UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

DOUGLAS DE JESUS DA SILVA CLAUDINO

EFEITO DE SOLVENTES EUTETICOS PROFUNDOS NA SINTESE ENZIMATICA
DE ESTERES DE ACUCAR

CURITIBA

2025



DOUGLAS DE JESUS DA SILVA CLAUDINO

EFEITO DE SOLVENTES EUTETICOS PROFUNDOS NA SINTESE ENZIMATICA
DE ESTERES DE ACUCAR

Dissertagao apresentada ao Programa de Pos-
Graduagdo em Ciéncias-Bioquimica, Setor de
Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal
do Parana. Como requisito parcial a obtengao
do titulo de mestre em Ciéncias-Bioquimica.

Orientadora: Prof®. Dr?. Nadia Krieger

CURITIBA

2025



DADOS INTERNACIONAIS DE CATALOGAGCAO NA PUBLICACAO (CIP)
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA
SISTEMA DE BIBLIOTECAS — BIBLIOTECA DE CIENCIAS BIOLOGICAS

Claudino, D. J. 5.

Efeito de solventes eutéticos profundos na sintese enzimatica de ésteres de aclcar
./ Douglas de Jesus da Silva Claudino. — Curitiba, 2025.

1 recurso on-line : PDF.

Dissertacao (Mestrado) — Universidade Federal do Parana, Setor de Ciéncias Biologicas.
Programa de Pos-Graduacdo em Ciéncias — Bioguimica.
Orientadora: Prof.* Dra. Nadia Krieger.

1. Lipase. 2. Esteres. 3. Glucose. 4. Solventes. 5. Biossintese. 6. Burkholderia. 7. Lipase.
I. Krieger, Nadia, 1952-. Il. Universidade Federal do Parana. Setor de Ciéncias Biologicas.

Programa de Pos-Graduacao em Ciéncias - Bioguimica. IlI. Titulo.

Bibliotecdria: Rosilei Vilas Boas CRB-9/939




e MINISTERIO DA EQUCACAD
T I ]’1 | H I SETOR DE CIENCIAS BIOLOGICAS

LEAAEL T UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA
l ' F P PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAD
Ty PROGRAMA DE POS-GRADUACAD CIENCIAS
(BIOQUIMICA) - 40001016003P2

1\....]
W

TERMO DE APROVACAQ

05 mambros da Banca Examinadoera designada pelo Colegiade do Programa de Pés-Graduagio CIEMCIAS (BIOQUIMICA) da
Universidade Federal do Parana foram convocados para realizar a arguigao da Dissertagao da Mesirado de DOUGLAS DE JESUS
DA SILVA CLAUDING, intitulada: EFEITO DE SOLVENTES EUTETICOS PROFUNDOS NA SINTESE ENZIMATICA DE
ESTERES DE AGUCAR, sob orientagio da Profa. Dra. NADIA KRIEGER. que apos terem inguirido o aluno e realizada a avaliagdo
do frabalho, 580 de parecer pela sua APROVACAD no rito de defasa.

A oulorga do titulo da mestre esta sujeita a homologagao pelo colegiado, ao alendimento de todas as indicagies e corragdas

saliciladas pela banca a ao pleno alendimanto das demandas ragimentais do Programa de Pos-Graduagao.

CURITIBA, 24 de Margo de 2025,

Aszsinatura Eletrénica
2032025 09:38:03.0
MADIA KRIEGER

Prasidente da Banca Examinadora

Assinatura Eletrénica
280312025 15:26:35.0
CLARICE DIAS BRITTO DO AMARAL
Avaliador Externo (DEPARTAMENTO DE QUIMICA - UFPR)

Aszsinatura Eletronica
28032025 15:26:27.0
EDILEUSA CRISTINA MARQUES GERHARDT
Awaliader Interna (UNIVERSIDADE FEDERAL DD PARANA)

SETOR DE CIENCIAS BIOLOGICAS - CENTRO POLITECHICO - CURITIBA - Parana - Brasil
CEP B1531-980 - Tel: (41) 3361-1872 - E-mail: pghlbq@ulpr.hf
Documento assinado eletronicamenta de acordo com o disposto na legislacao lfederal Decreto 8539 de 08 de outubio de 2015,
Gerado e astenticado pelo SIGA-UFPR, com a seguinte identificagao anica: 436853
Para autenticar este documento/assinatura, acesse hitps:/isiga.ufpr brisigafvisitante/autenticacanassinaturas jsp
& insira o codigo 436853




Dedico este trabalho aos meus pais,
pela incansavel luta e apoio incondicional que sempre me ofereceram.
Vocés sdo os maiores exemplos de vida e inspiragdo para mim!



AGRADECIMENTOS

A Deus pela vida e por me permitir chegar até aqui.

A minha orientadora Nadia Krieger, sou imensamente grato pela orientacio, pelo
conhecimento compartilhado, pela confianca e paciéncia, e pela oportunidade que me deu

de realizar este trabalho.

Aos meus pais, Maria e Reinaldo, meu agradecimento profundo pelo amor,
suporte e incentivo. Sempre estiveram ao meu lado, em todos os momentos da minha
vida, e suas felicidades com minhas conquistas me ddo forca. Vocés sao os maiores
exemplos de determinacdo e persisténcia que eu poderia ter, e foi gracas a vocés que

consegui chegar até aqui. Amo voces!

A minha irma Thaylana, pelo apoio constante e por todas as horas de diversdo

que trouxeram alegria nos momentos em que mais precisei.

Ao meu namorado Nicolas, por estar sempre ao meu lado, ouvindo minhas
reclamagdes, medos e insegurangas, e por sempre me dizer: "isso € s6 uma fase, vocé

consegue".

Aos meus amigos do LTEB: Rafaela, Lucas, Aline, Dominicky, Gléydison,
Leandro, Eduardo e Julia por toda a parceria, ajuda e ensinamentos. A presenca de vocés
foi fundamental para minha evolug¢do e para que eu nao surtasse durante todos esses

meses. Muito obrigado!

Ao aluno de iniciacdo cientifica Rhenan Muniz pelas contribui¢des durante o

desenvolvimento deste trabalho.

A Universidade Federal do Parana e ao Programa de Pés-Graduagio em

Bioquimica, pela oportunidade e por todo o suporte oferecido ao longo deste percurso.

Aos técnicos do laboratorio de RMN e cromatografia dos departamentos de

Quimica, Bioquimica e Engenharia Quimica, agradeco pelo suporte técnico essencial.
A CAPES e a Fundagao Araucaria, pelo apoio financeiro.

E, por fim, a todos que, de alguma forma, contribuiram para a realizagao deste

trabalho.



RESUMO

O processo enzimatico para a sintese de ésteres de aguicar, compostos de grande
interesse industrial, apresenta varias vantagens. As enzimas sdo regiosseletivas, o que
permite a produg¢do do produto desejado em uma tUnica etapa de reagao, algo que nao
ocorre no processo quimico convencional. Além disso, por ser um processo de sintese, a
reagdo deve ocorrer em meios reacionais ndo aquosos, tipicamente utilizando solventes
organicos. No entanto, devido a toxicidade associada aos solventes organicos, foram
produzidos solventes ambientalmente amigaveis, como os solventes eutéticos profundos
(DESs), que tém mostrado resultados promissores na sintese de ésteres. Neste trabalho,
foi realizada a acetilacdo da D-glucose com acetato de vinila, em uma reacdo catalisada
pela Lipase B de Candida antarctica (CALB) e pelo s6lido fermentado contendo lipases
de Burkholderia contaminans LTEB11. O produto principal da reagdo foi o a-D-6-O-
acetilglucopiranosideo, que foi purificado por cromatografia flash, identificado por RMN
e IR, e quantificado por HPLC. A sintese do produto de interesse foi conduzida em meio
contendo DESs, preparados a partir de uma mistura de cloreto de colina e glucose
(ChCl:Glu 1:1) e cloreto de colina e glicerol (ChCIl:Gli 1:2). Para fins de comparagao, a
sintese também foi realizada em um sistema livre de solvente, utilizando como substrato
metil-a-D-glucose em acetato de vinila puro. Os resultados mostraram que a sintese de
metil-a-D-6-O-acetilglucopiranosideo no sistema livre de solvente obteve um
desempenho de 82% de conversdo, comparado com o sistema DES (ChCl:Glu), que
alcancou 44% de conversao do éster de actcar apds 72 h de reagdo. A baixa conversao no
sistema ChCl:Glu pode ser atribuida a alta viscosidade do DES. Com isso, foi avaliada a
adi¢do de diferentes concentracdes de agua (10%, 20% e 30% v v'!) como co-solvente
junto ao ChCI:Glu. A mistura contendo 20% de dgua apresentou um maior resultado, com
91% de conversao apds 72 h de reagdo, comparado a conversao obtida no sistema sem
agua (44%). Porém, a concentracdo mais alta de agua (30%) causou uma queda na
conversao para 72%. Os resultados indicam que a adi¢do de DES e 4gua proporciona um
ambiente mais adequado para as reagdes enzimaticas, diminuindo a viscosidade do meio

e melhorando a solvatag¢do da enzima.

Palavras-chaves: lipases, biossurfactantes, s6lido fermentado, biossintese, Burkholderia

contaminans LTEBI11, lipase B de Candia antarctica.



ABSTRACT

The enzymatic process for the synthesis of sugar esters, compounds of great industrial
interest, presents several advantages. Enzymes are regioselective, allowing the production
of the desired product in a single reaction step, which does not occur in the conventional
chemical process. Additionally, since it is a synthesis process, the reaction must occur in
non-aqueous reaction media, typically using organic solvents. However, due to the
toxicity associated with organic solvents, environmentally friendly solvents, such as deep
eutectic solvents (DESs), have been developed and have shown promising results in the
synthesis of esters. In this work, the acetylation of D-glucose with vinyl acetate was
carried out in a reaction catalyzed by Lipase B from Candida antarctica (CALB) and by
the fermented solid containing lipases from Burkholderia contaminans LTEBI11. The
main product of the reaction was a-D-6-O-acetylglucopyranoside, which was purified by
flash chromatography, identified by NMR and IR, and quantified by HPLC. The synthesis
of the product of interest was conducted in a medium containing DESs, prepared from a
mixture of choline chloride and glucose (ChCl:Glu 1:1) and choline chloride and glycerol
(ChCl:Gli 1:2). For comparison purposes, the synthesis was also performed in a solvent-
free system, using methyl-a-D-glucose as a substrate in pure vinyl acetate. The results
showed that the synthesis of methyl-a-D-6-O-acetylglucopyranoside in the solvent-free
system achieved a conversion of 82%, compared to the DES (ChCl:Glu) system, which
reached 44% conversion of the sugar ester after 72 h of reaction. The low conversion in
the ChCl:Glu system can be attributed to the high viscosity of the DES. Therefore, the
addition of different concentrations of water (10%, 20%, and 30% v v'') as a co-solvent
along with ChCl:Glu was evaluated. The mixture containing 20% water showed the best
result, with 91% conversion after 72 h of reaction, compared to the conversion obtained
in the water-free system (44%). However, the highest water concentration (30%) caused
a decrease in conversion to 72%. The results indicate that the addition of DES and water
provides a more suitable environment for enzymatic reactions by reducing the viscosity

of the medium and improving enzyme solvation.

Keywords: lipases, biosurfactants, fermented solid, biosynthesis, Burkholderia

contaminans LTEB11, Candida antarctica Lipase B.
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1. INTRODUCAO

A preocupagao com a producgado e eliminacao de rejeitos quimicos tem crescido,
e a geracao de residuos na produgdo industrial continua sendo um dos grandes desafios
ambientais da atualidade. Diversas alternativas ambientalmente amigaveis estdo sendo
desenvolvidas em diferentes setores industriais, e, nesse contexto, a biocatalise tem
mostrado uma contribuigdo significativa para minimizar os impactos ambientais.

Apesar dessa crescente preocupacao, o uso de solventes toxicos ainda representa
um problema nas producdes industriais. Por isso, a formulag¢do de solventes verdes tem
se tornado uma realidade. Os liquidos i6nicos (LIs), pioneiros na area de quimica verde,
estdo sendo progressivamente substituidos por solventes eutéticos profundos (DESs). Ao
contrario de alguns Lls, alguns DESs sdo biodegradaveis e biocompativeis, além de
permitirem reutilizacao em processos de sintese. Esses solventes tém mostrado resultados
promissores em processos enzimaticos.

Um exemplo notavel de aplicagdo dos DESs ¢ a sintese de ésteres de agucar
(EAs), glicoconjugados formados a partir de ligagdes covalentes entre carboidratos e
lipidios. Esses compostos apresentam propriedades antitumorais, antimicrobianas, €
funcionam como emulsificantes, estabilizantes e detergentes. Por essas caracteristicas,
sdo ideais para a produgdo de farmacos, vacinas e para aplicagdes nas industrias
alimenticia e cosmética, setores que exigem produtos de alto grau de pureza e baixa
toxicidade. Tradicionalmente, solventes organicos como DMSO, tetraidrofurano e alcoois
terciarios sdo usados nesses processos. No entanto, esses solventes apresentam graus de
toxicidade e podem prejudicar a atividade enzimatica, além de dificultar a solubiliza¢do
dos substratos da reagao.

A sintese de ésteres de acticar € normalmente realizada por via quimica, com ou
sem solvente. Esse processo, que requer altas temperaturas, pode resultar na formagao de
subprodutos toxicos quando combinado com catalisadores alcalinos. Além disso, a rota
quimica gera multiplos isomeros devido a natureza poliol dos carboidratos, que possuem
varios grupos hidroxila. Para isolar o grupo desejado, sdo frequentemente necessarios
grupamentos protetores, os quais devem ser removidos posteriormente, tornando o
processo complexo e demorado. Por outro lado, a rota enzimatica nao requer prote¢ao ou
desprotecao de grupos hidroxila, uma vez que algumas enzimas possuem caracteristica

regiosseletiva. Além disso, a reagdo enzimatica ocorre a temperaturas mais baixas e
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permite a utilizacdo de solventes mais ecologicos, tornando o processo mais simples,
rapido e ambientalmente amigavel. As lipases (EC 3.1.1.3) sdo as enzimas mais utilizadas
para a sintese de ésteres de actcar, devido a sua eficiéncia e versatilidade em diferentes
condigoes.

O objetivo deste trabalho ¢ realizar a sintese enzimatica de ésteres de aglcar
utilizando solventes eutéticos profundos (DESs), puros ou misturados, formados a partir
de um aceptor de ligacdo de hidrogénio (HBA), como o cloreto de colina, e um doador
de liga¢dao de hidrogénio (HBD), como glucose e glicerol. Serdo utilizadas as lipases B
de Candida antarctica (CALB) e lipases naturalmente imobilizadas no solido fermentado,
provenientes do fermentado em estado solido de Burkholderia contaminans LTEB11
(SFBC). Os resultados esperados possibilitardo a produgado de ésteres de agiicar em meios
reacionais mais ecoldgicos, oferecendo uma alternativa aos solventes organicos

tradicionais.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Estudar o efeito de solventes eutéticos profundos (DESs) na sintese enzimatica
de ésteres de agucar utilizando a lipase B de Candida antarctica (CALB) e o soélido

fermentado de Burkholderia contaminans LTEB11 (SFBC).

2.2 OBIETIVOS ESPECIFICOS

e Produzir solventes eutéticos profundos utilizando como aceptor de ligagdo de
hidrogénio (HBA) o cloreto de colina e como doadores de ligagao de hidrogénio
(HBD) a glucose, em uma razdo molar de 1:1, e glicerol em uma razdo molar de
1:2;

e  (Caracterizar os solventes eutéticos profundos por espectroscopia de
infravermelho (IR) e ressonancia magnética nuclear (RMN));

o Selecionar o melhor solvente eutético profundo a partir de reacdes catalisadas
por CALB, avaliando-se as conversdes em éster de agucar;

e  Extrair os produtos do meio reacional com DES, utilizando acetato de etila;

e  Estudar o efeito da presenca de 4gua no DES, avaliando-se a conversdo em éster;

e  Otimizar a sintese de ésteres de agucar no melhor meio e condigdes reacionais
pelo estudo da cinética da reacao e concentragdo de agua no sistema;

o  Estudar a possibilidade de reuso de CALB e SFBC em diferentes ciclos de
reacao;

e  Purificar por cromatografia flash e caracterizar os produtos formados na sintese
dos ésteres de agucar por Cromatografia liquida de Alta Eficiéncia (HPLC),

Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e infravermelho (IR).
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 LIPASES

Lipases (triacilglicerol hidrolases, EC 3.1.1.3) sdo enzimas pertencentes a classe
das hidrolases que, em condigdes naturais, catalisam a hidrolise de triglicerideos,
formando acidos graxos, diglicerideo, monoglicerideo e glicerol (JAEGER E REETZ,
1998; KAPOOR E GUPTA, 2012). Embora atuem na hidrdlise de triglicerideos, as lipases
também tém a capacidade de catalisar diversas reacdes de sintese, como esterificagao,
transesterificagdo e interesterificagdo (Figura 1), dependendo do meio reacional e dos

reagentes utilizados (GANDHI, 1997; BISEN et al., 2010; RIGO et al., 2010).

(0] (0]
)k . Lipase )I\ i o
. O,R + H,0 —= . O/H + R'OH (Hidrélise)
(0] (0]
)k 1 i )j\ 1 I
. O/H + R"OH B O/R + H,0 (Esterificacdo)
0 0 0] 0
il
R)l\O/Rl + RZJ\O/ R3 _‘i‘i R2J\O/R1 + . J\O,R3 (Interesterificagdo)

FIGURA 1 - REACOES QUIMICAS CATALISADAS POR LIPASES
FONTE: o autor (2025).

As lipases apresentam diferentes caracteristicas, podendo ser: quimiosseletivas,
quando atuam em um Unico grupo funcional presente no substrato com multiplas funcdes;
enantiosseletivas, quando reconhecem preferencialmente um dos isOmeros em uma
mistura racémica; e regiosseletivas, quando sdo capazes de distinguir as diferentes
posicdes de grupos funcionais idénticos (CHOJNACKA et al., 2007; SUN E XU, 2009).
Essas caracteristicas sao importantes para diversas aplicagdes biotecnologicas, como, por
exemplo, em reagdes de sintese de compostos industriais, incluindo a acilagao seletiva de

hidroxilas primarias de carboidratos, além da hidrolise dessas moléculas. Diversos
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estudos tém utilizado lipases para a acetilacdo regiosseletiva de carboidratos em
diferentes substratos (mono, di ou polissacarideos), com diversos agentes acilantes e em
diferentes sistemas reacionais, com ou sem solvente (VILLENEUVE, 2007, GUMEL et
al., 2011; REYES-REYES et al., 2022).

3.1.1  Aspectos estruturais e mecanismo de acio

As lipases sdo pertencentes a superfamilia das o/B-hidrolases e a classe das serina
proteases, € suas atividades ocorrem em um sitio catalitico formado por um conjunto de
trés residuos de aminoacidos: serina (Ser), histidina (His) e &cido aspartico (Asp) ou
glutdmico (Glu), conhecido como triade catalitica. Embora as lipases e serina proteases
compartilham o mesmo mecanismo de catalise baseado na triade de aminoacidos, as
lipases se distinguem pela sua capacidade de hidrolisar ligagdes ésteres em lipideos,
enquanto as serina proteases clivam ligagdes peptidicas em proteinas (OLLIS et al., 1992;
DEREWENDA, 1994). A maioria das lipases apresenta uma estrutura hidrofobica
chamada de "tampa" ou "/id", formada por cadeias laterais hidrofobicas presentes em sua
estrutura. Em ambientes aquosos, na auséncia de substratos hidrofobicos, as lipases se
encontram em sua forma fechada. Ja a presenga de substratos hidrofobicos no meio
aquoso induz a interagao da lipase com a interface hidrofébica, alterando a conformagao
da tampa e deixando a enzima em sua forma "aberta", que ¢ a sua forma cataliticamente

ativa (BRADY et al., 1990; SCHRAG et al., 1997).

O mecanismo catalitico para a reagdo de hidrélise de ésteres mediado por lipases
¢ mostrado na Figura 2, consistindo em uma sequéncia de seis etapas. O primeiro passo
(1) mostra o complexo enzima-substrato, formado pela ligagdo do grupo Rz no bolsdo de
especificidade, mantendo a ligagdo do carbono do éster a ser quebrado préximo ao residuo
de serina. A ligacdo do substrato induz uma mudan¢a conformacional na enzima,
permitindo a formacdo de uma ligagdo de hidrogénio entre o residuo negativamente
carregado do aspartato (ou glutamato) e o residuo de histidina. Essa interacdo faz com
que a histidina atue como uma base, removendo um proton do grupo hidroxila do residuo
de serina, tornando esse residuo nucleofilico e gerando um ion alcoxido. Na etapa 2,
ocorre um ataque nucleofilico do ion alcéxido a carboxila do éster, formando um
intermediario tetraédrico estabilizado pela cavidade do oxianion, através de ligacdes de

hidrogénio entre os residuos de tirosina e glutamina. Em seguida, no passo 3, hé a quebra
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da ligagdo éster e a liberacao do primeiro produto da reagdo, que consiste na porgao
alcodlica (Ri1), além da formag¢do do intermedidrio acil-enzima. A etapa 4 consiste na
hidrolise do intermediario acil-enzima com a entrada de uma molécula de dgua, seguida
pela formagao de um segundo intermedidrio tetraédrico, conforme demonstrado na etapa
5. Por fim, na etapa 6, ocorre a formagdo do produto e a regeneracdo da lipase livre

(CAMPBELL e FARREL, 2007; MORAN 2013).

FIGURA 2 - MECANISMO DA REACAO DE HIDROLISE CATALISADA POR
LIPASES

Legenda: triade catalitica: acido aspartico (Asp), histidina (His), serina (Ser); Bolsdo do oxianion:
triptofano (Tyr) e Glutamina (Gln) e Bolsao de especificidade (regido pintada). Imagem ilustrativa.

FONTE: adaptado de Campbell ¢ Farrel (2007) e Moran et al. (2013).
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3.1.2  Alipase B de Candida antarctica (CALB)

A maioria das lipases apresenta uma massa molecular entre 30 e 60 kDa, sendo
que a cadeia polipeptidica da lipase B de Candida antarctica (CALB) tem uma massa
molecular de 33 kDa, composta por 317 aminoacidos. (MARTINELLE e HULT).
Uppenberg et al. (1995) realizaram a cristalografia de quatro posigdes diferentes de
CALB em presenca de inibidor e 4gua, e observaram a auséncia de uma tampa claramente
definida, quando comparada a “/id” de outras lipases. Em seguida foi investigado a
ativacao interfacial de CALB, onde o mesmo nao foi detectado. O sitio ativo € composto
por uma triade catalitica, e caracteristicas importantes, como as restrigdes fisicas e a
natureza hidrofébica do sitio ativo, determinam a seletividade do substrato (ANDERSON

et al., 1998).

FIGURA 3 — REPRESENTACAO DA ESTRUTURA TRIDIMENSIONAL DA LIPASE
B DE Candida antarctica (CALB)

Legenda: a-hélices sdo representadas pelos espirais (azul) as fitas [ pelas setas (cinza); dominio lid
representado em amarelo e os residuos da triade catalitica representados em rosa.

FONTE: protein data bank (2025).
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A estrutura tridimensional de CALB foi determinada por Uppenberg et al.
(1994), que relataram a presenca de 10 a-hélices e 9 fitas B (Figura 3). O residuo catalitico
Ser105 situa-se no final da regido C-terminal da fita f4, o residuo de His224 esta
localizado na alga que segue a fita a2 e o residuo Asp187 encontra-se em uma volta que

segue a fita 36.

As lipases B de Candida antarctica (CALB), conhecidas comercialmente como
Novozyme 435, sdo lipases imobilizadas por adsor¢ao em suporte Lewatit e produzidas
pela empresa Novozymes. CALB apresenta diversas caracteristicas que a tornam
eficiente em vérios processos industriais, como: estabilidade em uma faixa de pH de 3,5
a 9,5; estabilidade a temperaturas de 50 °C a 80 °C; e sua utilizagdo em meios contendo
desde solventes apolares, como hexano e iso-octano, até solventes organicos polares,
como terc-butanol, acetona e acetonitrila (ANDERSON et al.,, 1998). CALB ¢
amplamente requerida para processos que exigem alta seletividade e estabilidade. Ela ¢
muito utilizada em processos industriais, como na sintese de biodiesel e de ésteres, além
de reagdes de polimerizacao (DIAS et al., 2017; CETINKAYA et al., 2020; MARATHE
et al., 2020).

3.2 LIPASES E SUAS APLICACOES NA SINTESE DE ESTERES DE
ACUCAR

Esteres de agucar (EAs) sdo glicoconjugados formados a partir de ligagdes
covalentes entre um carboidrato e um lipidio ou éster vinilico, contendo uma fragao
hidrofilica e uma fragdo hidrofébica (Figura 4) (IBINGA et al., 2019). Os EAs sao
biossurfactantes ndo i6nicos capazes de reduzir a tensao superficial e promover a mistura

de componentes imisciveis, como 6leo e agua (REN E LAMSAL, 2017).

EAs sdo comumente aplicados nas industrias de alimentos, farmacéutica e
cosméticos devido as suas propriedades emulsificantes, estabilizantes e detergentes (REN
e LAMSAL, 2017; SEMPROLI et al., 2023). EAs ndo sdo téxicos, ndo prejudiciais ao
meio ambiente, por serem biodegradaveis, ¢ derivados de matéria-prima renovavel
(NITSCHKE e PASTORE, 2002; SEMPROLI et al., 2023). Essas caracteristicas sio
importantes para usos farmacéuticos, ja que os EAs exibem propriedades antimicrobianas
e antitumorais, podendo ser utilizados para a producdo de farmacos (OKABE et al., 1999;

PETROVA et al., 2018; PERINELLI et al., 2018)
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B)

FIGURA 4 - ESTRUTURAS DE ESTERES DE ACUCAR

Legenda: A) laurato de glucose e B) oleato de frutose.

FONTE: adaptado de Mai et al. (2011) e Cetinkaya et al. (2020).

A sintese de ésteres de agucar pode ser realizada por meio de processos quimicos
ou enzimaticos (SIEBENHALLER et al., 2018). A rota quimica, com ou sem solvente,
requer altas temperaturas e, quando combinada com um catalisador alcalino, pode
promover a formagao de subprodutos toxicos (GODOY et al., 2016; LIMA et al., 2018;
NETA et al., 2015). Além disso, o0 método quimico gera multiplos isdmeros devido a
natureza poliol dos carboidratos, que possuem varios grupos hidroxila semelhantes. Nesse
caso, o grupo desejado deve ser separado dos demais por meio da adi¢cao de grupamentos
protetores, que posteriormente precisam ser removidos, tornando o processo complexo e

demorado (BORGES, 2007; VILLALOBOS et al., 2018).

Por outro lado, a rota enzimatica ¢ um processo que nao requer a protecao dos
grupos hidroxila (ADACHI e KOBAYASHI, 2005), uma vez que as enzimas sio
regiosseletivas. Além disso, a rota enzimdtica exige baixa temperatura de reacgdo,
propiciando altos rendimentos e maior pureza do produto de interesse (NETA et al., 2012;
SIEBENHALLER et al., 2018). Dentre as enzimas, as lipases sdo as mais utilizadas para
realizar reagdes de transesterificacdo na sintese de ésteres de acucar (Tabela 1), devido a

sua eficiéncia e versatilidade em diferentes condicdes (GUMEL et al., 2011).
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Duas informagdes importantes devem ser observadas na Tabela 1.
Primeiramente, a maioria das acetilagdes ocorre no carbono de posi¢ao 6, o que indica
que muitas das lipases utilizadas apresentam alta regioseletividade para essa posi¢do. A
sintese de 4-O-lauroilramnose realizado por Oliva et al., (2022), mostrou que a acetilacio
da ramnose por laurato de vinila, catalisado pela lipase de Pseudomonas stutzeri ocorreu
preferencialmente no carbono de posicdo 4. Estudos de dinamica molecular
demonstraram que fortes ligacdes de hidrogénio sao formadas entre a lipase e as ramnose,
sendo que, a hidroxila C4 interage com a Ser109 e His277, enquanto os grupos hidroxila
C3 e C2 interagem com Met43, e C1 com Gly42 e His108. Mostrando que a posi¢ao mais
favoravel para a transesterificagdo foi a posicdo 4. Em segundo lugar, quase todos os
estudos envolvendo a sintese enzimatica de ésteres de acgticar utilizam solventes organicos
como meio reacional, dentre os quais se destacam DMSO, alcoois e liquidos idnicos

(ARNIZA et al., 2020; MARATHE et al., 2020; NGUYEN et al., 2019).

Liu (2017) utilizou dimetilsufoxido (DMSO) como meio reacional para a sintese
de palmitato de isomaltriose (Figura 5). Para a acetilagcdo da isomaltriose com acido
palmitico, foi empregada a lipase de Bacillus thermoproteolyticus Rokko. Como

resultado, obteve-se 89% de conversao em 24 h de reacao.

7 \ £—0, (||) Metalloprotease 4 (\)H
% it CHy(CHp)je—C—OCH =~ ———— ! + HC=CH,
TR | g‘Hg HOHO‘ L4
“?lm R = CO(CH,),,CH, Hi i |
" no o HO  oH

FIGURA 5 - REACAO DE ACETILACAO DA ISOMALTRIOSE EM MEIO
CONTENDO DMSO

FONTE: Liu, (2017).

Outro exemplo sdo os estudos realizados por Chang et al. (2018), nos quais a
reacdo de acetilagdo da D-glucose com laurato de vinila, catalisada pela CALB, foi
realizada utilizando butil-3-metilimidazolio e tetrafluoroborato (1:1 v v''). Obteve-se

75% de conversao de lauroil glucose (Figura 6) em 12 h de reag¢do a 65 °C.
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0
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R’=-CH=CH:2

FIGURA 6 - REACAO DE ACETILACAO DE LAUROIL GLUCOSE EM MEIO
CONTENDO LIQUIDOS IONICOS

FONTE: Chang et al. (2018).

Os problemas mais comuns em muitas abordagens ¢ a baixa solubilidade dos
acucares em solventes organicos e a formacao de residuos devido aos solventes utilizados
(POHNLEIN et al., 2015). Como alternativa, a sintese pode ser realizada em meios livres
de solvente, utilizando os proprios reagentes da reacao como meio reacional. Na tabela 1
observa-se dois trabalhos de sintese de ésteres de acticar em meios livre de solventes.
Villalobos et al. (2018) utilizaram como catalisador o s6lido fermentado de Burkholderia
contaminans LTEB11 (SFBC) para a acetilagdo da metil-a-D-glucose com acetato de
vinila em excesso, compondo o meio reacional (Figura 7). Como produto da sintese,
obteve-se o produto majoritario proveniente da acetilacao no carbono da posi¢ao 6 (metil-

a-D-6-O-acetilglucopiranosideo), com uma conversao de 71% em 72 h de reacao.

)

YCHS

Acetato de vinila

Sélido fermentado com lipases de
Burkholderia contaminans LTEB11

FIGURA 7 - REACAO DE ACETILACAO DE METIL-A-D-6-O-
ACETILGLUCOPIRANOSIDEO EM SISTEMA LIVRE DE SOLVENTE

FONTE: Villalobos et al. (2018).
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33 SOLVENTES EUTETICOS PROFUNDOS

Com o desenvolvimento do conceito de quimica verde, muitos estudos tém se
dedicado ao desenvolvimento de solventes mais sustentaveis. Os liquidos idnicos,
formados a partir de uma mistura entre um cation e um anion (Figura 8), foram uma das
primeiras alternativas promissoras dentro desse conceito, devido a sua nao volatilidade,
estabilidade térmica e alto poder de solvatacdo. Por outro lado, os liquidos 16nicos
apresentam desvantagens, como o alto custo e dificil preparo. Além disso, o conceito de
"solvente verde" tem sido contestado para os LI, devido a sua possivel toxicidade e baixa
capacidade de biodegradagdo, dependendo dos compostos utilizados em sua formulagao

(DURAND et al., 2013; JAVAHERIAN e SAGHANEZHAD, 2019).

A) B)

CH;CO0"
CH,CO0"

O\ +
O |

[Me(OEt),-Et-Im][Ac]
[Me(OEt);-Et;N][Ac]

FIGURA 8 - ESTRUTURAS DE DOIS LIQUIDOS IONICOS COMPATIVEIS COM
ENZIMAS

Legenda: estrutura A) [Me(OEt),-Et-Im][Ac] 1-etil-3-metoxil-1-etoxi-imidazol acetato; estrutura B)
[Me(OEt)s-EtsN][Ac] 1-etil-3metoxi-1-etoxi-imidazol acetato.

FONTE: adaptado de Yang e Huang (2012).

Atualmente, como alternativa para substituir os liquidos 10nicos (LIs) e manter
suas caracteristicas vantajosas, uma nova geragao de solventes ecologicos foi formulada:

os solventes eutéticos profundos (DESs).

DESs sdao formados pela mistura de dois ou mais compostos, chamados de

doadores de ligacao de hidrogénio (em inglés, hydrogen bond donnor, HBD) e aceptores
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de ligacao de hidrogénio (em inglés, hydrogen bond aceptor, HBA). A mistura, em uma
concentragdo bem definida de HBD e HBA, exibe um ponto de fusdo minimo observado
no diagrama de fases. Normalmente, essa mistura apresenta uma temperatura de fuso
consideravelmente menor em relagao a temperatura de fusdo dos componentes da mistura
isolados (ABBOTT et al., 2003; ACHKAR et al., 2021). Esta reducao da temperatura de
fusdo da mistura ocorre provavelmente pelo estabelecimento de ligacdes de hidrogénio
entre HBD e HBA (Figura 9). Os HBDs podem ser alcoois, aminas, amidas ou 4cidos
organicos e os HBAs geralmente sdo sais de amonio, como cloreto de colina, cloreto de
acetilcolina ou cloreto de etilamonio (Figura 10) (ABBOTT et al., 2003; CHOI et al.,
2011; SMITH et al., 2014).

HBA HBD Complexo HBA:HBD H,

FIGURA 9 — EXEMPLO DE COMPLEXO ENTRE DOADOR E ACEPTOR DE
LIGACAO DE HIDROGENIO EM DES BASEADO EM CLORETO DE COLINA E
UREIA (1:2)

FONTE: adaptado de Achkar et al. (2021).



29

HBA HBD

HO )L HO\)\/UH
~"on NHy NH,

Etileno glicol Ureia Glicerol

/ . OH
/\/N+-_ /\ - OH OH T T
0
Ho \ NH; Ao NN o NN
- HO -
Cl OH OH OH  OH
o1 OH
Cloreto de colina Cloreto de etilaménio Sorbitol Xilitol Glucose

o m o i HO OH
/+ HO OH OH OH \©/
O/\/ N\ 0 OH

Cr Acido citrico Acido malico Resorcinol

Cloreto de acetilcolina 1o /W
OH OH

FIGURA 10 — EXEMPLOS DE ACEPTORES DE LIGACAO DE HIDROGENIO
(HBAs) E DOADORES DE LIGACAO DE HIDROGENIO (HBDs) PARA
FORMULACAO DE SOLVENTES EUTETICOS PROFUNDOS.

FONTE: o autor (2025).

Assim como os liquidos i16nicos, os DESs possuem baixo ponto de fusdo e baixa
volatilidade. Contudo, ao contrario dos liquidos i6nicos, preparo de DES ¢ muito mais
simples € ndo requer processos de purificacdo. Além disso, sdo compostos
biodegradaveis, caracteristicas que tornam algumas formulacdes de DESs mais atraentes

para as industrias farmacéutica e alimenticia (TAYSUN et al., 2022).

Uma categoria especial de DES sdo os solventes eutéticos profundos naturais
(NADES, do inglés nutural deep eutectic solvents), que sao formulagdes compostas por
matérias-primas renovaveis derivadas de metabdlitos vegetais, como acidos graxos,
amidos, agucares e dcidos organicos (JELINSKI et al., 2019). Os DES tém sido objeto de
crescente investigacao devido as suas caracteristicas intrinsecas, como a sustentabilidade
e a auséncia de riscos a saude, o que os torna escolhas altamente promissoras para diversas

aplicagdes industriais (LAPENA et al., 2019; XIA et al., 2020).
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Outra caracteristica vantajosa na utilizacdo de NADES e DES em geral ¢ a
possibilidade de obter diversas combinagdes de formulacao, permitindo modulagcdes de
acordo com a reacdo de interesse. Como os ésteres de actcar sdo carboidratos, ¢ possivel
adaptar o método para que a glucose possa fazer simultaneamente parte do solvente e do

substrato da reacao (SIEBENHALLER et al., 2018).

Estudos voltados para as propriedades fisicas dos DESs, como viscosidade e
condutividade, foram iniciados por Abbott et al. (2003). Ao longo dos anos, novos estudos
sobre os DES vém surgindo, especialmente no que se refere as suas aplicagdes. O foco
tem sido maior nas aplicagdes em processamento de metais, como meios para sintese
quimica ou na extracdo de compostos inorganicos de fontes vegetais e animais

(CRAVEIRO et al., 2019; PIRES et al., 2022).

A mistura de dois ou mais compostos que, em uma concentragdo bem definida,
exibe um ponto de fusdo minimo observado no diagrama de fases representado na Figura
11 é conhecida como mistura eutética. Normalmente, essa mistura necessita de uma
temperatura de fusdo consideravelmente menor em relagao a temperatura de fusao dos

compostos isolados (Abbott et al., 2003; Achkar et al., 2021).

Liquido

Tm(A)

T'm(B)

Temperatura

[ Ponto cutético

T Eutética

Sélido

¥
0 Composigiio eutética 1

Razio molar

FIGURA 11 - DIAGRAMA DE FASES DA MISTURA DE SOLVENTES EUTETICOS
PROFUNDOS

Legenda: T°m (A): temperatura do ponto de fusdo do composto A; T°m (B): temperatura do ponto de fusdo
do composto B e T° eutética: temperatura do ponto de fusdo da mistura eutética.

FONTE: adaptado de Achkar et al. (2021)



31

3.3.1 Efeito de solventes eutéticos profundos na atividade de lipases

A utilizagdo de DES em reacdes enzimaticas tem ganhado cada vez mais
destaque, especialmente nas reacdes de sintese envolvendo lipases, pois os DESs tém a
capacidade de influenciar a atividade das lipases devido a sua habilidade de solvatagdo e
modificagdo do microambiente enzimatico (DURAND et al., 2014).

Os DESs podem ser utilizados como um sistema "2 em 1", servindo ndo apenas
como solventes, mas também como substratos para a reacdo, permitindo com que o
sistema supere os problemas de solubilizacdo do substrato. (DELAVAULT et al., 2021).
As ligacdes de hidrogénio entre os componentes do DES e o sitio ativo da enzima
promovem um melhor desempenho da lipase, podendo aumentar sua atividade enquanto
preservam a conformagao tercidria da enzima, mesmo em condicdes severas (CVJETKO
et al.,, 2015; DURAND et al., 2013). Além disso, os DESs podem contribuir para a
solubilidade dos substratos, facilitando o acesso destes a cavidade da enzima, o que os
torna uma alternativa eficiente para reagdes que envolvem substratos com diferentes
polaridades, como na sintese de ésteres de agucar (GUAJARDO et al., 2019). A formagao
de ligagdes de hidrogénio entre os DESs e o intermediario tetraédrico de reagdes
catalisadas por lipases pode estabilizé-lo, contribuindo para o aumento da atividade da
lipase. Além disso, os DESs também podem interagir com a "/id" da lipase, promovendo
sua abertura e, consequentemente, aumentando a atividade enzimatica (SHEHATA et al.,

2020).

A atividade e a estabilidade de lipases em meio contendo DES pode ser
aumentada ainda mais com a incorporagdo de aditivos ou co-solventes, como por
exemplo, a adigdo de 4gua no meio reacional. No qual pode ser realizado com a adi¢do
de agua apos o preparo do solvente, ou a producdo de um DES ternario, ou seja, a agua
ser utilizada como um segundo HBD (BERGUA et al., 2021; HOLLENBACH et al.,
2020). Poucos estudos foram feitos a respeito desta tematica. Guajardo et al. (2019)
exploraram pela primeira vez o uso da mistura de DES e dgua como co-solvente em
reacdes enzimatica em biorreatores. Foi realizada a transesterificagdo de glicerol com
acido benzoico em biorreator de batelada alimentada, utilizando DES a base de cloreto
de colina e glicerol (ChCl:Gli. 1:2) e mais 10% de 4gua (v v''), combinagio que resultou

em um meio com baixa viscosidade, possibilitando uma conversao de 90%.
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Em estudos de dindmica molecular, Qiao et al. (2021) analisaram a solvatagao e
a estrutura de CALB em dois DESs diferentes (cloreto de colina e ureia, ChCl:U, 1:2, e
cloreto de colina e glicerol, ChCI:Gli, 1:2) e utilizaram como padrao a lipase em solucao
aquosa. Os numeros de moléculas utilizados para a simulagdo foram: 1512 moléculas de
colina, 1500 moléculas do ion cloreto, 3000 moléculas de ureia ou glicerol e 2000
moléculas de dgua. Segundo os autores, a enzima permaneceu enovelada tanto nos DESs
puros quanto com DES em presenca de dgua. Outro ponto observado ¢ que a adigdo de
agua afeta a area superficial e a estrutura secundaria do sitio ativo da enzima de forma
diferente em cada DESs. Em ChCl:U, a area superficial do sitio ativo da lipase diminui
com a adi¢do de agua, podendo reduzir significativamente o desempenho da lipase.
Porém, em ChCl:Gli, a adigdo de moléculas de d4gua aumentou a area superficial do sitio
ativo, podendo promover a liga¢do proteina-substrato, o que garante uma boa fungao
catalitica. Os DESs ChCl:U e ChCI:Gli podem levar a mudancas na estrutura secundaria,
e com isso, podem afetar os residuos cataliticos Ser105 ¢ His224. A presenca de agua
junto ao DES restaura parcialmente as estruturas secundarias para um nivel mais proximo

ao da proteina em solu¢do aquosa pura.

Por outro lado, estudos realizados por Nian et al. (2019) mostraram, a partir de
analises experimentais ¢ dindmica molecular, a interagcdo entre a enzima CALB e um
sistema binario de DES (ChCIL:Gli, 1:2) com diferentes fragdes molares de agua. Foi
observado que, em uma fracdo molar de agua de 0,7, ocorreram maiores formagdes de
ligagdes de hidrogénio entre CALB e o DES. No entanto, a atividade da enzima foi
significativamente menor. J4 a fragdo molar de 0,3 resultou em uma menor quantidade de
ligacdes de hidrogénio e em uma maior atividade da CALB. Com isso, os autores
avaliaram a distribui¢cdo radial dos componentes do DES, como os cations de colina,
glicerol e ions cloreto presentes ao redor do sitio ativo da lipase. Os resultados mostraram
que, conforme aumentava a fracdo molar de 4gua, maior era a solvatacdo dos
componentes do DES, desfazendo a estrutura do solvente e formando aglomerados de
moléculas cloreto-glicerol, que possivelmente se fundiram ao sitio ativo da CALB. Isto
levou a uma interagdo excessiva de ligagdes de hidrogénio, prejudicando a estrutura da
enzima e resultando em uma diminuicao de sua atividade. Também foi observado que,
quando adicionada uma fragdo molar de agua de 0,3, as ligagdes de hidrogénio entre os
residuos Ser105, His224 e Asp187 mantiveram seus comprimentos praticamente fixos.

No entanto, quando a fragcdo foi aumentada para 0,7, os comprimentos das ligacdes de
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hidrogénio entre os residuos da triade catalitica aumentaram, indicando que essas ligacdes

se tornaram muito fracas, o que poderia prejudicar a eficiéncia catalitica da lipase.

Apesar de existirem estudos sobre lipases em meios reacionais com DES, ainda
ha davidas sobre como os DES podem potencializar a atividade enzimética, melhorar a
eficiéncia enzimatica e aumentar a estabilidade da enzima. Em relagdo a sintese de ésteres
de actcar, embora muitos estudos tenham sido realizados, a formulagdo de DES mais
investigada para esse fim ¢ a baseada em cloreto de colina e ureia ou glicerol; poucos
trabalhos abordaram outras formulagdes. Uma 4area promissora € a sintese de ésteres de
acicar em um sistema “2 em 17, utilizando um dos substratos da reagdo para também

formular o solvente eutético profundo, que € um dos objetivos deste trabalho.

4. MATERIAIS E METODOS

Os ensaios experimentais deste trabalho foram realizados no Laboratério de
Tecnologia Enzimdtica e Biocatdlise (LTEB) no Departamento de Quimica e no
Laboratério de Tecnologia Fermentativa e Enzimatica (LTFE) no Departamento de

Bioquimica e Biologia Molecular, situados na Universidade Federal do Parana (UFPR).

4.1 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Este trabalho foi desenvolvido mediante diferentes etapas apresentadas no

diagrama da Figura 12, onde estdo descritos os métodos utilizados.
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FIGURA 12 - FLUXOGRAMA DA ESTRATEGIA DESTE TRABALHO

FONTE: o autor (2025).
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4.2 MATERIAIS E REAGENTES

a-D-glucose anidra (96% de pureza), metil-a-D-glucose, acetato de vinila e
acetato de etila foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Sdo Paulo, Brasil). Acido sulfurico
utilizado para a preparacao de fase movel grau HPLC foi adquirido da Tedia (Ohio, EUA).
A lipase B de Candida antarctica (CALB) foi doada por Novonesis Latin America
(Araucaria, Parand, Brasil). Os solventes organicos e demais reagentes atenderam o grau

de pureza recomendado nos experimentos e foram utilizados sem tratamento prévio.

O solido fermentado seco (SFBC) foi produzido por Dias et al. (2017). Este
solido foi preparado a partir de bagaco de cana e farelo de sementes de girassol, na
propor¢io de 1:1 (m m™), umedecido com tampao fosfato 0,1 mol L' pH 7,0, e inoculado
com 2 mL de um meio contendo a cepa da bactéria Burkholderia contaminans LTEB11.
SFBC permaneceu armazenado a 4 °C. Sua atividade de hidrélise, dosada pelo método
titulométrico (item 4.4.1), foi de 61 U g'SS (U g de sélido seco) e a atividade de

esterificacdo, analisada pelo método de Lowry-Tinsley (item 4.4.2.1), foi de 1,5 U g'SS.

4.3 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

4.3.1 Preparo e Caracterizacio dos Solventes Eutéticos Profundos

A preparacdo dos DESs foi realizada conforme a metodologia descrita por Soares
et al. (2023). A Tabela 2 apresenta as massas de HBDs (Glu e Gli) e HBA (ChCl)
necessarias para produzir 40 mL de DES. As propor¢des de HBA e HBD garantem com
que ocorra a formacdo do solvente e possibilite uma alta estabilidade a temperatura
ambiente. Antes de os DES serem preparados, o cloreto de colina (ChCl) foi seco em uma
estufa a 60 °C por 3 dias. Em seguida, os componentes HBA/HBD foram pesados e
adicionados a um béquer de 100 mL. O DES baseado em glucose foi colocado em um
banho-maria com agitacao suave a 80 °C por 120 min ou até que um liquido limpido fosse
formado. O DES baseado em glicerol foi preparado aquecendo-se a mistura eutética em
um forno de micro-ondas convencional (Panasonic, NN-S53BH, Brasil). O béquer foi
colocado no micro-ondas em trés ciclos de 20 s. Ap6s cada ciclo, a mistura era
homogeneizada com bastdo de vidro antes do proximo ciclo, até que um liquido incolor

e estavel fosse formado.



36

Apos o preparo, os DESs (ChCl:Glu e ChCIl:Gli) foram caracterizados por
espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR). Os espectros foram
obtidos no modo de transmitancia (faixa de 4000 a 500 cm™!, resolugdo de 4 cm™ e 32
varreduras) em um espectrometro modelo Vertex 70 da Bruker (MA, EUA) e ressonancia

magnética nuclear (RMN) para o DES (ChCl:Glu) (item 4.4.3).

TABELA 2 - RAZAO MOLAR, METODOS DE AQUECIMENTO E TEMPO DE
PREPARACAO DOS SOLVENTES EUTETICOS PROFUNDOS (DESs)
UTILIZADOS NESTE TRABALHO

HBA:HBD Razdo HBA/HBD M¢étodos de aquecimento

molar massas (g)

ChCl:Glu 11 23.04/29.73 Banho-maria, sob agitagdo suave,
80 °C por 120 min

Irradiacdo micro-ondas (60% de
ChCIL:Gli 1:2 20,45/26,98 poténcia, 480 W), 1 min (3 ciclos de
20 s)

LEGENDA: HBA, aceptor de ligagdo de hidrogénio; HBD, doador de ligagdo de hidrogénio; ChCl, cloreto
de colina; Glu, glucose; Gli, glicerol.

FONTE: o autor (2025).

4.3.2  Sintese de Esteres de Acticar

4.3.2.1 Em meio livre de solventes

Foi realizada, para fins de comparac¢do, a sintese de ésteres de agucar em meio
livre de solvente, adaptando o protocolo descrito por Villalobos et al. (2018). Em um
Erlenmeyer de 125 mL com tampa, foram adicionados 150 mg de metil-a-D-glucose
(0,83 mmol L") e 100 mL de acetato de vinila (1,0 mol L. Os frascos foram incubados
em agitador orbital por 24 h, a 298 rpm e 40 °C. Apo6s esse periodo, 100 mg de CALB ou

SFBC foram adicionados e a incubacgdo continuou nas mesmas condi¢des por mais 72 h.
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O progresso da reagao foi acompanhado por CCD (item 4.4.2) e ao final da reacao, foram

coletados 100 puL do meio reacional para andlise HPLC (item 4.4.5).

4.3.2.2 Em presenga de DES

O protocolo de sintese de ésteres de agiicar em DES foi adaptado da metodologia
de Pohnlein et al. (2015). Em um frasco Erlenmeyer de 25 mL com tampa, foram
adicionados 3,5 mL de DES (ChCl:Glu ou ChCl:Gli), juntamente com 250 uL de acetato
de vinila (0,77 mol L) e 250 mg de D-glucose (40 mmol L!) para a sintese contendo
DES (ChCL:Gli). Apods esta etapa, os frascos Erlenmeyers foram incubados para
solubilizacdo do meio reacional em um agitador orbital de bancada, operando a 298 rpm,
40 °C, por 24 h. Ap6s o periodo de incubagdo, 100 mg de CALB ou 100 mg de SFBC
foram adicionados ao frasco e o sistema foi novamente incubado sob as mesmas
condi¢des por mais 72 h. O progresso da reacdo foi acompanhado por CCD (item 4.4.2)
e ao final da reagdo, foram coletados 100 puL. do meio reacional para andlise HPLC (item
4.4.4). A escolha da D-glucose como substrato foi motivada pelo baixo custo do reagente,
sua utilizagdo na formulagdo do DES, que exige uma grande quantidade, e pela
regioseletividade especifica do biocatalisador CALB para o carbono C-6 da glucose, o
que dispensa a necessidade de grupos protetores. Isso contrasta com o sistema livre de

solvente, que utilizou a glucose metilada no carbono C-1.

4.3.2.3 Efeito da concentragdo de agua

Foram realizadas reagdes com diferentes concentragdes de agua, utilizada como
co-solvente, com DES ChCIl:Glu, com o objetivo de reduzir a viscosidade do meio
reacional. Nestes experimentos foi utilizada somente CALB. Para isso, seguiu-se a
metodologia de sintese descrita anteriormente, adicionando-se 10%, 20% e 30% (v v'!)
de agua em relacdo ao volume total do meio reacional. As composicdes das misturas de

cada ensaio estdo mostradas na Tabela 3.
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TABELA 3 - MISTURAS UTILIZADAS PARA INVESTIGAR O EFEITO DA
CONCENTRACAO DE AGUA NA SINTESE DE ESTERES DE ACUCAR

Teor Agua DES Acetato Volume Total
Acrénimo de agua ( n%L) (ChCIL:Glu) de Vinila (mL)
(%, vv'h (mL) (mL)

Controle 0 0,0 3,5 0,25 3,75
H>010 10 0,4 3,1 0,25 3,75
H>020 20 0,7 2,8 0,25 3,75
H>030 30 1,0 2,5 0,25 3,75

Condig¢des reacionais: as reagdes foram iniciadas com adi¢do de 100 mg de CALB e incubadas em um
agitador orbital de bancada a 298 rpm, 40 °C por 72 h.

FONTE: o autor (2025).

4.3.3 Extracao e Purificacdo dos Produtos

A metodologia utilizada para extrair os produtos dos meios reacionais contendo
DES foi adaptada de Pohnlein et al. (2015). Para isso, foram adicionados 3,7 mL de agua
a 70 °C ao meio reacional (3,7 mL). A mistura foi colocada em agitador magnético a 900
rpm por 15 min. Em seguida, foram adicionados 8 mL de acetato de etila, agitando-se
novamente em agitador magnético por 45 s. A fase organica, contendo os glicolipidios,
foi coletada para analise por CCD (item 4.4.2). Esse processo foi repetido até a extragdao

maxima dos produtos, verificada pela auséncia de manchas na CCD.

Apos a extragdo dos produtos, foi realizada a purificagdo destes mediante
cromatografia flash, utilizando uma coluna de 20 mm de diametro preenchida com silica
gel 60 mesh 220-440 (Sigma-Aldrich, Sao Paulo, Brasil) com altura de 19 cm e como
fase mével uma mistura de acetato de etila/metanol (9:1 v v'!). Os produtos purificados,
foram concentrados por rotaevaporagdo e pesados para a obtencdo da massa, que foi

utilizada posteriormente para a determinag¢ao do rendimento da reacao.

O rendimento foi calculado com a Equacao 1 e 2.
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RT=———+— (Equagao 1)

onde: RT ¢ o rendimento teorico da reacdo (g); [S] ¢ a concentracdo de substrato (g); MM,

¢ a massa molar do produto e MM; ¢ a massa molar do substrato.

RRe [P] x 100
~ RT

(Equagao 2)

onde: RR ¢ o rendimento real da reagdo (g); [P] ¢ a concentragdo de produto (g) e RT é o

rendimento tedrico (g).

4.3.4 Estudo de reutilizacdo de CALB e SFBC em reacoes de sintese em DES

Os estudos de reutilizacdo de CALB e SFBC foram feitos nas condigdes
otimizadas da sintese (2,8 mL de DES (ChCl:Glu) e 700 puL de dgua, por 72 h a 40 °C).
Ap6s cada ciclo, CALB e o SFBC foram recuperados do meio reacional por filtragdo em
papel filtro Whatman 125 mm e lavadas 3 vezes com 3 mL de metanol para CALB e 2
mL de metanol para SFBC. Em seguida, os biocatalisadores foram secos em dessecador
a vacuo, a temperatura ambiente, por 72 h, para reutilizagdo no préximo ciclo. As

conversOes em ésteres foram analisadas a cada ciclo de 72 h.

4.4 METODOS ANALITICOS

4.4.1 Determinacio da Atividade de Hidrdlise

A determinac¢do da atividade de hidrolise do sélido fermentado foi realizada com
base no método titulométrico proposto por Tiss et al. (2001). O método consiste na
titulagao dos acidos graxos liberados durante a reagdo de hidrolise dos triacilglicerdis
catalisada pelas lipases presentes no solido fermentado seco, com NaOH (0,05 mol L),

num titulador automatico do tipo pH-STAT da Metrohm Ti-Touch 916, Herisau, Suica.
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Para todos os ensaios, foi preparada uma emulsdo com goma ardbica 3% (m v'!), CaCl,
(2 mmol L), tampao Tris-HCI (2,5 mmol L™, pH 7,0) e NaCl (150 mmol L). A esta
emulsdo foi adicionado azeite de oliva (67 mmol L). Esta mistura foi homogeneizada
durante 5 min em liquidificador e, em seguida, 20 mL desta emulsdo foram adicionados
no frasco de reacao do titulador, previamente termostatizado a 37 °C e sob agitagao
magnética de 300 rpm. O pH foi ajustado automaticamente em 7,0. Imediatamente apos
o preparo da emulsao, o s6lido fermentado seco (100 mg) foi adicionado ao frasco e as

reagdes foram conduzidas por 5 min.

A atividade de hidrélise (AH) foi calculada com a Equacgao 3.

(11—\,[] X[NaOH]xfxFpn (Equagdo 3)

MsF

An =

onde: dV/dt é a velocidade inicial do consumo de NaOH em mL min™'; [NaOH] é a
concentragio de NaOH em pmol mL™'; f é o fator de corre¢do da solugio de NaOH
padronizada (adimensional); MSF ¢ a quantidade de solido fermentado seco (g) e FpH ¢
o fator de correcdo (adimensional) relacionado a dissociacdo parcial do 4cido oleico
presente no azeite de oliva, de pKa de 6,8. O valor de FpH foi calculado com a Equagao

4, considerando o pH do ensaio (7,0) (Soares et al, 2013).

1+10®H-pKa)

PH = T OGTPKe) (Equaciio 4)

Uma unidade de atividade hidrolitica (U) foi definida como a quantidade de
enzima capaz de produzir um pmol de &cidos graxos por minuto, nas condi¢des do ensaio.
Para o s6lido fermentado seco, a atividade de hidrodlise foi expressa como unidades de

atividade por grama de sélido seco (U g'SS).
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4.4.2 Determinacido da Atividade de Esterificacao

As atividades de esterificagdo de CALB e de SFBC foram determinadas como
descrito por Madalozzo et al. (2015). A reacao de sintese do oleato de etila foi utilizada
como rea¢ao padrao. O meio reacional (10 mL) foi composto de n-hexano, acido oleico
(70 mmol L) e etanol (210 mmol L!). Em cada frasco, foram adicionados 50 mg de
CALB ou 100 mg de s6lido fermentado, que, em seguida, foram incubados em agitador
orbital a 180 rpm e 40 °C por 2 h. Durante a reagdo, foram coletadas aliquotas de 100 puL
do meio reacional, em diferentes intervalos de tempo e analisadas quanto ao teor de 4cido

graxo residual, através do método de Lowry-Tinsley (4.4.1.1).

Para os célculos de atividade de esterificacao (AE), foi considerada a velocidade
inicial do consumo de acidos graxos livres (AGL), que corresponde ao coeficiente angular
da equacdo ajustada aos pontos iniciais (faixa de linearidade) de um grafico de
concentragcdo de 4cido graxo (pmol) versus tempo (min). Para CALB, a atividade foi
expressa como unidades de atividade de esterificagio por grama de catalisador (U g'!) e
para o solido fermentado, como unidades de atividade de esterificacdo por grama de

solido seco (U g'SS) (Equagdo 5).

X — Equacao 5

onde: dnacr/dt é a velocidade do consumo de AGL em pmol min™', Mc ¢ a quantidade de
catalisador (g). Uma unidade de atividade enzimatica (U) foi definida como o consumo

de um pumol de acido graxo por min nas condi¢gdes do ensaio.

4.4.2.1 Determinagio do Teor de Acidos Graxos Livres por Método

Espectrofotométrico

O método espectrofotométrico de Lowry e Tinsley. (1976) foi utilizado para
determinar a concentracdo residual de acidos graxos durante a sintese de oleato de etila

catalisada por CALB e por SFBC. O método consiste em medir a coloracdo do complexo
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azul-esverdeado (715 nm) formado entre os ions cobre II e os AGL soluveis na fase

organica.

Para cada ensaio, foram adicionados 100 pL da amostra em Eppendorfs de 2 mL,
contendo 1,15 mL de n-hexano e 250 pL do reativo de cor, que consiste em uma solugdo
aquosa de acetato de cobre II 5% (m v'!), a pH 6,0-6,2, corrigido previamente com
piridina. A mistura foi agitada em vortex durante 30 s. A fase organica foi separada por
decantagdo, as amostras foram coletadas nesta fase com pipeta e suas absorbancias foram
lidas a 715 nm, em espectrofotometro Shimadzu modelo UV-1800 (Kyoto, Japao). A
concentracdo de acido graxo residual presente no meio organico foi relacionada a
absorbancia através de uma curva de calibracdo previamente preparada nas mesmas
condi¢des do ensaio, com solu¢des padrdo do 4cido oleico (pureza 90%, Labsynth,
Diadema, Sdo Paulo-Brasil) com concentragdes de 0 a 100 mmol L' dissolvidos em n-

hexano.

4.4.3 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Para a analise em CCD, foi utilizada como fase estaciondria silica em gel em
folhas de aluminio (Merck, Darmstadt, Alemanha) e como fase movel acetato de
etila/metanol (9:1 v v'!). Foram aplicadas na placa as amostras e os padrdes: D-glucose,
ChCl e o branco (meio reacional sem enzima). Apds as aplicagdes, esta foi colocada em
uma cuba com tampa contendo a fase mével, onde a corrida seguiu por 10 min. Apos esse
periodo, a placa foi retirada e revelada com etanol/acido sulfurico (resorcinol a 4% m v
1) e posteriormente seca em uma chapa de aquecimento a 200 °C por 5 min (Villalobos et

al., 2018).

4.4.4 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Para a determinagdo estrutural dos produtos da reagdo, foram feitas analises de
RMN unidimensional ("H e '*C) e bidimensional HMBC (Correlagdo de Acoplamento
Heteronuclear espacado por varias ligagdes). Para obtencdo dos espectros, 20 mg das
amostras foram solubilizadas em 500 pL de agua deutérada (D,O) ou 500 pL de

cloroféormio deuterado (CDCl3) e colocadas em tubos de 5 mm de 34 didmetro para
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analise a temperatura de 25 °C. Os espectros foram obtidos em espectrometro Bruker
Avance 1 400 (Centro de RMN do Departamento de Quimica, UFPR) para os nucleos 'H
e 13C e espectrometro BRUKER DRX 600 (Centro de RMN do Departamento de
Bioquimica, UFPR) para RMN bidimensional HMBC. Os deslocamentos quimicos,
expressos em ppm, foram referenciados utilizando como padrdo interno trimetilsilano

TMS), com sinais em 0,00 ppm para 'H e 13C.
( ppm p

4.4.5 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)

As amostras coletadas ao longo das reagdes foram analisadas por HPLC em
cromatografo Agilent Technologies, Inc (Waldbronn, Alemanha) modelo 1260 equipado
com detector de indice de refragdao (DIR) operado a 40 °C. Foi utilizada uma coluna i6nica
Hi-Plex Ca, com dimensdes 250 mm de comprimento e 4,6 mm de didmetro interno
(Agilent Technologies, Inc, Waldbronn, Alemanha) com temperatura constante de 65 °C.
A fase moével foi uma solugdo aquosa de acido sulfurico 5 mM, com um fluxo de 0,6 mL
min!. O volume de inje¢do da amostra foi de 20 pL e o tempo de analise, de 30 min. Os
dados foram analisados com o software Chem Station Open Lab LC®. Para determinar a
concentragdo dos produtos analisados, foi adicionado 1 mg de sorbitol por amostra como
padrdo interno. Os dados foram utilizados para determinar a concentracdo e a conversao

dos produtos (Equagdo 6 e 7).

A, X Mpi
C=( p p

) = MM, x Va Equagdo 6
Api

onde: C é a concentragio em mol L'; A, é a 4rea do produto; My é a massa do padrio
interno (g); Api ¢ a area do padrio interno; MMp ¢ a massa molar do produto e Va € o

volume da aliquota em L.

A conversao foi calculada em fun¢do da concentracdo do reagente limitante
presente nos diferentes sistemas, sendo que, para o sistema contendo DES a conversao
foi calculada a partir da concentragdo inicial de acetato de vinila, ¢ em meio livre de
solventes o calculo foi realizado utilizando a concentragdo inicial de metil-a-D-glucose

presente no meio (Equagao 7).
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[ éster de agucar |

CV = ( ) x 100 Equagao 7

[ reagente inicial ]

onde: CV é a conversdo em %; [ éster de agticar ] em mol L!; [ reagente inicial ] em mol

L.
4.4.6 Tratamento Estatisticos dos Dados

Todos os valores apresentados nas figuras e tabelas correspondem as médias dos
resultados dos experimentos feitos em triplicata e reportadas com os seus respectivos

erros padrao, calculados pela Equacgao 8.

S= L) / vn Equacao 8

n-1

onde: S ¢ o erro padrio da média; x; ¢ o valor de cada resultado individual (x, X2, X3); X a

média aritmética dos valores xi € 7 ¢ 0 nimero de amostras.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 CARACTERIZACAO DOS SOLVENTES EUTETICOS PROFUNDOS
5.1.1 Espectroscopia de Infravermelho

As estruturas quimicas dos DESs produzidos e as interacdes destes com a agua
no sistema foram investigadas utilizando Espectroscopia de Infravermelho com
Transformada de Fourier (FT-IR). Para as misturas de DES e agua, daqui em diante serdo
utilizados os acronimos H>O seguidos pela sua porcentagem no meio (por exemplo,

H>020 para uma concentracdo de 20%).
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As Figuras 13 e 14 mostram os espectros representativos dos componentes
individuais (HBA e HBD) e das formulagdes de DES (ChCL:Glu e ChCL:Gli). As
principais bandas sdo observadas nos intervalos de 3400-3300 cm™, correspondendo as
vibragdes de estiramento O-H dos HBDs, que se sobrepdem ao grupamento OH do cloreto
de colina. O estiramento C-H ¢ observado em 2960-2920 cm™, e a presenga das ligagdes
C-C ¢ observada nos intervalos de 1630-1650 cm™. Os espectros obtidos estao de acordo
com Noro et al. (2023) e Soares et al. (2023). Comparados aos compostos isolados, todos
os espectros de DESs apresentam desvios nas bandas de absor¢ao devido as ligagdes de
hidrogénio entre seus componentes. Essas interacdes fazem com que a energia necessaria
para excitar as vibragdes das ligacdes seja alterada, resultando em um deslocamento das
bandas para frequéncias mais baixas. Esse fendmeno ¢ observado com a adi¢ao de agua

ao DES (ChCl:Glu).

Transmitancia (a.u.)

ChCI:Glu {1:1)

~-2925 1640- Sinais com
_w desvio

~ 3386 10304
T T T T : T ; T y T T T g
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Namero de onda (cm™)

FIGURA 13 - ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO DO DES (ChCl:Glu)

Condigdes de andlise: os espectros foram obtidos no modo de transmitincia (faixa de 4000 a 500 cm™',
resolugdo de 4 cm™! e 32 varreduras) em um espectrometro modelo Vertex 70 da Bruker (MA, EUA).
Legenda: cloreto de colina (ChCl), glucose (Glu) e DES (ChCL:Glu, 1:1).

FONTE: o autor (2025).
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ChGI:Gli (1:2) 1022‘
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FIGURA 14 - ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO DO DES (ChCI:Gli)

Condigdes de andlise: os espectros foram obtidos no modo de transmitincia (faixa de 4000 a 500 cm™,
resolucdo de 4 cm™! e 32 varreduras) em um espectrometro modelo Vertex 70 da Bruker (MA, EUA).
Legenda: cloreto de colina (ChCl), glucose (Glu) e DES (ChCl:Gli, 1:2).

FONTE: o autor (2025).

A Figura 15 mostra que a banda de absor¢do correspondente a vibragao O-H se
deslocou para um niimero de onda menor a medida que a concentragao de d4gua aumentou
de 0% a 30% (v v'!), indicando a formacao de ligagdes de hidrogénio entre 0 HBD, HBA
e a agua. Além disso, as bandas de absorc¢ao se tornaram mais largas, o que ¢ um indicativo
de uma distribuicdo de energias de vibracdo alterada, refletindo mudancas nas

propriedades vibracionais das liga¢des envolvidas (COATES, 2000; PIPIT et al., 2020).



47

ChCI:Glu (1:1)
controle -
1636~

0908

ChCl:Glu (1:1)
H,010

[ 2826 1636.

ChCI:Glu (1:1)
H,020

1636~

Transmitancia (a.u.)

ChCI:Glu (1:1)
H,030

. 1636+
Sinais com

desvio @=mm—m-mmeme T 13357
' T T T ' T ' T g T T T !
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Nimero de onda (cm™)

FIGURA 15 - ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO DO DES (ChCl:Glu) COM
DIFERENTES CONCENTRACOES DE AGUA

Condigdes de analise: os espectros foram obtidos no modo de transmitincia (faixa de 4000 a 500 cm™,
resolug¢do de 4 cm™! e 32 varreduras) em um espectrometro modelo Vertex 70 da Bruker (MA, EUA).
Legenda: DES (ChCIL:Glu) sem agua (controle), 10% (H>010), 20% (H,020) ¢ 30% (H2030) de agua (v v’
1).

FONTE: o autor (2025).

5.1.2  Ressonincia Magnética Nuclear

A caracterizagdao dos DESs formados por cloreto de colina e glucose (ChCl:Glu)

e cloreto de colina e glicerol (ChCl:Gli) também foi feita por RMN.

Os espectros de 'H dos compostos isolados e do DES (ChCl:Glu) foram
comparados nas Figuras 16 A, B e C. O espectro do cloreto de colina apresenta 4 sinais:
um singleto a 4,84 ppm, correspondente ao OH (sinal a), um multipleto a 4,08 ppm, um
tripleto a 3,52 ppm e um singleto a 3,20 ppm, correspondendo aos sinais b, ¢ e d,
respectivamente. No espectro da glucose, observam-se os sinais referentes aos
hidrogénios do anel do carboidrato ligados aos carbonos C-1 (5,27 ppm, sinal a), aos
carbonos C-2, C-3, C-4, C-5 e C-6 entre 3,18-3,94 ppm (sinal b), e o sinal em 4,85 ppm,

referente aos protons das hidroxilas presentes na molécula (sinal c).
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FIGURA 16 - ESPECTROS DE RMN DE 'H DOS COMPOSTOS ISOLADOS
(GLUCOSE E ChCl) E DES (ChCIl:Glu)

Condig¢des de andlise: solvente D,O e TMS como padrao de referéncia. Frequéncia 400 MHz. Legenda: (A)
glucose; (B) cloreto de colina (ChCl); (C) DES (ChCIL:Glu).

FONTE: o autor (2025).

O espectro de RNM de 'H do glicerol (Figura 17 A) apresenta os sinais OH em
4,83 ppm (sinal a) e os protons ligados aos carbonos detectados entre multipletos 3,49-
3,81 ppm (sinais b e ¢), os dados obtidos estdo de acordo com Noro et al. (2023). Apos a
formagdo de ambos os DESs (ChCl:Glu e ChCIl:Gli), observou-se um deslocamento do
sinal de 0,14 ppm para as hidroxilas (OH), com o sinal movendo-se para 4,69 ppm em
ChCl:Glu (Figura 16 C). Para ChCL:Gli (Figura 17 C), o deslocamento ndo ocorreu de

forma pronunciada, ocorrendo uma mudanca de apenas 0,03 ppm, havendo um
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deslocamento para 4,81 ppm. Além disso, foram observados desvios pequenos para todos
os outros sinais, o que evidencia a ocorréncia de fortes interagdes quimicas entre os
compostos HBD e HBA (SALA, 2007). Dados obtidos por Delso et al. (2019), com base
em estudos sobre diferentes formulagdes de DESs e o efeito da d4gua nas misturas, também
indicaram o deslocamento dos sinais para valores mais elevados, devido as ligacdes de

hidrogénio entre os HBAs e HBDs, confirmando assim a formagao do DES.
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FIGURA 17 - ESPECTROS DE RMN DE 'H DOS COMPOSTOS ISOLADOS
(GLICEROL E ChCl) E DES (ChCl:Gli)

Condigdes de analise: solvente D,O e TMS como padrio de referéncia. Frequéncia 400 MHz. Legenda: (A)
glicerol; (B) cloreto de colina (ChCl); (C) DES (ChCI:Gli).

FONTE: o autor (2025).

5.2 SINTESE DE ESTERES DE ACUCAR
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A sintese de ésteres de agucar foi realizada em meios contendo DES (ChCl:Glu
e ChCL:Gli) e, para fins de comparagdo, também foi utilizado um meio livre de solvente.
As lipases CALB e SFBC foram empregadas como biocatalisadores. As reacdes

ocorreram a 40 °C e foram incubadas por 72 h.

Nas reagdes conduzidas em meio livre de solvente, observa-se a presenca de uma
banda correspondente a um produto majoritario (Figura 18), com fator de retencao (Ry)
de 0,3, ja ap6s 24 h de reacgdo. A partir de 48 h, uma segunda banda (Rr= 0,7) comecou a
se formar. Villalobos et al. (2018) determinaram que a banda com Ry de 0,3 corresponde
ao produto metil-a-D-6-O-acetilglucopiranosideo, enquanto a banda com Rf de 0,7
representa um produto secundario, cuja identificagdo ndo foi possivel devido as

limitacdes de quantidade.

Produto
 — Secundario

Rro,7

Produto
¥~ Majoritario

R: 03

a b 24 h48 h 72 h

FIGURA 18 - CROMATOPLACA DA SINTESE DE ESTERES DE ACUCAR EM
MEIO LIVRE DE SOLVENTE

Meio e condigdes reacionais: metil-a-D-glucose (0,83 mmol L) e 100 mL de acetato de vinila (1,0 mol L-
" ¢ 100 mg de CALB ou SFBC. Incubag¢io por 72 h a 40 °C. Fase mdvel: acetato de etila/metanol (9:1 v v-

1; Revelador: etanol/H,SO4 (resorcinol a 4% m v''). Legenda: a) padrio metil-a-D-glucose; b) meio
reacional sem a adi¢ao da enzima.

Fonte: O autor (2025).
Os meios contendo DES foram preparados com ChCl:Glu ou ChCI:Gli, acetato
de vinila e D-glucose para o meio contendo DES (ChCl:Gli), e incubados a 40 °C por 72

h, com amostras coletadas ao final desse periodo. Essas amostras foram submetidas, antes
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da andlise por CCD, a extracdo com agua quente (70 °C) e acetato de etila (item 4.3.3).
Para a CCD, foram utilizados como padrdes D-glucose, ChCl, meio reacional sem enzima
e glicerol (Figura 19 A) e os DESs (ChCl:Glu e ChCIl:Gli). Nas rea¢des conduzidas com
DES, apds 24 h de reagdo, ja foi possivel observar a presenga de duas bandas: uma com
Rr 0,7, possivelmente representando um produto secundario, e outra correspondente ao
produto majoritario (R¢= 0,3), tanto para ChCl:Glu (Figura 19 B) quanto para ChCl:Gli
(Figura 19 C).

Produto
Secundario

/

Rr 0,7

y\ Produto
Majoritario

Rr0,3

a b ¢ d 24h 48h 72h 24h 48h 72h

FIGURA 19 - CROMATOPLACA DA SINTESE DE ESTERES DE ACUCAR EM
MEIO CONTENDO SOLVENTES EUTETICOS PROFUNDOS

Meio e condi¢des reacionais: 3,5 mL de DES (ChCl:Glu ou ChCI:Gli), 250 pL de acetato de vinila (0,77
mol L) € 250 mg de D-glucose (40 mmol L), 72 h a 40 °C. Catalisador: 100 mg de CALB ou SFBC. Fase
movel: acetato de etila/metanol (9:1 v v'!); Revelador: etanol/H>SO4 (resorcinol 4% m v!). Figura A)

Padrdes; B) ChCl:Glu; C) ChCl:Gli. Legenda: a) padrdo D-glucose; b) padrdo ChCl; ¢) meio reacional sem
enzima d) glicerol.

Fonte: O autor (2025).

5.2.1 Extracao e Purificacdo dos Produtos por Cromatografia Flash

Ap0s a sintese dos ésteres de acgucar em meio contendo DES (ChCl:Glu e
ChCl:Gli), os produtos foram extraidos diretamente do meio reacional, conforme descrito
no item 4.3.3. Em seguida, realizou-se a purificagdo dos produtos de reagdo por
cromatografia flash em coluna contendo silica-gel. O processo de purifica¢do permitiu

isolar tanto o produto majoritario quanto o produto secundario, os quais foram eluidos em
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varias fracdes durante a cromatografia e monitorados por CCD (Figura 20). Apos a
purificacdo, as fragdes foram concentradas em rotaevaporador para analises por HPLC,

IR e RMN.

';,,, . st bidd i
. -| - oduto majoritario

“‘ T
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FIGURA 20 - CROMATOPLACAS REFERENTES AS FRAC()ES OBTIDAS
DURANTE A PURIFICACAO POR CROMATOGRAFIA FLASH DO MEIO
REACIONAL DA SINTESE DE ESTERES DE ACUCAR

Condig¢des reacionais em meio contendo DES: 3,5 mL de DES (ChCl:Glu ou ChCI:Gli), 250 pL de acetato
de vinila (0,77 mol L") e 250 mg de D-glucose (40 mmol L"), 72 h a 40 °C. Condi¢des reacionais em meio
livre de solventes: metil-o-D-glucose (0,83 mmol L) e 100 mL de acetato de vinila (1,0 mol L.

Catalisador: 100 mg de CALB ou SFBC. Condi¢des cromatograficas: fase estacionaria silica gel 60, fase
movel acetato de etila:metanol 9:1 (v v'!), revelador resorcinol 4% (m v'') em etanol/H,SO4 20:1 (v v').

Fonte: o autor (2025).

53 ANALISE POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

O cromatograma obtido, referente a sintese em meio livre de solventes (Figura
21) apresentou um pico no tempo de reten¢ao de 11 min, referente ao metil-a-D-glucose,
e um pico em 15 min, correspondente ao produto majoritario (metil-a-D-6-O-
acetilglucopiranosideo). O pico em T: 19 min, refere-se possivelmente ao produto

secundario.
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FIGURA 21 - CROMATOGRAMA DO PRODUTO MAJORITARIO DA SINTESE DE
ESTER DE ACUCAR EM MEIO LIVRE DE SOLVENTE

Condigdes reacionais em meio livre de solvente: metil-a-D-glucose (0,83 mmol L") e 100 mL de acetato
de vinila (1,0 mol L'"). Catalisador: 100 mg de CALB ou SFBC. Condi¢des de anélise: 20 uL, coluna Hi-

plex Ca (Agilent) operada a 65 °C. Tempo da analise 30 min com detector DIR a 40 °C. Dados analisados
com o sofiware Chem Station Open Lab LC®. Anélises feitas em triplicata.

Fonte: O autor (2025).

Para a sintese em ChCl:Glu (Figura 22 A), observou-se um pico em T; 10 min,
referente a glucose, um pico em T: 13 min, correspondente ao produto majoritario e um
pico em T: 17 min, que refere-se possivelmente ao produto secundario. A diferenga nos
tempos de retencdo entre os cromatogramas do sistemas livre de solvente e o ChCl:Glu
deve-se a diferenca nos compostosos presentes no meio. No sistema livre de solvente, foi
utilizado o metil-a-D-glucose como susbtrato. No cromatogramo referente a sintese em
ChCl:Gli (Figura 22 B), nao foi possivel observar um pico referente ao produto, apenas
um pico em T; 16 min, referente ao glicerol, provavelmente devido a baixa concentragdo

dos produtos no meio reacional.

Para determinar a concentragdo do produto da reacdo em sistema livre de

solvente e ChCl:Glu apo6s a purificagdo (item 4.4.4), utilizou-se como padrio interno o
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FIGURA 22 - CROMATOGRAMA DO PRODUTO MAJORITARIO DA SINTESE EM
DES (ChCl:Glu E ChCL:Gli) E PADRAO INTERNO (SORBITOL)

Condig¢des reacionais em meio contendo DES: 3,5 mL de DES (ChCl:Glu ou ChCl:Gli), 250 uL de acetato
de vinila (0,77 mol L") € 250 mg de D-glucose (40 mmol L"), 72 h a 40 °C. Catalisador: 100 mg de CALB
ou SFBC. Figura A: Sistema ChCl:Glu, Figura B: Sistema ChCI:Gli e Figura C: Sistema ChCl:Glu e Padrao
interno. Condicdes de analise: 20 uL, coluna Hi-plex Ca (Agilent) operada a 65 °C. Tempo da analise 30
min com detector DIR a 40 °C. Dados analisados com o software Chem Station Open Lab LC®. Anlises
feitas em triplicata.

Fonte: O autor (2025).

54  DETERMINACAO DA CONVERSAO DA SINTESE DE ESTERES DE
ACUCAR EM SISTEMA LIVRE DE SOLVENTE E EM MEIO CONTENDO
DES (ChCl:Glu)

Com base nos dados obtidos através das analises de HPLC, foi determinada a
conversao da reagdo de acordo com os calculos de concentracdao dos picos de interesse

(Equacgdes 6 e 7, item 4.4.5) para os meios livres de solvente e ChCl:Glu. Para o meio
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livre de solvente as conver¢des foram claculadas em fun¢do da concentracao de glucose
no meio reacional, devido ao axcesso de acetato de vinila. Ja para o meio ChCl:Glu as
conversoes foram calculadas em fungdo da concentracdo de acetato de vinila no meio
reacional, uma vez que o excesso de glucose em ChCl:Glu nio permitiria a comparagao
entre os meios reacionais. O meio livre de solvente proporcionou a maior conversao
(82%) apds 72 h, enquanto que a reagdo feita em ChCl:Glu apresentou apenas 44% de

conversao.

ChClL:Glu (1:1 v v'!) apresenta uma viscosidade de 23.340 mPa-s' a 25 °C
(SIEBENHALLER et al., 2018), o que compromete a reagdo devido a problemas de
solubilizacdo e transferéncia de massa dos reagentes. Estudos ja realizados utilizaram
temperaturas mais altas, como 50 °C e 70 °C, para contornar esse problema, ou agitacao
mais intensa (DELAVAULT et al., 2021; POHNLEIN et al., 2015). Entretanto, estas

condi¢des mais agressivas podem afetar o desempenho da enzima.

5.4.1 Efeito da concentraciao de Agua como co-solvente na sintese de ésteres de
acucar

Com o objetivo de diminuir a viscosidade do meio e possibilitar a sintese de
¢ésteres de agucar em temperaturas mais brandas, foi avaliado o efeito de diferentes

concentracdes de agua (10%, 20% e 30% v v'!) no sistema ChCl:Glu.

Observou-se (Figura 23) um aumento na conversao quando a dgua foi adicionada
ao meio reacional, com o melhor resultado sendo 91% de conversdao com 20% de agua
no meio (H2020), representando um aumento na conversdo de aproximadamente 100%

em compara¢ao ao meio sem agua (45%).



56

100

[ controle

= H,010

1 I H,020
Il H,030

80 -

60

Converséo (%)
iy

20 S

0 10 20 30
Teor de agua (%)

FIGURA 23 - EFEITO DA CONCENTRACAO DE AGUA NO SISTEMA CONTENDO
DES NA SINTESE DE ESTRES DE ACUCAR CATALISADA POR CALB

Condig¢des reacionais: Controle: 3,5 mL de DES (ChCl:Glu); HO10: 3,1 mL de DES ¢ 0,4 mL de agua;
H,020: 2,8 mL de DES ¢ 0,7 mL de agua ¢ H-O30: 2,5 mL de DES e 1 mL de agua. Para todas as reagdes
foram utilizados 250 uL de acetato de vinila (0,77 mol L™!). As reagdes foram iniciadas com a adi¢do de

100 mg de CALB e incubadas por 72 h a 40 °C. Os dados de conversdo foram obtidos por HPLC. Erro
padrao foi determinado a partir das médias das triplicatas de experimentos.

FONTE: o autor (2025).

Resultados similares foram obtidos por Guajardo et al. (2017) ao realizarem a
sintese de a-monobenzoato, a partir de glicerol e 4dcido benzoico, catalisada por CALB.
Em concentragdes de 8% de dgua em ChCl:Gly, foi possivel obter uma conversao de 99%
na sintese de a-monobenzoato. A diminui¢cdo da viscosidade do meio ocorre devido a
interacdo da dgua com os componentes do DES (HBD e HBA), o que contribui para a
estabilidade do proprio solvente, assim como da enzima, devido & uma melhor solvatacao
(SANCHEZ et al., 2017). Observou-se também que a adi¢ao de 30% de agua levou a uma
diminui¢do na conversdo, o que sugere que concentracdes mais altas de agua podem
desfazer a estrutura do DES. Além disso, o excesso de dgua pode alterar o equilibrio
reversivel em direcao a hidrodlise do produto (DURAND et al., 2013; NIAN et al., 2019).
Maugeri et al. (2013) também demonstraram que o aumento de 4gua no sistema DES leva

a uma diminuicdo da conversdo da reacdo. Esses dados foram obtidos na sintese de
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peptideos catalisada por quimotripsina em ChCl:Gly. O melhor resultado foi com 10% de
agua, com 90% de conversdo; no entanto, concentragdes mais altas de agua (50%)

levaram a uma conversao de apenas 40%.

Analisando os resultados obtidos nesta etapa do trabalho, o sistema ChCIl:Glu/

H>020 foi escolhido para dar continuidade aos experimentos.

55 CARACTERIZACAO DO PRODUTO MAJORITARIO PRODUZIDO EM
ChCI:Glu COM 20% DE AGUA

5.5.1 Caracterizacio por Infravermelho

A Figura 24 apresenta os espectros de infravermelho dos reagentes isolados e do
éster de agucar (produto majoritario) obtido com CALB em ChCI:Glu/H2020. O espectro
apresenta bandas nos intervalos de 1024-1023 cm™ que correspondem aos estiramentos
das ligacdes C-O e 1620 cm™ que corresponde ao estiramento das ligagdes C=C, do
acetato de vinila. As bandas nos intervalos de 1741-1738 cm™ indicam os estiramentos
das ligagdes C=0O, enquanto a banda nos intervalos de 1383-1381 cm™ se refere a
deformacdo de tor¢ao das ligacdes C-Hs, pertencentes ao grupo acetato (CHs:COO").
Além disso, os estiramentos O-C=0 sao observado nos intervalos de 1228-1222 cm!,
caracteristicos do acetato de vinila. Essas bandas também sao observadas no espectro do
produto majoritario da reacao, juntamente com as bandas nos intervalos de 2944-2935
cm ' e 3316-3304 cm™!, que correspondem aos estiramentos C-H e O-H, respectivamente,
presentes nos espectros do éster e da glucose. Esses resultados indicam a formagao do
produto de interesse a partir dos reagentes de partida. Além disso, observa-se pequenos
desvios e mudancas nas intensidades dessas absor¢des apos a formacao do produto, o que

sugere a formagao de novas ligagdes na molécula.
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FIGURA 24 - ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO DO PRODUTO
MAJORITARIO OBTIDO NO SISTEMA ChCl:Glu/H,020

Condigdes reacionais: 2,8 mL de DES, 0,7 mL de agua, 250 uL de acetato de vinila (0,77 mol L) e 100
mg de CALB. Condig¢des de analise: os espectros foram obtidos no modo de transmitancia (faixa de 4000
a 500 cm™, resolugdo de 4 cm™! e 32 varreduras) em um espectrometro modelo Vertex 70 da Bruker (MA,
EUA). Legenda: AcV: acetato de vinila; Glu: glucose e EA: éster de agucar.

FONTE: o autor (2025).

5.5.2  Caracterizacio por RMN

Os espectros de RMN de '*C do substrato da reag¢io (D-glucose) e do produto
majoritario sdo comparados na Figura 25 A e B, respectivamente. Pode-se observar que,
no espectro B, aparecem dois sinais caracteristicos que ndo estdo presentes no espectro
A, referente ao substrato. O sinal em 173,7 ppm corresponde ao carbono da carbonila do
grupo acetila (C-7), e o segundo sinal, em 20,7 ppm, refere-se ao carbono da metila da
acetila (C-8). Sinais ndo identificados no espectro referente ao produto majoritério,

possivelmente se tratam de ruidos ou contaminagdes presentes na amostra.
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FIGURA 25 - ESPECTROS DE RMN DE "“C DE (A) GLUCOSE (B) PRODUTO
MAJORITARIO OBTIDO NO SISTEMA ChCl:Glu/H,020

Condigdes reacionais: 2,8 mL de DES, 0,7 mL de agua, 250 uL de acetato de vinila (0,77 mol L") e 100
mg de CALB. Condigdes da analise: solvente DO e TMS como padrio de referéncia. Frequéncia 400 MHz.
Legenda: imagem (A): glucose e (B) éster de acucar.

FONTE: o autor (2025).

No espectro de RMN 'H da glucose (Figura 26 A), sio observados sinais
caracteristicos do anel de carboidrato na regido de 3,33-4,22 ppm, referentes aos
hidrogénios ligados aos carbonos C-1 (5,23 ppm), C-2 (3,85 ppm), C-3 (3,72 ppm), C-4
(3,49 ppm), C-5 (3,40 ppm) e C-6 (3,27 ppm). E os sinais dos hidrogénios das hidroxilas
em 4,65 ppm e 4,87 ppm. Na Figura 26 B, referente ao espectro do produto majoritario,
observa-se a presenga de um novo pico, que corresponde a um singleto em 2,04 ppm,

relativo aos hidrogénios da metila do grupo acetila (H-8).
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FIGURA 26 - ESPECTRO DE RMN DE 'H DE (A) GLUCOSE E (B) COMPOSTO
MAJORITARIO OBTIDO NO SISTEMA ChCl:Glu/H,020

Condigdes reacionais: 2,8 mL de DES, 0,7 mL de agua, 250 uL de acetato de vinila (0,77 mol L") e 100
mg de CALB. Condigdes da analise: solvente DO e TMS como padrio de referéncia. Frequéncia 400 MHz.

FONTE: o autor (2025).

Para uma melhor determinagdo estrutural do composto majoritario, foi também
utilizada técnica bidimensional de correlacdo de desvio heteronuclear HMBC. Na figura

27, os hidrogénios da metila do grupo acetila (H-8) em 2,04 ppm, apresentam uma
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correlagdo fraca com C-6 (63,4 ppm) e uma correlacao forte com C-7 (175,1 ppm),

confirmando assim a posi¢ao do grupo acetila no carbono C-6 do carboidrato.

Os dados obtidos nas andlises de RMN estdo em acordo com os dados de
Villalobos et al. (2018), e confirmam que a transesterificacdo da D-glucose ocorreu no

carbono C-6, com a formagao do produto a-D-6-O-acetilglucopiranosideo.
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FIGURA 27 - ESPECTRO DE CORRELACAO HMBC DO COMPOSTO
MAJORITARIO OBTIDO NO SISTEMA ChCl:Glu/H,020

Condigdes reacionais: 2,8 mL de DES, 0,7 mL de agua, 250 uL de acetato de vinila (0,77 mol L") e 100
mg de CALB. Condic¢des da analise: solvente D,O e TMS como padrido de referéncia. Frequéncia: 400
MHz.

FONTE: o autor (2025).

Os produtos de reacao do sistema ChCl:Gli também foram analisados por RMN.
O espectro de RMN de '*C referente ao glicerol (Figura 28 A) revela a presenca de dois
sinais: um em 62,3 ppm, associado aos carbonos ligados as hidroxilas, e outro em 72,0
ppm, referente ao carbono central da molécula. O espectro referente ao sistema ChCl:Gli
sem adi¢do de agua (Figura 28 B) mostra dois sinais adicionais semelhantes aos
identificados nos espectros anteriores: um em 177,4 ppm, correspondente ao carbono da
carbonila do grupo acetila, e outro em 23,2 ppm, referente ao carbono da metila da acetila,
sugerindo a acetilacdo do glicerol neste sistema. Além disso, as alteragdes nos sinais do
espectro B também indicam uma possivel acetilagdo das moléculas de glicerol. Os sinais
atribuidos ao glicerol sofreram deslocamentos consideraveis, o sinal do carbono central
da molécula apresentou um deslocamento de 3,3 ppm passando para 75,3 ppm. Isso

sugere uma alteragdo na estrutura da molécula e uma mudanga no ambiente eletronico
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dos carbonos acetilados. Isso afeta os deslocamentos quimicos, resultando em sinais com

desvios maiores.
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FIGURA 28 - ESPECTROS DE RMN DE 3C DA SINTESE DE ESTERES DE
ACUCAR EM SISTEMA ChCh:Gli

Condigdes reacionais: 3,7 mL de DES, 250 pL de acetato de vinila (0,77 mol L"), 250 mg de D-glucose
(40 mmol L") e 100 mg de CALB. Condigdes da analise: solvente DO ¢ TMS como padrio de referéncia.
Frequéncia 400 MHz. Legenda: imagem (A): Glicerol e (B) glicerol acetilado.

FONTE: o autor (2025).
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5.5.3  Aplicacao do Sélido Fermentado com Atividade Lipolitica na Sintese de

Esteres de Acucar em Sistema Contendo DES

Foi avaliada a sintese de ésteres de agucar utilizando SFBC como catalisador,
em ChCl:Glu/H>020. A reacao foi realizada da mesma forma que a sintese com CALB
descrita no item 4.3.2.2. Para fins de comparacdo, foi realizada uma reacao utilizando

SFBC em um meio livre de solvente (Tabela 4).

TABELA 4 - CONVERSOES DA SINTESE DE ESTERES DE ACUCAR
CATALISADA POR SFBC E CALB EM MEIO CONTENDO DES (ChCl:Glu/H2020)
E SISTEMA LIVRE DE SOLVENTE

Catalisador Meio reacional Rendimento  Conversdo Produtividade
(%) (%) mgéster(gcat . h)_l
DES + H.020' 10+£1 91 £3 6955+9
CALB
Livre de solvente® 13+£0 82+3 2103 +7
DES + H,020 14+1 21+3 159,0 + 14
SFBC
Livre de solvente 31 +£13 19+4 40,4 £ 8

'Condi¢des reacionais: 2,8 mL de DES, 0,7 mL de 4gua, 250 pL de acetato de vinila (0,77 mol L) e 100
mg de CALB ou 100 mg de SFBC. 2Condigdes reacionais: 150 mg de metil-a-D-glucose (0,83 mmol L),
100 mL de acetato de vinila (1,0 mol L") e 100 mg de SFBC. As reac¢des foram incubadas por 72 h a 40 °C.
Os dados de conversdo foram obtidos por HPLC. Parametros calculo de conversio: Acetato de vinila' e
metil-a-D-glucose? (item 4.4.5). Erro padrdo foi determinado a partir das médias das triplicatas de
experimentos.

FONTE: o autor (2025).

A conversao em ésteres de agucar utilizando SFBC foi muito baixa em ambos os
meios reacionais utilizados, sendo que o sistema DES apresentou o melhor resultado de
conversao (21%) em comparagdo ao sistema livre de solvente (19%). Villalobos et al.,
(2018), utilizando SFBC, obtiveram uma conversdo de 71% para a reagdo de sintese
utilizando metil-a-D-Glucose e acetato de vinila como substratos a 40 °C e 72 h de
incubagdo. A baixa conversao observada para SFBC utilizando o sistema livre de solvente

pode ser explicada pelo longo tempo de armazenamento (6 anos), o que resultou em uma
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diminui¢do da atividade de mais de 50%, passando de 6,0 U g'SS para 1,5 U g”'SS. Em
contraste, a atividade de esterificacao de SFBC utilizado por Villalobos foi de 7,5 U g'SS.
A eficiéncia dos biocatalisadores também sdo observadas pelos valores de produtividade,
onde CALB apresentou os melhores resultados (695,5 mgester(gearh)') em comparagio
com SFBC (159,0 mgeseer(gearrh)!) no sistema contendo DES. No entanto, observou-se
uma queda nos valores de produtividade quando os biocatalisadores (CALB e SFBC)
foram utilizados em sistemas livres de solvente, com CALB apresentando 210,3
mgester(gearrh) ! € SFBC 40,4 mgester(gearh)™!. A baixa produtividade no sistema livre de
solvente pode estar relacionada a diversos fatores, como a disponibilidade de substrato,
Jja& que o excesso de acetato de vinila nesse sistema resulta em baixa solubiliza¢dao do
acucar, e a estabilidade das enzimas, pois o ambiente livre de solvente favorece a
desnaturacdo dos biocatalisadores durante o tempo de reagdo, além de proporcionar uma
solvatacdao inadequada tanto das enzimas quanto do substrato. Por outro lado, o sistema
DES oferece melhor solvatacdo, garantindo maior estabilidade estrutural das lipases e
permitindo a solubilizacdo eficiente dos substratos da reagao. Em termos de rendimento,
o sistema livre de solvente apresentou o melhor resultado, com 31%, enquanto os sistemas
contendo DES mostraram rendimentos mais baixos: 13% na reagcdo com SFBC e 10% na
reacdo com CALB. Essa diferen¢a pode ser explicada pelo fato de que o sistema livre de
solvente envolve apenas etapas de purificacao, enquanto o sistema com DES exige varias

etapas de extragdo e purificacao, resultando em maiores perdas de produto.

5.6 CINETICA DA SINTESE DE ESTERES DE ACUCAR UTILIZANDO CALB
E SFBC

Foi observado (Figura 29) que o maior valor de conversdo (91%), foi obtido em
72 h de reagao utilizando CALB. Apoés esse tempo, as conversdes se mantiveram estaveis,
possivelmente devido ao esgotamento do reagente limitante da reagdo (acetato de vinila).

Por outro lado, a maior conversdo com SFBC (24%) foi obtida em 96 h de reacao.
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FIGURA 29 - CINETICA DA SINTESE DE ESTERES DE ACUCAR CATALISADA
POR CALB E SFBC EM SISTEMA ChCl:Glu/H2020

Condigdes da reagdo: 2,8 mL de DES, 0,7 mL de agua e 250 pL de acetato de vinila (0,77 mol L). As
reagdes foram iniciadas com a adigdo de 100 mg de CALB ou SFBC a 40 °C. Legenda: (o) CALB (A)
SFBC. Os dados de conversao foram obtidos por HPLC. Erro padrido foi determinado a partir das médias
das triplicatas de experimentos.

FONTE: o autor (2025).

5.7 ESTUDO DE REUTILIZACAO DE CALB E SFBC EM REACOES DE
SINTESE EM SISTEMA ChCl:Glu/H2020

Para avaliar se as condicdes de ensaio poderiam afetar a estabilidade dos
biocatalisadores utilizados na reagdo, CALB ¢ SFBC foram utilizados em sucessivos
ciclos de reacdo, utilizando ChCl:Glu, com 20% de 4gua. Para isso, apds cada ciclo de
reacdo, os biocatalisadores foram lavados com metanol, secos em dessecador a

temperatura ambiente e, posteriormente, adicionados a um novo meio reacional, com

incubacao durante 72 h.
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FIGURA 30 - REUTILIZACAO DE CALB E SFBC EM DIFERENTES CICLOS DA
SINTESE DE ESTERES DE ACUCAR EM SISTEMA ChCl:Glu/H»020

Condigdes: 2,8 mL de DES, 0,7 mL de 4gua e 250 uL de acetato de vinila (0,77 mol L™!). As rea¢des foram
iniciadas com a adi¢cdo de 100 mg de CALB e acompanhadas por 120 h a 40 °C. Apds cada ciclo, os
biocatalisadores foram filtrados em papel filtro Whatman 125 mm e lavados 3 vezes com 3 mL de metanol
(CALB) ¢ 2 mL de metanol (SFBC), em seguida foram secos por 72 h a 25 °C. Legenda: (m) CALB (m)
SFBC. Os dados de conversdo foram obtidos por HPLC. Erro padrio foi determinado a partir das médias
das triplicatas de experimentos.

FONTE: o autor (2025).

Pode-se observar (Figura 30) que CALB apresentou relativa estabilidade na
conversao até o terceiro ciclo (acima de 75%), com uma diminui¢@o consideravel apenas
no quarto ciclo (48% de conversao). Por outro lado, SFBC, que ja apresentava uma baixa
conversao (21%), manteve-se estavel no segundo ciclo de reacdo, com reducdo
significativa no terceiro ciclo (13%) e perdendo praticamente toda a atividade no quarto
ciclo de reagao.

Provavelmente a utilizacdo de metanol para a lavagem dos biocatalisadores foi
parcialmente responsavel por essa reducdo nas conversdes ao longo dos ciclos de
reutilizacdo. Solventes polares, como o metanol, podem ser mais agressivos, pois tem a
capacidade de remover a agua de solvatagao que envolve a enzima, levando a sua

desnaturagdo (ZAKS et al., 1988; KLIBANOYV, 2001).
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6. DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Este estudo apresenta quatro contribui¢des para a sintese enzimatica de ésteres
de agucar em DES. Em primeiro lugar, o estudo refor¢a que a substituicdo de meios
contendo solventes organicos por solventes ambientalmente amigaveis pode ser uma boa
alternativa. Estudos previamente mencionados neste trabalho mostram conversdes entre
90% e 98% em solventes como terc-butanol, DMSO e tetraidrofurano (CETINKAYA et
al., 2020; OLIVA et al., 2022; OGAWA et al., 2019). A utilizagdo de solventes eutéticos
profundos proporciona, além de condi¢des mais brandas, a eliminacdo de etapas de
remog¢ao de grupos protetores e a redugdo da geragdo de residuos toxicos, alcangando
valores de conversdo semelhantes (91% para CALB) aos dos meios convencionais.

Em segundo lugar, sdo poucos os estudos que avaliam formulagdes de DES
baseadas no substrato da reagdo, mais especificamente o uso de ChCIl:Glu em um sistema
“2 em 1”. DESs baseados em agucares como HBDs apresentam altas viscosidades, o que
compromete a eficiéncia da sintese. Na Tabela 5, observa-se uma selecao de estudos
semelhantes ao presente trabalho, com relagdo ao solvente utilizado, tempo de reagao e
posicao de acetilagcdo. A maioria dos estudos utiliza temperaturas entre 37 °C e 70 °C. As
temperaturas mais altas, principalmente em sistemas contendo acgtcares como HBDs
foram adotadas com o objetivo de reduzir a viscosidade do meio. Neste estudo, observou-
se que a adi¢do de 20% de agua (v v'!) a0 meio reacional diminuiu consideravelmente a
viscosidade do DES, sem a necessidade de utilizacdo de altas temperaturas, com uma
conversao maior (91%) em comparacdo aos estudos que utilizaram temperaturas
elevadas, como 28% e 62% de conversao ambas as reacdes foram realizadas em meio
contendo ChCl:Sorbitol a uma temperatura de 50 °C e 70 °C, respectivamente
(DELAVAULT et al., 2021; BUZATU et al., 2024).

A maioria das lipases usadas na sintese de ésteres de acticar apresenta preferéncia
pela acetilagdo do carbono C-6 do acticar. CALB ¢ o biocatalisador mais estudado para
essa reacao, com alta regiosseletividade bem estabelecida na literatura, corroborando os
dados deste trabalho. Grande parte das reagdes realizadas, os ésteres acetilados foram
formados predominantemente em apenas uma posi¢ao. No entanto, um estudo de Buzatu
et al. (2024) mostrou resultados diferentes. Nessa pesquisa, CALB foi utilizada com
diferentes formulagdes de DES, contendo ChCl como HBA e xilitol, D-arabitol e D-
sorbitol como HBDs, servindo como solventes e ao mesmo tempo substratos da reagao

(Sistema 2 em 1). As reacdes resultaram na formacao de 1,5-dilauril-D-arabitol (80% de
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conversdo), 1,5-dilauril-xilitol (56%) e 1,6-dilauril-D-sorbitol (62%). ALB exibiu
regiosseletividade diferente, preferindo as posigdes C-1 e C-5, com destaque para a
formagdo de diésteres. Segundo andlises de dinamica molecular, a interacdo dos
substratos com os residuos cataliticos depende das hidroxilas presentes. Para xilitol e
sorbitol, a hidroxila do C-6 tem menor impedimento estérico e interage diretamente com
a enzima, enquanto no arabitol, a hidroxila do C-5 ¢ preferencial. Em uma segunda
acetilacdo, a preferéncia foi pelo carbono anomérico (C-1), o mais reativo. As analises
também mostraram que CALB tem maior afinidade por substratos hidrofébicos, o que
levou a uma preferéncia da enzima pelos monoésteres formados nas primeiras horas de
reacdo ao invés dos agucares, tendo a formacao predominante de diésteres.

Por fim, a utiliza¢do de lipases ndo comerciais, como o sélido fermentado de
Burkholderia contaminans LTEB11, também foi explorada. Os estudos com SFBC foram
baseados em pesquisas anteriores de Villalobos et al. (2018), que mostraram O6timas
conversoes de 71% em 72 h na sintese de ésteres de agucar em sistema livre de solvente,
utilizando apenas metil-a-D-glucose e acetato de vinila no meio reacional. No estudo
atual, as conversdes obtidas para SFBC foram de 19% em 72 h utilizando
ChCIL:Glu/H2020, e 21% de conversdo em sistema contendo apenas D-glucose e acetato
de vinila. Embora os valores sejam baixos, o uso de SFBC pode ser vantajoso, pois esse
biocatalisador ¢ mais econdOmico em comparacao as lipases comerciais, como CALB.
Além disso, o uso de SFBC elimina processos de producdo como a purificagdo ¢ a
imobilizacao das lipases. A producdo de novos lotes de SFBC com mais alta atividade e
a otimizacao da producdo de lipases em fermentacdo em estado solido e das condi¢des da
reacdo em DES podem proporcionar bons valores de conversdo em reagdes de sintese de
¢ésteres de acgucar. O atual estudo mostrou também que SFBC apresentou uma
regioseletividade pelo carbono C-6, o que foi mostrado pela formacao do produto a-D-6-

O-acetilglucopiranosideo, utilizando como agucar a D-glucose.
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CONCLUSOES

Os estudos realizados no presente trabalho permitiram concluir que foi possivel

sintetizar o éster de acucar a-D-6-O-acetilglucopiranosideo, em sistema contendo o

solvente eutético profundo cloreto de colina e glucose (1:1), com adi¢io de 20% (v v'')

de 4gua, com a melhor conversdo (91%) obtida quando a lipase B de Candida antarctica

imobilizada foi utilizada para catalisar a rea¢do. Para se chegar a esta conclusdo, foram

feitos estudos que mostraram que:

Os solventes eutéticos profundos (DESs) a base de glucose e glicerol
apresentaram estabilidade durante os experimentos, e¢ sua formagdo foi
confirmada por espectroscopia de infravermelho e ressondncia magnética

nuclear;

A presenca de agua no meio reacional de sintese com DES teve um papel
fundamental para o aumento significativo (100%) da conversdao obtida com
CALB. Este estudo mostrou que a melhor concentra¢ao de 4gua no sistema ¢
de 20% (v v!) e que concentra¢des abaixo e acima de 20% levam a reducdo

das conversoes;

A sintese de ésteres de agticar em meio contendo ChCl:Glu e agua (20% v v
1, utilizando SFBC como biocatalisador, resultou em baixas conversdes
(21%), provavelmente devido a baixa atividade de esterificacao (1,5 U g™'SS),
em comparagcdao com CALB (255 U g!'). Contudo, a utilizagdo de SFBC em
meio contendo DES, apods otimizacdo, podera tornar o processo de sintese

viavel economicamente;

Com base nos dados de RMN uni e bidimensional, foi confirmada a
regiosseletividade de CALB e SFBC, identificando-se como produto
majoritario a-D-6-O-acetilglucopiranosideo, reforcando a preferéncia das

lipases pela acetilagdao da glucose no carbono da posigao 6;
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e Apds quatro ciclos de reacdo em meio contendo DES (ChCI:Glu) e 4gua como
co-solvente, com lavagens sucessivas com metanol ao final de cada ciclo, foi
observada uma maior estabilidade da CALB, apresentando uma diminui¢ao
consideravel de 30% na conversdo apenas no quarto ciclo de reacdo. SFBC,
entretanto, mostrou perda de atividade ja no terceiro ciclo da reacdo. A reducao
da conversdo no reuso pode estar relacionada ao metanol utilizado para as

lavagens, que pode ter causado a desnaturagdo da enzima.

A utilizagao de DES na sintese de ésteres de acgtcar produziu resultados que
podem viabilizar de forma econdmica, sustentavel o processo industrial de sintese. Entre
as vantagens da utilizagdo de DES como meio reacional destacam-se: a utilizagdo de um
solvente mais ecologico, de facil preparo e versatil, a capacidade dos DESs de solubilizar

diferentes substratos, permitindo maior conversao ¢ sua compatibilidade com lipases.
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8. PERSPECTIVAS

Os resultados obtidos para a sintese de ésteres de aglicar apresentados neste

trabalho abrem perspectivas para trabalhos futuros, sugerindo-se:

e Produzir em quantidades suficientes, identificar e caracterizar o produto

secundario resultante da reacdo de sintese;

e Otimizar a sintese enzimatica de ésteres de acucar, considerando a
alimentacdo do meio reacional com acetato de vinila, uma vez que este € o
reagente limitante da reagdo, a quantidade de biocatalisador e a utilizagcdo de
outras formulagdes de solventes eutéticos profundos com novos doadores e

aceptores de ligagdo de hidrogénio;

e [Estudar a sintese enzimatica utilizando diferentes carboidratos e agentes
acilantes, com o objetivo de sintetizar novos ésteres de acucar de interesse

industrial;

e Utilizar solventes menos agressivos, como z-butanol, para a lavagem dos

biocatalisadores, com foco em estudos de reuso;

e Produzir novos lotes de sbélido fermentado de Burkholderia contaminans

LTB11 e otimizar o sistema para a sintese de €steres de agticar em DESs.
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