¢des otmizadas para

avaliar a constrancia catalitica do coquetel de lipases.
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3 RESULTADOS E DISCUSSOES
3.1 Atividade enzimatica

As lipases comerciais (TLL, RML e CALB) utilizadas neste estudo foram avaliadas
como biocatalisadores na hidrdlise do azeite em meio isento de solventes. O substrato usado,
segundo a metodologia de Soares et al. (1999), foi uma emulsdo de goma arabica e azeite de
oliva. O sistema foi incubado por 5 min a 37 ° C e 200 r / min. Nessas condicdes, sdo listadas

as atividades de hidrdlise das lipases utilizadas neste estudo (Tabela 2).

Tabela 2: Atividade hidrolitica das lipases em estudo.

Lipase Atividade (Ug?)

CALB 766.5 + 38.33
RML 4154 + 68.36
TLL 1078 £ 53.9

Fonte: Autor.

O acido oleico € o principal constituinte dos AGLs do azeite, portanto, os resultados
obtidos na analise da atividade das lipases sugerem que o maior rendimento sera alcancado
pelas amostras com RML como biocatalisador. Apesar de ter a segunda maior atividade
catalitica entre as lipases estudadas, a TLL ndo apresenta desempenho satisfatorio nas reaces
de hidrolise, sendo mais indicado seu uso nas reacdes de transesterificacdo e esterificacao
(RODRIGUES e AYUB, 2011).

3.2 Otimizacéo da hidrdlise do 6leo de coco
3.2.1 Coquetel de lipase

Com o objetivo de encontrar a melhor combinacdo de TLL, RML e CALB para a
hidrolise do 6leo de coco, foi realizado um projeto de mistura de trés fatores. As conversdes
obtidas para o design da mistura sdo mostradas na Tabela 3 e representadas graficamente na
Fig. 2.
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Tabela 3: Projeto experimental para a determinacdo do melhor coquetel de lipase.

Detalhes adicionais sdo fornecidos na secdo Materiais e Métodos.

Run TLL RML CALB Conversion (%)
1 1.000 0.000 0.000 27.06 £ 0.94
2 0.000 1.000 0.000 33.66 + 1.46
3 0.000 0.000 1.000 14.17 £1.19
4 0.500 0.500 0.000 30.86 + 0.65
5 0.500 0.000 0.500 16.90 £ 0.12
6 0.000 0.500 0.500 32.00 £ 0.43
7 0.333 0.333 0.333 28.05+2.12
8 0.667 0.167 0.167 25.21 +1.00
9 0.167 0.667 0.167 30.68 +1.95
10 0.167 0.167 0.667 26.24 + 0.98

Fonte: Autor.

Como pode ser visto, as conversfes mais baixas foram obtidas usando CALB

sozinha, engquanto as converses mais altas foram obtidas usando quantidades maiores de RML,

isoladamente ou em combinacdo. As misturas de RML e CALB melhoraram as conversdes,

mas esse comportamento nao foi observado para misturas de TLL e CALB ou para TLL e RML.

Portanto, é possivel propor que a melhor combinacgdo de lipases, dentre as estudadas, para a
hidrélise do 6leo de coco seja a combinacdo de 75% de RML e 25% de CALB (ver Fig. 2).
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Figura 2: Superficie de resposta triangular para desenho experimental, indicando o
melhor coquetel de lipase. Meio de reacdo: razdo molar 2: 1 (agua/ 6leo), teor de biocatalisador
de 10% da massa de 6leo de coco. As reacdes foram conduzidas em banho de ultrassom (37kHz
e 300W) por 1 horae 30 ° C.

CALB

.34
Il <31

<27

1,00 0.00 % o
0.00 025 0.50 0.75 1.00 B < 19
TLL RML <15

Fonte: Autor.

Quando usada como uma lipase Unica, a TLL e a RML levaram as conversdes mais
altas, mas sua combinacdo ndo melhorou as conversdes, provavelmente por causa de suas
especificidades de substrato semelhantes, o que pode ter levado a uma inibicdo da atividade
catalitica entre a RML e a TLL. No entanto, quando a CALB foi combinada com a RML, a
conversdo foi mais do que duplicada, quando comparada ao uso do CALB sozinha. Em um
trabalho anterior, Rodrigues e Ayub (2011) constataram que 65% da TLL e 35% da RML eram
a mistura mais eficaz de lipases para a hidrélise de 6leos vegetais (RODRIGUES e AYUB,
2011). A diferenca entre os resultados obtidos neste estudo e 0s do estudo citado anteriormente
pode ser explicada pelas diversas preparagdes de TLL. Rodrigues e Ayub (2011) utilizaram
uma preparagdo de TLL imobilizada no suporte Lewatit ativado com grupos aldeidos
(RODRIGUES e AYUB, 2011), enquanto que, neste estudo, foi utilizada uma preparacdo de
TLL imobilizada por adsorcdo em um suporte de troca anidnica. Portanto, sabe-se que as
diferengas relativas & natureza das estratégias de imobilizacéo e diferentes suporte afetam se

maneira significativa a atividade catalitica das enzimas (MATEO et al., 2007).

3.2.2 Parametros reacionais
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Em certos niveis, a temperatura, o contetdo do biocatalisador e a proporcdo molar
do substrato podem influenciar na hidrélise do 6leo de coco. Entre esses trés pardmetros, a
temperatura teve o efeito mais alto, enquanto o conteido do biocatalisador teve 0 menor. Na
Tabela 4, comparando os experimentos em que 0 Unico parametro que muda € a temperatura
(2-6, 3-7, 4-8 e 9-10), as conversdes aumentaram quase 1,24 vezes junto com a temperatura.
Como seré discutido em mais detalhes posteriormente, 0 aumento da temperatura aumenta a
atividade catalitica, uma vez que permite maior solubilidade do substrato no local ativo dos
biocatalisadores (WAGHMARE e RATHOD, 2016).

Tabela 4: Projeto experimental para otimiza¢do da hidrélise do éleo de coco,
utilizando o melhor coquetel de lipase (75% RML e 25% CALB). Detalhes adicionais sao

fornecidos na secdo Materiais e Métodos.

RUN Temperatura Contetdo de enzima Rc'leéO rpolar Converséo
(°C) (%) (agua/oleo) (%)
1 35 (-1) 10 (-1) 5:1 (-1) 58.92 + 1.10
2 35 (-1) 10 (-1) 10:1 (+1) 61.49 + 0.92
3 35 (-1) 20 (+1) 5:1 (-1) 21.42 +0.83
4 35 (-1) 20 (+1) 10:1 (+1) 60.87 + 1.06
5 55 (+1) 10 (-1) 5:1(-1) 55.59 + 0.69
6 55 (+1) 10 (-1) 10:1 (+1) 62.54 + 0.24
7 55 (+1) 20 (+1) 5:1 (-1) 87.67+0.93
8 55 (+1) 20 (+1) 10:1 (+1) 96.16 + 1.12
9 35 (-1) 15 (0) 7.5:1 (0) 71.96 +0.77
10 55 (+1) 15 (0) 7.5:1 (0) 81.40 + 0.57
11 45 (0) 10 (-1) 7.5:1 (0) 79.28 + 0.66
12 45 (0) 20 (+1) 7.5:1 (0) 98.68 + 0.19

13 45 (0) 15 (0) 5:1 (-1) 96.94 +0.85
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14 45 (0) 15 (0) 10:1 (+1) 87.15 + 1.31
15 45 (0) 15 (0) 7.5:1(0) 78.53 +2.23
16(C) 45 (0) 15 (0) 7.5:1(0) 78.70 £2.78
17(C) 45 (0) 15 (0) 7.5:1(0) 79.28 +2.35
18(C) 45 (0) 15 (0) 7.5:1(0) 79.66 + 2.14

Fonte: Autor.

Em um intervalo de confianca de 90%, a andlise estatistica do modelo foi realizada
pelo teste estatistico de Fisher para Andlise de Variancia (ANOVA). O valor F calculado (2,38)
foi significativo (p < 0,0001). O ajuste do modelo foi verificado pelo coeficiente de
determinacdo (R?). O coeficiente de determinagdo (R? = 0,82) implica que uma variagéo
amostral de até 80% € atribuida as variaveis independentes e pode ser explicada pelo modelo.

A equacdo polinomial do modelo é dada abaixo.

Y (%) = —191.49 + 12.84X, — 0.16X2 — 8.84X, — 0.16X2 + 4.33X5 — 0.15X2
— 0.26X,X, — 0.13X, X5 + 0.38X,X;

Em que, Y, a conversdo (%) da hidrolise e X1, X2 e X3 séo os valores codificados de
temperatura, contetdo de biocatalisador e razdo molar, respectivamente.

Para a hidrolise do dleo de coco catalisada pelo melhor coquetel de lipase (75%
RML e 25% CALB), as condigdes ideais foram 20% de conteudo de biocatalisador (relacionado
a massa de 6leo), 10: 1 (agua / 6leo) ap6s 3 horas de incubacdo a 50 ° C e 37 kHz / 300 W,
obtendo-se um valor tedrico de 100% para a conversao prevista pelo modelo apds 3 horas de
incubagéo a 50 ° C e 37 kHz / 300 W. No entanto, o experimento o valor monitorado em
condicdes ideais foi de 98,68% + 0,42.

As interagdes entre temperatura, contedo do biocatalisador e razdo molar do
substrato e seus efeitos nas conversdes sdo mostradas na Fig. 3. A Fig. 3a mostra o possivel
efeito da temperatura nas conversoes, sendo a temperatura ideal de 50 ° C, considerando o
melhor o conteudo de biocatalisador (20%) estava proximo do ponto central. As interagdes
entre a razdo molar do substrato e a temperatura sugerem fortemente que aumentar até certo

nivel (10: 1; agua / 6leo) a quantidade de &gua no meio reacional afeta positivamente a
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conversdo (ver Fig. 3b e c). A agua, como um dos substratos, € um fator importante na
manutencdo da atividade e estabilidade da enzima. No entanto, as lipases apresentam melhor
desempenho em ambiente microaquoso, portanto, conteddos de agua elevados no meio
reacional podem prejudicar desempenho das enzimas por inibicdo competitiva (SHARMA,
CHAURASIA e DALALI, 2013).

Figura 3: Gréaficos de contorno para o delineamento experimental de hidrélise de
o0leo de coco. (A) temperatura versus conteido de biocatalisador; (B) razdo molar (dgua / 6leo)
versus conteudo do biocatalisador; (C) Temperatura versus razdo molar (dgua / 6leo). Meio de
reacdo: razdo molar 5: 1-10: 1 (4gua / 6leo) e teor de biocatalisador de 10-20% da massa de
o6leo de coco. As reacdes foram conduzidas em um banho de ultrassom (37kHz e 300W) por 3
horas e 35-55 ° C (consulte a Tabela 4). Em cada figura, a variavel que nédo é representada foi

fixada em seu valor central.
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Fonte: Autor.

3.3 Efeitos dos parametros reacionais
3.3.1 Temperatura

A temperatura € um parametro chave nos processos catalisados por enzimas.
Embora 0 aumento da temperatura possa aumentar as taxas de reacao até certo ponto, um nivel
mais alto de temperatura pode levar a desnaturacédo das enzimas (WAGHMARE e RATHOD,
2016). Neste trabalho, para obter a temperatura ideal do processo, variou de 35 ° C a 55 ° C.
Na Tabela 4, é possivel observar que as conversGes mais altas estdo associadas a um aumento
de temperatura. De fato, o melhor valor de conversdo experimental (98,68%) foi encontrado a
45 ° C. O aumento das conversdes com 0 aumento da temperatura estad associado a uma
diminuicdo da viscosidade do 6leo de coco que, combinada com as ondas de cavitacdo por

ultrassom, melhoram a transferéncia de massa, para que 0s substratos possam interagir com o
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sitio ativo das lipases com mais facilidade e eficiéncia, sem sofrer perdas significativas de
energia devido a resisténcia a viscosidade na transferéncia de massa (WAGHMARE e
RATHOD, 2016).

3.3. Razdo molar

A hidrdlise do 6leo de coco foi realizada sob um meio livre de solvente. O meio
reacional foi composto de duas fases, 6leo e dgua. A dgua desempenha dois papéis principais
na reacdo, pois ajuda na hidratacdo das lipases e atua como um dos substratos. Para determinar
a influéncia na conversao, estudou-se a razao molar variando de 5: 1 a 10: 1 (dgua / éleo), como
é mostrado na Tabela 4. Sob essa faixa, observou-se que a conversdo aumenta com o razdo
molar, o que significa que a quantidade de &gua oferecida foi suficiente para garantir a
hidratacdo das lipases, favorecendo sua estabilidade e atividade, além de atuar como substrato.

Por outro lado, concentracdes mais altas de 6leo podem aumentar a viscosidade do
meio de reacdo, limitando a transferéncia de massa dos substratos para o local ativo da lipase.
Portanto, a concentracdo do 6leo permaneceu a mesma para todas as execucdes deste trabalho.
Da mesma forma, o aumento da viscosidade reduz o efeito da cavitacdo, responsavel pelo efeito
catalitico da irradiacdo por ultrassom. Portanto, apenas a quantidade de agua no meio foi
avaliada para analisar como a taxa de conversdo da hidrolise é afetada. A irradiacdo por
ultrassom aumenta a emulsificacdo entre substratos e também aumenta a producéo de elétrons
livre (LIU et al. 2008), diminuindo as limitagGes da transferéncia de massa entre substratos e,
portanto, catalisando fisicamente a reacdo (WAGHMARE e RATHOD, 2016).

3.3.3 Conteudo de biocatalizador

O contetdo do biocatalisador € um dos pardmetros a serem considerados para
avaliar a viabilidade de qualquer processo, uma vez que apresenta consideravel impacto na
viabilidade econdmica do processo como um todo. Para determinar o conteldo de
biocatalisador mais adequado do coquetel de lipase ja estabelecido (75% RML e 25% CALB),
0 contetido de biocatalisador variou de 10 a 20% da massa de 6leo. Como pode ser visto na
Tabela 4, 0 aumento do conteudo do biocatalisador aumenta as conversdes. De fato, a melhor
conversdo experimental (98,68%) foi encontrada com o maior conteldo de biocatalisador
(20%). O aumento do conteudo do biocatalisador aumenta a concentracdo da area ativa da

superficie do biocatalisador, ou seja, havera uma maior concentracdo de biocatalisador no meio
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de reacdo que pode catalisar uma maior concentracdo de substratos (WAGHMARE e
RATHOD, 2016).

Geralmente, as reacfes enzimaticas assistidas por ultrassom sdo realizadas em
baixas frequéncias (20-50 kHz) porque altas frequéncias de irradiacdo podem desnaturar
enzimas (BANSODE e RATHOD, 2017). Consequentemente, o efeito da irradiacdo por
ultrassom na hidrolise do 6leo de coco foi avaliado usando uma frequéncia de 37 kHz com o
teor de biocatalisador variando de 10 a 20% da massa de 6leo. Nos 4 Gltimos experimentos,
bservou-se que a conversdo permaneceu estavel durante todo o periodo do estudo e em todas
as execucgdes experimentais (ver Tabela 4), tendo um comportamento quase linear. Da mesma
forma, em alta poténcia, como o valor utilizado neste estudo (300W), ocorre o surgimento de
um grande namero de bolhas de cavitacdo no meio de reacdo, favorecendo a converséo e
sugerindo que a poténcia do equipamento utilizado neste estudo um efeito positivo para
melhorar as conversdes (CSOKA, KATEKHAYE e GOGATE, 2011).

3.3.4 Comportamento catalitico fisico do ultrassom

No melhor coquetel de lipase (75% RML e 25% CALB) e sob condicdes reacionais
otimizadas (20% do contetdo do biocatalisador, 10: 1 (agua / 6leo), 3 horas de incubacdo a 50
°Ce 37 kHz /300 W), a influéncia da agitagdo mecénica e da irradiagdo por ultrassom foram
avaliadas na hidrdlise do 6leo de coco, como na figura 4.

Figura 4: Conversdes versus tempo em diferentes reatores (irradiacdo ultrassénica
e agitacdo mecanica) na hidrolise do 6leo de coco catalisada pelo coquetel de lipase (75% RML
e 25% CALB). Meio de reagdo: razdo molar 10: 1 (dgua/ 6leo) e teor de biocatalisador de 20%
da massa de 6leo de coco. As reacdes foram conduzidas em banho de ultrassom (37kHz e
300W) por 3 horas a 50 ° C.
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Fonte: Autor.

Como pode ser visto na Fig. 4, os experimentos realizados sob irradiacéo
ultrassénica foram significativamente mais rapidos do que aqueles realizadas sob agitacédo
mecanica. De fato, apds 15 minutos de reacdo, a conversdo da amostra incubada no banho de
ultrassom foi 70,36% maior que a incubada no equipamento de agitagdo mecanica e, com 0
tempo, as amostras incubadas no banho de ultrassom apresentaram conversdes mais altas do
gue as observadas para equipamento de agitacdo mecanica.

A irradiacdo ultrassdnica pelos fenémenos de cavitacdo, melhora a transferéncia de
massa em sistemas de reacdo heterogéneos (SANCHETI e GOGATE, 2017), como a hidrolise
enzimatica deste trabalho. Além disso, o ultrassom melhora a mistura e a interagdo entre as
fases, devido ao colapso de bolhas em solugbes aquosas, e pode aumentar as taxas de reacgéo,
diminuir o tempo reacional e reduzir as limita¢6es da transferéncia de massa entre enzima e
substrato (GALGALI, GAWAS e RATHOD, 2018).

Usando um coquetel de lipase semelhante ao deste estudo (80% RML e 20%
CALB), Alves et al. (2014) alcangaram uma conversao de aproximadamente 80% apos 20 horas
de reacdo (ALVES et al., 2014). Neste trabalho, uma conversdo méxima de 98,68% foi
alcancada apds 3 horas de reacdo sob irradiacdo ultrassonica. Kulkarni e Pandit (2005),
utilizando apenas lipase de Aspergillus oryzae, alcangcaram uma conversao maxima de 93,18%
apos 24 horas de reacdo para a hidrélise do 6leo de mamona sob irradiacdo ultrassénica
(KULKARNI e PANDIT 2005). Portanto, a partir dos resultados obtidos neste trabalho, a
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combinacdo de lipases e irradiacdo ultrassénica é melhor que o uso de uma unica lipase e a
agitacdo mecanica para a hidrolise do dleo de coco.

3.3.5 Estabilidade operacional

A aplicabilidade industrial das lipases requer estabilidade e manutencdo da
atividade catalitica, permitindo o uso repetido desses biocatalisadores. Para avaliar a
estabilidade operacional do melhor coquetel de lipase (75% RML e 25% CALB) em condicdes
reacionais otimizadas (20% do coquetel de lipase, 10: 1 (agua / 6leo), 3 horas de incubacédo a
50 ° C e 37 kHz / 300 W), foram realizados ciclos consecutivos de hidrélise do éleo de coco.
Antes de cada ciclo, o coquetel de lipase foi lavado com hexano para dissolver e remover
qualquer produto residual da reacdo (Santos, dos et al., 2017). A estabilidade operacional do
coquetel de lipase é mostrada na Fig. 5, que mostra que a reutilizacdo do coquetel de lipase é
possivel por 3 ciclos consecutivos, mantendo 50% de sua atividade inicial, sugerindo que uma
das enzimas do coquetel de lipase perde sua atividade / estabilidade ao longo dos ciclos
consecutivos de hidrolise.

Figura 5: Estabilidade operacional do coquetel de lipase (75% RML e 25% CALB)
na hidrolise consecutiva do 6leo de coco. Meio de reagdo: razdo molar 10: 1 (dgua/ 6leo) e teor
de biocatalisador de 20% da massa de 6leo de coco. As reagdes foram conduzidas em banho de
ultrassom (37kHz e 300W) por 3 horas a 50 ° C.

Conversion (%)

Cycles

Fonte: Autor.
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E importante observar que a RML apresenta baixa estabilidade operacional; por
outro lado, a CALB apresenta uma estabilidade operacional alta. Portanto, isso pode explicar a
diminuicdo da conversdo apos ciclos consecutivos de hidrolise do 6leo de coco. A baixa
estabilidade da RML pode ser devido a fraturas na resina acrilica na qual estd imobilizada.
Quando o suporte apresenta defeitos estruturais, a imobilizagdo da enzima fica comprometida
e, como conseqliéncia, a enzima é mais propensa a desnaturagdo e alteracdes conformacionais.
Portanto, os defeitos na estrutura do suporte fornecem locais indesejaveis de ligacdo ao suporte
enzimatico, o que torna os biocatalisadores instaveis (Xie e Ma, 2009). Essas ligacOes
suportadas por enzimas embriogénicas adicionadas a ciclos consecutivos com lavagens
consecutivas com solventes podem ter causado a instabilidade da RML durante a reutilizagao.
No caso da CALB, outro estudos concluiram que a Novozym® 435 mantém sua estabilidade
operacional por até cinco ciclos consecutivos (Foresti e Ferreira, 2005; Xie e Ma, 2010). No
entanto, neste trabalho, como CALB representa apenas 25% da quantidade de lipase no
coquetel, essa estabilidade operacional ndo € tao significativa quanto a da RML, que representa
75% do coquetel.
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4 CONCLUSAO

O conceito recente de combinar diferentes lipases para catalisar reacbes com
substrato heterogéneo foi aplicado com sucesso neste trabalho. O coquetel de lipases melhorou
a hidrdlise do 6leo de coco assistida por ultrassom e, por superficie triangular, o melhor coquetel
de lipases foi de 75% RML e 25% CALB. Os parametros de reacdo (temperatura, contetdo do
biocatalisador e razdo molar (dgua / 6leo)) também foram otimizados pela metodologia da
superficie de resposta, alcangando quase a conversdo completa (até 98%) do substrato em
acidos graxos livres. O coquetel de lipase reteve aproximadamente metade de sua atividade
inicial apos 3 ciclos consecutivos de hidrdlise do 6leo de coco, principalmente devido a baixa
estabilidade da RML, a principal componente do coquetel de lipase. A estabilidade operacional
da RML em ciclos reacionais consecutivos foi o fator limitante neste estudo. Ao conhecimento
dos autores, até 0 momento, esta comunicacdo é o primeiro relatério da literatura para a
hidrélise do dleo de coco assistida por ultrassom, catalisada por um coquetel de lipases.
Especialmente sob irradiacao ultrassénica, a combinacéo de lipases pode ser Util para a hidrolise

de outros 6leos vegetais e trazer melhores desempenhos na industria de alimentos.
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