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RESUMO

Esteres de aclcar sdo compostos que possuem acdo surfactante,
antifangica e bactericida e podem ser obtidos a partir de duas fontes
renovaveis de matéria-prima: agucares e oleos vegetais. Sua capacidade de se
biodegradar, aliada ao fato de serem atoxicos, insipidos, inodoros,
biocompativeis, ndo-idnicos, digestiveis e resistirem a condi¢gdes severas de
temperatura, pH e salinidade, explicam o crescente emprego destas
substancias em diversos setores da industria. O objetivo desta tese foi
sintetizar e caracterizar surfactantes e polimeros, contendo acucares
ramificados em suas estruturas, através de transesterificagdo enzimatica de
ésteres vinilicos com acgucares, empregando-se protease alcalina de Bacillus
subtilis como catalisador, em meio organico (DMF). Foram empregados trés
tipos de acucares: L-arabinose, D-glicose e sacarose e dois tipos de ésteres
vinilicos: laurato de vinila e adipato de vinila. Para a obtengdo de altas
conversdes de substratos em produtos, visando uma futura produ¢do em larga
escala, uma série de variaveis foram otimizadas, através de analise estatistica
experimental (DOE), por metodologia de resposta de superficie (RSM). As
variaveis investigadas foram: (1) a concentragao de enzima; (2) a razdo molar
entre substratos; (3) a razdo agua/solvente organico; (4) a temperatura e (5) o
tempo. Foram obtidos seis ésteres de agucar: 5-O-lauroil L-arabinose, 6-O-
lauroil D-glicose, 1’-O-lauroil sacarose, 5-O-viniladipoil L-arabinose, 6-O-
viniladipoil D-glicose e 1’-O-viniladipoil sacarose, sendo os trés ultimos
polimerizaveis. O progresso da reagao foi monitorado por analise em HPLC,
através do decréscimo da concentragdo de agucar em relagdo ao branco.
Andlises qualitativas, por TLC, confirmaram a formacéo dos produtos. Foram
obtidas conversdes superiores a 98% na sintese do laurato de sacarose. Na
purificacéo, foram adotadas duas metodologias: (1) coluna cromatografica e (2)
extracdo com acetona a quente. A posicao de acilagdo e a estrutura quimica
foram determinadas por *C-RMN. A polimerizac&o dos trés ésteres de aculcar
foi possivel, através de catalise quimica, empregando-se H,0, e K;S,05 como
iniciadores, a 60°C, por 24 horas. Espectros de IR dos polimeros foram
comparados com os seus mondmeros, revelando o desaparecimento do grupo
vinil. As massas molares dos polimeros foram determinadas por GPC. Os
polimeros de agucar obtidos apresentaram as seguintes massas molares: poli
(5-O-viniladipoil L-arabinose): My, = 7,2 X 104; PD = 2,48; poli (6-O-viniladipoil
D-glicose): My, = 2,7 x 10°%; PD = 1,75 e poli (1’-O-viniladipoil sacarose): My, =
4,2 x 10* PD = 6,57. Os seis ésteres de aguicar foram submetidos a ensaios de
tensao superficial para a determinacdo das concentragdes micelares criticas
(CMC), que variaram de 122 a 167 ppm. Por fim, um estudo de aplicabilidade
dos ésteres néo polimerizaveis, como lubrificantes para fluidos de completacao
de pocos de petréleo foi realizado, através de analise comparativa da eficiéncia
destes, em relagdo a trés lubrificantes comerciais. Os produtos sintetizados
nesta tese apresentaram desempenho equivalente ou superior aos produtos
comerciais testados.

Palavras-chave: sintese enzimatica, biossurfactantes, biopolimeros, ésteres de
acgucar, polimeros de agucar



ABSTRACT

Sugar esters are substances which possess surfactant, antifungical and
bactericidal actions and can be obtained through two renewable sources of raw
materials: sugars and vegetable oils. Their excellent biodegradability, allied to
the fact that they are non toxic, insipid, inodorous, biocompatible, no-ionic,
digestible and because they can resist to adverse conditions of temperature, pH
and salinity, explain the crescent use of these substances in several sections of
the industry. The objective of this thesis was to synthesize and characterize
surfactants and polymers containing sugar branched in their structures, through
enzymatic transesterification of vinyl esters and sugars, using alkaline protease
from Bacillus subtilis as catalyst, in organic medium (DMF).Three types of
sugars were used: L-arabinose, D-glucose and sucrose and two types of vinyl
esters: vinyl laurate and vinyl adipate. Aiming to reach high conversions from
substrates to products for a possible future large scale industrial production, a
serie of variables was optimized, through Design of Experiments (DOE), using
Response Surface Methodology (RSM).The investigated variables were: (1)
enzyme concentration; (2) molar reason of substrates; (3) water/solvent rate; (4)
temperature and (5) time. We obtained six distinct sugar esters: 5-O-lauroyl L-
arabinose, 6-O-lauroyl D-glucose, 1'-O-lauroyl sucrose, 5-O-vinyladipoyl L-
arabinose, 6-O-vinyladipoyl D-glucose and 1'-O-vinyladipoyl sucrose, being the
last three polymerizable. The progress of the reaction was monitored by HPLC
analysis, through the decrease of sugar concentration in comparison to the
blank. Qualitative analysis by TLC confirmed the formation of the products. In
the purification step, two methodologies were adopted: (1) chromatographic
column and (2) extraction with hot acetone. The acylation position and the
chemical structure were determined by "™C-RMN. The polymerization of the
three vinyl sugar esters was possible, through chemical catalysis, using H,O»
and KyS,0s as initiators, at 60°C, for 24 hours. IR spectra of the monomers and
respective polymers were compared revealing the disappearance of the vinyl
group in the polymer spectra. The molar weights of the polymers were
determined by GPC and presented the following results: poly (5-O-vinyladipoyl
L-arabinose): Mw = 7.2 x 10%; PD = 2.48; poly (6-O-vinyladipoyl D-glucose): Mw
= 2.7 x 10% PD = 1.75 and poly (1'-O-vinyladipoyl sucrose): Mw = 4.2 x 10%; PD
= 6.57. The six sugar esters were submitted to superficial tension tests for
determination of the critical micelle concentrations (CMC), which varied from
122 to 167 ppm. Finally, a study of applicability of these sugar esters, as
lubricants for completion fluids of petroleum wells was accomplished through
comparative analysis of the efficiency of these sugar esters, in relation to three
commercial lubricants. The products synthesized in this thesis presented
equivalent or superior action to the tested commercial products.

Keywords: enzymatic synthesis, biosurfactants, biopolymers, sugar esters,
sugar polymers
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1 - INTRODUCAO
1.1 Generalidades

Atualmente, o Brasil € o maior produtor de agucar-de-cana do mundo
com mais de 29 milhdes de toneladas processadas em 2006 (SEVERO, 2006).
Este fato torna a sacarose uma matéria-prima de baixo custo, quando
comparada ao custo de outros paises produtores. Consequentemente, o Brasil
tem condi¢cdes muito favoraveis de produzir materiais biodegradaveis derivados
de acucar em escala industrial. Aléem da possibilidade de obtencdo destes
materiais a baixo custo, o uso de biomassa como matéria-prima e o emprego
de processos naturais (enzimas) na sintese de novos produtos estao coerentes
com os termos da The Pollution Prevention Act (1990). Em paralelo, os insumos
fésseis, que s&o a matéria-prima basica da industria quimica, apresentam um
estoque finito e ndo séo renovaveis. Estes fatos tém incentivado pesquisadores
a direcionar esforgcos no sentido de encontrar alternativas de suprimento de
matéria-prima abundante e que seja renovavel. O emprego de biomassa vem
surgindo como a melhor alternativa. Do ponto de vista energético, biomassa é
todo recurso renovavel oriundo de matéria organica (de origem vegetal ou

animal) que pode ser utilizada na produgéo de energia (ANEEL, 2007).

Outro fator importante a se considerar na fabricacdo de bioprodutos séo
0s processos enzimaticos. Estes apresentam uma série de vantagens em
comparagao aos metodos quimicos convencionais, que geralmente empregam
altas temperaturas na presenca de catalisadores alcalinos, alto consumo de
energia, baixa biodegradabilidade e baixa seletividade dos produtos, limitando
suas aplicagbes, onde excelentes propriedades toxicoldgicas sdo desejadas,
como nas industrias de cosméticos, de alimentos e farmacéutica (YAN, 2001).
As principais vantagens do uso da catalise enzimatica incluem condi¢cdes
reacionais brandas, como pressao atmosférica e temperatura ambiente, alta
seletividade e baixa toxicidade (PARK, 2000).
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Até o final do século passado, as vendas de bioprodutos foram da ordem
de US$ 500 bilhdes, sendo que, somente em 1992, foram mais de US$ 1,7
bilhdes, com uma taxa de crescimento em torno de 3 a 5% ao ano (DESAI,
1997). No entanto, ainda tem sido dificil competir, economicamente, com os
produtos derivados do petrdleo. A transicdo do processamento quimico de
matéria-prima féssil para a biomassa esbarra em dois fortes obstaculos: (1) no
momento, o insumo féssil € mais econémico do que a biomassa; (2) a
tecnologia disponivel para a conversdo da matéria-prima de origem féssil em
produtos quimicos organicos esta altamente desenvolvida e difere muito da
tecnologia necessaria para a transformagao da biomassa em produtos para
aplicagdo industrial. Em outras palavras, seria muito dispendiosa a
reestruturacdo das industrias quimicas em operacdo. Esta situacdo ocorre
devido as diferentes estruturas moleculares inerentes aos dois tipos de
matérias-primas. Enquanto os produtos organicos de origem féssil séo
constituidos de hidrocarbonetos livres de oxigénio e de grupos funcionais, com
comportamento hidrofébico, os carboidratos sdo compostos mais complexos
para a transformagdo em outros produtos quimicos organicos, porque sao
multifuncionalizados com grupos hidroxila, apresentando comportamento
hidrofilico (LICHTENTHALER, 2004). A Figura 1 ilustra as diferengas basicas

entre estas fontes de matéria orgéanica.

Insumo fossil: Biomassa:
HIDROCARBONETO CARBOIDRATO

-sem oxigénio;
-sem grupos funcionais
-carater apolar

-com hidroxilas
-multifuncional

-carater polar

C.H
n' 12n+2 Cn(Hzo)n
OH OH OH
n-hexano

D-glicose
Figura 1: Diferencas estruturais basicas entre hidrocarbonetos de origem féssil

e os carboidratos oriundos de biomassa.
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Sem duvida, a classe mais importante de compostos organicos, em
termos de volume produzido, € a dos carboidratos, representando em torno de
75% das 200 bilhdes de toneladas de biomassa produzidas anualmente, das
quais, somente, 4% sao processadas pelo homem. O restante decai e recicla
ao longo da cadeia natural (LICHTENTHALER, 2004). A Figura 2 apresenta as

fracbes da biomassa produzidas anualmente no mundo.

Gorduras, proteinas, terpendides,

L alcaloides, acidos nucleicos
Lignina 5%

20%

75%
Carboidratos

Biomassa Renovavel: 200 bilhoes de toneladas/ano

Figura 2: Produgdo mundial de carboidratos em relacdo a biomassa total
produzida. Fonte: Lichtenthaler (2004)

Assim, os carboidratos sdo os compostos que reunem as condi¢cdes
ideais para viabilizar o desenvolvimento industrial e econdmico de produtos

organicos de biomassa em substituicdo aos produtos de origem petroquimica.

Esta mudanga ja comegou a dar os primeiros passos, devido a alguns
fatores: (1) escassez de matérias-primas n&do renovaveis; (2) aumento das
tarifas energéticas; (3) endurecimento da legislagdo ambiental e (4) maior
esclarecimento por parte dos consumidores em relagao as praticas industriais
(ANASTAS, 2001).

Especialistas calculam que até o ano 2040, a biomassa sera uma

matéria-prima de menor custo que os hidrocarbonetos de origem fossil
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(CAMPBELL, 1998). A Figura 3 ilustra o histérico e as perspectivas futuras do
consumo de biomassa, de carvao e de petréleo (LICHTENTHALER, 2004).

\
\
\
\ BIOMASSA
N CARVAO
R - OLEO/GAS
1850 1900 1950 2000 2050

ANO

Figura 3: Historico e perspectivas futuras do emprego de biomassa, carvao e
petréleo. Fonte: Lichtenthaler (2004)

Ironicamente, o maior mercado consumidor de produtos da biomassa é a
industria petrolifera, principalmente biossurfactantes, que sao utilizados na
producao de petréleo ou incorporados em formulagdes de dleos lubrificantes
(VAN DYKE, 1991). Outras aplicagdes incluem biorremediagdo e dispersao no
derramamento de 6leos (REHM, 1996), remogao e mobilizagdo de residuos de
6leo em tanques de estocagem (BOGNOLO, 1999) e a recuperagdo melhorada
de petroleo - EOR (JENNEMAN, 1983).

1.2 - Objetivos

A pesquisa teve como objetivos: (1) sintetizar ésteres de polidis
(agucares e acido ascorbico) obtidos por transesterificagdo enzimatica,
empregando-se protease alcalina de Bacillus subtilis, em meio orgénico (DMF);
otimizar as condigdes reacionais e caracterizar os produtos obtidos; (2)
polimerizar, por catalise quimica, os ésteres vinilicos obtidos na etapa anterior
e determinar suas massas molares por GPC; (3) determinar as concentragdes
micelares criticas e respectivas tensdes superficiais dos ésteres obtidos; (4)
avaliar a eficiéncia de alguns destes ésteres de acgucar, como aditivos em

fluidos de completagao para a industria do petroleo.
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2 - FUNDAMENTAGAO TEORICA
2.1 - Sintese de biomateriais a partir de agucares

Dentre todos os compostos organicos, a sacarose € 0 que mais é
produzido na forma pura (MORRISON, 1973). Por este fato, o texto fara maior
referéncia aos ésteres de sacarose, como representantes dos ésteres de
outros agucares, por ocuparem um lugar de destaque, devido a multiplicidade
de aplicagbes (MACINDOE, 1996). Estes compostos sdo normalmente

empregados como surfactantes nao-iénicos (CRUCES, 1992).

Um indicador do potencial tecnolégico da sacarose como substrato é o
elevado numero de patentes de aplicacbes somente para os ésteres de
sacarose, contrastando com os poucos artigos cientificos publicados sobre o
tema (GARTI, 2000). Estimativas feitas na década de 80 indicaram que
somente cerca de 0,1% da sacarose refinada, produzida mundialmente, foi
empregada como insumo quimico na industria de transformacédo (PARKER,
1981).

A complexidade dos produtos que podem ser obtidos em um Unico meio
reacional, tendo a sacarose como reagente, € consideravel. Teoricamente, com
0 grau de substituicdo variando de um a oito e todas as possibilidades de
combinagdo dos regioisbmeros, 0 numero de compostos que podem ser
obtidos por substituicbes na sacarose, a partir de um unico reagente, pode
chegar a 255 (BOSCOLO, 2003), de acordo com a Equacgéo 1,

8
N8
I = Z mI(8—m)! (1)

m=1

onde i € o numero total de compostos possiveis e m o grau de substitui¢ao.
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2.1.1 - Esteres de agucar como biossurfactantes

Os ésteres de agucar tém atraido um grande interesse por parte dos
pesquisadores da area biotecnoldgica, porque estes produtos sédo obtidos a
partir de duas matérias-primas de origem vegetal, abundantes e renovaveis:
agucares e oOleos/ gorduras (ADELHORST, 1990; OGINO, 1996; ARCOS,
1998). Uma outra vantagem da utilizagdo de agucares, baseia-se no fato de os
carboidratos serem polidis (compostos poli hidroxilados). Assim, processos
enzimaticos, altamente regioseletivos, sdo os mais indicados para a
transformacao destas substancias e representam uma importante vantagem
sobre o0s processos quimicos convencionais de baixa seletividade
(CAMEOTRA, 1998; BOUSQUET, 1999).

O grau de substituicdo (GS) nestes polidis é definido como o numero de
grupos hidroxila esterificados com os doadores de acila (RCO—). Por exemplo,
a D-glicose possui cinco grupos hidroxila livres. Esteres de D-glicose com
1<DS<3 séo altamente hidrofilicos, digestiveis, absorviveis e sdo usados como
agentes de  estabilizagcdo, emulsificantes, dispersantes, agentes
antimicrobianos e como coberturas protetoras para o acondicionamento de
frutas (BAUCHOT, 1995). Se DS>4, os ésteres sao lipofilicos, ndo-digestiveis,
nao-absorviveis e com propriedades fisico-quimicas similares aos dleos e
gorduras convencionais, sendo referenciados, comercialmente, como gorduras
substitutas de baixa caloria (ZUNFT, 1997).

Em funcéo da presenca 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/éleo). Por isso,
as moléculas dos surfactantes sdo chamadas de anfifilicas (do grego: philos =
forte afinidade) (ROCHA, 1999). Os grupos hidrofilicos, constituintes das
“cabecas” dos surfactantes, sao polares e, no caso dos ésteres de acucar,
neutros. Os grupos hidrofébicos, identificados como as “caudas” dos
surfactantes, s&o apolares e, em geral, constituidos por hidrocarbonetos de

cadeias alifaticas, grupos aromaticos ou policiclicos.




Fundamentagio Tedvica 9

As propriedades mais interessantes dos surfactantes sao os fendbmenos
ativos de modificagao de superficies, como: diminuicdo das tensdes superficiais
e interfaciais; molhabilidade; penetrabilidade; difusdo; hidrofilicidade e
hidrofobicidade; emulsificagdo; detergéncia; formagdo de gel; formacdo de
espuma; floculacdo; atividade sequestrante de metais e acdes antimicrobianas
(REHM, 1996). O emprego de biossurfactantes apresenta inumeras vantagens
em relacdo aos produtos similares sintetizados  quimicamente:
biodegradabilidade, baixa toxicidade, biocompatibilidade e digestibilidade,
permitindo o seu uso em cosméticos, farmacos, alimentos, biorremediacao de
solo contaminado e, ainda, sao eficientes em condigdes “severas” de

temperatura, pH e salinidade.

Microemulsbées baseadas em surfactantes n&o-ibnicos foram
extensivamente investigadas, tanto do ponto de vista das formulagbes, como
das estruturas moleculares. Em quase todos os casos, os surfactantes nao-
ibnicos estudados eram surfactantes etoxilatos, a partir de alcoois, acidos
graxos, gorduras, monoglicerideos e ésteres de sorbitan (LADHE, 2006; JAN,
2004; KUMIKO, 2002; PETROVIC, 2001; AMERI, 1997; ADAMS, 1996;
MALLON, 1994). Entretanto, somente um numero limitado de trabalhos foi
publicado sobre surfactantes nao-iénicos de polidis, como ésteres de sacarose
e de glicose (GLATTER, 2001). Ao contrario dos compostos etdxi-alquilicos, os
ésteres de sacarose nao alteram, significativamente, os seus valores de HLB
em funcdo das variagdes de temperatura, ndo induzindo, assim, a uma
inversdao de fases na microemulsdo. Estudos do desempenho de
microemulsdes com ésteres de sacarose sdo descritos na literatura (PES,
1996; ARAMAKI, 1997).

Na producdo industrial dos biossurfactantes, o pregco dos
hidrocarbonetos e dos carboidratos deve ser levado em conta. Kosaric et al.
(1984), visando reduzir os custos, propds uma estratégia que utiliza esgoto
municipal como substrato para a producdo de biossurfactantes. Nesse
processo, biomassa de Torulopsis bombicola pode ser reciclada ou separada e
vendida como suplemento de levedura. Os gases produzidos (CO, e CHy)

podem ser aproveitados, gerando quatro produtos ao final do processo: agua
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tratada, biomassa, biossurfactante e gas rico em metano. O beneficio paralelo
€ o aproveitamento da inconveniente lama do esgoto municipal, contribuindo

para minimizar o impacto ao meio ambiente.

2.1.1.1 - Algumas aplicagoes industriais dos biossurfactantes

A seguir estdo descritas, com mais detalhes, as principais aplicagcbes

industriais dos biossurfactantes.

2.1.1.1.1 - Cosméticos

Os Dbiossurfactantes, de acordo com a sua estrutura quimica e
propriedades, sao utilizados na industria de cosméticos com diferentes
fungdes, tais como emulsificantes, espumantes, hidratantes e agentes
antimicrobianos, em cremes, logdes, pastas, géis, repelentes, anticaspas,
desodorantes, tintas de cabelo, sombras para olhos, batons, mascaras faciais,
anti-sépticos, sabonetes, dentifricios, xampus, condicionadores, lubrificantes e
produtos de depilagao (KOSARIC, 1996).

Os surfactantes mais empregados em emulsées na industria de

cosmeéticos sdo: (1) Lanolina e seus derivados: Também conhecida como

gordura de 13, apresenta algumas similaridades com o sebo humano. Ao
contrario da maioria dos lipidios de origem animal, a lanolina ndo contém
triglicerideos. Seus principais constituintes sado ésteres de acidos graxos. (2)

Etoxilatos n&o-ibnicos: A principio, qualquer composto com grupo hidroxila

pode dar origem a surfactantes etoxilatos, pela reagdo com o éxido de etileno.
A maioria é freqientemente usada para se criar “novos materiais”. Como
exemplo destes compostos, temos os derivados de agucares, acidos graxos e
alcoois graxos. Em geral, sdo insensiveis a variagbes de pH e ndo séo

afetados por altas concentracdes de sal. (3) Esteres de sacarose: Sé&o

materiais n&o-ibnicos e mais vantajosos que os etoxilatos, pois sua sintese nao
produz dioxanas (carcinogénico). S&o obtidos pela esterificacdo de grupos
hidroxila de agucares com acidos graxos, principalmente, acido estearico e

laurico. A principal virtude do éster de sacarose € a sua acao delicada na pele.
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Por ser uma molécula n&o-ibnica, ela interage fracamente ou nada com as
proteinas, nao irritando e nem sensibilizando os tecidos. Ainda existem muitos
outros como: ésteres de acido ortofosforico, ésteres de glicerina, amino oxidos,
silicones, copolimeros em bloco, monoacilglicerideos, fosfolipidios e outros
ésteres de agucar (KOSARIC, 1996).

2.1.1.1.2 - Medicina
Davis et al. (1985) e Schurch et al. (1993) apresentaram uma revisao

com algumas aplicagdes para os biossurfactantes na medicina e farmacia.

Emulsdo Parenteral - Sd0 emulsdes injetaveis usadas para permitir transporte

de materiais lipossoluveis. Tanto emulsdes o6leo/agua (O/A), como agua/odleo
(A/O) sdo usadas. Mas as formas mais complexas sdo as emulsdes multiplas
(A/O/A) e (O/A/O), contendo microesferas sélidas dispersas. Por exemplo,
emulsées A/O podem ser usadas em liberagdes controladas de drogas, por
administragdo intramuscular. Por outro lado, emulsées O/A podem ser
empregadas como carreadoras de drogas, por via intravenosa. Emulsdes

Perfluoroquimicas - Apresentam habilidade de dissolver grandes quantidades

de O, e CO,. Clarck e Gollan (1966) mostraram que ratos sobrevivem
completamente submersos em emulsdes perfluoroquimicas (respiragéo
liquida). Geyer (1974) empregou tais emulsées como sangue artificial. As
principais vantagens do uso de sangue artificial sdo: (1) boa estabilidade em
procedimentos cirurgicos; (2) ndo ha incompatibilidade de grupos sangtiineos;
(3) ndo ha risco de infecgao por hepatite ou AIDS; (4) facil acessibilidade e alto

tempo de armazenamento. Adjuvantes de Vacinas - Sdo emulsées que ajudam

a aumentar a eficacia de vacinas. Os antigens virais ou bactérias podem
melhorar a resposta dos anticorpos. Os ésteres derivados de lauril, octil, e oleil
apresentaram eficiéncia como antibiéticos para tratamentos de pele (KANO,
1980). Derivados de decanoil apresentaram atividade antitumoral (KOHYA,
1986). Derivados de (glicolipidios apresentaram atividades antivirais
comprovadas contra Herpes simplex tipo | (KAWAI, 1988). Pode-se citar, ainda,

0 emprego em emulsdes orais, emulsdes topicas e surfactantes alveolares.
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2.1.1.1.3 - Industria de Alimentos

Na preparagao e processamento de alimentos, os biossurfactantes sao
empregados como aditivos em pequenas quantidades. Shikata e Yamashita
(1986) patentearam um soforolipidio usado como aditivo em farinha de trigo,
para conservagao de paes. Ohata e Kamata (1986) desenvolveram
biossurfactantes com propriedades ativas de superficie para uso em
margarinas. Emulsificantes naturais, como os lisofosfolipidios, sdo empregados
para facilitar a digestdo de gorduras pelo organismo. E o caso da lisolecitina
obtida por transesterificacdo enzimatica, catalisada por fosfolipases ou pela
lipase do Mucor miehei imobilizada (SARNEY, 1994).

2.1.1.1.4 - Biorremediagao

No controle ambiental, os biossurfactantes tém desempenhado um
importante papel, quando do acumulo e persisténcia de materiais toxicos na
agua e no solo. Estes contaminantes sdo gerados, principalmente, por
industrias petroquimicas e de celulose. A principio sdo formados por
compostos aromaticos e/ou clorados, que sao toxicos e de dificil
biodegradagdo. Comparando-se a biorremediagdo com outras tecnologias para
a remediacao, em termos de custo por tonelada de solo, a primeira fica em
vantagem absoluta - biorremediacdo: $15 a 70; estabilizagdo: $100 a 200;
incineragdo: $140 a 150; aterro: $140 a 200. A remocgao de hidrocarbonetos de
solo contaminado tem sido tema de investigacdo por numerosos pesquisadores
(REHM, 1996; KITAMOTO, 2002; KELKAR, 2006).

Em relacdo ao seu emprego em derramamento de Oleo, os
biossurfactantes sdo usados por aumentarem a interagdo superficial agua/éleo
(A/O), acelerando a degradagéao pela agdo de microorganismos, promovendo a
biorremediagdo de aguas e solos. Esta degradagdo ocorre pela capacidade
emulsificadora e dispersante dos hidrocarbonetos na agua. Biossurfactantes
produzidos por Arthrobacter, Pseudomonas, Corynebacterium e Bacillus subtilis
demonstraram resultados promissores na remocao de piche em areias
contaminadas (BOGNOLO, 1999).
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Uma vez que os microorganismos degradadores estdo presentes em
oceanos, a biodegradacdo constitui um dos métodos mais eficientes de
remocdao de poluentes. Entretanto, os estudos ainda ocorrem a nivel
laboratorial e a biorremediacdo de oceanos, utilizando biossurfactantes,

permanece como um desafio (ATLAS, 1991).

Na biodegradagao de pesticidas, os biossurfactantes vém sendo objeto
de investigagbes. 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, 1999).

Na biorremediacao de locais contaminados por metais pesados toxicos,
como uranio, cadmio e chumbo, os biossurfactantes também tém sido
empregados (MILLER, 1995).

2.1.1.1.5 - Limpeza de reservatérios de oleo pesado

Residuos de 6leos pesados que sedimentam no fundo de tanques de
estocagem sdo altamente viscosos e podem se tornar depdsitos solidos que
nao sao removidos através de bombeamento convencional. A remog¢ao requer
lavagem com solvente ou limpeza manual, ambas perigosas, demoradas e
caras. Um processo alternativo e eficaz € o emprego de biossurfactantes, que
promovem a diminuicdo da viscosidade e a formacdo de emulsdes O/A,
facilitando o bombeamento dos residuos e a recuperacdo do oleo cru apds a
quebra da emulsdo. Os solidos resultantes carregam uma quantidade limitada
de dleo residual pela agao detergente do biossurfactante, tornando o descarte
destes residuos menos problematico (BOGNOLO, 1999). A utilizagdo de
biossurfactantes na limpeza de tanques, em substituicdo aos surfactantes
convencionais, promove a limpeza e recuperagao de, aproximadamente, 90%

dos hidrocarbonetos presente nos residuos (BANAT, 1991).
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2.1.1.1.6 - Recuperacao melhorada do petréleo (EOR)

A EOR consiste em uma tecnologia de recuperacgao terciaria do petroleo,
que utiliza microorganismos ou produtos de seu metabolismo para a
recuperacao de o6leo residual (BANAT, 1995). Os microorganismos produzem
polimeros e surfactantes que reduzem a tensao superficial o6leo-rocha,
reduzindo as forgas capilares que impedem a movimentacédo do 6leo, através
dos poros. O mecanismo de EOR in situ, deve-se, provavelmente, a multiplos
efeitos dos microorganismos no 6leo e ambiente. Estes efeitos incluem:
formacgao de gas e aumento de pressao; producao de acido e degradacao da
matriz calcarea; reducdo da viscosidade do 6leo e da tensao interfacial pela
producdo de biossurfactantes; producdo de solventes; degradacdo de
macromoléculas de 6leo e consequente diminuicdo da viscosidade e bloqueio
seletivo da biomassa nas zonas de alta permeabilidade (KHIRE, 1994; JACK,
1998). Para ser util na EOR in situ, os microorganismos devem estar aptos a
crescer sob condi¢gdes extremas, como alta temperatura, pressao, salinidade e
baixa concentragdo de oxigénio. Muitos microorganismos adaptados a
condigdes extremas, com capacidade de recuperagao de oOleo cru, tém sido
isolados e estudados (JENNEMAN, 1983).

2.1.1.1.7 - Agricultura

Os biossurfactantes sdo empregados na agricultura, particularmente,
nas formulacbes de herbicidas e pesticidas. Os compostos ativos destas
formulagcbes s&o, geralmente, hidrofébicos, sendo necessarios agentes
emulsificantes para dispersa-los em solugdes aquosas (LIN, 1996).
Surfactantes de Bacillus foram utilizados para emulsificar formulagdes de

pesticidas organofosforados imisciveis (PATEL, 1986).

2.1.1.1.8 - Mineragao

Na flotagdo e separagcdo de calcita e scheelita foram empregados

compostos tensoativos produzidos por Pseudomonas sp. e Alcaligenes sp.,

com recuperacao de 95% de CaWO, e de 30% para CaCOs, onde reagentes
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quimicos convencionais foram incapazes de separar estes dois minerais
(KOSARIC, 1987). Biosurfactantes de C.bombicola demonstraram eficiéncia na
solubilizagédo de carvao (POLMAN, 1994).

2.1.2 Biopolimeros de agucar

Ao longo da historia os seres humanos empregaram, extensivamente,
polimeros naturais para a sua protegao e sobrevivéncia, como madeira, couro e
seda. Hoje em dia, novos polimeros naturais podem ser projetados para
atender a necessidades especificas. Com o advento da biotecnologia moderna,
combinada com os avangos da quimica e da ciéncia dos materiais, a sociedade
ja pode dispor de uma nova classe de materiais biocompativeis,

biodegradaveis e renovaveis.

Embora tecnologias para a produgdo de biopolimeros, como as
proteinas, por sintese quimica, ja tenham sido desenvolvidas, seu emprego
tornou-se inviavel, devido aos elevados custos de manufatura. Porém, nao
existe, até o momento, tecnologia quimica capaz de produzir estruturas
complexas de polissacarideos. No entanto, estes compostos podem ser
obtidos, prontamente, por via enzimatica. Devido a sua estrutura e
especificidade quimica, as enzimas sao extremamente eficientes na producao
de polimeros complexos. Neste contexto, um grande numero de novos
materiais produzidos por sintese enzimatica estdo sendo desenvolvidos e
introduzidos no mercado, destacando-se os poliésteres, as proteinas e os
polissacarideos (BIOPOLYMERS: MAKING MATERIALS NATURE’'S WAY,
1993, p.12).

Na pratica, os polimeros que sao obtidos por quimica convencional
perdem uniformidade em relacdo a composicdo, comprimento e orientacao
espacial. Estas varidveis compdéem o controle estatistico nas técnicas de
polimerizagao, fundamentais para as propriedades fisicas finais dos produtos.
A ciéncia dos polimeros tem procurado reduzir estas variagdes. Entretanto, os
processos quimicos desempenham um papel importante, através da

polimerizagdo de materiais de origem biolégica e na criagdo de novas
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sequéncias de genes, permitindo a obtengdo de novos polimeros, através de
métodos de recombinagao de DNA (FRANK, 1991).

Uma das principais caracteristicas requeridas para um polimero € a sua
durabilidade. Entretanto, esta caracteristica que torna o polimero tdo versatil,
também cria problemas, devido a sua persisténcia no meio ambiente. Muitos
plasticos convencionais como polietileno, poliestireno e outros polimeros
aromaticos ndo degradam nos aterros sanitarios e nas usinas de tratamento de
lixo (ANASTAS, 2001).

Estatisticas comprovam que mais de 100 milhdes de toneladas de
plasticos sao produzidos a cada ano e que 40 milhdes de toneladas sao
descartados em aterros sanitarios. Outras centenas de toneladas séo lancadas
no ambiente marinho e vao se acumular em regides oceanicas (REDDY, 2003).
A incineragdo gera controvérsias, pois sao produzidas substancias
potencialmente toxicas na atmosfera, como a dioxina, o cloreto de hidrogénio e
o cianeto de hidrogénio (JOHNSTONE, 1990). A reciclagem de plastico ajuda
a minimizar o problema da classificagao seletiva do lixo, mas nem todos os
plasticos sdo passiveis de serem reciclados. A unica solugdo para superar
estas dificuldades é a substituicdo dos plasticos n&o-biodegradaveis pelos
biodegradaveis. Muitos pesquisadores tém apresentado solugbes para este
problema, projetando materiais que degradam no ambiente natural. Assim, foi
produzida uma ampla variedade de materiais sintéticos que nao persistem
intactos no meio ambiente, decompondo-se em subprodutos nao toxicos
(ANASTAS, 1998).

Recentemente, uma importante classe de polimeros biodegradaveis tem
recebido grande atenc&do. Sdo os polimeros contendo agucares ramificados
(TOKIWA, 1998; LIU, 1999; PARK, 2000, 2001), também conhecidos como
glicopolimeros. Estes materiais tém sido reportados na literatura como
“‘materiais inteligentes” (BLINKOVSKY, 1994; HIANAGIDA, 1994; TOKIWA,
1998) e sdo divididos em trés grupos: (1) ésteres de agucar; (2) polimeros

lineares de agucar; (3) polissacarideos modificados em laboratdrio.
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De maneira geral, glicopolimeros podem ser definidos como polimeros
sintéticos que possuem carboidratos pendurados, ou como grupos terminais
em suas cadeias (OKADA, 2001). Estes compostos despertaram um elevado
interesse como materiais artificiais em uma série de aplicagbes como
biomateriais, por possuirem complexa funcionalidade, apresentando estreita
similaridade com os glicoconjugados naturais e, em muitos casos, superando o
desempenho destes em aplicagdes especificas (ALBERTIN, 2004). A literatura
tem apresentado estudos do wuso de glicopolimeros em drogas
macromoleculares (ROY, 2002), sistemas carreadores de drogas (SIHORKAR,
2001), substratos para cultura celular (CHAIKOF, 2002), materiais biofuncionais
para uso em linhas de sutura, cartilagens artificiais, reagentes bioquimicos, gel
cromatografico, produtos farmacéuticos, antibidticos, produtos de higiene, gel
absorvente de 4&gua, embalagens, biossurfactantes (GRUBER, 2000),
modificadores de tensao superficial (WULFF, 1999), pele e substrato de 6rgaos
artificiais (KARAMUK, 1999), fragrancias e cosméticos (TOKIWA, 1998; 2003).

No entanto, pouca atencdo tem sido dada a preparagcédo de poli (vinis
ésteres), embora estes possam oferecer inumeras aplicagdbes como
biomateriais, devido a sua cadeia principal ser constituida por um poli (vinil
alcool), obtido pela quebra da dupla ligagdo C=C do grupo vinil (CHIELINI,
2003). De fato, materiais com poli (vinil alcool) na cadeia principal estdo sendo
empregados em um grande numero de aplicagdes médicas, devido a sua fraca

interacdo com os componentes do sangue (YAMAOKA, 1995).

Comparados aos polimeros convencionais, os polimeros sintetizados a
partir de ésteres vinilicos de agucar apresentam melhor desempenho em
relagdo a algumas propriedades, como: adesividade, tingibilidade,
biocompatibilidade e potencial antiestatico (GUBITZ, 2003).

As aplicagbes mais interessantes surgem na area de biomateriais.
Kobayashi et al (1994) investigaram a interagdo nos sistemas de
reconhecimento ceélula — célula entre hepatocitos e oligossacarideos com
poliestireno, na pesquisa e desenvolvimento de um figado artificial. Klemm e

Einfeldt (2001) usaram catalisadores enzimaticos na transesterificagéo seletiva




Fundamentagio Tedvica 18

de derivados de celulose e amido para obter matrizes poliméricas de
nanotubos de D-glicose, estruturadas em redes de nanofibras dilatadas, para

emprego em vasos sanguineos artificiais.

2.2 - Concentragao Micelar Critica (CMC)

As moléculas de um surfactante, por serem anfifilicas, apresentam um
comportamento distinto ao interagirem com a agua. A parte polar (cabega) da
molécula atrai as moléculas de agua, enquanto a parte apolar (cauda) as
repele. Existem duas maneiras nas quais estas interacbes ocorrem: (1) as
moléculas do surfactante estdo na superficie da mistura. Neste caso, a parte
polar da molécula interage com a agua, enquanto que a parte apolar fica sobre
a superficie, em contato com o ar ou com outro solvente apolar (Figura 4). A
presenca destas moléculas na superficie rompe as forgas de ligacdo entre as
moléculas de agua, diminuindo a energia de superficie (tensédo superficial); (2)
as moléculas do surfactante estdo abaixo da superficie da mistura. Neste caso,
as moléculas podem formar agregados, onde a parte polar fica orientada na
diregdo das moléculas de agua e a parte apolar fica voltada para o solvente.
Estes agregados sao chamados de micelas. A Figura 5 apresenta os trés tipos
mais comuns de micro emulsdes formadas, que dependem da composi¢ao da
mistura. Em (a) e (c) as micelas apresentam forma esférica, sendo que no
primeiro caso a fragdo de volume de 6leo € maior e a dispersao se caracteriza
por emulsdo de agua em o6leo (A/O), enquanto que no segundo caso, a fragcao
de agua é maior e a dispersdo se caracteriza pela emulsdo de 6leo em agua
(O/A). No entanto, quando as fragdes volumétricas de Oleo e agua sao
similares, pode ocorrer a formagao de uma micro emulsdo bicontinua (Figura
5b). Neste caso, tanto o 6leo como a agua coexistem em uma fase continua na
presengca de uma interface estavel, imposta pelo surfactante, com um grau de
curvatura igual a zero (LAWRENCE, 2000).
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Figura 4: Elemento de volume de agua de superficie, mostrando a saturagao
de moléculas de surfactante. (LAWRENCE, 2000).

dleo

Figura 5. (a) micela esférica, onde a agua esta dispersa no odleo; (b)
microemulsdo bicontinua com volumes de 6leo e agua similares; (c) micela

esférica, onde o 6leo esta disperso na agua (LAWRENCE,2000).

A quantidade de moléculas na superficie, ou de agregados no interior da
mistura, ira depender da concentracdo do surfactante. Baixas concentracdes
favorecem arranjos na superficie. A medida que a concentragdo aumenta, mais
moléculas migram para a superficie e mais micelas vao se formando no interior
da mistura. Quando a superficie se torna saturada de surfactantes, novas
adicdes contribuirdo somente para a formacdo de micelas no interior da
mistura. Neste ponto, a concentragédo do surfactante € chamada “Concentragao
Micelar Critica” (CMC) e pode ser determinada, através de medidas de tenséo

superficial versus concentragao (Figura 6).
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Figura 6: Grafico Tensao Superficial versus concentracao de surfactante, para

a determinacao da Concentracao Micelar Critica (BIRDI, 1997).

Na Figura 6, podem ser observadas trés situacdes: (1) concentragdes
muito baixas de surfactante, que ndo alteram a tensdo superficial
significativamente; (2) quantidades adicionais implicam no decréscimo dos
valores da tensédo superficial; (3) a superficie se torna saturada e ndo se nota

mais nenhuma variagdo nas medidas da tensao superficial (HIEMENZ, 1997).

A determinagdo da CMC é muito importante, a fim de otimizar a
detergéncia de um produto, minimizando custos, evitando desperdicios e

minimizando residuos em efluentes industriais.

2.3 Balango Hidrofilico-Lipofilico (HLB)

Surfactantes sao classificados, empiricamente, através de seus valores
de HLB, os quais descrevem uma relacdo entre as partes hidrofilicas e
lipofilicas da molécula (GUIDE TO CLEANER TECHNOLOGIES, 1994).
Através do controle do grau de esterificagdo e da natureza do acido graxo e do

agucar empregados na reagao, € possivel sintetizar ésteres de agucar com
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uma ampla faixa de valores de HLB e, consequentemente, com uma grande
variedade de aplicagées (PLOU, 2002). Em casos ideais, o valor de HLB pode
ser calculado pela expressao de Griffin (KIM, 2002).

Existem, basicamente, dois tipos de emulsdo: (1) agua em 6leo (A/O): a
agua esta dispersa no oleo. Por exemplo, agua contida em amostras de
petroleo; (2) 6leo em agua (O/A): o 6leo esta disperso na agua. Por exemplo,
derramamento de petréleo no oceano (NITSCHKE, 2002). Emulsées (A/O)
requerem surfactantes com baixos valores de HLB e emulsdes (O/A) requerem
surfactantes com altos valores de HLB para a sua estabilizacdo. A Tabela 1
apresenta as faixas tipicas de valores de HLB e suas aplicagbes mais
indicadas (ROSS, 1988).

Tabela 1: Valores de HLB e potenciais aplicagdes.

HLB APLICAGCOES
1-3 Agentes antiespumantes
3-6 Agentes emulsificantes (emulsao A/O)
7-9 Agentes de molhabilidade
8-18 Agentes emulsificantes (emulsao O/A)
13-16 Detergentes
16- 18 Agentes solubilizantes

No entanto, o valor de HLB n&o indica a eficiéncia do emulsificante e a
escolha do mais indicado deve ser feita através de experimentos. Muitos tipos
de surfactantes sdo usados como desengordurantes em solugdes aquosas,
mas os usuarios devem atentar para a sua toxicidade. Por exemplo, o etileno
glicol butil éter, o etileno glicol etil éter e o etileno glicol metil éter, devem ser
usados com observancia dos limites de exposi¢ao previstos no Material Safety
Data Sheet (MSDS, 2006).

Ao contrario, os ésteres de acgucar, por serem biodegradaveis, atoxicos,
nao-inflamaveis e nao-idnicos sado fortes candidatos para serem empregados
em solucdes de limpeza (KELKAR, 2006), como, por exemplo, em tanques de

estocagem de oOleo pesado, contendo depositos de fundo, geralmente,
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formados por uma mistura de material particulado, éleo cru e agua emulsificada
ou salmoura. A acado estratégica destes biossurfactantes € a imediata
separacao dos residuos de 6leo pesado em trés componentes facilmente
separaveis: (1) 6leos e graxas que flotam no topo; (2) os residuos sélidos livres
de dleo, que se depositam no fundo do tanque e (3) o sistema biossurfactante
na parte intermediaria. Tanto os Oleos e graxas, como O sistema
biossurfactante, podem ser reaproveitaveis (BANAT, 1995). A Figura 7 ilustra

este procedimento.

6leo/ graxa
emulséo (O/A)
e sistema
residuo pesado repouso biossurfactante
(a) (b) residuo soélido
livre de 6leo

Figura 7: Tanque de estocagem de 6leo pesado. (a) colocagao da solugao de
surfactante, seguida de agitagao vigorosa para remoc¢ao do residuo de fundo;

(b) separagao das trés fases apos repouso (BANAT, 1991).

Os valores de HLB para os ésteres de sacarose ou sucroésteres nao
sao significativamente alterados por variagbes de temperatura (CRUCES,
2001), mas é possivel se conseguir variagdes nos valores de HLB entre 1 e 18
(BOGE, 1999), conforme o grau das substituicbes, tamanho da cadeia

carbbnica e numero de insaturagdes (Figura 8).
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Figura 8: Faixa de valores de HLB de ésteres de sacarose, em comparagao
com outros surfactantes (YAN, 2001).

Monoésteres de sacarose, com cadeias alquilicas entre oito e dezesseis
carbonos, sdo excelentes surfactantes nio-idnicos, enquanto que ésteres de
agucar com cadeias alquilicas maiores que dezoito carbonos apresentam
pouca ou nenhuma solubilidade em agua, o que inviabiliza suas aplicagdes
como tensoativos (BAZIAN, 1998). Uma forma de solucionar este problema é a
introdugdo de um grupo sulfato no fragmento da sacarose para aumentar a

polaridade.

Esteres de sacarose geralmente apresentam uma baixa capacidade de
formar microemulsdes. Porém, na presenca de co-surfactantes, como alcoois
com C2-C8, é possivel solubilizar até 45% de agua em déleo, o que € muito
desejavel nas industrias de cosméticos (GARTI, 2000) e de petréleo. Por outro
lado, ésteres de sacarose com HLB entre 2 e 6 sdo usados na prevencao de
separagcdo de fases em produtos compostos de misturas agua/dleo como

margarina, manteiga, chocolate, paté, entre outros (AKOH, 1992).
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2.4 - A seletividade da catalise enzimatica

Em laboratorio, a oxidagdo de acidos graxos em diéxido de carbono e
agua nado é um processo suave. Exige graus extremos de pH, altas
temperaturas e reagentes quimicos corrosivos. Entretanto, no organismo, esta
reacao se efetua suavemente e com rapidez, devido a necessidade de se
preservar um ambiente “fisiolégico” para os tecidos. Esta notavel situagdo é
explicada, porque o organismo possui um grupo de potentes catalisadores, as
enzimas (CANTAROW e SCHEPARTZ, 1968).

Com excegao de algumas ribozimas (RNAs), todas as enzimas sao
proteinas especializadas na catalise de reagdes biolégicas. S&o os mais
eficientes catalisadores conhecidos, podendo aumentar a velocidade de uma
reagdo por um fator de 10'* vezes mais do que uma reacdo nao-catalisada. Os
catalisadores quimicos, por sua vez, aumentam a velocidade das reagdes por
fatores entre 10? e 10*. S30 macromoléculas com estrutura muito precisa e
extremamente maiores que seus substratos, com reentrancias possuidoras de
grupos quimicos localizados em posi¢coes exatas para servir a catalise. Por
isso, as enzimas sao muito especificas para os seus substratos. Esta
especificidade se deve a existéncia de um local denominado “sitio de ligag&o
do substrato”, localizado na superficie da enzima. Este sitio de ligacdo é um
arranjo tridimensional dos aminoacidos de uma determinada regido da
molécula, geralmente, complementar a molécula do substrato, espacial e
eletricamente ideal para a ligagdo do mesmo, sendo capaz, inclusive, de
reconhecer isébmeros oticos D e L de um mesmo composto (CAMPBELL,
2001).

As enzimas s&o constituidas de aminoacidos, que apresentam um atomo
de carbono ligado a uma carboxila, a um grupo amino e a um atomo de
hidrogénio. O quarto substituinte € uma cadeia hidrocarbénica (grupo R),
especifica para cada aminoacido (Figura 9) (CANTAROW e SCHEPARTZ,
1968).
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H,N——C——COOH

R

Figura 9: Representagao da estrutura de um aminoacido simples.

A estrutura primaria da enzima é formada pela unido entre aminoacidos,
através da ligagao pepitidica (Figura 10), estabelecida entre o grupo a-carboxila
de um aminoacido e o grupo a-amino do aminoacido subsequente, formando
uma longa cadeia. Grupos carboxila e grupos amino do radical R jamais
participam da ligagao pepitidica (CAMPBELL, 2001).

‘ Ligagao peptidica ‘

iy ]
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cadeia peptidica

Figura 10: Representacdo de uma cadeia peptidica. Residuos de aminoacidos

ligados uns aos outros por ligagbes amida.

A medida da atividade da enzima € avaliada pela velocidade da reagao
que a enzima catalisa. Para efetuar estas dosagens, uma amostra da solucéo,
contendo a enzima € incubada com altas concentragcbes de substrato, para
garantir velocidade maxima e impedir que pequenas variacbes na
concentracdo do substrato possam afetar as medidas. De acordo com a
Comissao de Enzimas (EC) da Uniao Internacional de Bioquimica (IlUB), uma
unidade de uma enzima - Unidade Internacional (U) - é a quantidade de enzima
que catalisa a transformacao de 1 umol de substrato por minuto, nas condi¢des
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padrdo recomendadas para cada enzima. Na pratica, emprega-se a atividade

especifica (U/ mg) que € uma medida da pureza da enzima ( IUB, 2006).

O critério mais importante para a classificagdo das enzimas foi
estabelecido pela International Union of Biochemistry, dividindo-as em seis
classes (IUB, 2006):

-Oxidorredutases: sdo enzimas que catalisam reagdes de oxi-redu¢do, como as
desidrogenases e as oxidases;

-Transferases: sdo enzimas que catalisam tranferéncias de grupos funcionais,
como as quinases e as transaminases;

-Hidrolases: catalisam reac¢des de hidrdlise de ligagdo covalente, como as
proteases, lipases, amilases;

-Liases: catalisam a quebra de ligagdes covalentes e a remogédo de moléculas
de agua, amdnia e gas carbbnico;

-lsomerases: catalisam reag¢des de interconversdo entre isbmeros opticos ou
geomeétricos, como as epimerases;

-Ligases: catalisam reac¢des de formagédo de novas moléculas com ligagdes C-
O, C-S, C-C, éster fosforico e Metal-N.

Alguns modelos procuram explicar a especificidade substrato/enzima: (1)
modelo centenario chave/fechadura, que prevé um encaixe perfeito do
substrato no sitio de ligagao; (2) modelo ajuste induzido, que prevé um sitio de
ligacao, nao totalmente pré-formado, porém moldavel a molécula do substrato,
ajustando-se a mesma na sua presenga; (3) modelo combinado de ajuste
induzido com uma torcdo da molécula do substrato, que o ativa e o prepara
para a sua transformagdo em produto. A Figura 12 apresenta,
esquematicamente, a sintese enzimatica, através do modelo chave/fechadura,
onde se pode notar a formagdo dos complexos enzima/substrato (ES) e
enzima/produto (EP) (CAMPBELL, 2001).




Fundamentacio T edri

)

&>
4

4

\J
A

<

- E

E+S =

k2

Figura 11: Modelo de catélise enzimatica tipo chave/fechadura.

>

k3

ES =

k4

EP <

Mauicie Roduigues Borge



CAPITULO 3
ESTADO-DA-ARTE




Estade-da-(ute 29

3 - ESTADO-DA-ARTE
3.1 Estratégia para a sintese de ésteres de agucar

Os agucares possuem multiplos grupos hidroxila e s&o classificados
como polidis (BOSCOLO, 2003), podendo ser convertidos em ésteres, éteres e
uretanas (PARKER, 1981), implicando em modificagdes nas suas propriedades
fisicas e quimicas, resultando em importantes produtos de interesse

tecnoldgico.

Esteres de acUcar podem ser obtidos por: (1) transesterificagdo de
ésteres de acidos graxos de Oleos vegetais; (2) glicerideos e (3) acidos graxos
(BOSCOLO, 2003). Nestes casos, como os subprodutos sdo pouco volateis, as
reacdes podem ser processadas sob vacuo para a remog¢ao do metanol, do
glicerol e da agua, respectivamente, favorecendo o deslocamento do equilibrio
da reag&o para os produtos, aumentando o rendimento do processo. A Figura

12 ilustra a sintese de éster de agucar, empregando sacarose.
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Figura 12: Sintese de ésteres de agucar com a formacédo de subprodutos

competitivos com o agucar.
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Tal dificuldade pode ser contornada, quando os ésteres de partida séo
vinilicos ou isopropenilicos (JONES, 1981), pois estes resultam em acetaldeido
e acetona, respectivamente, subprodutos ndo competitivos com a sacarose,

por ndo possuirem hidroxilas (Figura 13).

OYR
o HsC—C—H
Acetaldeido

H,C

Ester vinilico

o
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I
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HsC CHs
HsC

CH,
Acetona

Sacarose

Ester isopropenilico

Figura 13: Formacao de subprodutos n&do competitivos com o agucar.

A transesterificagdo inclui: alcodlise, acidolise e interesterificagao

(YAMANE, 1987). Estas reacdes estdo sumarizadas na Figura 14.

Alcodlise
R—C—0—~R,; + HO—R, —_— R—C—0—R, + HO—R,
Aciddlise

[0} o}
| |

R—C—0—Ry + Ry—C—0—OH —» R_ c— 0—R, + R—C—O0—0H
Interesterificacdo

|
R—C—O0—R, *+ Rz—g—o—R3 _— R—|C!—O—R3 + Ry—C—0—Ry

Figura 14: Tipos de transesterificagéo.
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3.2 - Estratégia para a sintese enzimatica de ésteres de agucar

Assim como na catalise convencional, fatores termodinamicos afetam o
equilibrio das reagdes catalisadas por enzimas (KASTLE, 1990). A mudanga no
equilibrio das reagdes catalisadas por enzimas, como, por exemplo, as do tipo
hidrolase, pode ocorrer variando-se a concentragdo de reagentes, temperatura
e, principalmente, pela razdo agua/solvente. Em todos os casos, parametros,
como a concentracdo de agua e a natureza dos solventes, sdo de grande

importancia na sintese enzimatica (BELL, 1995).

3.2.1 - O papel dos solventes

A escolha adequada do solvente tem um efeito determinante no
desempenho da reagao enzimatica. Metodologias para a acilagdo de agucares
consistem em encontrar um meio onde o reagente polar (o carboidrato) e o
reagente apolar (o doador acila) sejam capazes de reagir na presenga do
biocatalisador (enzima). A influéncia do solvente na conversdo dos reagentes
em produtos tem sido estudada extensivamente por iniUmeros pesquisadores
(RICH, 1995; TOKIWA, 1998; PLOU, 2002). Estas pesquisas comprovaram que
as interacdes de natureza dielétrica dos solventes (AFFLECK, 1992) interferem
na rigidez das cadeias proteicas das enzimas, modificando a polaridade de
seus sitios ativos (XU, 1994). Também, variacbes na energia livre total do
sistema podem estar associadas com as diferentes energias de solvatacéo
(RYU, 1989).

No entanto, ainda n&o ha um consenso geral na escolha dos parametros
para descrever, quantitativamente, os efeitos dos solventes nas reacdes
enzimaticas (LORTIE, 1997). O parametro mais frequentemente usado é o Log
P, onde P é o coeficiente de particdo entre dois solventes. Alguns autores
afirmam que ndo ha uma boa correlagao entre o Log P e a eficiéncia da enzima
(NARAYAN, 1993). Por outro lado, algumas publicagdes reportam a influéncia
de parametros derivados do Log P, na eficiéncia da enzima, como: (1)
constante dielétrica (AFFLECK, 1992); (2) polaridade e afinidade quimica
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(VALIVETY, 1991) e (3) parametro de solubilidade de Hildebrand (BRINK,
1985).

3.2.2 — A natureza dos substratos poli-hidroxilados

Acgucares sao uma classe particularmente interessante de compostos,
que podem ser modificados através de catalise enzimatica (DUCRET, 1996). A
enzima mostra uma preferéncia seletiva tipica pela acilagdo (RCO—)
(DORDICK, 1994). Esta regioseletividade de agucares proporciona reagdes
altamente favoraveis para sintese de adogantes, aditivos de alimentos,

surfactantes, produtos quimicos e farmacéuticos.

Porém, o maior problema encontrado € a baixa solubilidade do agucar
em solventes organicos. No entanto, se estes forem hidrofilicos, pode-se
superar esta desvantagem. Por exemplo, na presenca de piridina e N, N
dimetilformamida (DMF), agucares sofrem acilagao em sitios primarios (IKEDA,
1993; RIVA, 1988; THERISOD, 1986) e secundarios (THERISOD, 1987),
originando novos materiais (WONG, 1994). Tem sido mostrado que a Protease
de Bacillus subitilis apresenta alta atividade em DMF (RIVA, 1988; THERISOD,
1986). Além do mais, a catdlise enzimatica requer, apenas, condigbes
ambientais moderadas de pressdo e temperatura, as quais permitem um

controle primoroso das propriedades dos produtos.

A dificuldade de se controlar o grau e a seletividade das reacgdes,
envolvendo hidroxilas de acucares, tem sido um problema na obtencido de
produtos por catalise quimica convencional (PARK, 1999; LU, 2002; WU,
2002). No caso dos dissacarideos, como a sacarose, maltose e celobiose o
problema se agrava, devido a fragilidade da ligagao glicosidica em meio
aquoso acido, pois, neste caso, os ésteres ndo podem ser produzidos pela
esterificacdo direta dos acidos carboxilicos com os acgucares, porque podera
ocorrer a quebra da ligacdo glicosidica. O problema seria, em parte,
solucionado pela reacdo dos dissacarideos com cloretos de acidos organicos
(THEVENET, 1999), seguida de hidrélise em meio alcalino. No entanto, o
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processo nao € seletivo, havendo a necessidade de bloqueio e desbloqueio de

hidroxilas.

3.2.3 — A natureza dos substratos doadores de acilas

Acilagcbes catalisadas por lipase reagem via formacdo de um produto
intermediario enzima-acila (KAWASE, 1992; SCHMIDT, 1998). Como
consequéncia, a natureza destes doadores de acila (acidos graxos e derivados)

tem um efeito notavel na reatividade.

Tem sido observado que o uso de proteases como catalisadores, em
reacbes com doadores de acila de maiores cadeias carbbnicas, diminui o
rendimento na produg¢ao de ésteres de agucar (PLOU, 1995). Para a acilagao
de agucares com acidos graxos de longa cadeia (C12-C18), lipases séo mais
indicadas (FERRER, 2000a).

Wang et al. (1988) demonstraram que a taxa de transesterificagdo de
compostos contendo hidroxilas (incluindo agucares) com ésteres vinilicos é de
20 a 100 vezes maior do que aquelas contendo ésteres alquilicos, porque o
alcool vinilico formado, durante o processo, tautomeriza-se para acetaldeido de
baixo ponto de ebulicdo, favorecendo o equilibrio da reagdo na direcao dos
produtos. No entanto, deve-se tomar cuidado, pois tem sido reportado que
algumas lipases, como a Candida rugosa, perdem a sua atividade na presenca
de acetaldeido (WEBER, 1995).

3.2.4 — A importancia da agua

A agua desempenha fungdes controversas neste tipo de meio reacional.
Para favorecer a sintese no sentido dos produtos, a atividade termodinamica
da agua dever ser mantida a mais baixa possivel. Entretanto, a hidratacdo das
moléculas das enzimas € importante para a estrutura tridimensional das
proteinas e para a atividade catalitica (TIMASHEFF, 1993). Sabe-se que a
agua representa um importante papel, tanto para a estabilidade térmica

(VOLKIN, 1991), como para a atividade da enzima em meios nao-aquosos
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(ZAKS, 1988). No entanto, sendo a agua o nucledfilo nas reagdes de hidrélise,

também podera ser um inibidor competitivo (VALIVETY, 1993).

Geralmente, solventes hidrofobicos sdo bons meios para
transesterificagdes catalisadas por hidrolases como as proteases e as lipases,
pelo fato destes solventes ndo capturarem a agua essencial das enzimas
(PARK, 2000). Porém, o maior problema tem sido a baixa solubilidade dos
agucares em solventes orgéanicos, com excecdo do DMF e do DMSO
(GORMAN, 1992). No entanto, estes dois solventes sao considerados
inadequados para a catalise quimica, por retirarem a agua firmemente ligada a
proteina, que constitui a enzima. Uma solugao seria trabalhar em meios micro-
aquosos, ou seja, hidratar a enzima, na medida certa, para permitir a sua

atividade catalitica.

A influéncia da quantidade de agua e a natureza do solvente organico
sao novos parametros a serem considerados na otimizacdo de processos
industriais (LORTIE, 1997).

3.2.5 — A escolha da enzima

Para a transesterificagao por catalise enzimatica de agucares, diferentes
regioisdbmeros podem ser obtidos pela escolha apropriada do biocatalisador
(PLOU, 2002). Isto é notavel, porque se pode conseguir, por exemplo,
diferentes monoésteres de acgucar com distintas propriedades e aplicagoes,
empregando-se 0s mesmos substratos, variando-se, somente, o tipo de enzima
utilizada (HUSBAND, 1998).

As enzimas podem ser usadas em dois diferentes estados em meios
nao-convencionais: em solug¢ao, ou no estado solido. No primeiro caso, ela
pode estar na forma nativa ou modificada com moléculas anfifilicas para
melhorar a sua solubilidade em meios organicos ou micro aquosos. Enzimas
solidas podem ser usadas como precipitados, liofilizadas, em cristais com
ligagbes cruzadas, ou imobilizadas (CHULALAKSANANUKUL, 1996;
MARTINELLE, 1995).
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As proteases sao, particularmente, empregadas nas transesterificacoes
em presencga de solventes organicos. Varios agucares vinilicos tém sido obtidos
por este método a partir de hexoses (SHIBATANI, 1997; KITAGAWA, 2000),
pentoses (TOKIWA, 1999), dissacarideos (KITAGAWA, 1999) e nucleosideos
(KITAGAWA, 2000).

A acilagdo regioseletiva de agucares, como a sacarose, através da
escolha da enzima mais adequada, potencializa, ainda mais, o uso destas
matérias-primas abundantes na sintese de diversos produtos. O controle
cuidadoso sobre a regioseletividade permite modificagdes altamente complexas
em agucares para obter compostos sintéticos incomuns em aplicagdes
importantissimas, como a acilacdo regioseletiva de nucleotideos em
tratamentos de cancer e terapias da AIDS, que apresenta efeito inibidor do

crescimento do virus em células brancas (WENGEL, 1988).

3.3 — Catalise Enzimatica versus Catalise Quimica

A modificagdo enzimatica em compostos hidroxilados € um processo
altamente eficiente, quando comparado com a catalise quimica convencional.
Neste ultimo caso, a modificagao regioseletiva requer metodologias complexas
de controle de bloqueio e desbloqueio em reag¢des de um dado grupo hidroxila
(BALLARD, 1980; LU, 2002; WU, 2002). Além do mais, métodos sintéticos
requerem, geralmente, o emprego de temperaturas elevadas e catalise
alcalina, com alto consumo de energia e baixa seletividade. Entretanto, por
catalise enzimatica, a transesterificagdo regioseletiva de agucares é possivel
sob certas condi¢cbes e a acilagcdo tem mostrado sucesso (CHAUVIN, 1991,
1993).

3.4 — Catalise enzimatica em agucares e outros polidis

A seguir, serao apresentados e discutidos alguns trabalhos publicados
sobre catalise enzimatica em acucares e outros polidis, visando mostrar a
importancia desta metodologia de sintese e situar o leitor quanto ao trabalho

desenvolvido nesta tese, no contexto da producéo de biomateriais.
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Ao contrario da catalise quimica, que permite apenas a sintese de
polimeros com diversidade estrutural limitada, devido a simplicidade dos
mondmeros comuns, a catalise enzimatica, altamente seletiva, permite
incorporar monémeros polifuncionais de estruturas complexas na cadeia
polimérica (PARK, 2000). Existe uma estratégia proposta por Tokiwa (1998)
para se obter esses produtos. Em somente duas etapas € possivel sintetizar
polimeros biodegradaveis, contendo agucares como substituintes ou
ramificagcdes. A primeira etapa consiste na reagcao enzimatica para se obter um
produto intermediario polimerizavel, enquanto a segunda etapa se constitui na
catalise quimica, responsavel pela conversdo do produto intermediario no
polimero desejado. A Figura 15 apresenta esta metodologia através de um

fluxograma simplificado.

Ester de

1 2

acucar*

Actical B
ramificado
Sintese enzimatica
em DMF

——— > | Polimero

Polimerizagdo
quimica

*Se o éster de partida for monovinilico, o éster de agtcar obtido ndo € polimerizavel.
*Se o éster de partida for polivinilico, o éster de agticar obtido é polimerizavel.

Figura 15: Fluxograma simplificado da reagdo quimio-enzimatica de polimeros.

Estes polimeros de agucar ramificado consistem de trés partes: (a) a
cadeia principal; (b) o brago espacador e (c) o agucar pendente. A Figura 16

apresenta um esquema de um polimero de agucar ramificado.
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CADEIA PRINCIPAL

B B B B B
R R R R R
A A A A A
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o [¢] [¢] o o
E E E E E
s S S s s
P P P P P
A A A A A
c ¢ ¢ c c
A A A A A
D D D D D
o [¢] [¢] o o
R R R R R
AGUCAR ACUCAR AGCUCAR AGUCAR AGCUCAR
PENDENTE PENDENTE PENDENTE PENDENTE PENDENTE

Figura 16: Representacdo esquematica de um polimero, com agucar

incorporado na cadeia principal.

Este modelo estrutural se torna interessante na medida em que a
densidade, a biodegradabilidade, a hidrofilicidade, a lipofilicidade e outras
propriedades podem ser alteradas para se adequarem a certa aplicagao
(TOKIWA, 1998). Para isto, basta escolher, adequadamente, os substratos que
irAo compor as partes desta arquitetura molecular, bem como as demais
variaveis de sintese, como o tipo de enzima, o solvente, a temperatura, a razao
massica entre os substratos, o tempo de reacdo, a razdo agua/solvente e

outras.

A incorporacido de agucares na estrutura de um polimero € um evento
que permite a obtencdo de uma infinidade de polissacarideos. Por exemplo,
Park et al. (2000) obtiveram um diéster de sacarose (sacarose 6,6-O-
diviniladipato), através de catalise enzimatica entre sacarose e adipato de vinila
em acetona, empregando a lipase Novozym-435. O mondmero obtido foi
submetido a outra catalise com a mesma lipase e 1,8-octanodiol, para formar

um poliéster de sacarose (Figura 17).
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Figura 17: Reacgdo enzimatica de poliéster de sacarose, onde a sacarose foi

incorporada na cadeia principal do polimero.

Tokiwa et al. (2000) sintetizaram biossurfactantes poliméricos, contendo

agucares ramificados e ésteres de acido graxo. Estes polimeros anfifilicos sdo

mais eficazes para a estabilizacdo de dispersdes sdlidas do que

(O~ ]

surfactantes convencionais de menores massas molares. A copolimerizagao do

6-O-viniladipoil-D-glicose (VAG) com ésteres de acidos graxos ocorreu por

catalise quimica com AIBN e DMF, a 60°C, sob vacuo, apds 24 horas. A Figura

18 apresenta a reacéo do copolimero obtido.
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Figura 18: Copolimerizacdo de 6-O-viniladipolil D-glicose (VAG) e ésteres de

acidos graxos.

A estrutura quimica da inulina é composta por uma mistura de
oligbmeros e polimeros, contendo entre 2 e 60 moléculas de D-frutose B-2,1
com uma unidade de D-glicose como residuo inicial (ROBERFROID, 1998). A
inulina ndo é digerida no trato intestinal superior, mas é hidrolisada no intestino
grosso (colon) pela flora intestinal. Assim, materiais contendo inulina podem ser
usados como matrizes em sistemas carreadores de drogas no tratamento de
desordens do cdélon, como a doenga de Crohn ou carcinomas do codlon,
reduzindo os efeitos indesejaveis causados por drogas quimioterapicas
(NINESS, 1999). Visando este tipo de aplicagdo, Ferreira et al. (2002)
modificaram a inulina, através de sua esterificacdo com o acrilato de vinila
(VA), em DMF, a 50°C, durante 96 horas, empregando protease de Bacillus
subtilis. As taxas de conversdo, medidas em HPLC, para diferentes
concentragcdes de VA, foram superiores a 57%. A polimerizagao via radicalar do
éster de inulina, em solugdo aquosa de APS (5-adenilsulfato) e TEMED
(N,N,N’,N’ tetrametiletilenodiamina), forma hidrogéis com ligagées cruzadas,
que apresentam distintas propriedades fisicas e graus de inchamento.
Cromatogramas obtidos em analises de GPC apresentaram valores de massas

molares dos ésteres de inulina variando entre 12.180 e 31.640 Da, de acordo
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com o grau de conversao obtido. A Figura 19 apresenta a sintese do éster de

inulina.
OH
HO 0
HO OH \/OH
O
HO ¥/’ o)
NP + 0 )J\/
X \n/\ 5 e R\o P
0 Protease, DMF, 50°C
Acrilato de vinila Ester de Inulina-VA
OH (0]
HO n
(0]
(0]
OH HO
Inulina =R

Figura 19: Esterificagdo enzimatica de acrilato de vinila (VA), para formagao do

éster de inulina.

Lu et al. (2002) sintetizaram o polimero poli (1’-O-viniladipoil sacarose)
por sintese quimio-enzimatica entre a sacarose e adipato de vinila, em piridina
anidra, através de catalise com protease de Bacillus subtilis, a 60°C. Para a
catalise quimica, foi empregado perssulfato de potassio e peroxido de
hidrogénio. O rendimento da transesterificacédo foi de 55% em massa, em
relacdo ao produto bruto, e o rendimento da polimerizacdo foi de 62% em
massa do produto obtido, em relacdo ao monémero de partida. O polimero
obtido apresentou valores de M,= 33.000, M,,= 53.200 e M,,/M,= 1,61. A Figura

20 apresenta a obtengao do polimero obtido.
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Figura 20: Reagdo quimio-enzimatica para obter poli (1’-O-viniladipoil

sacarose) a partir de sacarose e adipato de vinila.

Tendo como objetivo produzir materiais biocompativeis, Wu et al. (2002)
obtiveram, por catélise enzimatica, éster vinilico de lactose que, em seguida, foi
polimerizado. A acilagdo da lactose ocorreu de forma regioseletiva, evitando a
necessidade de multiplas etapas de bloqueio/desbloqueio, comuns aos
métodos quimicos convencionais. A transestereficagdo do adipato de vinila
com a lactose, em piridina, ocorreu apos 3 dias de reagdo, a 50°C. O
mondémero 6’-O-viniladipoil sacarose foi obtido com 35% de rendimento (m/m),
em relacdo ao produto bruto. O polimero poli (6’-O-viniladipoil lactose) foi
obtido com 77% de rendimento (m/m), em relagdo ao monémero, € com
valores de M,= 21.200, M,,= 32.900, M,/M,= 1,56. A Figura 21 apresenta a

sintese destes produtos.
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Figura 21: Transestereficagdo do adipato de vinila com lactose para a

obtencgao do polimero poli (6’-O-viniladipoil lactose).

Tokiwa et al. (2003) melhoraram a lipofilicidade da trehalose através de
catalise enzimatica regioseletiva de Protease de Bacillus subtilis com ésteres
de acidos graxos, em DMF. A modificagcdo estrutural do acucar (Figura 22) foi

examinada, pelas medidas das tensdes superficiais e biodegradabilidade.

C
\
|
o OH 0=¢ 0 OH
i /'Oﬁg; . de Bacilus sublils Q" M
il S < | protease de Bacillus subtilis o o o 40
i

OH "i DMF, 30°C, 130rpm, 12 dias OH
CH,
R = (CHa)10 R =(CHaz)16
R=(CH2)12 R = (CH;)7CH=CH(CHy);

R=(CHz)14 R = (CH3)3(CH,CH=CH),(CH,);

Figura 22: Esterificacdo enzimatica de ésteres de trehalose, a partir de ésteres

de acido graxos.
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A solubilidade em agua do acido 10-andecilénico, de propriedades anti-
fungicas, bactericidas e atividade antiviral, foi aumentada através da
esterificagado regioseletiva da D-glicose, trehalose e sacarose, em DMF, para
formar os respectivos ésteres. As condi¢des reacionais foram: 30°C por 7 dias,
sob agitacdo de 130 rpm, empregando-se uma protease comercial (Bioprase
conc.) de Bacillus subtilis como catalisador (RAKU, 2003). Os ésteres de
acucar obtidos foram: 6-O-(10-Andeciloil) D-glicose, 6-O-(10-Andeciloil)
trehalose e 6-O-(10-Andeciloil) sacarose, com taxas de conversdo de 64%,
41% e 75%, respectivamente, obtidas em HPLC equipado com uma coluna
TOSOH TSK Gel amide-80, usando como eluente uma mistura de
acetonitrila/agua (3/1). A influéncia do agucar incorporado sobre a estrutura do
composto (Figura 23) foi analisada por ensaios de tensdo superficial e

biodegradabilidade.
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Figura 23: Esterificacdo regioseletiva entre a D-glicose, a trehalose e a

sacarose com o éster de acido 10-andecilénico.

Esteres de aclcar também estdo sendo empregados na inibicdo de
Streptococcus cariogénicos. Demonstrou-se que o grupo mutans esta

relacionado com a carie dental como seu principal agente etiologico (SHKLAIR,
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1972), sendo conhecidas, atualmente, sete espécies do grupo mutans
(HARDIE, 1986). Em amostras salivares, as espécies que se destacam em

maior numero de colbnias isoladas s&o o Streptococcus sobrinus e 0

Streptococcus mutans (HOFLING, 1999).

A Gilicosiltransferase de Streptococcus mutans permite sintetizar
polissacarideos extracelulares aderentes (glucanas), a partir da sacarose in
situ, servindo como sitios de aderéncia para o Streptococcus. Neste ambiente
protegido pelas glucanas, o Streptococcus sobrinus e outros microorganismos
formam uma comunidade protegida e estavel (placa dentaria), onde secretam
grandes quantidades de acidos metabdlicos para desmineralizar o esmalte dos
dentes e iniciar a carie dentaria (KONISHI, 1999).

Devulapalle et al. (2004) empregaram a inibicdo da Glicosiltransferase
de Streptococcus mutans como estratégia para prevengao da carie dentaria.
Assim, sintetizaram ésteres de sacarose, maltose e maltotriose, a partir dos
respectivos agucares com laurato de vinila, em uma mistura de 2-metil-2-
butanol/DMSO, catalisada por lipase de Humicola lanuginosa, imobilizada em
celite, a 40°C. Os acgucares foram acilados nas hidroxilas primarias do anel da
glicose. Em seguida, os pesquisadores estudaram os efeitos inibidores destas
bactérias em dois tipos de Glicosiltransferases. Os resultados comprovaram
completa inibicdo de Streptococcus sobrinus em placas agar, viabilizando a
introducdo destes ésteres de agucar em produtos de higiene oral, como
agentes anti-placas e preventores de caries dentarias. A Figura 24 apresenta a

sintese destes trés ésteres de agucar.
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Figura 24: Sintese enzimatica de ésteres de sacarose, maltose e maltotriose a
partir dos respectivos agucares com laurato de vinila, para uso como agentes

anti-placa dentarias.

A isomaltulose ou Palatinose® é um isdémero estrutural da sacarose,
comercialmente utilizado na industria de alimentos e, desde 1985, vem
substituindo a sacarose no Japao (LINA, 2002). O interesse na isomaltulose é
pelo fato deste ser um agucar ndo cariogénico; com taxa de hidrolise muito
baixa, quando comparada com a sacarose e maltose; com formacdo de
monossacarideos no organismo e possibilidade de se converter em uma
mistura de acgucar-alcool com baixo valor calérico (KAWAGUTI, 2006). A
isomaltulose apresenta um poder adogante de 50% da sacarose, mas com
propriedades orgalolépticas e fisicas similares, além de ser recomendada como
nutriente para diabéticos e nao diabéticos (KAWAI, 1989). Em estudos
experimentais com ratos, ndo apresentou nenhum efeito mutagénico ou
teratogénico, nem qualquer tipo de toxicidade, sendo seguro seu uso em
alimentos (LINA, 1997). A conversdao de sacarose em isomaltulose pode ser
obtida por enzimas livres (NAGAI, 1994), células livres (HEIKKILA, 2000) e

células imobilizadas (SHIMIZU, 1982), empregando-se uma série de
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microorganismos, como Erwinia rhapontici, Klebsiella sp. e outros. Kawaguti et
al. (2006) empregaram a glicosiltransferase de Erwinia sp. D12 imobilizada em
células com diferentes solugbes de alginato de sédio, a 30°C, por 96 horas. A

Figura 25 apresenta a glicosiltransferase da sacarose para a obtencdo da

isomaltulose.
OBH OH
4 6
5 o 4 5
HO '—oOH Q 5
1 o 5 HO 1 CHa
HO3™ 270 o3 HO3™ 20 e N
3 . CH2OH Glicosiltransferase de Erwinia sp. D12, o
by 4 30°C, 96h
isomaltulose

sacarose

Figura 25: Conversdo de sacarose em isomaltulose, através de catalise
enzimatica de glicosiltransferase de Erwinia sp. D12 imobilizada em células

com diferentes solugdes de alginato de sodio.

Despejos de hidrocarbonetos nos oceanos acarretam forte agao
impactante nos sistemas biolégicos (GARCIA-BORBOROGLU, 2006; LUCAS,
2006). Entretanto, populagdes naturais de microorganismos, que degradam
Oleo, atacam a maioria desses poluentes (ZINJARDE, 1997; CHAILLAN, 2004).
Estes microorganismos modificam as superficies celulares, ou produzem
emulsificantes ao consumirem hidrocarbonetos soluveis ou insoluveis. Além da
auto-producdo de emulsificantes, muitos microorganismos melhoram a
capacidade degradante, em resposta a adicdo de emulsificantes de origem

quimica ou biolégica (LEE, 2006).

Kelkar et al. (2006) sintetizaram, enzimaticamente, o éster lauroil glicose
a partir de uma mistura de glicose e acido laurico (1:2) em alcool t-butilico
(TBA), a 50°C, apos 96 horas, empregando lipase de Thermomyces
langinosus, como catalisador. Este éster de agucar foi capaz de emulsificar: (1)
hidrocarbonetos aromaticos, como benzeno, tolueno e xileno; (2) alcanos de
longa cadeia, como: o n-decano e o n-hexadecano; (3) brometos de alcano de
longa cadeia, como 1-bromodecano e 1-bromohexadecano. Também foram

investigados os efeitos desse éster de glicose como adjuvante na degradacgao
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de 6leo cru pela espécie tropical marinha Rhodococcus sp., conhecida por sua
eficiéncia natural como degradante de dleos. A cultura mostrou aumento da
degradagao do o6leo, quando o éster Lauroil glicose foi empregado como
emulsificante. Foi possivel degradar 70% da fracdo alifatica de 6leo cru de
“‘Bombay High” na presenca do éster de agucar a 200mg/mL, comparado a

50% sem emulsificante.

No artigo o autor ndo revela a férmula estrutural do éster Lauroil glicose,
nao sendo possivel saber em qual hidroxila ocorreu a esterificacdo. Assim, a
titulo de ilustragcdo, a Figura 26 apresenta um esquema da sintese do

emulsificante.

Acido laurico OH

R——OH \/\/\/\/\/\“—O—R

Lipase de Thermomyces langinosus, TBA,

Glicose 50°C, 96h, peneiras moleculares 4 Lauroil glicose

R = Anel da glicose

Figura 26: Sintese enzimatica do éster lauroil glicose a partir de uma mistura

de glicose e acido laurico (1:2) em alcool t-butilico (TBA).

Acido Kojic ¢ um composto de baixo custo obtido a partir de
carboidratos, particularmente de glicose e amido, por meio de microorganismos
como Aspergillus sp.(WINDHOLZ, 1976). Caracteriza-se por ser um agente
inibidor da tirosinase, sendo que as suas principais aplicagcbes sao: em
cosmeéticos para clareamento de pele (KAHN, 1995); como antifungico
(KAYAHARA, 1990) e como removedor de manchas (UCHINO, 1988). Raku et
al (2003) melhoraram a lipofilicidade do acido kojic por transesterificagdo com
uma seérie de ésteres vinilicos: adipato de vinila, hexanoato de vinila, octanoato
de vinila e decanoato de vinila, usando protease de Bacillus subtilis, em
DMF/agua, a 30°C, durante 7 dias, sob agitacdo de 130rpm (Figura 27). As

conversdes em ésteres de acido kojic variaram de 13 a 27%. Em todos os
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casos, a esterificagdo ocorreu somente no grupo hidroxila do carbono primario
(posigcao C-7), em uma unica etapa de reagao. Entretanto, seria muito dificil
esterificar, regioseletivamente, o acido kojic, nesta posicdo, por catalise

quimica convencional (RAKU, 2003).

T (0]
O=C HO R
* | S 5 |
(0] . . Cc=0
| Bacillus subtilis, DMF/H,0, 6 .
_ 30°C, 7 dias, 130 rpm
CH=CH, 0~ 2 TCH,0
1 7
R=(CH,),COOCH=CH, adipato de vinila 7-O-vinil adipoil kojic acid
R=(CH,),CH3 hexanoato de vinila 7-O-hexanoil kojic acid
R=(CH,)sCH; octanoato de vinila 7-0O-octanoil kojic acid
R=(CH,)sCHj3 decanoato de vinila 7-0-decanoill kojic acid

Figura 27: Sintese enzimatica de ésteres de acido kojic, a partir de uma série
de ésteres vinilicos: divinil adipato, vinil hexanoato, vinil octanoato e vinil

decanoato.
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4 — BIOSSURFACTANTES E BIOPOLIMEROS DE AGUCAR PROPOSTOS

Para atingir os objetivos propostos nesta pesquisa, fez-se necessario
compreender a metodologia de transesterificacdo catalisada por enzimas, de
uma maneira mais aprofundada, para a sintese efetiva de ésteres de polidis
como reagdes modelo. Assim, o trabalho foi dividido em duas etapas. A
primeira ocorreu no periodo entre julho de 2001 a agosto de 2002, no National
Institute of Advanced Industrial Science and Technology (AIST), em Tsukuba,
no Japao. Foram sintetizados quatro biossurfactantes, por catalise enzimatica
com protease de Bacillus subtilis em meio organico (DMF), onde a parte
hidrofilica usada foi a sacarose e a parte hidrofébica consistia de quatro ésteres
vinilicos com diferentes tamanhos de cadeia carbdnica: CH3(CH2)xCOOCHCH
(x=4; 6; 8 e 10). Foi investigada a influéncia: (1) da concentracdo de enzima;
(2) da razdo agua/ solvente orgéanico (v/v) e (3) do tamanho da cadeia
carbbdnica dos ésteres vinilicos nas conversdes de sacarose em ésteres de
sacarose. As conversdes foram avaliadas por HPLC, através do decréscimo
relativo das areas dos picos de sacarose nos cromatogramas, em aliquotas
tomadas periodicamente, em relagdo ao branco (meio reacional sem enzima no

tempo zero).

Ainda nesta etapa, foi investigada a sintese de um polimero como
reacdo modelo de sintese quimio-enzimatica. Para a obtencdo do monémero,
empregaram-se 0s substratos: acido ascorbico e adipato de vinila, em DMF.
Foi investigada a influéncia: (1) da concentragdo de enzima; (2) da razdo agua/
solvente orgéanico (v/v) e (3) da temperatura, nas conversées de acido
ascorbico em éster de acido ascorbico. Pelo fato do mondédmero obtido possuir
uma insaturagdo na ponta da cadeia, foi possivel polimeriza-lo, por catalise

quimica, com a,a’-Azobis-isobutironitrila (AIBN).

A segunda etapa da pesquisa teve inicio em margo de 2003 no
Laboratério de Biopolimeros da Universidade Federal do Rio Grande do Norte,

onde foi necessaria a aquisicdo de novos equipamentos e a adaptacdo de
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outros existentes para a implementagdo da metodologia utilizada na sintese
quimico-enzimatica dos biossurfactantes e polimeros propostos nesta tese.
Sacarose, D-glicose e L-arabinose foram selecionados para compor a
parte hidrofilica dos ésteres de acgucar, enquanto que para a parte hidrofébica
foram selecionados os ésteres: laurato de vinila e adipato de vinila. Para a
transesterificagdo enzimatica, empregou-se protease alcalina de Bacillus

subtilis e o solvente N,N-dimetilformamida (DMF).

Foram sintetizados trés ésteres de acgucar nao-polimerizaveis,
empregando-se, como doador de acila, o laurato de vinila, e trés ésteres de
agucar polimerizaveis, utilizando-se, como doador de acila, o adipato de vinila.
A polimerizagdo destes trés ultimos compostos, por catalise quimica com
perssulfato de potassio e peréxido de hidrogénio, foi possivel devido a

presenca de uma insaturacdo na ponta da cadeia.

Pelo fato da complexidade de interagdes entre todas as variaveis
estudadas, recorreu-se a uma analise estatistica experimental (Design of
Experiments- DOE), para a determinagdo das condi¢des o6timas de sintese.
Assim, empregou-se metodologia de resposta de superficie (Response Surface
Metodology- RSM), através do sistema MODDE 7.0™ (Umetrics AB, Sweden).

A Figura 28 ilustra a sintese enzimatica dos produtos obtidos na primeira
etapa da pesquisa (Japao) e a Figura 29 ilustra a sintese dos produtos obtidos

na segunda etapa da pesquisa (Brasil).
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Figura 28: Produtos obtidos na primeira etapa da pesquisa (Japao). (1a)

sintese enzimatica dos ésteres de sacarose e; (1b) sintese do polimero de

acido ascorbico.
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Figura 29a: Produtos obtidos na segunda etapa da pesquisa (Brasil): sintese

enzimatica dos ésteres de agucar nao polimerizaveis.
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Figura 29b: Produtos obtidos na segunda etapa da pesquisa (Brasil): ésteres
de acgucar polimerizaveis, seguida de catalise quimica para a obtengcdo dos

polimeros.

Os detalhes da sintese de cada produto serdo descritos no CAPITULO 5
(MATERIAIS E METODOS).
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Obtengao dos ésteres de sacarose, de acido ascérbico e do polimero

de acido ascorbico — 12 etapa

5.1.1 Materiais

A protease alcalina de Bacillus subtilis, Bioprase (0,16 U/mg), foi
adquirida da Nagase Chemex Co. LTD. A sacarose, o acido ascérbico, as
peneiras moleculares de 0,3nm, os ésteres vinilicos de acido laurico (laurato de
vinila), acido caprico (caprato de vinila), acido caprilico (caprilato de vinila) e de
acido caproico (caproato de vinila) e o éster divinilico de acido adipico (adipato
de vinila) foram adquiridos da Wako Pure Chemical Ind. Ltd. O DMF; o DMSO-
d6 da Dojin Kagaku; o iniciador a,a’-Azobis-isobutironitrila (AIBN), o acetato de
metila, o metanol e o acido sulfurico da Tokyo Kasei e a silica gel da Merck.
Todos os produtos quimicos e solventes usados neste trabalho foram avaliados

comercialmente como de alta pureza (grau analitico).

5.1.2 Equipamentos

Os principais equipamentos empregados nesta etapa foram:

- Sistema de cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC), marca
Shimadzu, equipado com detector de indice de refragao e de UV-visivel

- Espectrometro de RMN JEOL: JNM-EX270, 67.8 MHz

- Sistema de cromatografia liquida de permeagdo em gel (GPC), marca

TOSOH SC-8020, equipado com detector de indice de refragéo

5.1.3 Métodos analiticos

As analises qualitativas dos ésteres de sacarose e de acido ascorbico
foram realizadas por cromatografia de camada delgada (TLC) sobre placas de
silica gel 60F, (Merck), com solvente consistindo de acetato de metila/ metanol/
agua (7/2/1). Os produtos foram revelados por pulverizagdo de solugdo de

H,SO4 (10%), apds aquecimento.
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As anadlises quantitativas para a determinagado da conversao da sacarose
e do acido ascorbico, em seus respectivos ésteres, foram realizadas através de
um sistema de cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC), marca
Shimadzu, equipado com detector de indice de refracao e de UV-visivel e uma
coluna para analise de carboidratos, TSK gel amide-80 (TOSOH: 4,6 mm x 25
cm). A fase modvel empregada foi uma solugdo constituida de 75% de
acetonitrila e 25% de agua, com fluxo de 1,0 mL/min. As taxas de conversao
foram determinadas pela concentragdo da sacarose e do acido ascorbico na

mistura reacional.

As estruturas quimicas dos produtos e a posicdo de acilagdo foram
determinadas por *C-RMN (JEOL: JNM-EX270, 67.8 MHz). O solvente usado
foi o DMSO-d6 e a referéncia interna usada foi o trimetilsilano. A determinagao
da posicdo de acilagdo, baseou-se na técnica de analise de *C-RMN proposta
por Yoshimoto (1980), que considera que a acilagdo de um grupo hidroxila
geralmente causa uma mudanga no deslocamento quimico no sinal relativo ao
carbono O-acilado, para campo baixo, e uma mudanca no deslocamento
quimico do sinal relativo ao carbono vizinho para campo alto. As posi¢des dos
deslocamentos quimicos foram identificadas com auxilio do programa CS

ChemDraw Ultra da CambridgeSoft Corporation.

A massa molar numérica média (M,), a massa molar ponderal média
(Myw) e a polidispersdo (PD) do polimero de acido ascorbico foram
determinados por cromatografia de permeagao em gel (GPC), com detector de
indice de refracdo em um HPLC TOSOH SC-8020 equipado com uma coluna
de andlise TSK gel a-M + a-4000, sendo a fase mével constituida por uma

solucao de LiBr (10 mM) em DMF e com fluxo de 0,6mL/min.

5.1.4 A influéncia da concentragao de enzima na taxa de conversao dos

ésteres de sacarose

Foi investigada a influéncia da concentragéo de enzima na conversao de
sacarose em ésteres de sacarose. As concentracdes de protease de Bacillus

subtilis empregadas foram de 5, 10, 20 e 40 mg/mL. Inicialmente, o DMF foi
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colocado em um frasco tampado, contendo peneiras moleculares de 0,3 nm,
durante 24 horas, sob agitacdo, para a retirada da agua residual. Este
procedimento foi adotado para todas as reacbes enzimaticas descritas nesta
primeira etapa. As reagdes iniciaram logo apos a adicdo da enzima no DMF,
contendo sacarose (0,125 M) e os ésteres vinilicos (0,500 M). O volume total
das amostras foi de 5 mL. As reagdes ocorreram em incubadora de agitacao
orbital, a 30°C, com agitagdo de 160 rpm, durante 7 dias. Aliquotas diarias de
150 uL foram retiradas e centrifugadas a 10.000 rpm por 15 minutos, para a
separacao da enzima do meio reacional, com a finalidade de interromper a
reacdo. Em seguida, 10 pyL de cada aliquota foi injetada no HPLC para a
determinacdo da conversdo de sacarose em éster de sacarose. Analises

qualitativas por TLC das aliquotas confirmaram a obtengao dos produtos.

5.1.5 A influéncia do tamanho da cadeia dos ésteres vinilicos na taxa de

conversao dos ésteres de sacarose

A partir dos resultados anteriores, considerando-se a concentragao de
enzima de 40mg/mL, foi possivel fazer a correlagdo entre a influéncia do
tamanho da cadeia carbdnica dos doadores de acila nas conversdes dos
ésteres de sacarose. Os ésteres vinilicos utilizados foram o laurato de vinila
(C10), o caprato de vinila (C8), o caprilato de vinila (C6) e o caproato de vinila
(C4) a concentracdo de 0,500 M. As reagdes transcorreram nas mesmas

condi¢des descritas no item 5.1.4.

5.1.6 A influéncia da adicao de agua na taxa de conversao dos ésteres de

sacarose

Tem sido reportado que a protease de Bacillus subtilis apresentou
atividade catalitica em DMF (THERISOD, 1986; RIVA, 1988) e
transesterificagdes apresentaram estabilidade no meio reacional, alcangando
mais do que 80% de rendimento, mesmo apds seu uso repetido por cinco
vezes (KITAGAWA, 1997). Neste trabalho foi investigado o efeito da adicéo de
agua na sintese enzimatica dos ésteres de sacarose, catalisada por protease

de Bacillus subtilis. Para isto, sacarose (0,125 M) e laurato de vinila (0,500 M)
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foram dissolvidos em uma série de razbées agua/DMF: 0/100; 10/90; 20/80;
40/60 e 100/0 (v/v). Em seguida, protease de Bacillus subtilis foi adicionada em
duas concentragdes: 5 e 40 mg/mL, para inicio imediato das reagdes. As
amostras foram colocadas em uma incubadora de agitagéo orbital a 30°C, 160
rom, por uma hora. Aliquotas de 150 uL foram retiradas a cada 10 minutos,
centrifugadas a 10.000 rpm, por 15 minutos, para interromper a reagao. As
conversdes foram determinadas por analises em HPLC, pelo mesmo processo

descrito no item 5.1.4.
5.1.7 Sintese dos ésteres de sacarose

Para a sintese efetiva dos ésteres de sacarose, as condi¢cdes reacionais
adotadas foram aquelas que representaram os maiores valores para as

conversoes.

O volume total da fase liquida foi de 150 mL. A sacarose (0,125M) e os
ésteres vinilicos (0,500M) foram dissolvidos na mistura agua/DMF (10/90). A
reacao teve inicio logo apés a adicdo da enzima (40 mg/mL). As amostras
foram colocadas na incubadora de agitagao orbital, a 30°C, durante 24 horas e
a 130 rpm. Aliquotas de 150 uL foram retiradas a cada hora, para analise no
HPLC, seguindo o mesmo procedimento ja descrito anteriormente. Apos 24
horas, as misturas foram filtradas, em papel de filtro, para a separacédo da
enzima e interrupcdo da reacdo. Em seguida, o filtrado de cada mistura foi
concentrado em um evaporador rotativo por 2 horas, a 50°C, sob alto vacuo,
para a retirada do DMF. O produto obtido foi separado, secado a vacuo, a

40°C, por 24 horas, e pesado (produto bruto).
5.1.8 Purificacdo dos ésteres de sacarose e caracterizagio por *C-RMN

A purificagdo do produto bruto foi efetivada em wuma coluna
cromatografica com placa porosa e preenchida com silica-gel 200 mesh, na
razdo silica/amostra 10:1 (m/m). A fase movel foi constituida pela mistura
CHCI3s/ CH3OH: 1/0; 9/1; 1/1 (v/v), para a separacao das fases. Este processo

foi acompanhado por analises em TLC com uma fase mével constituida de
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acetato de etila/metanol/agua (17/2/1). A fase contendo o éster de sacarose foi
concentrada no evaporador rotativo a 30°C, seguida de secagem a vacuo a
40°C, por 24 horas. A massa do material purificado foi comparada com a
massa do produto bruto. Amostras de, aproximadamente, 100 mg de sacarose
e dos ésteres de sacarose foram dissolvidas em DMSO-d6 na razédo 100
mg/700 pL para a caracterizagdo de suas estruturas por *C-RMN.

A determinagao da posicao de acilagao, baseou-se na técnica de analise
de "*C-RMN proposta por Yoshimoto (1980), na qual afirma que a acilagao de
um grupo hidroxila, geralmente, causa deslocamento quimico para campo
baixo no sinal relativo ao carbono O-acilado e um deslocamento quimico de

campo alto no sinal relativo ao carbono vizinho.

5.1.9 Influéncia da concentragcao de enzima, da razdao agua/DMF e da

temperatura na sintese do éster vinilico de acido ascoérbico

A transesterificagdo do adipato de vinila com o acido ascérbico, em
DMF, foi investigada, através de analise qualitativa por TLC, sob duas
condigdes cataliticas: (a) com protease de Bacillus subtilis; (b) sem protease de
Bacillus subtilis. Para ambos os casos, a influéncia da razdo agua/DMF (0, 5,
10 e 50 %) e da variagdo de temperatura (30 e 60°C) foram avaliadas

qualitativamente, nas taxas de converséo dos produtos.

Acido ascérbico (0,125 M) e adipato de vinila (0,500 M) foram
dissolvidos nas solugdes de agua/DMF. Em quatro frascos foram adicionados
40 mg/mL de enzima e outros quatro frascos ndo receberam enzima. Os oito
frascos foram colocados em uma incubadora de agitagcéo orbital, a 30°C e 160
rom de agitagao, por 24 horas. Um outro frasco, que ndo recebeu nem enzima
e nem agua, foi colocado em outra incubadora de agitacao orbital, nas mesmas

condigdes, exceto em relagédo a temperatura (60°C).

Aliquotas foram retiradas a cada hora no intervalo de 1 a 8 horas. As
amostras com enzima foram centrifugadas nas mesmas condi¢des ja
mencionadas anteriormente e todas as aliquotas foram submetidas a analise

de TLC, com uma fase mével consistindo de acetato de etila/ metanol/ agua
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(7/2/1). A confirmacgao dos produtos foi conseguida através da verificagdo das

marcas nas placas de silica gel.

5.1.10 Sintese do éster vinilico de acido ascorbico

Tomando-se por base os resultados obtidos no item 5.1.9, as condi¢bes
reacionais para a sintese do éster vinilico de acido ascoérbico foram: acido
ascorbico (0,125 M), adipato de vinila (0,500 M) e razdo agua/DMF igual a
10/90 (v/v). Inicialmente, o acido ascoérbico foi diluido na solugao agua/DMF.
Em seguida, foi adicionado o adipato de vinila. Nao foi adicionada enzima, pois
se verificou, por analise em TLC, que a reacao iniciava imediatamente apos a
adicdo do adipato de vinila, ou seja, a reagdo era do tipo auto-catalisada.
Imediatamente a mistura foi colocada na incubadora de agitagédo orbital (160
rom) a 60°C, por 24 horas. Aliquotas foram retiradas a cada hora e analisadas
em HPLC, equipado com detector de UV, para a determinagao das conversoes.
Ao final da reagdo, a amostra foi concentrada em evaporador rotativo sob alto
vacuo, a 50°C, para a retirada do DMF, e secada a vacuo por 24 horas, a 40°C,

seguida de pesagem (produto bruto).

5.1.11 Purificagao do éster vinilico de acido ascoérbico e caracterizagao
por *C-RMN

A purificacdo do éster vinilico de &acido ascérbico, por coluna
cromatografica, seguiu o mesmo procedimento descrito para a purificagdo dos
ésteres de sacarose. Para a caracterizacéo das estruturas por "*C-RMN, cerca
de 100mg de acido ascérbico e do éster de acido ascoérbico foram dissolvidos
em DMSO-d6, na razdo 100 mg/700 pL.

5.1.12 Determinagao dos valores de HLB

Os valores de HLB dos ésteres de sacarose e do éster vinilico de acido

ascorbico foram obtidos a partir da equagéo de Griffin (1949).
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M
HLB =20 )

Onde M;, representa a massa molar da parte hidrofilica e M corresponde

a massa molar total do surfactante.
5.1.13 Polimerizagao do 6-O-(vinil adipoil - acido ascérbico)

Uma mistura contendo 0,20 g do monémero, 0,20 mL de DMF e 2,0 mg
(1% m/m) de AIBN foi colocada em um tubo selado, com atmosfera inerte de
N2(g), a 55°C, por 24 horas. O tubo selado foi aberto e o produto resultante foi

lavado em acetona para posterior determinagédo da massa molar.

5.1.14 Determinagcdao da massa molar do poli (6-O-vinil adipoil - acido

ascorbico) por GPC

Para a determinagao da massa molar do poli (6-O-viniladipolil - acido
ascorbico), foi preparada uma solugdo de 1,00 mg/mL do polimero em DMF,
contendo 10 mM de LiBr, e deixada sob agitagao por 2 horas. Em seguida, a
solucao foi passada por um disco filtrante com tamanho de poros igual a 0,22
pm. Finalmente, 20 yL da amostra filtrada foi injetada no cromatdgrafo (GPC).
O cromatograma obtido forneceu, diretamente, os valores da massa molar
numérica meédia (M,), da massa molar ponderal média (M,,) e da Polidispersao
(PD). Para a obtencdo da curva de calibragcdo foram usados padrdes de
poliestireno com massas de 500 <M, < 8,42x10° TOSOH.

5.2 Obtencdao dos ésteres de sacarose, D-glicose, L-arabinose e dos

respectivos polimeros — 22 etapa
5.2.1 Materiais

A protease de Bacillus subtilis alcalina (100 a 200 U/mg) fol, gentiimente,
cedida pela BIOVET-PESHTERA (Bulgaria), por intermédio da empresa
REIZA-KERN INDUSTRIA E COMERCIO. Os ésteres laurato de vinila e
adipato de vinila foram adquiridos da Tokyo Kasei Kogyo Co. Ltd (Japao). A
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sacarose e a D-glicose foram adquiridas da Labsynth (Brasil), a L-arabinose da
Merck (EUA), o DMF da Quimex (Brasil) e o DMSO da Vetec (Brasil). Todos os
produtos quimicos e solventes usados neste trabalho foram avaliados

comercialmente como de alta pureza (grau analitico).
5.2.2 Equipamentos
Os principais equipamentos empregados nesta etapa foram:

- sistema de cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC), marca Varian
9002, equipado com injetor Rheodyne, modelo 7125, detector de indice de
refragdo, modelo Star 9040 e interface STAR 800

- Espectrémetro de RMN Mercury 200 MHz

- Espectrofotometro de Infravermelho, marca ABB Bomen

- Tensidmetro Thermo Cahn Dynamic Contact Angle (DCA) Series 300

- Lubricidimetro da Fann Instruments

- Incubadora de agitagao orbital modelo CT-712 R da Cientec.
5.2.3 Métodos Analiticos

As analises qualitativas dos ésteres de acucar foram realizadas por
cromatografia de camada delgada (TLC) sobre placas de silica gel 60F,

adquiridas da Merck, utilizando o mesmo procedimento descrito no item 5.1.3.

As andlises quantitativas para a determinagcdo das conversdes de
sacarose em laurato de sacarose (reagdo modelo) foram feitas, empregando-se
um sistema de cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC), marca
Varian 9002, equipado com detector de indice de refracdo e uma coluna para
analise de carboidratos, MetaCarb 87P (150 x 7,8) mm. A fase movel
empregada foi agua deionizada, filtrada em membrana de acetato de celulose
(0,45 pm). O fluxo utilizado foi de 1,0 mL/min.

A estrutura quimica dos produtos e a posi¢éo de acilagédo (YOSHIMOTO,

1980) foram determinadas por ">C-RMN, em espectrdometro de Ressonancia
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Magnética Nuclear Mercury 200 MHz. Os solventes usados foram o DMSO-d6
e DyO. A referéncia interna usada foi o trimetilsilano. As posi¢cdes dos
deslocamentos quimicos foram identificadas com auxilio do programa CS
ChemDraw Ultra da CambridgeSoft Corporation.

A determinacdo da estrutura quimica dos mondémeros e polimeros
também foi realizada por intermédio de um espectrofotdbmetro de Infravermelho,

marca ABB Bomen, na faixa de 4000 a 400 cm™.

A determinagao das massas molares dos polimeros foi realizada através
de Cromatografia de Permeagdo em Gel, em um equipamento de
cromatografia liquida de alta eficiéncia, marca Varian 9002-SDS, equipado com
injetor Rheodyne, modelo 7125, detector de indice de refracdo, modelo Star
9040, interface STAR 800 e uma colunaTSK-GEL GMPWXL TOSOH (300 x
7,8) mm.

A concentragdo micelar critica (CMC) de todos os ésteres de agucar
foram obtidos a partir das curvas de tensdo superficial em funcdo da
concentracdo. Os ensaios de tensdo superficial foram realizados em um

equipamento Thermo Cahn Dynamic Contact Angle (DCA) Series 300.

Os coeficientes de lubricidade dos ésteres de acucar ndo-polimerizaveis:
5-O-lauroil L-arabinose (laurato de L-arabinose), 6-O-lauroil D-glicose (laurato
de D-glicose) e 1’-O-lauroil sacarose (laurato de sacarose) foram determinados

em um lubricidimetro da Fann Instruments.

5.2.4 Otimizacao das variaveis por DOE (“Design of Experiments”)

Para a otimizagédo das variaveis independentes (fatores) na sintese dos
ésteres de agucar, tomou-se por base a reagado entre o laurato de vinila e a
sacarose. Os efeitos da concentracédo de enzima (E), da razdo molar composto
vinilico/sacarose (XM), da razao agua/DMF (AG), da temperatura (TE) e do
tempo (TPO) na sintese do laurato de sacarose foram determinados, usando-

se analise fatorial por RSM (Response Surface Methodology)
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RSM € uma técnica estatistica de grande utilidade na investigacéo e
otimizagdo de trabalhos complexos, que permite a avaliacdo dos multiplos
parametros independentes, ou combinados entre si, na resposta final do
processo. Sua principal vantagem é o numero reduzido de experimentos

necessarios para permitir resultados aceitaveis estatisticamente.

O sistema MODDE 7.0™ foi utilizado na combinagao estratégica entre E,
XM, AG, TE e TPO, através do método dos minimos quadrados, também
conhecido na literatura como MLR (Multiple Linear Regression), para o caso de
multiplos fatores. Esta combinacéo de variaveis foi arquitetada de acordo com
um modelo fatorial completo (D-Optimal) com 22 experimentos, mais 3 pontos
centrais, totalizando 25 ensaios. Um modelo quadratico pode gerar uma
superficie tridimensional, representando a resposta (conversdo em produtos)
em fungdo das variaveis independentes. O modelo polinomial das curvas da
funcdo CONVERSAO, em funcdo das varidveis independentes, pode ser

representado como:

5 5 4 5
Y=By+ 2 BX + 28X+ D B XX, (1)
i=1 i=1 i=1 j=i+l
Onde:
Y = conversao
X (i=1 a 5) = variaveis independentes
Bo = coeficiente linear
Bi = coeficientes para o modelo de primeira ordem
Bii = coeficientes quadraticos para as i-ésimas variaveis

Bij = coeficientes para as interagbes das variaveis i e j

O modelo quadratico completo inclui as variaveis independentes e suas
interagbes, fornecendo os seus respectivos coeficientes. Para o caso em

questao, a Equagao 3 pode ser escrita como:
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Y=p,+BTPO+ B, XM + p,AG+ B,TE + B, E*TPO+ B,E* XM +
BLE*AG+ B ,E*TE + 3,,TPO* XM + 3,,TPO* AG + S, TPO*TE +
Ly XM *TE + B,,AG*TE (4)

A Tabela 2 apresenta os fatores e seus limites investigados por este

modelo fatorial.

Tabela 2: Fatores e seus limites no modelo fatorial.

FATORES UNIDADES QUANTITATIVO ESCALA MLR
Concentragao de enzima E (mg/mL) 10; 20; 40 Ortogonal
Tempo TPO (dias) 1;3;5;7 Ortogonal
Raz&o molar vinil/sacarose | XM 1;2; 4 Ortogonal
Razao H20O/DMF A/DMF (%) 0;10; 20 Ortogonal
Temperatura TE (°C) 30; 50 Ortogonal

Em seguida, o sistema gerou uma matriz de experimentos para os
fatores investigados, na qual os resultados das taxas de conversao (respostas),

obtidos no HPLC, devem ser incluidos apds os ensaios em laboratério.

5.2.5 Sintese dos ésteres 5-O-lauroil L-arabinose, 6-O-lauroil D-glicose e

1’-O-lauroil sacarose

Inicialmente, os agucares (0,125 M) foram dissolvidos em DMF a 50°C.
Em seguida, fol introduzido o laurato de vinila (0,500 M). A transesterificagao
teve inicio, logo apds a introdugcdo da enzima (40 mg/mL). As suspensoes
foram colocadas em uma incubadora de agitacao orbital a 150rpm, durante 7
dias, a 50°C. As reacoes foram encerradas pela retirada da enzima do meio
reacional, por filtracdo. O DMF foi retirado por intermédio de um evaporador

rotativo acoplado a uma bomba de alto-vacuo.
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5.2.6 Purificagao dos ésteres 5-O-lauroil L-arabinose, 6-O-lauroil D-glicose

e 1’-O-lauroil sacarose e caracterizagio por *C-RMN

Foram utilizadas duas metodologias distintas para a purificagdo destes
ésteres: (1) coluna cromatogréfica e (2) extragdo em acetona a quente (50°C).
O primeiro método foi empregado, apenas, na amostra de 1’-O-lauroil
sacarose, para fins de comparagado de resultados. O segundo método foi
adaptado do trabalho de Yan (2001) e empregado na purificagdo dos trés
produtos. Para a caracterizacdo estrutural por ">*C-RMN, cerca de 100 mg dos
agucares e de seus ésteres foram dissolvidos em DMSO-d6, na razao 100
mg/700pL.

5.2.6.1 Purificagdo do éster 1’-O-lauroil sacarose por coluna

cromatografica

A purificagdo do produto bruto foi efetivada em uma coluna
cromatografica preenchida com silica-gel 230 mesh, na razédo silica/amostra
10:1 (m/m). A fase movel foi constituida pelas misturas CHCIls/ CH3zOH: 1/0; 9/1;
1/1 (vlv), até a separacdo completa das fases. O processo de separacéao foi
acompanhado por analises em TLC com uma fase moével constituida de acetato
de etila/metanol/ agua (17/2/1). A fase contendo o éster de sacarose foi
concentrada no evaporador rotativo a 30°C, seguida de secagem a vacuo a
40°C, por 24 horas. A massa do material purificado foi comparada com a
massa do produto bruto. Os produtos purificados foram submetidos a
caracterizagdo estrutural por ">*C-RMN, de acordo com o procedimento descrito
no item 5.2.6.

5.2.6.2 Purificacao dos ésteres 5-O-lauroil L-arabinose, 6-O-lauroil D-

glicose e 1’-O-lauroil sacarose por extragdo em acetona a quente

Esteres de acucar, que possuam longas cadeias carbdnicas, podem ser
purificados por recristalizacdo em acetona ou metanol e o procedimento por
coluna cromatografica, geralmente, ndo € necessario. Em contraste, os ésteres

de agucar com pequenas cadeias carbdnicas devem ser purificados em coluna
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cromatografica. Para a purificacdo de um determinado éster de agucar o
procedimento deve ser modificado, levando-se em conta as suas propriedades,
como por exemplo, a solubilidade, o tamanho da cadeia carbdnica e o tipo de
acucar pendente (YAN, 2001).

Neste trabalho, a metodologia proposta por Yan (2001) foi adaptada e os
ésteres 5-O-lauroil L-arabinose, 6-O-lauroil D-glicose e 1'-O-lauroil sacarose
foram obtidos com alto grau de pureza, pela recristalizagdo em acetona,

seguindo o procedimento descrito a seguir.

Apos o sétimo dia, a reagao foi interrompida pela separacdo da enzima
do meio reacional por filtracdo. O filtrado foi submetido a evaporacdo em alto
vacuo (10'1 mbar), por 3 horas, a 50°C, em evaporador rotativo, para a retirada
do DMF. O material viscoso resultante (produto bruto) foi lavado em acetona a
50°C e filtrado (trés vezes) para a retirada do acgucar. Este filtrado foi
concentrado em baixo vacuo, por 30 minutos, a 30°C, em evaporador rotativo,
para a retirada da acetona. O éster puro obtido foi secado a 40°C, sob vacuo,
por 24 horas e pesado. A massa do material purificado foi comparada com a

massa do produto bruto.

A Figura 30 apresenta o fluxograma dos procedimentos para a

purificacdo dos produtos.
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AMOSTRA
<—< FILTRACAO

Residuo: ) Filtrado:
ENZIMA ESTER ACUCAR+

DMF + ACUCAR

EVAPORAGAO
P *alto vacuo (10" mbar),
*3horas, 50°C

DMF+ESTER ESTER AC. + ACUCAR
VINILICO (produto bruto)

ACETONA 50°C

Residuo: F iltrado:
ACUCAR ESTER AC. +
ACETONA

EVAPORACAO
*baixo vacuo,
*30°C

ESTER DE ACUCAR
(produto puro)

ACETONA

PESAGEM

Figura 30: Metodologia usada para a purificagdo dos ésteres de agucar, por

extracdo em acetona a quente.

5.2.7 Sintese dos ésteres 5-O-viniladipoil L-arabinose, 6-O-viniladipoil D-

glicose e 1’-O-viniladipoil sacarose
Foi utilizado o mesmo procedimento descrito no item 5.2.5.

5.2.8 Purificagao dos ésteres 5-O-viniladipoil L-arabinose, 6-O-viniladipoil

D-glicose e 1’-O-viniladipoil sacarose e caracterizagao por 3C-RMN

Foram empregadas as mesmas metodologias de purificagdo dos ésteres
de agucar nao-polimerizaveis, descritas anteriormente. Foram purificados por
extragdo em acetona a quente (50°C) os ésteres 6-O-viniladipoil D-glicose e 5-
O-viniladipoil L-arabinose e em coluna cromatografica os ésteres 5-O-
viniladipoil L-arabinose e 1’-O-viniladipoil sacarose. Os produtos purificados
foram submetidos a caracterizacdo estrutural por *C-RMN, de acordo com o

procedimento descrito no item 5.2.6.
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5.2.9 Polimerizagao dos ésteres 5-O-viniladipoil L-arabinose, 6-O-

viniladipoil D-glicose e 1’-O-viniladipoil sacarose

A polimerizagao dos ésteres 5-O-viniladipoil L-arabinose, 6-O-viniladipoil
D-glicose e 1’-O-viniladipoil sacarose foi levada a cabo, através do seguinte
procedimento: amostras dos monémeros foram pesadas e diluidas, em agua
deionizada, dentro de tubos de ensaio. A solugdo de cada mondmero foi
submetida a borbulhamento de N3(g), por 10 minutos, para a retirada do O»(Q)
dissolvido. Em seguida, foi adicionado o iniciador, constituido de uma mistura
de persulfato de potassio (K2S20s) e perdxido de hidrogénio (H»0O;). A Tabela 3
apresenta a quantidade dos monémeros e demais reagentes usados na
polimerizagdo. Apds a adicdo dos reagentes, o tubo foi imediatamente tapado e
levado para o dispositivo ilustrado na Figura 31a. Primeiramente, a mistura
reacional foi congelada em N; (I). Em seguida, uma valvula de trés posi¢cdes
permitiu a retirada de ar residual (posicéo 2) por meio de uma bomba de alto
vacuo. Apos cinco minutos, a valvula permitiu a introdugao de N2 (g) (posigéo 3)
e o tubo de ensaio foi colocado em agua, a temperatura ambiente, para
descongelar e sofrer agitagdo por alguns minutos. O ciclo foi repetido por trés
vezes. Em seguida, o tubo de ensaio foi desconectado do restante do
dispositivo e colocado em outro dispositivo (Figura 31b), onde ocorreu a
catalise quimica. A mistura foi agitada por 24 horas, a 60°C. O produto
resultante foi precipitado em acetona, lavado e secado a 45°C por 24 horas e,

por fim, pesado.

Tabela 3: Quantidade dos monémeros e demais reagentes empregados na

polimerizacao dos ésteres de agucar.

MONOMEROS (g) | K2S20s (mg) | H202 (uL) | H20 (mL)
ALA® 0,4995 50 50 2,5
ADG" 0,5022 5,3 5,0 2,5

AS° 0,4009 4,0 4,0 2,0

a: 5-O-viniladipoil L-arabinose

b: 6-O-viniladipoil D-glicose

c¢: 1’-O-viniladipoil sacarose
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valvula aberta

valvula 3 pontos

N,(g) -

N2(g) |
solugéo = J

‘ \_i_/ agua

bomba de vacuo

posigdes da vélvula de 3 pontos:
A 1 e 2 abertos e 3 fechado

<©® 2 e 3abertos e 1fechado

Figura 31a: Dispositivo para polimerizagdo. Arranjo para a obtencdo de

atmosfera inerte.

-

vélvula fechada

termémetro

N,(9) 5

solucéo

6leo 60°C <——

placa aquecedora c/ agitacdo

magnética

Figura 31b: Dispositivo para polimerizagdo. Arranjo para a catalise quimica

com persulfato de potassio (K>S,0s) e peroxido de hidrogénio (H205).
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5.2.10 Caracterizagcao por FTIR dos polimeros poli (5-O-viniladipoil L-
arabinose), poli (6-O-viniladipoil D-glicose), poli (1’-O-viniladipoil

sacarose) e dos seus mondomeros de partida

Os espectros de absorgéo na regidao do infravermelho dos monémeros e
dos polimeros foram obtidos, através de um Espectrofotbmetro FTIR marca

ABB Bomen, utilizando pastilhas de KBr.
5.2.11 Determinagao das massas molares por GPC

Amostras monodispersas de dextrana DXT 5000K, 165K, 97K, 27K, 6K,
com massas molares numéricas meédias 1.500.000, 110.800, 67.700, 19.300,
3.325, respectivamente, foram usadas para a elaboragdo da curva de
calibragdo. A fase mével foi uma solugao aquosa de NaCl 0,1 M. As analises

foram realizadas a 50°C e vazéo de 0,6 mL/min.

Solugbes de concentragdo 5,0 mg/mL de amostra dos polimeros e
padrées foram preparadas a partir da mesma solugado de NaCl, usada na fase
movel, e ficaram sob agitacdo, na temperatura ambiente, por 24 horas. Em
seguida, as amostras dos polimeros e dos padroes foram filtradas em
membranas Durapore, marca Millipore, de 0,22 um e injetadas, manualmente
no GPC, com volumes de 50 pL. Os cromatogramas obtidos foram
processados pelo sistema GALAXIE GPC (Varian Inc, USA), para os calculos

dos valores de M,, M,, e PD (polidispersao).
5.2.12 Determinagao das CMC dos ésteres de agucar

Os ésteres 5-O-lauroil L-arabinose, 6-O-lauroil D-glicose, 1’-O-lauroil
sacarose, 5-O-viniladipoil L-arabinose, 6-O-viniladipoil D-glicose e 1’-O-
viniladipoil sacarose foram diluidos em agua deionizada para concentragdes
que variaram entre 1 ppm e 10* ppm. As solucdes aquosas dos ésteres de
acgucar foram ensaiadas no tensidmetro de superficie, de acordo com o método
Washburn (1921), a 20°C.
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5.2.13 Emprego dos ésteres 5-O-lauroil L-arabinose, 6-O-lauroil D-glicose

e 1’-O-lauroil sacarose como lubrificantes em fluidos de completacgao

A completacao é a fase posterior a perfuracdo de um poco de petroleo e
visa deixar o pogo em condigbes de operar, de forma segura e econémica,
durante toda a sua vida produtiva (LIMA, 1992). Ao conjunto de operagdes
destinadas a equipar o pogo para produzir 6leo, gas, ou injetar fluidos,
denomina-se “completacao”, que tem reflexos em toda a vida produtiva do poco
e envolve altos custos (GARCIA, 1997).

Durante as manobras das colunas em operagbes de completagao,
alguns pogos de petroleo apresentam problemas de arraste por atrito. Para
minimizar este fato indesejavel, utilizam-se lubrificantes comerciais a fim de
aumentar a lubricidade do fluido de amortecimento. Estes lubrificantes
comerciais, geralmente, sdo muito caros, toéxicos e nao-biodegradaveis. Assim,
foram investigadas aplicagbes dos ésteres laurato de L-arabinose, laurato de
D-glicose e laurato de sacarose, com o objetivo de substituir alguns destes

produtos comerciais.

Os ésteres de acgucar foram adicionados a um fluido de completagao a
base de agua, contendo KCI, NaCl e UltraWet™, isoladamente, ou combinados
com outras bases oleofilicas e, em seguida, as misturas foram ensaiadas em
um lubricidimetro, para a determinagao dos coeficientes de lubricidade (CL). Ao
mesmo tempo, trés lubrificantes comerciais foram adicionados, isoladamente,
ao fluido base, e as misturas foram ensaiadas nas mesmas condigbes. Em
seguida, procedeu-se a uma analise comparativa da eficiéncia destes aditivos
naturais com os trés lubrificantes comerciais. A composicao do fluido base foi a
seguinte: agua (QSP), KCI (4lb/bbl), NaCl (9Ib/bbl), UltraWet (0,1% vol/vol) e
peso especifico de 8,5 Ib/gal (1020 Kg/m?®). Foram empregados como aditivos,
além dos ésteres de agucar, um éster comercial, um 6leo vegetal e glicerina
P.A. A Tabela 4 apresenta a formulagao dos 16 lubrificantes analisados e as

concentracdes dos lubrificantes.
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Tabela 4: Formulagao e concentracéo dos lubrificantes analisados.

Lubrificante Concentragao Formulagao
lubrificante (g/mL)
Branco 0,00000 Fluido base
L1 0,01500 P1
L2 0,01500 P2
L3 0,01500 P3
L4 0,01564 LDG
L5 0,00704 L4+3% vol éster
L6 0,00704 L4+3% vol 6leo soja
L7 0,01564 LS
L8 0,00704 L7 + 3% vol éster
L9 0,00704 L7 + 3% éster + 2% glicerina (vol)
L10 0,00704 L7 + 3% vol 6leo
L11 0,00704 L7 + 3% o6leo + 2% glicerina (vol)
L12 0,0156 LLA
L13 0,00704 L12 + 3% vol éster
L14 0,00704 L12 + 3% éster + 2% glicerina (vol)
L15 0,00704 L12 + 3% vol dleo
L16 0,00704 L12 + 3% oleo + 2% glicerina (vol)

P1: Produto comercial 1; P2: Produto comercial 2; P3: Produto comercial 3; LDG: Laurato de D-
glicose; LS: Laurato de sacarose; LLA: Laurato de L-arabinose




CAPITULO 6
RESULTADOS E DISCUSSAO
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Obtencao dos ésteres de sacarose e de acido ascérbico — 12 etapa

6.1.1 A influéncia da concentragcao de enzima na conversao dos ésteres

de sacarose

Em geral, o aumento da concentragdo de enzima favorece a conversao
de substratos em produtos, em reacdes envolvendo catalise enzimatica (YAN,
2001; RAKU, 2003). A seguir, sao apresentadas as curvas das conversdes de
sacarose em ésteres de sacarose, mostrando a influéncia do aumento da
concentragdo de enzima na conversdo. Em todos os casos analisados nesta
primeira etapa, as condigdes reacionais mantidas constantes foram a
temperatura (30°C), a razdo molar éster de vinila/sacarose (4/1) e a agitagao
(130rpm).

6.1.1.1 Caproato de sacarose (x = 4):

A Figura 32 mostra a influéncia do aumento da concentracao de enzima
sobre a conversdo de sacarose em caproato de sacarose, bem como a
confirmacgéo da obtengao dos produtos por andlises qualitativas em TLC. Pode-
se notar que as conversbes foram maiores para maiores valores de
concentragao de enzima. Com 40 mg/mL e 20 mg/mL de enzima, em 7 dias de
reacao, as conversoes foram de 98,7% e 100%, respectivamente. Assim, para
a sintese deste produto, convém o emprego de 20mg/mL de enzima, para
ensaios com 7 dias de duracdo. As analises em TLC apresentaram manchas
mais escuras na parte superior de todas as placas (produtos), comprovando a

formacéao dos ésteres.




Resultades e Discusséc

77

120 a

110 A

100 - e

90 + A
—~ 80 +
X
S 70 & C1 [5mg/mL]
v
% 60 - mC2 [10mg/mL]
o A C3 [20mg/mL]
€ 50 -
S A C4 [40mg/mL]
© 40-

30 +

20 +

10 ~

0 T T
0 4 6
Tempo (dias)
b- . smBbans Pt
..w‘ ‘ -

C1

C3

C4

Figura 32: (a) Porcentagem de conversdao de sacarose em caproato de

sacarose e (b) confirmagdo da obtengdo dos produtos por cromatografia em

camada delgada — TLC.

6.1.1.2 Caprilato de sacarose (x = 6):

A Figura 33 apresenta a influéncia do aumento da concentragdo de

enzima na conversiao de sacarose em caprilato de sacarose, assim como a

confirmacao da obtencao dos produtos por analises qualitativas em TLC.
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Figura 33: (a) Influéncia da concentracdao de enzima sobre a conversao de

sacarose em caprilato de sacarose e (b) confirmagao da obteng¢ao dos produtos

por cromatografia em camada delgada — TLC.

Neste caso, em 7 dias de reagao, a conversdo de sacarose em caprilato

de sacarose foi de 68,4% e de 98,6%, para 20 mg/mL e 40 mg/mL de enzima,

respectivamente. Assim, para a sintese deste produto, convém o emprego de

40 mg/mL de enzima, para ensaios com 7 dias de duragdo. As analises em

TLC apresentaram manchas mais escuras na parte superior de todas as placas

(produtos), comprovando a formagéao dos ésteres.
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6.1.1.3 Caprato de sacarose (x = 8):

A Figura 34 apresenta a influéncia do aumento da concentragcdao de
enzima na conversao de sacarose em caprato de sacarose e a confirmagao da

obtencao dos produtos por analises qualitativas em TLC.
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Figura 34: (a) Influéncia da concentracdao de enzima sobre a conversao de
sacarose em caprato de sacarose e (b) confirmacao da obtengao dos produtos

por cromatografia em camada delgada — TLC.

Da mesma forma que OSs casos anteriores, a conversao aumentou com o

aumento da concentragao de enzima. Em 7 dias de reagdo, a converséo de
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sacarose em caprato de sacarose foi de 75,1% e 86,2%, para 20mg/mL e 40

g/mL de enzima, respectivamente.

6.1.1.4 Laurato de sacarose (x = 10):

A Figura 35 apresenta a influéncia do aumento da concentragdo de

enzima na conversao de sacarose em laurato de sacarose e a confirmacao da

obtencao dos produtos por analises qualitativas em TLC.
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Figura 35: (a) Influéncia da concentracédo de enzima sobre a converséo de

sacarose em laurato de sacarose e (b) confirmacéo da obtengao dos produtos

por cromatografia em camada delgada — TLC.




Resultades e Discusséc 81

Em 7 dias de reacado, a conversao de sacarose em laurato de sacarose,
para concentragdes de enzima de 20 mg/mL e 40 mg/mL, ficaram

razoavelmente préximas, com valores de 80,4% e 89,2%, respectivamente.

Os resultados apresentados nas Figuras 32 a 35 mostram claramente o
otimo desempenho da protease de Bacillus subtilis na conversao da sacarose

nos diferentes ésteres estudados.

6.1.2 A influéncia do tamanho da cadeia do éster vinilico na conversao do

éster de sacarose

A partir dos resultados anteriores, considerando-se a concentragao de
enzima de 40mg/mL, foi possivel fazer a correlagdo entre o tamanho da cadeia
carbbnica dos doadores de acila e os valores de conversao nas
transesterificagdes enzimatica para a obtencdo dos ésteres de sacarose. A

Figura 36 apresenta esta correlagao.
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Figura 36: Conversdo de sacarose em ésteres de sacarose para diferentes
tamanhos de cadeia carbonica dos ésteres vinilicos: x=4 (caproato de vinila);

x=6 (caprilato de vinila); x=8 (caprato de vinila) e x=10 (laurato de vinila).
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Como citado no item 3.2.3, em acilagdes catalisadas por lipases, longas
cadeias carbdnicas de doadores de acila, geralmente, favorecem o aumento
das conversodes (FERRER, 2000a; YAN, 2001). No entanto, se os catalisadores
forem proteases, o comportamento se inverte e as conversdes sdo maiores
para doadores de acila com menores cadeias carbbnicas, como se pode

constatar na Figura 36.

Este comportamento ocorre, provavelmente, devido a natureza do
catalisador. Para o caso da protease, por exemplo, cadeias carbdnicas
menores se encaixam mais perfeitamente no sitio de ligagao substrato/ enzima.
O efeito inverso acontece, quando o catalisador € uma lipase. Certamente,
cada tipo de enzima apresenta uma especificidade que deve ser investigada na

sintese de determinado produto.

6.1.3 A influéncia da adicao de agua nas conversdoes dos ésteres de

sacarose

Como citado no item 3.2.4, a agua desempenha um papel polémico no
meio reacional das reagdes enzimaticas, podendo aumentar, diminuir ou, até
mesmo, impedir a formagao do produto (THIMASHEFF, 1993; VALIVETY,
1993). No entanto, existe uma concentragcdo de agua 6tima para cada tipo de
reacao, que podera aumentar, significativamente, a formacdo dos produtos.
Esta informacédo € importantissima em processos industriais, por representar

economia significativa nos custos do processo.

A Figura 37 apresenta a variagado da conversao de sacarose em laurato
de sacarose em fungao da adicdo de agua, com 5 mg/mL de enzima, assim
como a confirmacédo da obtengdo dos produtos por analises qualitativas em
TLC. Pode-se notar que, empregando-se somente 5 mg/mL de enzima, a
conversdo chegou a 16%, em 60 minutos, com a adi¢gao de 20% de agua. No
entanto, com 40 mg/mL de enzima, foi possivel atingir 50% de conversao em

60 minutos, com a adigéo de 10% de agua (Figura 38).
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Figura 37: (a) Conversado de sacarose em laurato de sacarose em fungao da
adicao de agua, para 5 mg/mL de enzima e (b) confirmacédo da obtengao dos

produtos por analises qualitativas em TLC.
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Figura 38: (a) Conversado de sacarose em laurato de sacarose em fung¢ao da
adi¢ao de agua, para 40 mg/mL de enzima e (b) confirmag¢ao da obtengao dos

produtos por analises qualitativas em TLC ).
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6.1.4 Sintese dos ésteres de sacarose

Com base nos resultados obtidos para as conversdes de sacarose em
ésteres de sacarose, apresentados nas Figuras 32 a 38, adotaram-se as
seguintes condigdes reacionais para a sintese dos ésteres de sacarose:
concentracao de enzima: 40 mg/mL; razdo molar éster vinilico/ sacarose: 4/1;
razdo agua/DMF: 1/9 (10%); temperatura: 30°C; tempo: 25 horas; agitagao: 130

rpm.

6.1.4.1 Laurato de sacarose ( 1’-O-lauroil sacarose)

6.1.4.1.1 Variagcao da conversao com o tempo nas condi¢gées 6timas de
sintese do produto

A Figura 39 apresenta os valores da conversao de sacarose em
laurato de sacarose, obtidos em HPLC, para as condigbes reacionais

mencionadas no item 6.1.4. O produto bruto obtido apresentou uma massa de
20,00g.
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Figura 39: Conversdo do laurato de sacarose nas condigbes oOtimas de
sintese.
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6.1.4.1.2 Purificagdao em coluna cromatografica

A Figura 40 apresenta o resultado da andlise qualitativa em TLC do
laurato de sacarose, antes e apds separacdo e purificacgdo em coluna
cromatografica. A fase 2/1l (provavel laurato de sacarose), apds concentragao,
apresentou uma massa de 5,19 g. Assim, em relacdo ao produto bruto, a

porcentagem de massa obtida foi de 25,95%.

2/10 > 8 . L ]

Branco Bruto

Figura 40: Analise em TLC do laurato de sacarose, apds separagao e

purificagcdo em coluna cromatografica.

6.1.4.1.3 Identificacao da estrutura quimica e da posicdao de acilagao por
*C.RMN

A Figura 41 apresenta os espectros de ">C-RMN da sacarose e do
laurato de sacarose. Os resultados mostram alteracbes no deslocamento
quimico dos diferentes atomos de carbono, apds a transesterificagcdo e uma
forte mudanca para campo alto no sinal relativo ao carbono C2’. Também foi
observado um deslocamento do sinal correspondente ao C1’ para campo

baixo. As alteragdes observadas nesses dois sinais sado fortes indicativos de
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que a reagao de substituicdo ocorreu no carbono C1’. Outras evidéncias fortes
da formacao do éster de sacarose sdo os sinais referentes a carbonila e os
grupos CH,; e CH; no espectro do produto formado. Estes deslocamentos
quimicos sugerem a sintese do éster de sacarose substituido em C1’, de
aspecto viscoso e coloragdo castanho-escuro: 1’ -O-lauroil sacarose. ">*C-NMR
(DMSO-d6): 6(ppm): 22,18; 24,53; 28,54; 28,81; 28.98; 29,00; 29,10; 31,38;
33,41; 33,59(-CH2-); 92,15(C1); 71,43(C2); 72,99(C3); 68,85(C4); 72,83(C5);
60,52(C6); 65,66(C1’); 102,23(C2"); 76,61(C3’); 82,81(C4’); 73,28(C5’);
61,94(C6’); 172,42(C=0); 14,00(CH3).

A Tabela 5 reune as mudangas no deslocamento quimico entre a

sacarose e o laurato de sacarose, identificadas no espectro da Figura 41.
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Figura 41: (A) Espectros de "C-RMN da sacarose e (B) do laurato de

sacarose.




Resultades e Discusséc

88

Tabela 5. Mudangas nos deslocamentos quimicos entre sacarose e o éster

laurato de sacarose.

Posicao | Sacarose Laurato de Baixo Alto
S(ppm) sacarose campo campo [ S
5(ppm) o N oo
C1 91,84 92,15 0,31 - wo o n ¢
C, 71,72 71,43 0,29
Cs 72,98 72,99 0,01 -
C,4 69,94 69,85 - 0,09
Cs 72,92 72,83 - 0,09
Cs 60,60 60,52 - 0,08
Cy 62,23 65,66 3,43 -
Cy 104,12 102,23 - 1,89
Cs 77,13 76,61 0,52
Cy 82,63 82,81 0,18 -
Cs 74,38 73,28 - 1,10
Ce 62,23 61.94 - 0,29
C=0 - 172,42 - -
CHy(k) - 33,59 - -
CHa(c) - 33,41 - -
CHy(d) - 31,78 - -
CHa(h) - 29,10 - -
CHa(e) - 29,00 - -
CHx(f) - 28,98 - -
CHa(g) - 28,81 - _
CHa(i) - 28,54 - -
CHa(j) - 24,53 - -
CHa(b) - 22,18 - -
CHs(a) - 14,00 - -

6.1.4.2 Caprato de sacarose ( 1’-O-caproil sacarose)

6.1.4.2.1 Variagdo da conversdao com o tempo nas condi¢goes 6timas de

sintese do produto

A Figura 42 apresenta os valores da conversao de sacarose em caprato

de sacarose em fungdo do tempo, obtidos em HPLC, para as condi¢des

reacionais citadas no item 6.1.4. O produto bruto obtido apresentou uma massa

de 19,89q.
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Figura 42: Conversdao com o tempo do caprato de sacarose nas condigdes

otimas de sintese.

6.1.4.2.2 Purificagdao em coluna cromatografica

A Figura 43 apresenta o resultado da anadlise qualitativa em TLC do
caprato de sacarose, antes e apds separagao e purificacdo em coluna
cromatografica. A fase A11 (provavel caprato de sacarose), apds concentragao,
apresentou uma massa de 4,76g. Assim, em relagado ao produto bruto (19,899),

a porcentagem de massa obtida foi de 23,93%.

Bruto
Figura 43: Analise em TLC do caprato de sacarose, apds separagao e

purificagdo em coluna cromatografica.
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6.1.4.2.3 Identificacao da estrutura quimica e da posi¢cao de acilagao por
3C-RMN

A Figura 44 apresenta os espectros de 3C-RMN da sacarose e do
caprato de sacarose. Como observado anteriormente, para o laurato de
sacarose, foram detectadas alteracbes no deslocamento quimico dos
diferentes atomos de carbono, apds a transesterificagcdo. Uma forte mudanca
para campo alto no sinal relativo ao carbono C2’ e uma alteragao do sinal
referente a C1° para campo baixo. Estas mudangas associadas ao
aparecimento de sinais referentes a carbonila e grupos CH, e CHj3, sugerem a
sintese do éster de sacarose substituido em C1’, de aspecto viscoso e
coloragdo castanho-escuro: 1-O-caproil sacarose. '>C-NMR (DMSO-d6):
d(ppm): 22,16; 24,51; 28,74; 28,79; 28.92; 31,34; 33,57; 33,41;(-CH2-);
91,81(C1); 71,70(C2); 72,83(C3); 69,87(C4); 72,98(C5); 60,52(C6); 65,64(C1’);
102,23(C2’); 76,62(C3’); 82,79(C4’); 72,98(C5’); 61,96(C6’); 172,42(C=0);
14,00(CH3). (YOSHIMOTO, 1980)

A Tabela 6 reune as mudancas no deslocamento quimico entre a
sacarose e o0 caprato de sacarose, identificadas no espectro da Figura 44,

como descrito para o laurato de sacarose
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Figura 44: (A) Espectros de "C-RMN da sacarose e (B) do caprato de
sacarose.
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Tabela 6: Mudancas nos deslocamentos quimicos entre sacarose e o éster
caprato de sacarose.

Posigdo | Sacarose Caprato de Baixo Alto
d(ppm) sacarose campo | campo
5(ppm)

C1 91,86 91,81 0,05

C2 71,74 71,70 0,04

C3 72,92 72,83 0,09

C4 69,96 69,87 0,09

C5 72,99 72,98 0,02

C6 60,61 60,52

cr 62,23 65,64

Cc2 104,12 102,23

C3 77,16 76,62

c4 82,83 82,79

C5’ 74,40 72,98

C6’ 62,23 61,96 i

C=0 172’42 A ; HZC_00‘CCZ?CHZCHZCHZCHZCHZCHZCHZCHg
CHZ(I) 33’57 o '::HZOH
CHy(c) 33,41 e
CHy(e) 31,34
CHax(d) 28,92
CHx(f) 28,79
CHz(q) 28,74
CHa(h) 24,51
CHz(b) 22,16
CHs(a) 14,00

6.1.4.3 Caprilato de sacarose (1’-O-capriloil sacarose)

6.1.4.3.1 Variagcao da conversao com o tempo nas condi¢gées 6timas de

sintese do produto

A Figura 45 apresenta os valores da conversao de sacarose em caprilato
de sacarose, obtidos em HPLC, para os diferentes tempos de reacdo e nas
demais condi¢des citadas no item 6.1.4. O produto bruto obtido apresentou

uma massa de 16,38g.
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Figura 45: Variagcdo da conversdo com o tempo para o caprilato de sacarose
nas condi¢des 6timas de sintese.

6.1.4.3.2 Purificagao em coluna cromatografica

A Figura 46 apresenta o resultado da analise qualitativa em TLC do
caprilato de sacarose antes e apds a separagao e purificagdo por coluna
cromatografica. A fase B9 (provavel caprilato de sacarose), apds concentragao,
apresentou uma massa de 6,26 g. Assim, em relagdo ao produto bruto (16,38

g), a porcentagem de massa obtida foi de 38,24%.

vy

v
’

caprilato de
sacarose

' D 8 \ iy 1 B1a

-

di-ésteres ? a
e
1%

Figura 46: Analise em TLC do caprilato de sacarose, apds separagéo e
purificagcdo em coluna cromatografica.
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A fase B9 apresentou duas manchas, de fraca intensidade, acima do
provavel caprilato de sacarose. Acredita-se que sejam relativas a di-ésteres
que se formaram como subprodutos. Mesmo assim, a fase B9 foi submetida a

identificagdo da estrutura por ">C-RMN.

6.1.4.3.3 Identificacao da estrutura quimica e da posicdo de acilagao por
*C.RMN

A Figura 47 apresenta os espectros de ">C-RMN da sacarose e do
caprilato de sacarose. Mudangas semelhantes as observadas nos ésteres
anteriores (laurato e caprato de sacarose) ocorreram para o caprilato de
sacarose, sugerindo a sintese do éster de sacarose, substituido em C1’, de
aspecto viscoso e coloragdo castanho-escuro: 1’-O-capriloil sacarose. ">*C-NMR
(DMSO-d6): 6(ppm): 22,20; 24,60; 28,54; 31,27; 33,55; 33,68(-CH2-);
92,26(C1); 71,50(C2); 74,14(C3); 70,21(C4); 73,41(C5); 60,96(C6); 66,16(C1’);
102,57(C2’); 76,26(C3’); 82,84(C4’); 73,07(C5’); 62,01(C6’); 172,52(C=0);
14,04(CH3). (YOSHIMOTO, 1980)
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Figura 47: Espectros de *C-RMN da sacarose (A) e do caprilato de sacarose

(B).

A Tabela 7 apresenta as mudancgas nos deslocamentos quimicos entre a

sacarose € o caprilato de sacarose.
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Tabela 7: Mudancgas nos deslocamentos quimicos entre sacarose e o éster

caprilato de sacarose.

Posigdo | Sacarose | Caprilato de Baixo | Alto
d(ppm) sacarose campo | campo
5(ppm)
C1 91,86 92,26 0,40
C2 71,74 71,50 0,23
C3 72,92 74,14 1,22
C4 69,96 70,21 0,25
C5 72,99 73,41 0,41
C6 60,61 60,96 0,34
c1r 62,23 66,16 3,93
Cc2 104,12 102,57 1,54
C3¥ 77,16 76,26 0,90
c4 82,83 82,84 0,02
C5 74,40 73,07 1,33
C6’ 62,23 62,02 0,22
Cc=0 172,52
CHaz(9) 33,68
CH: (c) 33,55
CHy(d) 31,27
CHaz(e) 28,54
CHx(f) 24,60
CHaz(b) 22,20
CHjs(a) 14,04

5H o 1
HoC——0—CCH,CH,CH,CH,CH,CH,CHy
05y
<o
2 CH,OH
3 4
4

6.1.5 Determinagao dos valores de HLB dos ésteres de sacarose

A Figura 48 apresenta a formula estrutural dos ésteres de sacarose com

0s seus respectivos valores de HLB, obtidos pela equagao de Griffin (Equagéo

2). Como se pode notar, maiores cadeias carbbnicas representam menores

valores de HLB.
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LAURATO DE SACAROSE PARTE HIDROFILICA MASSAMOLAR TOTAL VALOR DE HLB
GHyO——CCH,CH,CH,CH,CH,CH,CH,CH,CH,CH,CH; eI CaaHaO1y HLB =

HO
0
o.
OH o S
OH o ), CHzOH
OH

CAPRATO DE SACAROSE

Q

CH,0——CCH,CH,CH,CH,CH,CH,CH,CH,CHg

HO
Q
o
OH o S
OH o \, CHzOH
OH

CAPRILATO DE SACAROSE

(o)

CH,0——CCH,CH,CH,CH,CH,CH,CH;

HO
0
o
OH ° 5
OH on \, CHzOH
OH
CAPROATO DE SACAROSE
o}
CHpO——CCH,CH,CH,CH,CH;
HO
Q
o
OH o S
OH o 1, CHz0H
OH

Figura 48:

Massa Mol.: 341,29
C. 42,23, H. 6,20; 0. 51,57

Massa Mol.: 524,60
C. 54,95; H. 8,45; 0. 36,60

20%(341,29/524,60)

HLB = 13,01
PARTE HIDROFILICA MASSA MOLAR TOTAL VALOR DE HLE
CiaHy 0y CHyOyp e

Massa Molar: 496,55 20%(341,29/496,55)

C.5321; H. 8,12; 0. 38,67

Massa Mol.: 341,29
C.42,23; H. 6,20; 0. 51,57

HLB =13,74
PARTE HIDROFILICA MASSA MOLAR TOTAL VALOR DE HLB
CpH 0y CaoHl3601 HLB =~

Mssa Mol.: 468,49 20%(341,29/468,49)

C.51,27; H.7,75; 0. 40,98

Massa Mol.: 341,29

C.42,23; H. 6,20; 0. 51,57 HLB = 14,57
PARTE HIDROFILICA MASSA MOLAR TOTAL VALOR DE HLB
CipHy Oy CigH3,01, HLB =

Massa Mol.: 341,29 20%(341,29/440,44)

C. 42,23; H. 6,20; 0. 51,57

Massa Mol.: 440,44
C.49,09; H. 7,32; 0. 43,59
HLB = 15,50

Formulas estruturais e valores de HLB dos ésteres de sacarose

de acordo com a equacéo de Griffin.

A Tabela 8 apresenta um resumo dos valores de HLB dos ésteres de sacarose.
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Tabela 8: Valores de HLB dos ésteres de sacarose, obtidos pela Equacao de

Griffin, com propriedades surfactantes.

SURFACTANTE MM HIDROFILICA MM TOTAL HLB
Laurato de sacarose (x=10) 311,26 524,60 13,01
Caprato de sacarose (x=8) 311,26 496,55 13,74
Caprilato de sacarose (x=6) 311,26 468,49 14,57
Caproato de sacarose (x=4) 311,26 440,44 15,50

MM = Massa Molar

6.1.6 A influéncia dos valores de HLB nas conversoes dos ésteres de

sacarose

Como foi visto na Figura 36, compostos com maiores cadeias carbdnicas
implicaram em menores conversdes, que por sua vez resultaram em produtos
de menores valores de HLB (Tabela 8). Assim, pode-se concluir que menores
valores de HLB, implicam em menores conversbes para as condigoes

reacionais apresentadas. De fato, a Figura 49 apresenta este comportamento.

HLB
100-
S 80
o i
‘g 60 m15,5
2 40 014,57
5 m13,74
© 20 13,01
0,

Figura 49: Influéncia dos valores de HLB nas conversdes dos ésteres de
sacarose.
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6.1.7 Adipato de acido ascoérbico (6-O-diviniladipoil acido ascérbico)

6.1.7.1 A influéncia da concentracao de enzima, da razdao agua/DMF e da

temperatura na sintese do adipato de acido ascérbico

As Figuras 50(a) e 50(b) apresentam os resultados e comparagdes das
analises, por TLC, da sintese do adipato de acido ascoérbico sem e com a

adicdo de enzima, respectivamente, para varias razées de agua/ DMF.

Foi constatado (por TLC) que a reacéo iniciava, assim que o adipato de
vinila era adicionado ao meio reacional, mesmo antes da introdu¢do da enzima.
Na Figura 50a ( condigdo sem enzima), pode-se perceber pelas placas A, B, C
e D que houve formacédo de adipato de acido ascorbico em todas as placas
(linha 1). As marcas com maior intensidade ocorreram nas placas B (5% de
agua) e C (10% de agua). No entanto, em todas elas (com excegéo da “C”) foi
constatado que havia acido ascérbico residual (linha 2) e este fato prejudica o

processo de purificagao.

Na Figura 50b (condicdo com enzima), da mesma forma, todas as
placas indicaram a formacao do éster de acido ascorbico, sendo que somente

as placas F e G apresentaram marcas discretas de substrato residual.

Por outro lado, a placa I (condicdo sem enzima), apresentou a formagao
do adipato de acido ascérbico e nenhuma marca relativa ao substrato residual.
Assim, optou-se por efetivar esta sintese nas seguintes condi¢cbes reacionais:
acido ascorbico (0,125M), adipato de vinila (0,500M), 10% de agua, sem
enzima, 60°C e 130 rpm.
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SEM ENZIMA:

A: 0% AGUA (30°C)
B: 5% AGUA (30°C)
C: 10% AGUA (30°C)

D: 50% AGUA (30°C)

I: 0% AGUA ﬁ60“C)

l

BRANCOS:

1: Agua+écido ascérbico
2: Adipato de vinila

Linha2: Acido ascorbico

Linhal:
Adipato de acido ascorbico

Figura 50(a): Resultados das analises, por TLC, da sintese do adipato de

acido ascorbico sem a adigao de enzima, para varias razdes de agua/ DMF.

COM ENZIMA (30°C)
E: 0% AGUA

F: 5% AGUA

G: 10% AGUA

H: 50% AGUA

BRANCOS
1)Agua+écido ascorbico
2)Adipato de vinila

- emnsaenee __

se 000 000,

Figura 50(b): Resultados das andlises, por TLC, da sintese do adipato

Linha2:
Acido
ascorbico

Linhal:

Adipato

de dcido

ascorbico
>

de

acido ascorbico, com a adi¢ao de enzima, para varias razées de agua/DMF.
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6.1.7.2 Conversao do acido ascoérbico em adipato de acido ascérbico

A Figura 51 apresenta os valores da conversdo de acido ascorbico em
adipato de acido ascoérbico, ao longo do tempo, obtidos em HPLC. As
condigdes reacionais utilizadas foram: razdo molar adipato de vinila/ acido
ascorbico: 4/1; razao agua/ DMF: 1/9; concentragdo de enzima: sem enzima;
temperatura: 60°C; agitagao: 160 rpm; tempo: 24 horas. Ao final da reagao a
mistura foi concentrada, para retirar o DMF (procedimento descrito no item

5.1.10) e pesada. O produto bruto obtido apresentou uma massa de 20,00 g.

70
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10
0 \ ‘ ‘ ‘ ‘

0 5 10 15 20 25 30

Tempo (horas)

Conversao (%)

Figura 51: Variagdo da conversao com o tempo na sintese do adipato de acido

ascorbico, a 60°C, 160 rpm, 24 horas, na auséncia de enzima.

6.1.7.3 Purificagdo em coluna cromatografica

A Figura 52 apresenta o resultado da analise qualitativa em TLC do
adipato de acido ascérbico, apdés separagao e purificagdo em coluna
cromatografica. A fase C9 (provavel adipato de acido ascorbico), apds
concentragdo, apresentou uma massa de 0,46 g. Assim, em relagdo ao produto

bruto (20,00g), a porcentagem de massa obtida foi de 2,30%.

Este rendimento foi muito baixo em relacdo aos ésteres de acucar, que
apresentaram valores entre 25,95 e 38,24%. Yan (2001) investigou a sintese

catalisada por lipases de varios ésteres de vitamina C: 6-O-octanoil L-acido




Resultades e Discusséc 102

ascorbico, 6-O-decanoil L-acido ascérbico, 6-O-lauroil L-acido ascorbico e 6-0O-
palmitoil L-acido ascérbico. O autor revela que, inicialmente, tentou-se purificar
os produtos brutos destes ésteres por coluna cromatografica. Entretanto, este
método acarretou em perdas consideraveis no processo. Assim, foi
desenvolvido um processo de purificagado, através de extragdo em acetona a
30°C para a retirada de subprodutos, seguido de lavagem com agua, para
remover acido ascorbico residual, bem como oxidar o excesso de éster vinilico
para acido graxo. Por fim, a extragdo com n-hexano permitiu separar o acido
(soluvel) do éster (insoluvel) no solvente. Os rendimentos variaram de 38 a

86% em relagdo as massas dos produtos brutos obtidos.

"F LA vt b M’JIJMW““.T

cO —8v

»
Bruto Acido ascorbico

Figura 52: Andlise em TLC da coluna cromatografica para a separagao e

purificacdo do adipato de acido ascorbico.

6.1.7.4 Identificagdo da estrutura quimica e da posicao de acilagao por
*C.RMN

A Figura 53 apresenta os espectros de ">*C-RMN do acido ascorbico e do
adipato de acido ascorbico, com as respectivas atribuicbes dos sinais aos
grupos presentes na molécula. Foi observada uma forte mudanga no
deslocamento quimico do sinal relativo ao carbono C5 para campo alto, assim
como uma mudanga no deslocamento quimico do carbono C6 para campo

baixo. Estas mudancas sugerem a obtencdo do éster de acido ascorbico
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substituido em C6, de aspecto viscoso e coloragdo castanho-claro: 6-O-
viniladipoil-acido ascorbico: *C-NMR (DMSO-d6): § 23,67; 23,56; 23,44; 32,73;
35,89; (-CH2-), 64,66 (C5); 65,64 (C6); 75,15 (C4); 118,31(C3); 152.29 (C2);
162,44 (C1); 170,46 (C=0); 172,63 (C=0).

A Tabela 9 ilustra melhor as mudangas nos deslocamentos quimicos

entre o acido ascorbico e o adipato de acido ascorbico.
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T™MS

Figura 53: Espectro de ">*C-RMN do acido ascérbico (A) e do adipato de &cido
ascorbico (B).
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Tabela 9: Mudangas nos deslocamentos quimicos entre o acido ascorbico e o
adipato de acido ascorbico.

Posicéo Acido Adipato de Baixo Alto

ascorbico acido campo campo
d(ppm) ascorbico

5(ppm)
C1 170,93 162,44

C3 118,20 118,31 0,11
C2 153,21 152,29

C4 74,90 75,15 0,25
C5 68,65 64,66

C6 62,25 65,64 3,40
C=0 (i) 170,46
C=0(ii) 172,63
-CH>- (d) 35,89
-CH,- (a) 32,73
-CH>- (¢) 23,67

-CH;- (b) 23,56 ©

=CH, (f) 97,95
=CH-(e) 141,31

6.1.7.5 Determinacao do valor de HLB para o adipato de acido ascérbico

A Figura 54 apresenta o resultado do valor de HLB obtido para o adipato
de acido ascérbico, calculado pela equacgao de Griffin (Equagao 2). Os valores
das massas molares foram obtidos com o auxilio do programa CS Chem

DrawUltra da CambridgeSoft Corporation.

ADIPATO DE ACIDO ASCORBICO PARTE HIDROFILICA MASSA MOLAR TOTAL VALOR DE HLB
H . B
CeH706 C14H,504 HLB =
< Massa Mol. Wt.: 175,12 Massa mol.: 330,29 20%(175,12/330,29)
0 C.41,15; H. 4,03; 0. 54,82 C.50,91; H. 5,49; 0. 43,60 HLB = 10,60
o OH

Figura 54: Estrutura quimica e valor de HLB, de acordo com a equacédo de

Griffin (Equacéo 2), para o adipato de acido ascérbico sintetizado.
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6.1.7.6 Polimerizagao do 6-O-viniladipoil acido ascorbico e determinagao

da massa molar

Seguindo as condi¢des reacionais, purificagao e polimerizagao relatadas
nos itens 5.1.10, 5.1.11 e 5.1.13, respectivamente, a formagao do polimero poli
(6-O-viniladipoil acido ascorbico) acarretou um aumento de viscosidade no
meio reacional. Ao final do processo de polimerizagdo, algumas gotas da
solugdo, contendo o polimero, foram colocadas em um frasco com acetona sob
forte agitagdo e verificou-se a formagdo de um precipitado, indicando um
possivel sucesso na polimerizagao. A solugao, contendo o polimero, foi lavada
em acetona e secada em vacuo, apresentando uma coloragdo amarelo-claro.
Em seguida, uma solugéo, contendo o polimero, como descrito no item 5.1.14
foi injetada no HPLC para analise por cromatografia de exclusao por tamanho
(GPC).

A Figura 55 apresenta o cromatograma, a curva de calibragdo e os valores da
massa molar numérica média (M,), da massa molar ponderal média (M) e da

polidispersao (PD), obtidos para o polimero de acido ascorbico.

[w¥] [logH]

100000

500,00 L

a0

0,00 -+ v . . . . . - - Lo . +
0,00 20,00 10.00 60,00

[min]

Mo My, PD=M,/M,
6,1x10? 1,4x10° 2.3

Figura 55: Cromatograma, curva de calibragdo e os valores de massa molar
numérica média (M,), massa molar ponderal média (My) e da Polidispersao

(PD) obtidos para o polimero de acido ascorbico.
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A vitamina C possui alta eficiéncia antioxidante em meios aquosos.
Entretanto seu elevado carater hidrofilico ndo permite a sua aplicagdo em
produtos que contenham 6leos e gorduras. O polimero de vitamina C obtido,
pode superar esta dificuldade por possuir uma boa lipofilicidade. Seu
mondmero de origem, com valor de HLB de 10,50 permite sua aplicagdo como
estabilizador de emulsdes de 6leo em agua (Tabela 1). Os resultados obtidos
por GPC, indicaram a formagao de um polimero de baixa massa molar e baixa
polidispersdao, contendo uma molécula de vitamina C pendurada na cadeia
principal. Esse tipo de material pode apresentar aplicabilidade em formulacdes
injetaveis de sistemas de liberacao controlada de farmacos (LAWRENCE,
2000).

6.2 Obtencdao dos ésteres de sacarose, D-glicose, L-arabinose e dos

respectivos polimeros — 22 etapa

6.2.1 Otimizagao das variaveis por DOE

Considerando-se a quantidade de experimentos para a sintese
enzimatica de seis ésteres de agucar, envolvendo trés tipos de acgucar e dois
tipos de ésteres de vinila, tomou-se por base a reacédo entre o laurato de vinila
e a sacarose para o estudo dos efeitos da concentracdo de enzima (E), da
razdo molar éster vinilico/sacarose (XM), da razdo agua/DMF (AG), da
temperatura (TE) e do tempo (TPO) na sintese enzimatica destes compostos,

através de analise fatorial por RSM (Response Surface Methodology).

6.2.1.1 Resultados das conversoes de sacarose em laurato de sacarose

O sistema MODDE 7.0™ gerou, automaticamente, uma matriz de
experimentos (“‘worksheet”) a serem realizados no laboratério, contendo uma
sequéncia aleatdria de ensaios com diversas condigdes reacionais. Em
seguida, foram introduzidas, na matriz, as respostas (conversdes) obtidas,
através de analises no HPLC. A Tabela 10 apresenta esta programacao de
trabalho, com os resultados experimentais obtidos na sintese do laurato de

sacarose.
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Tabela 10: Matriz de experimentos gerada pelo sistema para a analise dos

cinco fatores.

Experimento | E(mg/mL) | TPO(dias) | XM | AG(%) | TE (°C) | Y(%)
N1 40 1 1 0 30 8,17
N2 40 7 4 20 30 65,00
N3 10 7 1 0 30 8,33
N4 10 1 4 0 30 10,63
N5 40 7 4 0 30 69,12
N6 20 1 1 10 30 4,37
N7 40 7 4 10 30 67,64
N8 40 7 4 10 30 70,00
N9 40 7 1 20 30 29,30

N10 10 3 2 20 30 4,20
N11 40 1 4 20 30 33,54
N12 10 7 4 20 30 10,00
N13 10 1 1 0 50 6,56
N14 40 7 4 0 50 98,00
N15 40 1 4 0 50 29,37
N16 20 3 4 0 50 43,41
N17 10 7 4 0 50 69,70
N18 20 7 2 10 50 32,71
N19 40 7 4 10 50 65,00
N20 10 7 1 20 50 12,87
N21 10 1 4 20 50 6,31
N22 40 7 4 20 50 22,03
N23 40 7 4 20 50 23,66
N24 40 7 4 20 50 22,52
N25 40 7 4 20 50 27,08

*Y = Valores das conversoes obtidas no HPLC.

6.2.1.2 Valores de R2, Q2, Validade do Modelo e Reprodutibilidade

Em Metodologia de Superficie de Resposta, R2 significa a porcentagem
da variacdo da resposta gerada pelo modelo, indicando o quanto este se
aproxima dos dados experimentais. Um alto valor de R2 (préximo de 1,0) é
condicdo necessaria, mas nao suficiente para um bom modelo. Para que este
seja bem representativo, ainda s&o necessarias uma boa reprodutibilidade e
uma boa validade do modelo. Q2 é a porcentagem de variagcado das respostas
obtidas numericamente. Valores de Q2 menores que 0,8 indicam que termos
insignificantes do modelo devem ser eliminados. Para a Validade do Modelo,
valores acima de 0,25 indicam que nao existem falhas significantes, ou seja, o

erro do modelo é da mesma ordem de grandeza que o erro puro. A
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Reprodutibilidade é a variagao da resposta sob as mesmas condigdes. Quando
a Reprodutibilidade ¢é igual a 1,0, significa que o erro puro é zero, ou seja, para

as mesmas condi¢cdes os valores das respostas sao idénticas.

Para o estudo da sintese do laurato de sacarose, os valores obtidos
foram R2: 0,9967; Q2: 0,9395; Validade do Modelo: 0,7146 e Reprodutibilidade:

0,9938. A Figura 56 apresenta, graficamente, estes valores.

iNDICES DO MODELO - LAURATO DE SACAROSE R2
Q2
Model Validity

Reproducibility

[l [

1,00

0,80

0,60

0,40

0,20

0,00
TAXA DE CONVERSAO

Figura 56: Resumo dos parametros para a validade do modelo na otimizagéo

de variaveis para a sintese do laurato de sacarose.

6.2.1.3 Resultados experimentais versus resultados numéricos

Os resultados numéricos foram bem proximos dos resultados
experimentais. A Figura 57 apresenta a comparagao entre os resultados
experimentais e os resultados numéricos. Os pontos da curva ficaram proximos
a curva de 45°. Isto implica que o modelo representa bem as relagdes entre os

parametros reacionais.




Resultades e Discusséc 110

TAXA DE CONVERSAO - LAURATO DE SACAROSE
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Figura 57: Comparagédo entre os resultados experimentais e os resultados

numéricos.

6.2.1.4 Principais efeitos dos fatores na resposta

A Figura 58 apresenta a influéncia e os efeitos dos fatores reacionais na
transesterificacdo enzimatica de acucar em éster de agucar e, no caso, de
sacarose em laurato de sacarose. Como esperado, os resultados obtidos no
presente trabalho foram coerentes com os resultados alcangados por outros
autores (DORDICK, 1994; TOKIWA, 1998; RAKU, 2003). Entretanto, poucos
trabalhos abordam o estudo da sintese enzimatica de ésteres de agucar por
analise fatorial. Verificou-se que o rendimento da reacdo é favorecido pelo
aumento do tempo de reacédo (TPO), pelo aumento da razdo molar laurato de
vinila/ sacarose (XM), pelo aumento da concentragcao de enzima (E) e pelo
aumento da temperatura (TE). Entretanto, € desfavorecido pelo aumento da

razao agua/solvente (AG).
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VARIAVEIS INDEPENDENTES - LAURATO DE SACAROSE

%

TPO
XM

AG

TE
E*TPO
E*XM
E*AG
E*TE
TPO*XM
TPO*AG
TPO*TE
XM*TE
AG*TE

MODDE 7 - 22/1/2007 10:31:19

Figura 58: Influéncia e efeito dos fatores reacionais na transesterificacéo

enzimatica de sacarose em laurato de sacarose.

Uma vez determinados os coeficientes de primeira ordem e quadraticos,

a Equacao 4 fica definida como:

Y =9,20+2361TPO+1406XM-21414AG-1189TE+6,07E*TPO+1371E* XM
—4,7TE* AG-1193E*TE-382IPO* XM+691TPO* AG+1586T PO*TE (5)
+4,6 TXM*TE-18004G*TE
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6.2.1.5 Otimizagao das variaveis independentes

O emprego de Metodologia de Superficie de Resposta permite avaliar as
relagdes entre cada variavel e o resultado, assim como predizer os resultados e
comportamento sob dadas condi¢des reacionais. No entanto, deve-se observar
que os limites para cada parametro foram pré-definidos, antes da otimizacao,
de acordo com a Tabela 2. A principal vantagem do uso desta metodologia
neste estudo € viabilizar a producado industrial de ésteres de agucar com o
menor custo possivel. Em outras palavras, sdo desejados altos rendimentos
em curto espacgo de tempo, com temperatura moderada e sem formacao de

subprodutos.

Graficos de superficie com curvas de nivel sdo bem apropriados para se
avaliar as relagdes entre as variaveis independentes deste processo. Em geral,
altas concentragbes de enzima, altas razées molares entre os substratos e
longos tempos de reagdo contribuem, favoravelmente, na conversdo de
substratos em produtos (YAN, 2001). Entretanto, as variaveis “temperatura” e
‘razdo agua/DMF” apresentam um comportamento mais complexo. Pela
analise da Figura 58 € possivel se perceber que estas duas variaveis,

isoladamente, contribuiram desfavoravelmente nas conversoes.

A Figura 59 apresenta a influéncia do aumento da concentragdo de
enzima nas conversoes de sacarose em laurato de sacarose, para as seguintes
condic¢des reacionais: razdo molar entre laurato de vinila e sacarose igual a 4;

razao agua/DMF igual a zero e temperatura 50°C.
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Figura 59: Previsdo da conversdo de sacarose em laurato de sacarose gerada
através de andlise fatorial por RSM. Efeito da concentracao de enzima e tempo

de reacgao.

A Figura 60 apresenta a influéncia do aumento da razdo molar dos
substratos na conversdo de sacarose em laurato de sacarose, para as
seguintes condigdes reacionais: concentracdo de enzima igual a 40 mg/mL;

razao agua/DMF igual a zero e temperatura 50°C.
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Figura 60: Previsdo da conversao de sacarose em laurato de sacarose gerada

através de analise fatorial por RSM. Efeito da razdo molar dos substratos e do

tempo de reacéo.

A Figura 61 apresenta a influéncia do aumento da adicdo de agua na

conversdo de sacarose em laurato de sacarose, para as seguintes condi¢des

reacionais: concentragdo de enzima igual a 40 mg/mL; razdo molar laurato de

vinila/ sacarose igual a 4 e temperatura 50°C.
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Figura 61: Previsao da conversao de sacarose em laurato de sacarose gerada
através de analise fatorial por RSM. Efeito da adigdo de agua e do tempo de

reacao.

No caso especifico da razdo agua/DMF, a previsdo mostrada na Figura
61 estd em desacordo com o apresentado na sintese do mesmo produto
descrito na Etapa 1 (Figuras 37 e 38), onde a adicdo de 10% de agua
aumentou, significativamente, o rendimento da reacdo em apenas 60 minutos
(52%), para as mesmas condi¢des reacionais. Isto pode ser explicado com

base em dois fatores: (1) na Etapa 1, o solvente DMF foi previamente
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desidratado através do uso de peneiras moleculares de tamanho de poro
0,3nm, sob agitacdo, durante 24 horas, antes do inicio da reacgao; (2) a
protease de Bacillus subtilis empregada foi liofiizada antes do seu uso,
enquanto que a enzima usada na Etapa 2 deste trabalho ndo recebeu o mesmo
tratamento, sendo utilizada da forma como recebida. Segundo o fabricante,
nestas condi¢cdes, a protease de Bacillus subtilis fornecida apresenta teor de
umidade de até 10%. Entretanto, com certeza, a adigdo de agua favorece a
sintese enzimatica (MEDINA, 1999; RAKU, 2003) e uma faixa menor de razdes

agua/DMF, como por exemplo, entre 0 e 5% (v/v) deve ser investigada.

A Figura 62 apresenta a influéncia do aumento da temperatura na
conversdo de sacarose em laurato de sacarose, para as seguintes condi¢des
reacionais: concentragado de enzima igual a 40 mg/mL; razdo agua/DMF igual a

zero e razao molar laurato de vinila/ sacarose igual a 4.

Embora a temperatura apresente um coeficiente de primeira ordem
negativo (-11,89), influenciando na queda de rendimento da reacéo, a Equacao
5, como um todo, reproduz um aumento na conversdo com o aumento da
temperatura, certamente devido a contribuicdo dos coeficientes positivos de

segunda ordem.

A otimizacdo deste processo com cinco fatores e uma resposta nao
pode ser calculada analiticamente, através da Equagao 5, por existir mais do
que uma condi¢ao 6tima. No entanto, estas podem ser obtidas diretamente do
sistema, através de calculos iterativos para uma faixa de valores de variaveis
independentes. A Tabela 11 apresenta uma sequéncia de iteragdes com trés

diferentes condi¢des étimas para conversdes superiores a 97%.
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Figura 62: Previsdo da conversdo de sacarose em laurato de sacarose gerada
através de analise fatorial por RSM. Efeito da temperatura e do tempo de

reacao.
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Tabela 11: Sequéncia de iteragdes com trés diferentes condi¢cées 6timas para

conversodes superiores a 97%.

E TPO (dias) XM AG (%) | TE(°C) | Y(%) Iteragoes

(mg/mL)
39,9996 6,976 3,5635 | 19,9956 | 31,492 | 57,735 370
37,6204 6,9999 3,9952 | 0,0003 | 41,827 | 82,885 377

40 6,7208 4 1,4281 30,445 | 69,354 271
37,9547 6,9933 4 0,0296 | 42,006 | 83,683 410
39,8053 7 3,969 0,0374 | 36,773 | 78,495 591
39,8158 * 6,9842 3,9884 0 49,997 | 98,265 442

40 * 7 4 0 50 98,852 136
39,9989 * 6,9304 4 0,016 49,499 | 97,267 332

* Condicbes otimas

A Figura 63 apresenta a influéncia geral das variaveis na conversao para

o laurato de sacarose.
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Figura 63: Influéncia das variaveis reacionais: concentragao de enzima, tempo,

razao molar laurato de vinila/ sacarose, temperatura e razao agua/DMF na

conversao de sacarose em laurato de sacarose ( nesta ordem).
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6.2.2 Sintese dos ésteres laurato de L-arabinose, laurato de D-glicose e

laurato de sacarose

Com base nos resultados apresentados na Tabela 11, adotaram-se as
seguintes condi¢cbes reacionais para a sintese destes ésteres de acgucar:
concentracdo de enzima: 40 mg/mL; razdo molar éster vinilico/ agucar: 4/1;

razdo agua/DMF: O; temperatura: 50°C; tempo: 7 dias; agitagao: 160 rpm.

A Figura 64 apresenta as analises em TLC das amostras de laurato de
L-arabinose (5-O-lauroil L-arabinose), de laurato de D-glicose (6-O-lauroil D-
glicose) e de laurato de sacarose (1’-O-lauroil sacarose). As trés primeiras
manchas, da esquerda para a direita, sdo relativas a L-arabinose (A), a D-
glicose (G) e a sacarose (S). As manchas seguintes sao relativas ao laurato de
L-arabinose (A’), laurato de D-glicose (G’) e laurato de sacarose (S’). Pode-se
notar pela figura, que a distancia de migracéo para o laurato de L-arabinose foi
maior do que a do laurato de D-glicose, que por sua vez foi maior do que a do
laurato de sacarose. Isto pode ser explicado pelo fato de que, no laurato de
sacarose, a parte hidrofilica € mais polar do que nos outros dois ésteres,

interagindo mais fortemente com a fase estacionaria polar (silica gel).

Brancos

Figura 64: Analises em TLC das amostras brutas de laurato de L-arabinose

(A"), de laurato de D-glicose (G’) e de laurato de sacarose (S’).
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6.2.3 Purificacao dos ésteres laurato de L-arabinose, laurato de D-glicose

e laurato de sacarose

6.2.3.1 Por coluna cromatografica

Este método foi empregado, apenas, na amostra de laurato de sacarose,
para fins de comparacao dos resultados com o método por extragcdo em
acetona a quente. A Figura 65 apresenta a andlise por TLC das fases

separadas na coluna.

_.—pv'l
4

N
»wv —Pp
B —P

Figura 65: Analise por TLC do produto de sintese do laurato de sacarose

evidenciando a separagéao das fases na coluna cromatografica.

Da esquerda para a direita, as marcas representam: (1) o produto bruto
obtido, ap6s a filtracéo, para a retirada da enzima, seguido de concentragao no
evaporador rotativo; (2) solugao de sacarose 0,125M em DMF; (3) fase
consistindo de dois subprodutos, provavelmente di-ésteres. (4) possivel laurato

de sacarose na marca mais expressiva.

Nas duas fases selecionadas, nao foram observados tragcos de
sacarose. No entanto, decidiu-se concentrar, somente, a fase mais a direita da

placa (indicada como 3/4).
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A massa do produto bruto obtido foi de 0,6306 g e a massa da fase

concentrada foi de 0,0733 g, representando 11,62% de produto purificado.

6.2.3.2 Por extragao em acetona a quente (50°C)

A Figura 66 apresenta as analises em TLC das amostras de laurato de
L-arabinose (a), de laurato de D-glicose (b) e de laurato de sacarose (c), apos
purificacdo por extracdo em acetona a quente (50°C). Em cada placa, a
mancha mais a esquerda é relativa aos agucares e a mancha mais a direita
relativa ao éster de acucar. Pode-se notar que na placa do laurato de sacarose
(c), a mancha relativa ao produto apresentou uma intensidade significativa na
linha do acucar. Em comparacdo ao método de purificagcdo por coluna
cromatografica (Figura 65) € possivel concluir que o método em questédo nao é
0 mais indicado para a purificacdo do laurato de sacarose. No entanto, para o
laurato de L-arabinose e o laurato de D-glicose, as manchas relativas aos
acgucares foram de fraca intensidade. Dessa forma, a extragdo em acetona a

quente mostra-se um método satisfatorio para a purificacdo destes dois

produtos.
B
= r-w—
LDG ] >

. ‘ sacarose
4 —

residual

(a) (b) (c)
Figura 66: Anadlises em TLC das amostras de laurato de L-arabinose (a),
laurato de D-glicose (b) e laurato de sacarose (c), purificadas por extragdo com

acetona a quente.

A Tabela 12 apresenta um resumo dos valores das massas dos produtos
brutos, das fases purificadas e dos rendimentos das purificagdes destes trés

ésteres de agucar.
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Tabela 12: Massa dos produtos brutos, das fases purificadas e as relagdes

percentuais das massas, apos as purificacbes para os ésteres: laurato de L-

arabinose (LLA), laurato de D-glicose (LDG) e laurato de sacarose (LS).

PRODUTOS Massa (bruto) g | Massa (puro) g n %*
LLA' 11,15 10,07 90,31

LDG' 17,14 9,74 56,83

LS’ 18,38 9,20 50,05

LS? 0,6306 0,0733 11,62

* relagdo percentual das massas em relagéo ao produto bruto.
1: purificagdo por extragdo em acetona a quente
2: purificagdo em coluna cromatografica

Em relacdo ao laurato de sacarose, a purificagcdo por extracdo em
acetona a quente apresentou um rendimento, aproximadamente, quatro vezes
maior do que a purificagdo em coluna cromatografica. No entanto, para a
determinagdo da estrutura quimica por '>C-RMN, selecionou-se a amostra
purificada na coluna cromatografica, com base nos resultados apresentados na
Figura 66. Yan et al. (2001) purificaram ésteres de glicose por extragdo em
acetona a 50°C e obtiveram produtos com pureza superior a 99%, confirmada

em analise de HPLC.

6.2.4 Identificagdo da estrutura quimica e da posicdo de acilagio por '*C-
RMN

6.2.4.1 Laurato de arabinose

A Figura 67 apresenta os espectros de '*C-RMN da L-arabinose e do
laurato de L-arabinose. Os espectros evidenciaram uma forte mudanga no
deslocamento quimico do sinal relativo ao carbono C4a para campo alto e um
deslocamento para campo baixo do sinal relativo ao carbono C5a. Estas
mudancas sugerem a sintese do éster de arabinose substituido em C5, 5-O-

lauroil L-arabinose.
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Figura 67: (A) Espectros de ">C-RMN da L-arabinose e (B) do laurato de L-

arabinose.
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Os deslocamentos quimicos da arabinofuranose e da arabinopiranose
foram descritas por Bock e Pedersen (1983). A estratégia geral foi a mesma
descrita, previamente, por Yoshimoto (1980). A arabinose possui duas
estruturas ciclicas distintas: arabinopiranose e arabinofuranose, as quais

coexistem em condi¢des de equilibrio na razéo piranose/ furanose: 97/3.

Tokiwa et al.(1999) investigaram a transesterificacdo de adipato de
vinila/ arabinose (4/1), catalisada por protease alcalina de Streptomyces sp., a
30°C, por 7 dias e concluiram que, embora a piranose fosse a forma mais
abundante que a furanose na conformagdo da arabinose, somente ocorreu
transesterificagdo do grupo hidroxila primario na arabinofuranose. O produto
obtido foi o éster 5-O-viniladipoil arabinofuranose, sendo que o éster relativo a
arabinopiranose nao ocorreu. No entanto, em seu artigo, o autor né&o
apresentou os espectros da L-arabinose e do éster obtido. Observando o
espectro da L-arabinose (Figura 67-A), pode-se notar os sinais relativos a
arabinopiranose e a arabinofuranose. No espectro da Figura 67-B, pode-se
observar sinais relativos ao éster de L-arabinose. Apesar de somente a
conformagao furanose possuir hidroxila ligada a carbono primario, nao fica
claro se o éster formado foi, somente, relativo a arabinofuranose. Assim, estes
resultados ndo sao conclusivos de que a protease de Bacillus subtilis tenha
catalisado a reacdo somente para a forma furanose da conformacao da L-
arabinose. Neste caso, o texto fara referéncia ao éster formado como sendo 5-

O-lauroil L-arabinose

Os resultados mostram deslocamentos quimicos de campo alto nos
sinais relativos aos carbonos C4a e C4B e deslocamentos quimicos de campo
baixo nos sinais relativos aos carbonos C5a e C53. Estas mudancas sugerem
a sintese do éster de L-arabinose substituido em C5, 5-O-lauroil L-arabinose.
3C-NMR (DMSO-d6): &(ppm), 22,77; 25,13; 29,10; 29,19; 29,39; 29,57; 29,67;
31,43; 31,96; 33,66 (-CH2-);102,47(C1a); 97,99 (C1B); 83,58(C2a); 77,67 (C2
B); 77,63(C3a); 72,48 (C3B); 80,04(C4a); 79,90 (C4pB); 63,26(C5a); 64,79(C5p);
163,08(C=0); 14,60(CH3).
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A Tabela 13 apresenta os deslocamentos quimicos dos sinais relativos a

L-arabinose e ao laurato de L-arabinose, assim como as evidéncias para a

acilacao no C5.

Tabela 13: Deslocamentos quimicos entre a L-arabinose e

o laurato de L-arabinose e a posi¢cao de acilagao (C5).

ISOJ{}-ERO Posigio ARABLI;VOSE LLA | o (ppm)
opm) (ppm)
i Cla | 102,03 102,47 | -0,44
R Clp 97,57 97,99 [-042
N C2a |83,12 83,58 | -0,46
0 c2p 7738 77,67 |-0,29
E C3a | 76,88 77,63 | -0,75
C3p | 72,97 72,48 | +0,49
Cio | 8305 80,04 | +3,01
C4p 82,90 79,90 | +3,00
C5a | 61,83 6326 | -1,43
C5p | 62,84 64,79 [-1,95
P Cla | 9590
R Clp 92,97
N C2o | 7537
0 C2B | 6947
£ C3a | 72,05
C3p | 69,64
Cia | 7537
C4p | 68,00
C5a | 67,84
C5p  |6538
-CH2-(K) 22,77
-CH2-(c) 25,13
-CH2-(d) 29,10
-CH2-(e) 29,19
-CH2-(f) 29.39
-CH2-(q) 29,57
-CH2-(i) 29,67
-CH2-(h) 31,43
-CH2-(j) 31,96
-CH2-(b) 33,66
-CH3(l) 14,60
-C=0(a) 163,08

6.2.4.2 Laurato de D-glicose
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A Figura 68 apresenta os espectros de '*C-RMN da D-glicose e do

laurato de D-glicose.

HO OH OH

D-Glicose

20D 15D 10D ib D

Figura 68: (A) Espectros de "*C-RMN da D-glicose e (B) do laurato de D-

glicose.
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Os resultados mostram um deslocamento quimico de campo alto no
sinal relativo ao carbono C5 e um deslocamento quimico de campo baixo no
sinal relativo ao carbono C6. Este ultimo deslocamento nao foi significativo e
nao se pode afirmar, com certeza, que a acilagado tenha ocorrido na posi¢cao
relativa ao C6. No entanto, observando-se os resultados de TLC (Figuras 64 e
66), pode-se notar manchas relativas a formagao de produto (laurato de D-
glicose). Desta forma, sugere-se a obtengdo do mono éster de D-glicose
substituido em C6 (YOSHIMOTO, 1980), 6-O-lauroil D-glicose, viscoso e de
coloracédo castanho-escuro:*C-NMR (DMSO-d6): &(ppm), 22,58; 24,89; 28,88;
28,89; 29,18; 29,35; 29,46; 31,39; 31,77; 36,48(-CH2-), 92,63(C1), 72,70(C2);
72,27(C3); 70,88(C4); 70,669(C5); 61,61(C6); 163,28(C=0), 14,38(CHs).

A Tabela 14 apresenta os deslocamentos quimicos entre a D-glicose e o

laurato deD-glicose e a posi¢ao de acilagéo (C6).

Tabela 14: Deslocamentos quimicos entre a D-glicose

e o laurato de D-glicose e a posi¢ao de acilagao (C6).

Posicao | D- VLG 0 (bpm)
GLICOSE | (ppm)**
(ppm)
C1 92,83 92,63 +0,21
C2 73,72 72,70 +1,02
C3 72,55 72,27 +0,28
C4 71,18 70,878 +0,30 4 . g
C5 72,96 70,67 +2,23 HO 1
(alto) H OHY,
C6 61,34 61,61 -0,27
(baixo)
-CH,-(k) 22,58
-CH,-(c) 24,89
-CH,-(i) 28,88
-CH,-(g) 28,89
-CH,-(f) 29,18
-CH,-(e) 29,35
-CH,-(d) 29,46
-CH,-(h) 31,39
-CH2-(j) 31,77
-CH,-(b) 36,48
-CHj,(1) 14,38
-C=0(a) 163,28
-C=0 173,71*

* possivel residuo relativo ao laurato de vinila
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6.2.4.3 Laurato de sacarose

A Figura 69 apresenta os espectros de 3C-RMN da sacarose e do
laurato de sacarose.

A)
3
6_oH
4
5
HO 20 . 2 e
N 4+ OH '
H . g .
OH b o5 8 0
2"\HO, OH ik
3 4 i
OH il
Sacarose "

o
ppm
HiC |
k
i
(B) i
h f.e,i,d
9
f k
e hg
d 3
c A
b i
a =0
OH o
4 & 5.0 1] 6 |
5
HO 00 ~on CH
A\HO, 3
3 2
2 1 3 4'
HO  OH OH
Ca=O 1'-O-lauroil sacarose
C
f—/%
-—-—-—M—n_, il " [T -
| 4 Y oy
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0D 150 10D ab o

ppm

Figura 69: (A) Espectros de ">*C-RMN da sacarose e (B) do laurato de sacarose
(B), obtido na 22 etapa
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Os resultados mostram um deslocamento quimico de sinal relativo ao
carbono C2' para campo alto e uma mudanga menos significativa no
deslocamento quimico do sinal relativo ao carbono C1’ para campo baixo.
Estes resultados sugerem a sintese do mono éster de sacarose substituido em
C1 (YOSHIMOTO, 1980), 1’-O-lauroil sacarose, viscoso e de coloragao
castanho-escuro: ">*C-NMR (DMSO-d6): §(ppm): 22.76; 24,68; 29,32; 29,40; 29,52;
29,691; 31,39; 31,97; 33,66, 36,45(-CH2-); 92,39(C1); 72,22(C2); 73,46(C3);
70,43(C4); 73,80(C5); 61,07(C6); 62,71(C1’); 102,79(C2’); 77,69(C3’);
75,86(C4’); 83,21(C5’); 61,70(C6’); 163,08(C=0); 14,49(CHs).

A Tabela 15 apresenta os deslocamentos quimicos entre a sacarose € o

laurato de sacarose e a posicao de acilagéo (C1’).

Marcado na cor verde estdo as carbonilas e uma ligagao dupla C=C que
podem estar relacionadas com o laurato de vinila residual e/ou formacao e di-

éster de sacarose.
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Tabela 15: Deslocamentos quimicos para a sacarose e o laurato de sacarose e

a posigao de acilagéo (C1’), obtidos na 22 etapa.

Posigdo | Sacarose | LS(ppm) | d(ppm) HsC |
(ppm) k

C1 92,34 92,38 -0,05 j

C2 72,14 72,22 -0,08 ) !

C3 73,32 73,46 0,14 .

C4 70,35 70,43 -0,07 f

C5 73,45 73,80 -0,35 e

C6 61,06 61,07 20,01 N\ .

Cl’ 61,75 62,71 -0,96 b

(baixo) a =0
c2’ 10450 [10279 | +1,71 s 8N
(alto) Hoﬁ/oﬁ@'/\OH

c3’ 77,59 77,69 20,10 N 23,0H &

c4’ 74,82 75,86 -1,04

C5’ 82,93 83,21 0,28

C6’ 62,67 61,70 +0,97

-CHs (1) 14,49

-CHx-(K) 22,76

-CHx-(c) 24,68

-CHa-(d) 29,32

-CHx-(e) 29,40

-CHa-(i) 29,52

-CHo-(f) 29,69

-CHo-(g) 31,39

-CHa-(h) 31,97

-CHq-(j) 33,66

-CHq-(b) 36,45

-C=C- 141,74*

-C=0 (a) 163,08

-C=0 170,93 %

-C=0 173, 04*

-C=0 173,54%*

-C=0 175,192

*

*%

possivel residuo relativo ao laurato de vinila
possivel residuo relativo ao laurato de vinila e/ou formacao de di-éster de sacarose

6.2.5 Sintese dos ésteres 5-O-viniladipoil L-arabinose, 6-O-viniladipolil D-

glicose e 1’-O-viniladipoil sacarose

Com base nos resultados apresentados na Tabela 11, adotaram-se as

mesmas condicdes reacionais para a sintese destes ésteres de acucar,

descritas no item 6.2.2.
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A Figura 70 apresenta as analises em TLC das amostras de viniladipoil
L-arabinose, de viniladipoil D-glicose e de viniladipoil sacarose, para as
condigdes reacionais citadas anteriormente. As manchas acima das indicagdes
AB, GB e SB representam os acgucares L-arabinose, D-glicose e sacarose,
respectivamente, e as manchas acima das indicagdes A, G e S indicam a
formagao dos ésteres adipato de L-arabinose, adipato de D-glicose e adipato

de sacarose. O procedimento de analise foi descrito no item 5.1.3.

~ ADG

ALA N * «— AS

—

Bl

Brancos

Figura 70: Analises em TLC das amostras brutas dos ésteres adipato de L-

arabinose, adipato de D-glicose e adipato de sacarose.

A Figura 70 comprova que a protease de Bacillus subtilis foi efetiva na
formagao dos ésteres de agucar. Apesar da diferenga de polaridade das partes
hidrofilicas (cabegas), os produtos apresentaram quase O mesmo
deslocamento na placa de silica gel. A partir destes resultados, passou-se para

a fase seguinte da investigagao (purificagao).

6.2.6 Purificagao dos ésteres 5-O-viniladipoil L-arabinose, 6-O-viniladipolil

D-glicose e 1’-O-viniladipoil sacarose
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6.2.6.1 Por coluna cromatografica
Este método foi empregado nas amostras de adipato de L-arabinose e

adipato de sacarose. A Figura 70 apresenta a analise por TLC das fases

separadas, através da coluna cromatografica para o adipato de L-arabinose.

ALA

Bruto Branco

Figura 71: Analise por TLC para o adipato de L-arabinose evidenciando as

fases separadas pela coluna cromatografica.

As duas primeiras manchas, da esquerda para a direita, referem-se ao
produto bruto e ao branco (L-arabinose). As duas manchas seguintes referem-
se, provavelmente, ao adipato de L-arabinose. As demais manchas foram
desprezadas. A massa do produto bruto, introduzido na coluna, foi de 4,7360g
e a massa das fases obtidas, apdés concentragdo, foi de 0,7274q,

representando 15,36% de massa de produto purificado.

A Figura 72 apresenta a analise por TLC das fases separadas na coluna

cromatografica para o adipato de sacarose.

A mancha mais a esquerda € relativa a sacarose (Branco). As duas
manchas seguintes e de maior intensidade referem-se ao mesmo produto e,

provavelmente, representa o adipato de sacarose. A massa do produto bruto,
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introduzido na coluna, foi de 4,9682g e a massa total das duas fases, foi de

1,1881g, representando 23,91% de produto purificado.

Sacarose —»

Figura 72: Analise por TLC para o adipato de sacarose evidenciando as fases

separadas pela coluna cromatografica.
6.2.6.2 Por extragao em acetona a quente (50°C)

A Figura 73 apresenta a analise por TLC para o adipato de D-glicose,
apos purificagao por extragdo em acetona a quente (50°C).

ADG2
[ AlLAd

Figura 73: Analise por TLC para o adipato de D-glicose, apds purificacédo por

extragdo em acetona a quente (50°C).

A segunda mancha, da esquerda para a direita, indicada como ADG2,
representa, provavelmente, o adipato de D-glicose. A massa do produto bruto,
lavado em acetona, foi de 6,1290g e a massa do produto, purificado de acordo
com o fluxograma da Figura 30, foi de 3,5759qg, representando 58,34% de

produto purificado. A terceira mancha é relativa ao adipato de L-arabinose, que
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apesar de nao ter sido seu rendimento quantificado, mostra que nao houve a

formagao de manchas relativas a substratos residuais ou subprodutos.

A Tabela 16 apresenta as massas do adipato de L-arabinose (ALA),
adipato de D-glicose (ADG) e adipato de sacarose (AS) purificados, bem como

as massas dos respectivos produtos brutos e os rendimentos na purificagao.

Tabela 16: Resumo dos resultados obtidos na purificagdo do adipato de L-

arabinose (ALA), adipato de D-glicose (ADG) e adipato de sacarose (AS)

PRODUTOS Massa (bruto) g | Massa (puro) g n %*
ALA' 4,7360 0,7274 15,36
ADG “ 6,1290 3,5759 58,34

AS? 4,9682 1,1881 23,91

* Percentual em relagdo ao produto bruto
1- purificado em coluna cromatografica
2- purificado com lavagem em acetona

6.2.7 Identificagcao da estrutura quimica e da posicao de acilagao por 3¢.
RMN

6.2.7.1 Adipato de L-arabinose

A Figura 74 apresenta os espectros de '*C-RMN da L-arabinose e do
adipato de L-arabinose. De modo analogo ao laurato de L-arabinose, n&o fica
claro se a esterificagao ocorreu somente na conformacgao furanose, que possui
hidroxila ligada a carbono primario. Mesmo assim, foram observadas, para esta
conformagao, mudangas significativas nos deslocamentos quimicos dos sinais
relativos aos carbonos C4a e C4p3 para campo alto e mudangas nos sinais
relativos aos carbonos C5a e C5@ para campo baixo. Outras evidéncias para a
sintese do éster de agucar vinilico sdo: a presenca de sinais relativos a C=C,
C=0 e CHj;, como indicado na Tabela 17 que, também, apresenta os
deslocamentos quimicos para a L-arabinose e o adipato de L-arabinose, assim

como as evidéncias da provavel acilagdo na posi¢ao C5.
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Figura 74: (A) Espectros de ">*C-RMN da L-arabinose e (B) do adipato de L-

arabinose.
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Tabela 17: Deslocamentos quimicos para a L-arabinose e o adipato de L-

arabinose e a posigao de acilagao (C5).

ISOJ{;ERO Posicdo ARABI};VOSE ALA 1 0 (ppm)
opm) (ppm) (/ h
q Cla 102,03 102,13 | -0,10 9
R Clp 97,57 97,65 | -0,08 0l s
N C2a__ |83,12 82,69 | +0.43 .
0 C2B | 7738 7721 | +0,17 d
E C3a | 76,88 76,84 | +0,04 c
C3B 72,97 7242 | 40,55 b
Cdo | 83,05 79.50 | 43.55 ° ©
C4p__ 82,90 7915 [+375 T \5
C5a | 61,83 64,37 | -2,54 0
C5p | 62.84 6568 | 284 > 4
P Cla 95,90 3 OH
R CIp | 92,97
A C2a 75,37
0 C2B | 69,47
E C3a 72,05
C3B | 69,64
Cda | 7537
C4B | 68,00
C5a | 67,84
C5B | 6538
-CH,~(d) 23,85
“CH,~(c) 23,54
-CHo-(e) 33,38
“CH,-(b) 32,80
=CH, (h) 98,25
“CH= (g) 141,34
-C=0 (f) 170,48
-C=0 (a) 172,81

Estas mudangas de deslocamentos quimicos sugerem a sintese do éster
vinilico de L-arabinose substituido em C5 (YOSHIMOTO, 1980), viscoso e de
coloracdo amarelo-claro: 5-O-viniladipoil L-arabinose: *C-NMR (DMSO-d6):
d(ppm), 23,54; 23,85; 32,80; 33,38 (-CH2-); 102,13 (C1a), 97,65 (C1B);
82,69(C2a), 77,21 (C2B); 76,84 (C3a); 72,42(C3pB); 79,50 (C4a), 79,15 (C4B);
64,37 (C5a); 65,68 (C5B); 98,25 (=CHy); 141,34 (-CH=); 170,48; 172,81 (-C=0).
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Seguindo o mesmo raciocinio de analise feita para o éster 5-O-lauroil L-
arabinose (item 6.2.4.1), também nao fica claro se houve acilagdo somente da

conformacao arabinofuranose.
6.2.7.2 Adipato de D-glicose
A Figura 75 apresenta os espectros de >C-RMN da D-glicose e do

adipato de D-glicose, com a atribuicdo dos sinais aos respectivos atomos de

carbono presentes na estrutura quimica dos compostos.
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Figura 75: (A) Espectros de *C-RMN da D-glicose e (B) do adipato de D-

glicose.
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A Tabela 18 apresenta os deslocamentos quimicos entre a D-glicose e o

adipato de D-glicose e a posicao de acilagao (C6).

Tabela 18: Deslocamentos quimicos entre a D-glicose . (/ h
e o adipato de D-glicose e a posicéo de acilagédo (C6). o 0 .
e
Posicao D- ADG o (ppm) a\ .
GLICOSE (pm) b
(ppm) a >:o
Cl1 92,83 92,34 +0,50 d
C2 73,72 72,94 +0,78
C3 72,55 73,54 +0,99
C4 71,18 70,61 +0,57 Con
C5 72,96 70,21 +2,76
C6 61,34 64,00 -2,16
-CHy-(c) 23,38
-CH,-(d) 23,79
-CHy-(b) 32,66
-CHy-(e) 33,04
=CHy(h) 98,02
-CH=(qg) 141,24
-C=0(f) 170,25
~C=0(a) 172,75
171,70%*

** Possivel residuo relativo ao adipato de vinila

Os resultados mostram uma mudanga no deslocamento quimico do sinal
relativo ao carbono C5 para campo alto e ao carbono C6 para campo baixo.
Estas mudancgas sugerem a sintese do éster de D-glicose substituido em C6, 6-
O-viniladipoil D-glicose (YOSHIMOTO, 1980), viscoso e de coloragéo castanho-
escuro: °C-NMR (DMSO-d6): §(ppm), 23,38; 23,79; 32,66; 33,04; (-CHy-),
92,34 (C1), 72,94 (C2); 73,54 (C3); 70,61 (C4); 70,21 (C5); 64,00 (C6); 98,02;
98,02(=CHy); 141,24 (-CH=);170,25; 172,75 (C=0).

Sinais referentes a C=C, C=0 e CH, confirmam a formagao do éster de

acucar vinilico.

6.2.7.3 Adipato de sacarose
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A Figura 76 apresenta os espectros de BC-RMN da sacarose e do
adipato de sacarose. Foram observadas mudancas significativas no
deslocamento quimico do carbono C2’ para campo alto e do carbono C1’ para
campo baixo. Sinais referentes a C=C, C=0 e CH, também foram observados
no espectro do éster de acgucar vinilico formado. Estas caracteristicas dos
espectros sugerem a sintese do éster de sacarose substituido em C1’, 1’-O-
viniladipoil sacarose, viscoso e de coloracdo castanho-escuro: '*C-NMR
(DMSO-d6): 5(ppm): 23,85; 24,13; 33,14; 33,55; (-CH2-); 92,58(C1); 71,74(C2);
73,28 (C3); 70,14 (C4); 73,28 (C5); 60,85 (C6); 64,08 (C1’); 102,58 (C2’); 77,00
(C3); 82,98 (C4’); 73,75 (C¥H); 62,34 (CPE’); 98,74(=CHy); 141,60 (-CH=);
170,93; 172,84(C=0).
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Sacarose

T T T T
DD 15D 10D 5D D

Figura 76: (A) Espectros de "C-RMN da sacarose e (B) do adipato de

sacarose.

A Tabela 19 apresenta os deslocamentos quimicos da sacarose e do

adipato de sacarose, assim como as evidéncias de acilagao na posi¢ao C1’.




Resultades e Discusséc 142

Tabela 19: Deslocamentos quimicos da sacarose e do adipato de sacarose e

evidéncias da posicao de acilagao (C1’).

Posi¢cdo | Sacarose AS o (ppm) (/
orm) | (ppm* %
C1 92,34 92,58 -0,24 o=
C2 72,14 71,74 +0.,40 e
C3 73,32 73,28 +0,04 A
C4 70,35 70,14 40,22
C5 73,45 73.28 +0.17
C6 61,06 60,85 +0.21
clr 62,67 64,08 141
c2’ 104,50 102,58 | +1,92
C3’ 77.59 77,00 +0,58
c4 82,93 82.98 20,05
C5’ 74,82 73,75 +1,07
C6’ 61,75 62,34 20,59
-CH,-(c) 23,85
-CH,~(d) 24,13
-CH,-(b) 33,14
-CH,-() 33,55
=CH,(h) 98,74
-CH=(q) 141,60
-C=0(f) 170,93
-C=0(a) 172,84
173,39%
175,43%

* possivel residuo relativo ao adipato de vinila e/ou formacao de di-éster de sacarose

6.2.8 Determinacao dos valores de HLB dos ésteres de L-arabinose, D-

glicose e sacarose

A Figura 77 apresenta a estrutura quimica e os valores de HLB para o
laurato de L-arabinose, laurato de D-glicose, laurato de sacarose, adipato de L-
arabinose, adipato de D-glicose e adipato de sacarose, determinados de
acordo com a Equacédo de Griffin (Equacdo 2). A Tabela 20 resume os

resultados obtidos.
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5-O-lauroil L-arabinose
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Parte hidrofilica Massa molar total Valor de HLB

CsHgOs5"
51795 C17H320¢ HLB =
Massa Mol.: 149,12 massa Mol.: 332,43 20%(149,12/332,43)

C.40,27;H.6,08;0.53,65 C.61,42;H.9,70; O. 28,88 HLB = 8,97
Parte hidrofilica Massa molar total Valor de HLB
CeH1106"
C1gH3407 HLB =

Massa Mol. Wt.: 179,15
C. 40,23; H. 6,19; O. 53,58

Massa Mol.: 362,46

20*&1 79,15/362,46)
C. 59,65; H. 9,45; 0. 30,90 HLB =9,88

Parte hidrofilica Massa molar total Valor de HLB

C12H21011
Massa Mol. Wt.: 341,29
C. 42,23; H. 6,20; O. 51,57

C24H44012 HLB =
Massa Mol.: 524,60 20%(341,29/524,28)
C.5495/H.845:0.36.60 = 1302

Massa molar total Valor de HLB

Parte hidrofilica

CsHaOs’ C13H2008
Massa Mol.: 149,12 Massa mol.: 304,29 _
C.4027;H.6,08,0.5365 C-5131:H.662,0.4206 HB=980

HLB = 20%(149,12/304,29)

Parte hidrofilica Massa molar total Valor de HLB

CgH110¢"
Massa Mol.: 179,15
C. 40,23; H. 6,19; O. 53,58

C14H2209 HLB = 20*(179,15/334,32)
Massa Mol.: 334,32

C. 50,30; H. 6,63; 0.43,07 HLB=10,72

Parte hidrofilica Massa molar total Valor de HLB

C12H21011 CooHarO
) 20H32014
Massa Mol.: 341,29 Massa Mol. Wt.: 496,46 _
C.4223;H.6.20;0.5157 C.4839;H.650;0.4512 HLB=1375

HLB = 20%(341,29/496,46)

Figura 77: Formula estrutural e valores de HLB dos derivados dos acidos

laurico e adipico.
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Tabela 20: Valores de HLB dos ésteres laurato de L-arabinose, laurato de D-
glicose, laurato de sacarose, adipato de L-arabinose, adipato de D-glicose e

adipato de sacarose.

SURFACTANTE MM HIDROFILICA | MM TOTAL HLB
Laurato de L-arabinose 149,12 332,43 8,97
Laurato de D-glicose 179,15 362,46 9,88
Laurato de sacarose 341,29 524,60 13,02
Adipato de L-arabinose 149,12 304,29 9,80
Adipato de D-glicose 179,15 334,32 10,71
Adipato de sacarose 341,29 496,46 13,75

MM = Massa Molar

Em funcado dos valores de HLB obtidos, os ésteres sintetizados podem
apresentar propriedades diferenciadas. A Tabela 1 (item 2.3) apresenta as
faixas tipicas de valores de HLB e suas aplicagdes mais indicadas. De acordo
com a literatura (ROSS, 1988), moléculas anfifilicas com valores de HLB no
intervalo 7-9, apresentam boas chances de emprego como agentes de
molhabilidade e no intervalo 8-18, atuam bem como agentes emulsificantes
oleo/agua (O/A). Examinando a Tabela 20 e enquadrando os ésteres de agucar
obtidos nestas duas faixas de referéncia, percebemos que todos estes ésteres
apresentam valores de HLB, que se encaixam na faixa relativa aos
emulsificantes O/A. Uma aplicacdo potencial destes produtos seria na
substituicido de solventes para a remocao de residuos de 6leos pesados que
sedimentam no fundo de tanques de estocagem, reservatorios de 6leo e navios
petroleiros (BANAT, 1991), como descrito no item 2.1.1.15. Lauroil glicose foi
usada com sucesso para emulsificar diferentes hidrocarbonetos alifaticos e
aromaticos, como diclorometano, 1,2-diclobenzeno, 1-bromohexadecano, 1,2-
dicloroetano, benzeno, tolueno, xileno e outros. Seu emprego, também,
aumentou em 50% a degradagdo de 6leo pesado, quando foi usado como
emulsificante em combinagdo com uma espécie tropical marinha Rhodococcus
sp. (KELKAR, 2006).
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6.2.9 Polimerizagdo dos ésteres 5-O-viniladipoil L-arabinose, 6-O-

viniladipoil D-glicose e 1’-O-viniladipoil sacarose

Os polimeros obtidos por catalise quimica dos ésteres de acucar
vinilicos sintetizados nesta tese apresentaram-se semi-sélidos e com coloragao

amarelada, como ilustra a Figura 78. Essas caracteristicas foram gerais e

independentes do monémero utilizado.

Figura 78: Caracteristicas visuais do poli (5-O-viniladipoil L-arabinose) ao final

da reacéao de polimerizagao.

A Tabela 21 apresenta parte das condi¢gdes reacionais de polimerizagao
descritas no item 5.2.9 e a massa percentual de polimero formado em relacéo

ao monémero de partida.

Tabela 21: Condi¢cdes reacionais e valores da conversdo em % dos
monémeros 5-O-viniladipoil L-arabinose, 6-O-viniladipoil D-glicose e 1’-O-

viniladipoil sacarose nos respectivos polimeros.

MONOMERO (g) POLIMERO (g) K2S20g | H20- H.0 n (%)
L
mg) | D | (my)
ALA?® 0,4995 | PoliALA? | 0,3405 5,0 50 2,5 68,17
ADG" 0,5022 | PoliADG® | 0,3975 53 5,0 2,5 79,52
AS°® 0,4009 | PoliAS" | 0,0668 4,0 4,0 2,0 16,70
n: conversao
a: 5-O-viniladipoil L-arabinose d: Poli (5-O-viniladipoil L-arabinose)
b: 6-O-viniladipoil D-glicose e: Poli (6-O-viniladipoil D-glicose)
c: 1’-O-viniladipoil sacarose f: Poli (1’-O-viniladipoil sacarose)
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6.2.9.1 Caracterizagao dos polimeros por FTIR

As Figuras 79, 80 e 81 apresentam os espectros de absor¢ao na regiao
do infravermelho do monémero 5-O-viniladipoil L-arabinose e do polimero
poli(5-O-viniladipoil L-arabinose), do monémero 6-O-viniladipoil D-glicose e do
polimero poli(6-O-viniladipoil D-glicose) e do mondémero 1’-O-viniladipoil
sacarose e do polimero poli(1’-O-viniladipoil sacarose), respectivamente. A
regido de interesse para acompanhamento da polimerizagdo encontra-se na

faixa de freqiiéncia de 1640-1680 cm™ (Buc=c).

R . A
mondmero de arabinose |

N
N~
©
N
N

polimero de arabinose

Figura 79: Espectros, na regidao do infravermelho, do mondémero 5-O-

viniladipoil L-arabinose e do polimero poli(5-O-viniladipoil L-arabinose).
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mondmero de D-glicose

1016,

polimero de D-glicose

1033,7

Figura 80: Espectros, na regido do infravermelho, do mondémero 6-O-
viniladipoil D-glicose e do polimero poli(6-O-viniladipoil D-glicose).

mondémero de sacarose

polimero de sacarose

1218,

Figura 81: Espectros, na regido do infravermelho, do mondémero 1’-O-
viniladipoil sacarose e do polimero poli(1’-O-viniladipoil sacarose).




Resultades e Discusséc 148

Observando os espectros dos monémeros, essas bandas ocorreram em
1647cm™ (Buc=c), na Figura 79; 1647cm™ (Buc=c), na Figura 80; 1647cm’”
(Buc=c), na Figura 81. Para que haja polimerizagao efetiva, a banda relativa a
ligacdo dupla (C=C), necessariamente, presente no espectro de cada
mondmero, deve desaparecer no espectro do respectivo polimero. Nas Figuras
79, 80 e 81, pode-se notar, no local indicado pela seta, que nao existe a banda
de frequéncia relativa a ligagdo C=C no espectro do polimero. Este resultado
espectrométrico confirma que houve polimerizacdo radicalar nos trés
mondmeros. Também foi observado que a banda de absorgao caracteristica do
grupo éster nos espectros de todos os polimeros, apresentou-se sob a forma
de um “ombro”. Além disso, foi detectada uma absorgéao, ligada a este ombro,
em torno de 1711 cm™, provavelmente devido a acetona residual utilizada na

lavagem de todos os polimeros.

6.2.9.2 Determinacao das massas molares dos polimeros por GPC

A Figura 82 apresenta a curva de calibracdo dos padrbes de dextrana,
processada pelo sistema GALAXIE GPC (Varian Inc, USA).

Calibration curve
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Figura 82: Curva de calibracdo dos padrdes de dextrana, processada pelo
sistema GALAXIE GPC (Varian Inc, USA).
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As Figuras 83, 84 e 85 apresentam os cromatogramas relativos aos
polimeros poli(5-O-viniladipoil L-arabinose), poli(6-O-viniladipoil D-glicose) e
poli(1’-O-viniladipoil sacarose). As massas molares foram geradas

automaticamente pelo sistema.

Clwomatogram Distribution curves
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Figura 83: Cromatograma relativo ao poli (5-O-viniladipoil L-arabinose) e os

valores das massas molares e polidispersao (IP).

Chromatogram Distribution curves
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Figura 84: Cromatograma relativo ao poli (6-O-viniladipoil D-glicose) e os

valores das massas molares e polidispersao (IP).
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Chromatogram

Distribution curves
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Figura 85: Cromatograma relativo ao poli (1’-O-viniladipoil sacarose) e os

valores das massas molares e polidispersao (IP).

A Tabela 22 resume os resultados de M,, My, e PD apresentados nas

Figuras 83, 84 e 85.

Tabela 22: M,, My, e PD dos polimeros poli (5-O-viniladipoil L-arabinose), poli

(6-O-viniladipoil D-glicose) e poli (1’-O-viniladipoil sacarose).

POLIMERO My M, PD = M,/M,
PoliALA 7.2 x 10 2,9 x 10° 2,48
PoliADG 2,7 x 10° 1,6 x 10° 1,75

PoliAS 4,2 x 10* 6,4 x 10° 6,57

A polimerizagdo de compostos vinilicos pode ser feita via radicais livres

por iniciadores do tipo azo em solvente organico, ou por iniciadores do tipo
redox em agua (TOKIWA, 1998; LU, 2002). Chen et al.(1995) obtiveram

polimeros de massa molar numérica média da ordem de 106, utilizando

iniciadores redox na polimerizacdo de acrilato de sacarose em solucdes

aquosas, onde foram empregados Fe*?, sulfato de aménio e perdxido de

hidrogénio como sistema iniciador.

Tokiwa et al. (1997) investigaram o efeito de sete compostos azo como

iniciadores na polimerizagao de 6-O-viniladipoil D-glicose. Somente o ADPCL —
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azobis (acido butirico) dimetil éster era soluvel em agua, sendo os demais
soluveis em DMF. Os resultados mostraram que a polimerizagcdo com ADPCL
em agua foi muito mais eficiente que as demais. A conversdao de mondmeros
em polimeros foi de 94,5% e o valor de M, foi de 302.700. Nos demais casos, a
conversdo variou de zero a 89,6% e a os valores de M,, variaram de 8.800 a
11.200.

Lu et al. (2002) polimerizaram o éster 1’-O-viniladipoil sacarose, por
radicais livres, empregando persulfato de potassio e peroxido de hidrogénio,
em agua. O polimero obtido apresentou valores de M,= 33.000, M,,= 53.200 e
M./M,= 1,61. A conversdo da polimerizagdo, em relacdo a massa de

mondmero, foi de 62% (Figura 20).

Tokiwa et al. (2006) polimerizaram o éster 6-O-viniladipoil D-glicose,
usando sulfato ferroso e perdxido de hidrogénio como iniciadores, em agua,
sob duas condigdes distintas: (1) em vacuo; (2) em ar atmosférico. No primeiro
caso, obtiveram M, igual a 31.300 e M,, igual 66.400 e no segundo caso, M,
igual a 21.900 e M,, igual a 38.500.

No presente estudo, a polimerizagdo, empregando persulfato de
potassio e peréxido de hidrogénio como iniciadores, em agua, apresentou bons
resultados de uma maneira geral, como se pode notar na Tabela 22. O maior
valor da massa do polimero poli (5-O-viniladipoil L-arabinose), pode estar
relacionado ao fato do seu acucar pendente apresentar menor tamanho
molecular em relacdo a D-glicose e a sacarose, permitindo um melhor
empacotamento das cadeias carbbnicas, devido ao menor impedimento

estérico.

O emprego de agua como solvente, no processo de polimerizagdo, tem
se mostrado mais eficaz do que com solventes organicos. Além do mais, esta
condicdo catalitica tem despertado grande interesse, por se constituir em

procedimento menos agressivo ao meio ambiente.
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6.2.10 Determinagcao da CMC dos ésteres surfactantes

No estudo das propriedades tensoativas dos ésteres anfifilicos nao-
ibnicos sintetizados neste trabalho, o sistema selecionado foi a interface
ar/agua. Todos os compostos analisados apresentaram solubilidade em agua.
Para o presente estudo, os seis produtos avaliados foram divididos em duas
categorias: (a) compostos com cadeia saturada; (b) compostos com cadeia
insaturada. Dentro de cada categoria, eles diferiram entre si pela composi¢cao
de suas “cabecgas”, enquanto que suas estruturas alquilicas (“‘caudas”) foram

idénticas.

6.2.10.1 Esteres 5-O-lauroil L-arabinose, 6-O-lauroil D-glicose e 1’-O-

lauroil sacarose

A Figura 86 apresenta as curvas de tensdo superficial versus
concentragdo, em escala logaritmica para a concentragdo, dos ésteres 5-O-

lauroil L-arabinose, 6-O-lauroil D-glicose e 1’-O-lauroil sacarose.

y = -8,3306Ln(x) + 68,516 y=-0,2613Ln(x) + 27,712
R*=0,9981 R*=0,9981
70,00 -
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g 60,00 R’=0,9792 R’=10,9792
z
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Figura 86: Curvas de tensao superficial versus concentragao para os ésteres

5-O-lauroil L-arabinose, 6-O-lauroil D-glicose e 1’-O-lauroil sacarose.
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Para os trés tensoativos considerados, baixas concentracdes de ésteres
de acgucar implicaram em altos valores de tensao superficial. Foi observado que
os pontos de inflexdo das curvas foram bem proximos. Assim, para se obter o
valor da CMC e da respectiva tensao superficial (ycmc), com maior precisao,
foram feitas seis regressodes lineares apresentadas na Figura 86. O valor da
CMC de cada tensoativo foi calculado a partir da solugao dos sistemas lineares
das equacbes das retas relativas a cada tensoativo. As coordenadas
cartesianas (Concentragdo; Tensdo superficial) foram as seguintes: LLA
(156,07 ppm; 27,712mN/m); LDG (166,95 ppm; 29,113mN/m) e LS (122,30
ppm; 26,487mN/m). Para os trés tensoativos, os valores das tensdes
superficiais foram muito proximos, bem como os valores das CMC,
considerando-se uma escala com limite maximo de 10.000 ppm. Para fins de
comparacgao, foram medidas as tensdes superficiais na agua pura empregada
nas misturas, bem como das solugdes de 10* ppm da L-arabinose, da D-
glicose e da sacarose. Os valores foram: 73,63 mN/m; 73,58 mN/m; 73,54

mN/m e 72,95 mN/m, respectivamente.

Os valores de HLB diferiram razoavelmente: LLA (HLB = 8,97); LDG
(HLB = 9,88) e LS (HLB = 13,02). Como o tamanho das cadeias alquilicas € o
mesmo para os trés tensoativos, modificacbes nas “cabecas”, certamente,
implicam em valores de HLB distintos. Como a massa molar da cabeca do LLA
€ menor do que a do LLG, que é menor do que a do LS, entdo a hidrofilicidade
do LLA é menor do que a do LDG, que é menor do que a do LS. Estas
pequenas diferencas estruturais implicam em mudangas com relacdo a
polaridade das partes hidrofilicas e, consequentemente, em relacido aos
valores de HLB. Por sua vez, mudangas no HLB implicam diferentes
propriedades interfaciais e superficiais, para uma mesma concentracido de

surfactante.

De uma maneira geral, um tensoativo que possua uma cabegca menos
polar (menor HLB) consegue um maior grau de redugao da tensao superficial e
um menor valor de CMC (TOKIWA, 2000; WATANABE, 2001; RAKU, 2003;

NIRAULA, 2004). No entanto, poucos trabalhos tém sido apresentados com o
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objetivo de explicar as propriedades da dinamica interfacial e atividades de

superficie de ésteres de agucar.

As moléculas de um liquido localizadas na interface liquido/ar interagem
com um menor numero de moléculas, comparadas aquelas localizadas no
interior do liquido (agua, no caso), as quais sao atraidas em todas as diregdes.
As moléculas na superficie do liquido sofrem, apenas, atracao lateral e inferior.
Assim, quanto menor for a polaridade da cabega do tensoativo, maior sera a
difusdo deste tensoativo para a interface (no caso o ar), que € menos polar
(apresenta maior carater hidrofébico). Este aumento de concentracdo na
superficie resulta num maior grau de redugao da tensao superficial (KANICKE,
2002).

No entanto, o éster laurato de sacarose, que possui a “cabeca mais
hidrofilica” (maior HLB), apresentou os menores valores para a CMC e tensao

superficial relativa.

Raku et al. (2003) investigaram a variagdo da tensdo superficial, em
agua, de trés ésteres de acgucar: 6-O-(10 undecilenoil) D-glicose, 6-0O-(10
undecilenoil) trehalose e 1-O-(10 undecilenoil) sacarose. Os trés ésteres
possuem a mesma “cauda” e “cabecas” distintas. Para os dois ultimos, as
curvas foram muito semelhantes e os valores de CMC foram estimados em,
aproximadamente, 200 ppm. Como a solubilidade, em agua, do 6-O-(10
undecilenoil) D-glicose foi baixa, o valor da CMC néo foi determinada. Tokiwa
et al. (2000) compararam as variagdes de tensdo superficial de um
homopolimero, poli (6-O-viniladipoil D-glicose), com um copolimero, poli (6-O-
viniladipoil D-glicose), possuindo varios ésteres vinilicos ligados a cadeia
principal: propionato de vinila, butanoato de vinila, hexanoato de vinila e
octanoato de vinila. Observaram que, para os ésteres com menores tamanhos
de cadeia alquilica nos copolimeros, maiores eram os valores da redugao da
tensao superficial. No entanto, os autores consideraram os valores das CMC
iguais a 100 ppm para todos os copolimeros e concluiram que os valores das

CMC foram independentes do tamanho das cadeias alquilicas (parte lipofilica).
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Observando a Figura 86, o mesmo problema de proximidade das curvas
ocorreu, e o menor valor de CMC e da ycmc do éster 1’-O-lauroil sacarose pode
ser justificado pelo fato das diferengas entre os valores se encontrarem em
uma escala de erros toleraveis. De fato, as ycuc variaram de 26 a 29 mN/m, em
uma escala de 10 a 70, e as CMC variaram de 112 a 167, em uma escala de 1

a 10* ppm.

6.2.10.2 Esteres 5-O-viniladipoil L-arabinose, 6-O-viniladipoil D-glicose e

1’-O-viniladipoil sacarose

A Figura 87 apresenta as curvas de tensdo superficial versus
concentragcdo dos ésteres 5-O-viniladipoil L-arabinose, 6-O-viniladipoil D-
glicose e 1’-O-viniladipoil sacarose, para o estudo da hidrofilicidade e
determinacdao das CMC. Como os pontos de inflexdo ndao estavam bem
definidos para estas curvas, ndo se adotou escala logaritmica para o eixo
relativo as concentragdes e, para cada tensoativo, foram tragadas tangentes, a
cada curva, tomando-se por base os cinco primeiros pontos, representativos
das menores concentragdes, e dos dois ultimos, representativos das maiores
concentragbes (KLOET, 2002). A intersegdo destas retas forneceu o par de
coordenadas (Concentragao; Tensao superficial), como se segue: ALA (143,72
ppm; 33,81 mN/m); ADG (136,64 ppm; 34,17 mN/m); AS (111,92 ppm; 33,47
mN/m). As tensdes superficiais na agua pura, empregada nas misturas, bem
como das solucdes de 10* ppm da L-arabinose, da D-glicose e da sacarose,
apresentaram os seguintes resultados: 73,63 mN/m; 73,58 mN/m; 73,54 mN/m

e 72,95 mN/m, respectivamente.

Estes tensoativos apresentaram comportamento semelhante aos ésteres
de acucar com cadeia saturada, discutidos anteriormente, ou seja, baixas
concentragcdes de ésteres de acucar implicaram em altos valores de tensao
superficial. Também foi observado que os pontos de inflexdo das curvas foram

bem préximos.

Comparando-se as partes lipofilicas dos dois grupos de surfactantes,

notam-se trés diferencas basicas: os adipatos apresentam cadeias menores e




Resultades e Discusséc 156

possuem, na extremidade, uma insaturagao e uma carboxila. Considerando-se,
somente, o tamanho da cadeia, teoricamente, os adipatos sdo mais hidrofilicos
(mais polares e com maiores valores de HLB- Tabela 23) em relagédo aos
lauratos. Este fato pode justificar as menores redugdes de ycmc em comparagao
com os lauratos. Neste caso, ha uma convergéncia com as observagdes
apresentadas na literatura (WATANABE, 2001; NIRAULA, 2004).

Quanto a correlagdo entre os valores de CMC e os valores de HLB,
todos os ésteres apresentaram menores valores de CMC para maiores valores
de HLB. Observando-se as curvas da Figura 87, percebe-se que ocorreu o
mesmo problema de proximidade das curvas, ndo sendo possivel um estudo

mais aprofundado em relacéo a estes parametros.

Mesmo assim, para fins de comparacdo com trabalhos de outros

autores, os valores de CMC e ycumc foram considerados.
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Figura 87: Curvas de tensao superficial versus concentragéo dos ésteres 5-O-
viniladipoil L-arabinose, 6-O-viniladipoil D-glicose e 1’-O-viniladipoil sacarose,

sem escala logaritmica
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6.2.11 Determinagao da area ocupada por cada molécula na superficie

Para uma dada interface, a adsorgao, também chamada de “excesso de
superficie” (IUPAC, 1997) de um dado componente ( ' ), foi obtida pela

inclinagao de cada curva, de acordo com a Equacgéo 5.

d RT
L1 (5)
dlogC 230

Na equagao acima, y é a tensao superficial (mN/m), C € a concentragao
(ppm), R é a constante dos gases ( J/mol.K) e T é a temperatura absoluta (K).
Assumindo-se que as moléculas do surfactante foram adsorvidas como uma
monocamada na superficie (PIAO, 2006), a area ocupada por molécula foi
estimada a partir do valor de I' , de acordo com a Equacgao 6, onde Na é 0

numero de Avogadro.

a=— 6)

A Tabela 23 apresenta os resultados dos valores de “a’, obtidos por

intermédio das Equacdes 5 e 6.




Resultades e Discusséc 158

Tabela 23: Propriedades dos surfactantes: laurato de L-arabinise, laurato de D-
glicose, laurato de sacarose, adipato de L-arabinose, adipato de D-glicose e
adipato de sacarose, a 20°C.

Lauratos de agucares

Parte Parte  CMC®  yewmc® a® HLBY CPP® AG, AS,?
Hidrofilica Lipofilica (ppm) (mN/m) (nm?) (kd/mol)  (kJ/mol.K)
Arabinose 156,07 27,71 048 897 044 -18,66 0,064
D-glicose 10CH, 166,95 29,11 048 9,88 044 -18,71 0,064
Sacarose 122,30 26,49 0,39 13,02 0,52 -20,37 0,070

Adipatos de agucares

Parte Parte  CMC®  yewc® a® CPP®  AG, AS,?
Hidrofilica Lipofilica (ppm) (mN/m) (nm?) HLB* (kd/mol)  (kJ/mol.K)
Arabinose 143,72 33,81 0,77 9,80 0,27 -18,65 0,064
D-glicose 4CH, 136,64 34,17 080 10,72 0,26 -19,00 0,065
Sacarose 111,92 33,47 087 13,75 0,24 -20,45 0,070

@ Concentragéo micelar critica

® Tensao superficial relativa 8 CMC

° Area residual por molécula

4Balanco hidrofilico-lipofilico

® Parametro de empacotamento critico
f Energia livre de micelizagao

9 Entropia de micelizagéo

Os valores de a, para os ésteres saturados, variaram numa faixa de 0,39
a 0,48 nm?, enquanto que para os ésteres insaturados estes valores variaram
de 0,77 a 0,87 nm?. Piao et al (2006) obtiveram valores de a para varios 1-O-
monoacil agucares (monodecanoil, monooctanoil e monolauroil de glicerol, de
eretritol e de xilitol). Os valores variaram numa faixa de 0,3 a 04 nmZ.
Soderberg et al (1995), obtiveram os seguintes valores para a area residual:
lauroil glicose (0,37 nm?); lauroil sacarose (0,56 nm?); lauroil rafinose (0,67nm?)
e lauroil estachiose (0,72 nm?). Os valores de a foram menores para os ésteres
menos hidrofilicos. De fato, menores tamanhos moleculares implicam em

menores areas ocupadas, comparando-se o0s ésteres com a mesma cadeia
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carbbnica. Estes resultados indicam que o tamanho das moléculas foi,
exclusivamente, determinado pelo tamanho da parte hidrofilica (PIAO, 2006).
No entanto, o valor de a € maior para tamanhos moleculares menores, quando
se compara os eésteres com cadeias carbdnicas distintas. Por exemplo, neste
trabalho, o laurato de arabinose (a = 0,48 nm?) possui maior cadeia carbonica
que o adipato de arabinose (a = O,77nm2). No entanto, o ultimo ocupa maior
area na superficie da agua que o primeiro, provavelmente, pelo fato do volume
ocupado pela cabeca polar do adipato de arabinose estar mais préoxima da
superficie do liquido, se comparado ao laurato de arabinose, promovendo
afastamento entre as moléculas dos tensoativos por efeitos de repulsdao de
natureza eletrostatica e estérica. Na Tabela 23, pode-se notar que todos os

ésteres seguiram esta tendéncia.
6.2.12 Determinagao do parametro de empacotamento critico (CPP)

O CPP é um parametro que expressa a auto-organizacgao estrutural e é
definido pela Equacgao 7 (ISRAELACHVILI, 1977).
%
CPP = —— (7)

a,.l

c

“_ N

Na equacdo acima, “v’ (nm®) é o volume ocupado pela cadeia alquilica,

a (nm?) é a area 6tima ocupada pela “cabeca” e I, (hnm) é o comprimento

“_ "

médio da cadeia alquilica. Os valores de “v’ e de [, foram obtidos pelas
Equacdes 8 e 9 propostas por Tanford (1980), onde n € o numero de carbonos
na cadeia carbodnica.

v =0,0274 +0,0269.n (8)

I =0,15+0,1265.n (9)

O valor de a pode ser usado, em vez de @, (SORDERBERG, 1995).

Os valores de CPP foram calculados para todos os ésteres e

apresentados na Tabela 23. Para os ésteres com cadeias saturadas, os valores
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de CPP variaram de 0,44 a 0,52, e para os ésteres com cadeia insaturada
estes valores ficaram entre 0,24 e 0,27. Piao et al. (2006) obtiveram valores de
CPP entre 0,5 e 1,0 para 1-O-monoacil agucares, citados anteriormente, com
excegao do monooctanoil xilitol. Segundo os autores, valores de CPP entre 0,5
e 1,0 indicam que os tensoativos ficaram agregados em camadas superpostas
(bicamadas), enquanto que o monooctanoil xilitol, que apresentou valor de CPP
igual a 0,43, pode ter formado agregados em forma de bastdo. Pelo mesmo
raciocinio e observando os valores de CPP da Tabela 23, somente o éster 1'-
O-viniladipoil sacarose deve ter se agregado na forma de bicamadas (CPP =
0,52), enquanto que os demais podem ter se agregado em forma de bastéao,
especialmente os tensoativos que apresentam cadeia insaturada, devido a sua

maior rigidez.

6.2.13 Determinagao da energia livre de micelizagao

A energia livre de micelizagdo, AGy,, é dada pela Equagao 10 (PIAO,
2006).

AG, = RTIn(CMC) (10)

Na equagao acima, R é a constante dos gases perfeitos (8,31 J/mol.k), T
é a temperatura (293K) e CMC é a concentragdo micelar critica (mol/L). A
Tabela 23 apresenta os resultados obtidos para a AG.,. Os valores negativos
indicam que, em todos os casos, a formacdo das micelas foi,
termodinamicamente, favorecida e ocorreu espontaneamente. Também se
pode observar que, dentro das mesmas categorias, 0 aumento do tamanho da
“cabecga” do tensoativo, acarretou valores mais negativos de AG. Este fato
sugere que a hidrofilicidade favoreceu o processo termodinadmico de

micelizagao do sistema.

6.2.14 Determinagao da entropia de micelizagao

Piao et al. (2006) determinaram os valores de CMC a 25, 32 e 39°C para

ésteres de xilitol com diferentes tamanhos de cadeia alquilica e, também, para
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o monolauroil arabitol, ribitol e sorbitol. Para todos estes ésteres, ndo houve
dependéncia significante dos valores de CMC com a temperatura, indicando

que as entalpias de micelizagao ( AH,, ) foram, praticamente, iguais a zero.

No presente trabalho, o processo foi isotérmico e, neste caso, o valor da
entalpia de micelizacdo (AHn) foi considerada zero. Assim, a entropia de

micelizacdo pode ser obtida pela Equacéao 11.

_AH, —AG,

AS,
T

(11)

Os valores de ASy, calculados a 20°C, e listados na Tabela 23 foram
todos positivos e aumentaram com o aumento da hidrofilicidade, dentro da
mesma categoria. Esses valores positivos parecem indicar um ganho de
desordem ou ruptura na estrutura “iceberg” da agua, devido a incorporagao da
cadeia alquilica (hidrofébica), dentro do sistema (FRANK, 1945).

6.2.15 Emprego dos ésteres 5-O-lauroil L-arabinose, 6-O-lauroil D-glicose

e 1’-O-lauroil sacarose como lubrificantes em fluidos de completagao

O balancgo hidrofilico-lipofilico (HLB) € um parametro empirico, mas de
grande utilidade pratica na escolha de um surfactante para um determinado
emprego (YAN, 2001). Por outro lado, substancias que apresentem baixos
valores de CMC sao de grande importancia na industria, por implicarem em
baixo consumo de materiais e menor impacto ambiental (Santa Anna, 2002).
Surfactantes com valores de HLB na faixa de 7 a 9, em geral, sdo bons
agentes de molhabilidade, e na faixa de 8 a 18 séo, frequentemente, bons

emulsificantes de éleo em agua.

No presente trabalho, os ésteres de acgucares apresentaram baixos
valores de CMC e ycuc, sendo que os valores de HLB se situaram na faixa
entre 8,97 e 13,75. Assim sendo, imaginou-se ensaiar alguns destes ésteres

como lubrificantes em fluido de completacéo. Os ésteres selecionados foram os
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de cadeia saturada (5-O-lauroil L-arabinose, 6-O-lauroil D-glicose e 1’-O-lauroil
sacarose), ja que os demais foram destinados aos ensaios de polimerizagao.
Para a avaliacdo destes ésteres como aditivos em fluido de
completagao, foi feita uma analise comparativa da eficiéncia destes aditivos
naturais com trés lubrificantes comerciais, isoladamente e combinados com
outras bases oleofilicas. Foram empregados como aditivos, além dos ésteres
de agucar, um éster comercial, um Oleo vegetal e glicerina P.A. A Tabela 24
apresenta a formulacido dos 16 lubrificantes analisados, os coeficientes de

lubricidade medidos e as concentragdes dos lubrificantes.

O fluido base empregado foi constituido por KCI (4lb/bbl), NaCl (9lb/bbl),
UltraWet™ (0,1% v/v) e agua (QSP). A densidade da mistura foi de 8,5 Ib/gal
(1020 Kg/m®) a temperatura ambiente (28°C).

Tabela 24: Formulagao dos 16 lubrificantes analisados, os coeficientes

de lubricidade medidos e as concentracdes dos lubrificantes.

Lubrificante C.L Concentragao Formulagao
lubrificante (g/mL)
Branco 0,33 0,00000 Fluido base
L1 0,03 0,01500 P1
L2 0,05 0,01500 P2
L3 0,12 0,01500 P3
L4 0,08 0,01564 LDG
L5 0,05 0,00704 L4+3% vol éster
L6 0,04 0,00704 L4+3% vol dleo soja
L7 0,127 0,01564 LS
L8 0,096 0,00704 L7 + 3% vol éster
L9 0,033 0,00704 L7 + 3% éster + 2% glicerina (vol)
L10 0,096 0,00704 L7 + 3% vol dleo
L11 0,022 0,00704 L7 + 3% oleo + 2% glicerina (vol)
L12 0,085 0,0156 LLA
L13 0,111 0,00704 L12 + 3% vol éster
L14 0,082 0,00704 L12 + 3% éster + 2% glicerina (vol)
L15 0,112 0,00704 L12 + 3% vol éleo
L16 0,093 0,00704 L12 + 3% oleo + 2% glicerina (vol)

A Figura 88 apresenta os resultados e as comparagdes dos coeficientes
de lubricidade (C.L.) entre as diversas formulagcbes de lubrificantes. Pode-se
notar que, das treze formulagdes ensaiadas (ésteres de agucar e ésteres

misturados a bases oledfilicas), somente uma (L-7) apresentou lubricidade
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inferior ao produto comercial de menor eficiéncia (L-3), sendo que, em somente
trés, houve separacao de fases (L5, L14 e L15), durante dez dias em repouso,

a temperatura ambiente.

A formulagdo 7 € composta somente de laurato de sacarose, com HLB
igual a 11,87 e CMC igual a 122 ppm. Tanto a adicdo de 3% (v/v) do éster
comercial (L8), como a adicédo de 3% do 6leo vegetal (L10), representaram
uma pequena melhora no desempenho do sistema lubrificante. No entanto,
com a adi¢ao de 3% de 6leo e 2% de glicerina (L11), obteve-se a formulacao

com o melhor desempenho.

As formulacgdes L5, L14 e L15 apresentaram separagao de fases, sendo
a primeira constituida de laurato de D-glicose e as outras duas de laurato de L-
arabinose. Acredita-se que, pelo fato do fluido de completagdo ensaiado ser a
base de agua, os tensoativos com baixos valores de HLB nao seriam os mais
indicados, apesar de que, nos ensaios isolados, nenhum destes dois ésteres
apresentou este problema. No caso, os valores de HLB dos ésteres LLA e LDG

foram de 8,97 e 9,88, respectivamente e o do LS foi de 13,02.

Comparando-se os resultados da adi¢ao dos ésteres, isoladamente, os
valores dos C.L. relativos aos ésteres LLA e LDG foram muito préximos,
enquanto que para o éster LS foi bem maior, significando um menor
desempenho. Este comportamento pode ser justificado pelo fato do LS possuir
uma hidrofilicidade maior do que a dos outros dois ésteres, e o fluido de
completagdo ser a base de agua. Neste caso, diminuindo-se o carater
hidrofilico, diminuem-se os valores das tensdes superficiais e,

consequentemente, melhora-se o poder lubrificante do fluido.
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Figura 88: Coeficientes de lubricidade (C.L.) das diversas formulagbes de

lubrificantes testadas.
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7- CONCLUSOES

A produgéo de ésteres de agucar por catalise enzimatica foi tema de
pesquisa neste trabalho, devido a ampla possibilidade de aplicacbes destes
produtos em diversos setores da industria. Foram empregadas condigdes
brandas de temperatura e pressdo, além do uso de biocatalisadores,
permitindo a obtencido de biossurfactantes e biopolimeros com bons
rendimentos, minimizando os custos relativos a processos de purificacdo. Além
do mais, do ponto de vista da preservacdo ambiental, estas condi¢des
reacionais se tornaram um importante fator para o desenvolvimento de novos
materiais nos ultimos anos. Dessa forma, as principais conclusdes deste

trabalho foram:

v' Os biossurfactantes foram obtidos em uma Unica etapa, com altos
rendimentos (acima de 98%) nas seguintes condi¢cdes reacionais:
temperatura: 50°C, pressao: 1 atmosfera, concentragdo de enzima: 40
mg/mL, razdo molar éster vinilico/ agucar: 4/1, tempo: 7dias, agitacao:

160 rpm, sem adi¢ao de agua.

v' Para todos os casos, a acilagdo foi altamente seletiva e ocorreu na

hidroxila do carbono primario

v Dentro das faixas estudadas, os fatores que influenciaram,
favoravelmente, na conversao do laurato de sacarose (usado como
modelo) foram em ordem de importancia: o tempo, a concentragcéo de
enzima, as razées molares entre os substratos e a temperatura. O fator

que influenciou desfavoravelmente foi a adicao de agua.

v' A metodologia, por extragdo com acetona a quente, empregada na
purificacdo, pareceu ser mais eficiente, menos tediosa e mais
econdbmica do que por coluna cromatografica, além de poder ser
facilmente adaptada em processos industriais, onde altos niveis de

pureza sejam requeridos. Em relacdo aos produtos brutos, bons
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rendimentos (entre 50 e 90%) foram alcangados, quando purificados por

extragdo em acetona a quente (50°C)

Os valores dos balangos hidrofilicos-lipofilicos (HLB) dos ésteres de
acucar obtidos na segunda etapa variaram de 8,97 a 13,75. Ja os
valores das concentragcbes micelares criticas (CMC) e das ycwmc
variaram de 130 ppm a 150 ppm e 28 mN/m a 34mN/m,
respectivamente. Apesar das diferengas entre os valores de HLB, as
diferentes “cabecas” hidrofilicas destes surfactantes, com distintas
orientagdes dos grupos hidroxila, apenas afetou, ligeiramente, as suas
atividades de superficie. Estes valores de HLB, CMC e ycumc sugerem
potenciais aplicagbes como agentes emulsificantes do tipo O/A em
aplicagdes industriais e ambientais, como limpeza de reservatérios de
Oleo, redutores de viscosidade no transporte de Oleos pesados,
biorremediacdo de fase liquida ndo aquosa em solos e ambientes
marinhos e estabilizante de emulsées com hidrocarbonetos alifaticos,

aromaticos e halogenados com cadeia longa.

Valores de AG, negativos indicaram que a formagédo de micelas foi,
termodinamicamente, favorecida e foram menores (mais negativos)
para maiores tamanhos de “cabega”, ou seja, o carater hidrofilico
favoreceu o processo termodinédmico de micelizagédo. Os valores de AS,
aumentaram, com o aumento da hidrofilicidade, indicando um ganho de
desordem na estrutura “iceberg” da agua, devido a introdugéo da cadeia

alquilica no sistema.

Foi desenvolvido um processo inédito para a polimerizagéo dos ésteres
vinilicos de acgucar descrito no item 5.2.9. Tentativas anteriores, por
métodos convencionais de polimerizagdo em solugdo, empregando
baldo de trés bocas, em atmosfera inerte, fracassaram (dados nao
apresentados). O solvente empregado foi a agua que, além de nao
agredir o meio ambiente, vem mostrando maior eficacia, em varios

processos de polimerizagao, do que os solventes organicos.
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Espectros na regidao do infravermelho dos mondémeros e dos polimeros
confirmaram o desaparecimento da banda relativa a ligacdo dupla
(C=C).

As massas molares obtidas para os polimeros de agucares ramificados
apresentaram valores de M, entre 1,6x103 e 7,2x104 e valores de

polidispersao entre 1,75 e 6,57.

Particularmente, em relagdo aos polimeros poli (6-O-viniladipoil acido
ascorbico) e poli (5-O-viniladipoil L-arabinose), até o presente momento,
ndao € de nosso conhecimento a publicagcdo de qualquer trabalho

descrevendo a sintese destes produtos.

Por fim, os ésteres de agucar com cadeias carbOnicas saturadas foram
submetidos a ensaios para avaliagdo de desempenho como aditivos
lubrificantes em fluidos de completacdo de pocos de petrdleo e
apresentaram resultados equivalentes ou superiores a trés produtos
comerciais testados. Assim, as formulagbes que apresentaram os
melhores resultados possuem boas chances de serem bem sucedidas

em testes de campo.
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8- SUGESTOES

Na continuacido da pesquisa da sintese de ésteres de polidis por catalise
enzimatica e estudo de viabilidade de aplicagdo, sdo apresentadas as

seguintes sugestdes:

v Investigar a sintese em sistemas micro aquosos, através de
metodologia de resposta de superficie, adicionando menores razdes
de agua/solvente. Sugere-se: 0,5/9,5; 0,3/9,7; 0,2/9,8 e 0,1/9,9.
Acredita-se que altas conversdes podem ser alcangadas em um
tempo bem menor do que 7 dias, implicando significativa economia

NO pProcesso.

v" Produzir maiores quantidades dos produtos, obtidos com sucesso,
para ensaios de aplicabilidade na industria do petroleo, como
agentes de limpeza de reservatorios de Oleo, redutores de
viscosidade de Oleos pesados, emulsificantes para emprego na
biorremediacdo de derramamento de 6leo em solos e ambientes
marinhos, estabilizante de emulsdes com hidrocarbonetos em geral,
aditivos lubrificantes em fluidos de completacdo e perfuracéao,

agentes inibidores de incrustagdo em rocha, etc.

v Investigar a sintese de ésteres de acgucar, empregando triglicerideos
como doadores de grupo acila. A vantagem seria 0 uso de Oleo
vegetal diretamente no processo, sem qualquer modificagcao
preliminar. A desvantagem seria a formagéao de glicerol, acarretando
maiores custos na purificagdo. Deve ser feito um estudo de
viabilidade econbmica em relagcdo ao processo que emprega

derivados de 6leo vegetal.

v Obter maiores quantidades de polimeros para ensaios de
caracterizagdo, quimica, fisico-quimica, térmica, mecanica,
microestrutural, visando o emprego como biomateriais, farmacos,

produtos de higiene, polimeros de engenharia e outros.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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