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RESUMO 

 
 

O objetivo deste trabalho consistiu na produção enzimática de um éster com atividade 

antioxidante (galato de isoamila) por esterificação de ácido gálico e álcool isoamílico 

em meio de solvente (terc-butanol). Oito lipases comerciais de diferentes fontes como 

Mucor javanicus (LMJ), Rhizopus niveus (LRN), Thermomyces lanuginosus (LTL), 

Rhizomucor miehei (LRM), Candida sp. (LCsp), Candida rugosa (LCR) e 

Pseudomonas fluorescens (LPF) e animal obtida de pâncreas de porco (LPP) foram 

avaliadas na produção do éster na forma de extratos enzimáticos brutos (lipases 

livres). Após a seleção das lipases com maior atividade catalítica, foram avaliadas as 

influências de relevantes parâmetros na reação como temperatura de reação (35°C a 

60°C), concentração de biocatalisador baseada na atividade catalítica na hidrólise da 

emulsão de azeite de oliva (250 U a 2000 U), razão molar ácido:álcool (1:1 a 1:2) e 

tempo de reação. As reações foram realizadas em triplicata em frascos fechados 

contendo 5 mL de meio de reação empregando concentração fixa de ácido gálico no 

meio de reação (250 mM) e agitação mecânica (240 rpm). O progresso das reações 

foi determinado pelo consumo de ácido gálico na reação pelo método titulométrico. De 

acordo com os resultados, os máximos valores de porcentagem de conversão foi da 

ordem de 55% após 105 min de reação para LPF e 40% após 90 min de reação para 

LPP foram alcançados empregando razão estequiométrica de ácido gálico e álcool 

isoamílico (1:1 – 250 mM de cada reagente em meio de terc-butanol) temperatura de 

40ºC para LPP e 55°C para LPF, 1000 U de atividade hidrolítica para cada enzima 

(0,12 g de lipase de LPF e 0,19 g de LPP). Estes resultados revelam que a aplicação 

de uma lipase de baixo custo (LPP) pode ser promissora na produção de ésteres com 

propriedades antioxidantes, uma importante classe de compostos empregados na 

área de alimentos e cosméticos 

 
Palavras-chave: Ésteres lipofílicos; Ácido gálico; Esterificação; Lipases 



 
 
 

 

ABSTRACT 

 
 

The objective of this work was the enzymatic production of an ester with antioxidant 

activity (isoamyl gallate) by esterification of gallic acid and isoamyl alcohol in solvent 

medium (terc-butanol). For such purpose, eight commercial lipases from different 

sources were used in their free forms (crude enzymatic extracts) as biocatalysts: Mucor 

javanicus (LMJ), Rhizopus niveus (LRN), Thermomyces lanuginosus (LTL), 

Rhizomucor miehei (LRM), Candida sp. (LCsp), Candida rugosa (LCR) e 

Pseudomonas fluorescens (LPF) and porcine pancreas (LPP). After selecting the 

lipase sources with the highest catalytic performance on the ester production, it was 

evaluated the influence of relevant parameters on the reaction such as temperature 

(35°C–60°C), biocatalyst concentration based on the catalytic activity in olive oil 

emulsion hydrolysis (250 U–2000 U), molar ratio acid:alcool (1:1–:2) and reaction time. 

In this study, esterification reactions have been performed em closed flasks containing 

5 mL of reaction mixture at fixed gallic acid concentration (250 mM) and mechanical 

stirring (240 rpm). The progress of the reaction has been measured by determining the 

residual gallic acid in the reaction by titrimetric method. According to results, maximum 

acid conversion percentage around 55% after 105 min of reaction using LPF and 40% 

after 90 min of reaction catalyzed by LPP were achieved under such experimental 

conditions: stoichiometric molar ratio acid:alcohol (1:1 – 250 mM of each reactant), 

40ºC for LPP and 55°C for LPF, 1000 U of hydrolytic activity (0.12 g of LPF and 0.19 g 

of LPP). These results reveal that the application of a low-cost lipase as LPP can be 

highly promising for producing a lipophilic ester with antioxidant properties, an 

important class of compounds used in the food and cosmetic formulations. 

 
Keywords: Lipophilic esters; Gallic acid; Esterification; Lipases. 
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1 INTRODUÇÃO GERAL 

 
 

A Nos últimos anos, a adoção de processos biotecnológicos vem se 

apresentando como uma das vertentes que possibilitam a aplicação sustentável da 

biodiversidade para a produção de diversos compostos de interesse industrial 

(ALMEIDA et al., 2021; BOLINA et al., 2021; BASSO e SERBAN, 2019). Diferentes 

compostos obtidos de fontes renováveis são explorados por estas rotas como 

biocombustíveis, polímeros, ácidos orgânicos, antibióticos, enzimas industriais, 

alimentos funcionais, proteínas entre muitos outros. Estes processos têm sido 

conduzidos empregando preferencialmente células íntegras de diferentes fontes 

(microrganismos, células animais e vegetais) ou enzimas. A aplicação de 

biocatalisadores é atrativa do ponto de vista industrial porque estes apresentam alta 

atividade catalítica em condições brandas de reação (temperaturas moderadas e 

pressão atmosférica) e especificidade que reduz a formação de subprodutos que 

facilita as etapas de separação e purificação (ALMEIDA et al., 2021). Desta forma, 

surge    como    alternativa     o    emprego    de    lipases     como     biocatalisador. As 

lipases (triacilglicerol acilhidrolases E.C. 3.1.1.3), são enzimas que têm sido uma das 

mais empregadas no setor industrial, tais como, no setor alimentício (desenvolvimento 

de aromas, maturação de queijos, lipídeos estruturados, e emulsificantes), cosmético 

(emolientes e ésteres com propriedades antioxidantes), farmacológico (síntese de 

naxopreno, ibuprofeno), agroquímico (inseticidas, e pesticidas), oleoquímico (hidrólise 

de óleos e gorduras, biosurfactantes e biolubrificantes), formulação de detergentes, e 

na geração de energia (biodiesel). Esta importante classe de enzimas pode catalisar 

reações tanto em meios aquosos e não convencionais – meios orgânicos com baixa 

concentração de água (ALMEIDA et al., 2021; BOLINA et al, 2021). Dentre os 

diferentes produtos de interesse industrial produzidos por lipases, ésteres de ácido 

gálico são compostos que exibem várias atividades biológicas, incluindo proteção 

cardiovascular, atividades antibacterianas, antifúngicas, antivirais, anticâncer e anti-

inflamatórias (AL ZAHRANI et al., 2020; GUTIERREZ et al., 2020). Além disso, estes 

compostos também apresentam atividade anti-hiperglicêmica devido ao seu efeito 

inibitório sobre enzimas digestivas como amilase (DRAGANO et al., 2020; 

GUTIERREZ et al., 2020). 
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Os comprimentos das cadeias carbônicas introduzidas pela esterificação 

empregando diferentes álcoois como aceptores acila afetam diferentemente suas 

atividades farmacológicas (AL ZAHRANI et al., 2020; GUTIERREZ et al., 2020). Neste 

sentido, o objetivo deste estudo foi avaliar a atividade catalítica de oito preparações 

comerciais de lipases de Mucor javanicus (LMJ), Rhizopus niveus (LRN),Thermomyces 

lanuginosus (LTL), Rhizomucor miehei (LRM), Candida sp. (LCsp), Candida rugosa 

(LCR) e Pseudomonas fluorescens (LPF) e lipase de origem animal obtida de 

pâncreas de porco (LPP) na produção de éster de ácido gálico (galato de isoamila). A 

escolha de álcool isoamílico, um álcool proveniente do óleo fúsel (≈70% mol/mol) 

gerado na destilação do etanol, se deve ao seu baixo custo e de fácil obtenção no país 

(CERÓN et al., 2018). O éster foi obtido por esterificação direta de ácido gálico e álcool 

isoamílico em meio de terc-butanol, avaliando a conversão da reação e a sua 

produtividade. A aplicação de terc-butanol como solvente orgânico foibaseada na 

elevada solubilidade do ácido gálico (sólido nas condições de ensaio) como intuito de 

preparar um sistema reacional com boa dispersão dos materiais de partida 

empregados neste estudo. 
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CAPÍTULO 1 

 
 

2 REVISÃO LITERATURA / DESENVOLVIMENTO 

 
 

2.1 ÁCIDO GÁLICO 

O flavonóide ácido gálico (ácido 3,4,5-trihidroxibenzóico) é um polifenol 

encontrado amplamente no reino vegetal, ocorrendo em muitas plantas, como por 

exemplo, raízes de Paeonia rockii (PICERNO et al., 2011), frutos de Syzygium cumini 

(TOBAL et al., 2012), folhas, caules e raízes de variedades diferentes de Labisa pumila 

benth (KARIMI et al., 2011), Alchornea glandulosa (CALVO et al., 2007), entre muitos 

outros. Esse ácido fitoquímico é bem conhecido pelas suas propriedades 

antioxidantes, antimicrobianas, anti-inflamatórias, antimutagênicas, 

anticarcinogênicas, antivirais e analgésicas (BIROSOVÁ; MIKULÁSOVÁ; 

VAVERKOVÁ, 2005; GIFTSON; JAYANTHI; NALINI, 2009; KANG et al., 2008; KIM 

et al., 2006; LOPES et al., 2011). O ácido gálico (Figura 1), consiste em uma estrutura 

fenólica trihidroxilada, é um intermediário do metabolismo vegetal secundário, e é 

frequentemente um componente de taninos hidrolisáveis em plantas (GRUNDHÖFER 

et al., 2001). 

 
 

                            Figura 1 - Estrutura química do ácido gálico. 
 

 

 
                                          Fonte: O autor (2021). 

 
 

Caracteriza-se como um sólido branco cristalino, cuja fórmula molecular é 
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C7H6O5 e sua massa molar é de 170,12 g/mol. O ponto de fusão é de 210 °C com 

decomposição entre 235 a 240 °C, produzindo dióxido de carbono e monóxido de 18 

carbonos; a solubilidade do ácido gálico em água é de 12g/L a 20°C. É solúvel em 

álcool etílico, água, glicerina e praticamente insolúvel em clorofórmio, benzeno e éter 

de petróleo (PUBCHEM, 2021). 

Vários derivados do ácido gálico já foram sintetizados com o objetivo de 

melhorar suas características físico-químicas, alterando especialmente sua 

lipofilicidade. Esses polifenóis derivados apresentam diferença somente no número de 

carbonos da cadeia lateral do ácido gálico (LIMA, 2014). 

 
2.2 OBTENÇÃO DO ÉSTER: VIA QUÍMICA VERSUS VIA ENZIMÁTICA 

Ésteres são importantes compostos químicos, atuando como intermediários na 

síntese de medicamentos, plastificantes, lubrificantes, cosméticos e fármacos 

(CHOWDHURY et al., 2014; LAGE et al., 2016; VESCOVI et al., 2017; WANG et al., 

2012). Os ésteres sintéticos são substâncias que apresentam uma combinação de 

excelente desempenho técnico com propriedades ecológicas satisfatórias por se 

tratarem de compostos de fácil degradação, além de possuírem baixa toxicidade 

aquática. Conferem alta estabilidade química às moléculas quando comparados aos 

ésteres de glicerol, como por exemplo, apresentarem ao menos um átomo de carbono 

quaternário em sua cadeia. 

Na produção de ésteres simples a partir de álcoois de cadeia curta, como 

metanol, etanol ou butanol e triglicerídeos de origem natural, os catalisadores mais 

utilizados são hidróxido de sódio ou potássio, hidróxidos e alcóxidos de metais, 

carbonatos, acetatos e diferentes ácidos, por meio de reações de esterificação 

(MACHADO, 2018). 

Uma produção economicamente viável de ésteres em escala industrial deve 

atender, no mínimo, aos seguintes critérios: bom rendimento, poucos subprodutos, 

balanço energético favorável, pequeno impacto no meio ambiente e simplicidade. 

Entretanto, apenas poucos dentre os inúmeros processos publicados na literatura 

especializada, de fato, atendem a esses requisitos (LAMSA, 1995). 

O interesse industrial por tecnologias enzimáticas vem aumentando 

gradativamente, principalmente nas áreas de engenharia de proteínas e enzimologia 

em meios reacionais não convencionais, as quais ampliaram consideravelmente o 

potencial de aplicação das enzimas como catalisadores em processos industriais. 
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Entre os processos de maior interesse estão as reações de hidrólise, síntese e 

interesterificação de lipídeos, catalisadas por lipases. As razões do enorme potencial 

biotecnológico dessa enzima incluem fatos relacionados com sua alta estabilidade em 

solventes orgânicos; o fato de não requerer a presença de cofatores e por possuir uma 

larga especificidade pelo substrato e exibir uma alta enantiosseletividade (BONDIOLI, 

2005; LINDEMANN et al., 2012; WHITBY, 2015). O reconhecimento dessas vantagens 

tem proporcionado um aumento considerável na produção e comercialização de 

lipases, resultando no desenvolvimento de tecnologias alternativas consistentes para 

utilização no setor industrial. 

 
2.3 ÉSTERES E APLICAÇÕES DE ÉSTERES DE ÁCIDO GÁLICO 

Os ésteres são compostos químicos frequentemente usados na manufatura de 

plastificantes, tintas, aromas, produtos farmacêuticos, cosméticos, combustíveis 

líquidos e lubrificantes (WANG et al., 2016; CHOWDHURY et al., 2014). Esses últimos 

são ésteres alquílicos que se originam a partir da reação de ácidos carboxílicos e 

álcoois de cadeia longa, ou seja, compostos com oito ou mais carbonos (LIMA et al., 

2018; CHOWDHURY et al., 2014; RUDNICK, 2013). 

Classificam-se como compostos orgânicos oxigenados derivados de ácidos 

carboxílicos. São frequentemente encontrados na natureza estando associados ao 

odor agradável de flores, frutas e óleos vegetais, também fazem parte da composição 

de gorduras animais (ésteres graxos) (BOLT; RIEMENSCHNEIDER, 2012; OLIVEIRA 

et al., 2014). 

Desenvolvido por Emil Fischer e Arthur (1985) o método mais conhecido para 

obtenção de ésteres é conhecido como esterificação de Fischer e ocorre entre um 

ácido carboxílico e um álcool, sob aquecimento e presença de um ácido forte como 

catalisador (OLIVEIRA et al., 2014). 

Trata-se de uma reação reversível que, nas condições descritas, atinge o 

equilíbrio em poucas horas e dessa forma, para se obter um melhor rendimento 

desloca-se o equilíbrio para a formação dos produtos, adicionando um dos reagentes 

em excesso ou retirando a água que vai sendo formada (SOLOMONS, FRYHLE, 2012; 

OLIVEIRA et al., 2014). 

Os ésteres, também, são compostos com uma ampla aplicabilidade no setor 

industrial com destaque para a produção de combustíveis, em especial o biodiesel, é 

utilizado em fármacos, em aromas nas indústrias alimentícia e cosmética e também é 
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utilizado como monômero na produção de polímeros (SKORONSKI, 2006). 

Dentre os diferentes produtos de interesse industrial produzidos, ésteres de 

ácido gálico são compostos que exibem várias atividades biológicas, incluindo 

proteção cardiovascular, atividades antibacterianas, antifúngicas, antivirais,anticâncer 

e anti-inflamatórias (AL ZAHRANI et al., 2020; GUTIERREZ et al., 2020). Em sua 

função ácida, o ácido gálico permite a introdução dos mais variados substituintes, 

possibilitando, desta forma, a obtenção de inúmeros análogos ésteres com os mais 

distintos efeitos. 

Pesquisadores como George Sampsom (1849) e John Lyell (1849) já relatavam 

a utilização do ácido gálico para o tratamento precoce de insuficiência renal 

(microalbuminúria). Em 1910, Ehrmann cita que o ácido gálico forma um complexo de 

coloração vermelha com m-hidroxidifenilamina, o que culminou na sua utilização na 

indústria de tinturas. 

Bucher descreveu em 1945 a capacidade do ácido gálico em proteger a 

rancificação do óleo de salmão. Kring et al (1950), descreveram a habilidade de 

pequenos ésteres do ácido gálico em prevenir a rancificação de diversas gorduras, 

semelhante ao que Bucher descreveu. 

A partir da década de 70, com a introdução de novos métodos de extração e 

isolamento (MGEBRISHVILI, 1977; MOLL et al., 1978), a obtenção do ácido gálico a 

partir de plantas (DA SILVA, 1970; GUVEN et al., 1974) e de microorganismos 

(KORTH, 1973) passou a ser mais relatada, bem como a síntese química de seus 

derivados (FORGO; BUCHI, 1970; TAKAHASHI et al., 1977). Na mesma década, 

estudos de atividade biológica de derivados do ácido gálico foram intensificados. 

Estudos demonstram que o ácido gálico apresenta forte ação antioxidante (KIM 

et al., 2002), anti-inflamatória (KROES et al., 1992), antimutagênica (GICHNER et al., 

1987) e antitumoral (LOCATELLI et al., 2013). Com relação à atividade antitumoral, o 

ácido gálico tem demonstrado também atividade citotóxica seletiva, afetando 

principalmente células tumorais e não as linhagens celulares normais (SERRANO et 

al., 1998; YOSHIOKA et al., 2000). 

Derivados do ácido gálico têm demonstrado efeitos ainda mais potentes que o 

seu precursor, provavelmente por apresentarem uma maior permeabilidade às 

membranas plasmáticas (SAEKI et al., 2000). Um estudo que avaliou a atividade do 

ácido gálico em linhagem de células de câncer de próstata demonstrou que sua ação 
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antitumoral está relacionada à indução do apoptose dependente da formação de 

espécies reativas de oxigênio, as quais seriam produzidas a partir da auto-oxidação 

do ácido gálico nessa linhagem celular. 

 
2.4 ENZIMAS 

Atualmente, a química moderna requer a produção de produtos complexos 

usando processos que levam a altas conversões e em quantidades muito baixas de 

subprodutos, conforme refletido pelos princípios da química verde (BOUDRANT; 

WOODLEY; FERNANDEZ-LAFUENTE, 2020;). Nesse contexto, a biocatálise 

enzimática está se tornando cada vez mais aplicada como alternativa aos processos 

químicos tradicionais. As enzimas são altamente ativas sob condições moderadas, 

exibindo alta seletividade e especificidade, permitindo assim, uma drástica redução 

nos requisitos de pureza do substrato e na geração de subprodutos (MAGRO et al., 

2019). 

As enzimas são catalisadores biológicos que facilitam a conversão de um 

substrato em um produto, pelo fornecimento de condições que diminuam a energia de 

ativação da reação. Estes biocatalisadores, por sua vez, podem ser proteínas ou 

glicoproteínas, e consistem de pelo menos uma parte polipeptídica (MIKKELSEN e 

CORTON, 2004). Tem a função de levar a reação para o seu equilíbrio de uma forma 

acelerada, provocando uma mudança favorável na energia do sistema. O uso de 

enzimas em biocatálise é bem consolidado com relação ao estabelecimento de 

processos mais sustentáveis com finalidade biotecnológica (ASTOLFI; GIRELLI; 

FERNANDEZ-LAFUENTE, 2019; SCUTO, 2020). 

As enzimas apresentam várias propriedades que as tornam mais atrativas como 

catalisadoras para biotransformações, destacando-se o uso na indústria químico-

farmacêutica e alimentícia. 

O aumento populacional e a busca por processos mais ecológicos 

impulsionaram a produção de uma grande demanda por produtos e compostos que 

consigam suprir todos os ramos da indústria, sendo assim, um aprimoramento e 

aperfeiçoamento de técnicas é necessário. O mercado das enzimas não ficou para 

trás e teve um grande desenvolvimento decorrente desses avanços (CASTILLA et al., 

2018; EHLEBRACHT; FETCHENHAUER, 2016; STAVROVA; SUN et al., 2018). 
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O interesse no uso das enzimas pode ser explicado por fatores como: a 

variedade de substratos sobre os quais as enzimas atuam, as reações complexas que 

as enzimas são capazes de catalisar em rotas onde a geração de resíduos e 

subprodutos são reduzidos e a capacidade que as mesmas têm de atuar como 

catalisadoras e altas velocidades em condições reduzidas de energia (AEHLE, 2004). 

As enzimas podem ser obtidas de várias fontes; animal, vegetal ou microbiana. 

Esta última possibilita a obtenção de um maior número de enzimas devido à grande 

variedade de microrganismo existentes e ainda permite a utilização das novas 

tecnologias de modificações genética (BORNSCHEUER et al., 2019; FREY; 

HAYASHI; BULLER, 2019). Dentre as principais enzimas de interesse comercial, 

podem ser destacadas as amilases, proteases, celulases e lipases alvo desse 

trabalho, as quais são amplamente empregadas em vários setores industriais (SILVA 

et al., 2018). 

 
2.5 LIPASES 

As lipases (éster triacilglicerol acil-hidrolases EC 3.1.1.3) desempenham uma 

pluralidade de funções em diversos setores industriais pela sua ampla especificidade 

por substratos, disponibilidade comercial e sua capacidade de atuar em 

concentrações de substrato bem elevadas, tanto em ambientes aquosos (natural 

dessa classe de enzimas), quanto em solventes orgânicos (RODRIGUES et al., 2019; 

SEDDIGI et al., 2017). Em sistemas não aquosos (meios orgânicos), elas também 

catalisam reações de esterificação, transesterificação e interesterificação para a 

produção de ésteres de interesse industrial como biodiesel, biolubrificantes, ésteres 

de aroma, lipídios estruturados, polímeros, emolientes, surfactantes, dentre outros 

(ADLERCREUTZ, 2013; BASSO; SERBAN, 2019; BOLINA et al., 2021 FERNANDEZ-

LAFUENTE, 2010). 

São comumente encontradas na natureza, podendo ser obtidas a partir de 

fontes animais (estômago, tecido adiposo, vascular e linfático, lisossomos), vegetais 

(oleaginosas) e microbianas (bactérias e fungos), nas quais exercem um papel chave 

na modificação biológica de lipídios. A maioria das lipases utilizadas como 

catalisadores em síntese orgânica são de origem microbiana, como as lipases de 

Candida rugosa, Pseudomonas fluorescens, Rhizopus oryzae (BAN et al., 2001), 

Aspergillus niger, Thermomyces lanuginosus, e Rhizomucor miehei (AL-ZUHAIR, LIG 

e JUN; 2007). 
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As lipases são um dos principais biocatalisadores com potencial comprovado 

para contribuir com a bioindústria da tecnologia lipídica (TREICHEL et al., 

2010;MALDONADO et al., 2016; ARUMUGAM et al., 2018). 

A importância tecnológica das lipases está bem documentada na literatura. 

Assim como outras classes de enzimas, as lipases vêm sendo aplicadas em diversas 

áreas devido às suas vantagens em comparação com catalisadores químicos: 

mostram alta seletividade, atuam em condições brandas e são biodegradáveis 

(FORESTI e FERREIRA, 2005). Considerando estas vantagens, as lipases estão entre 

os biocatalisadores mais utilizados na área de química orgânica (DIAZ et al., 2006). 

 
2.6 LIPASE DE PSEUDOMONAS FLUORESCENS (LPF) 

As lipases de bactérias Pseudomonas são conhecidas como lipases 

termoestáveis (MUSTRANTA; FORSSELL; POUTANEN, 1993) e têm sido utilizadas 

para uma ampla variedade de aplicações biotecnológicas em síntese orgânica 

(JAEGER; REETZ, 1998) e formulação de detergentes (GUPTA; GUPTA; RATHI, 

2004). A lipase de Pseudomonas fluorescens, comercialmente disponível na sua 

forma livre e imobilizada, é constituída por uma cadeia de 320 resíduos de 

aminoácidos, com massa molecular de aproximadamente 33 kDa (BORNSCHEUER 

et al., 1994; FERNÁNDEZLORENTE et al., 2003; SCHRAG et al., 1997). Seu sítio 

catalítico é formado pela tríade Ser87-Asp264- His286 (SCHRAG et al., 1997). 

A LPF tem a tendência de formar agregados bimoleculares em concentrações 

enzimáticas moderadas. Essa estrutura bimolecular é muito menos ativa que a forma 

monomérica da lipase e pode ser dissociada por adição de detergentes 

(FERNÁNDEZ-LORENTE et al., 2003). 

A LPF, tem sido investigada, pois é produzida por um fungo, adaptado a 

temperaturas próximas a 40ºC (TINTOR, 2014), bem como, devido a suas 

propriedades, como a enantioseletividade, além de serem usadas para a produção de 

fármacos, biocombustíveis e de alimentos, a lipase AK pode ter ampla atuação em 

outras diferentes indústrias (FONSECA et al., 2015, FERREIRA et al., 2014). 

É uma lipase não regioespecífica, estável na faixa de temperatura de 20 a 50ºC 

e pH 6-10, enquanto sua atividade ótima foi observada na temperatura de 55ºC e pH 

8 a 10 (KOJIMA; YOKOE; MASE, 1994; MUSTRANTA; FORSSELL; POUTANEN, 

1993). 
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2.7 LIPASE DE PÂNCREAS DE PORCO (PORCINE PANCREAS - LPP) 

A lipase pancreática suína (LPP) é a preparação de lipase mais barata 

comercialmente disponível, o que é recomendado para processos de sínteses em que 

o custo é considerado como fator crítico (MENDES; OLIVEIRA; DE CASTRO, 2012; 

PAULA et al., 2007). 

A LPP apresenta uma homologia de 86% com a lipase pancreática humana 

(LP), tornando-se uma das lipases mais utilizadas em reações de biotransformação 

(WINKLER et al., 1990; BIRARI; BHUTANI, 2007). Também, a LPP é bastante 

termoestável, se mantém ativa em meios reacionais anidros, e é economicamente 

mais viável se comparada com as lipases de origem humana, microbiana e de outros 

animais (GOGOI et al., 2008). 

É uma enzima solúvel em água, com massa molecular de 50 – 52 kDa, 

composta por 449 resíduos de aminoácidos (WINKLER et al., 1990; MILED et al., 

2000), e estável na faixa de temperatura de 35 à 45ºC e pH 7,3 - 9,0 (MENDES; 

OLIVEIRA; CASTRO, 2012), e amplamente aplicada em reações de 

biotransformação, que inclui hidrólise de óleos para a produção de ácidos graxos, 

hidrólise enantioseletiva, tratamento de águas residuais ricas em lipídeos, síntese de 

aromas, fragrâncias, biodiesel, produtos farmacêuticos, emulsificantes e cosméticos 

(MENDES; OLIVEIRA; CASTRO, 2012). 

 
2.8 REAÇÕES CATALISADAS POR LIPASES: ESTERIFICAÇÃO EM MEIO      

ORGÂNICO 

 

As lipases são biocatalisadores versáteis, capazes de catalisar uma série de 

diferentes reações. De fato, embora sua função natural seja a quebra das ligações de 

éster de triacilgliceróis com o consumo de moléculas de água (hidrólise), as lipases 

são também capazes de catalisar a reação reversa sob condições microaquosas, 

como por exemplo, a formação de ligações éster a partir de álcool e ácido carboxílico 

(síntese de éster). De fato, algumas lipases são mais desejáveis para aplicações de 

síntese do que hidrólise (RICHETTI, 2009). 

No presente trabalho o foco principal foi a reação de esterificação, onde a 

habilidade da lipase em catalisar a reação reversa de síntese pode ser aplicada na 

obtenção de inúmeros produtos de interesse, no caso desse trabalho, o éster galato 

de isoamila. Diversos trabalhos na literatura têm sido reportados no sentido de elucidar 

os mecanismos cinéticos de reações de esterificação catalisadas por lipases 

(GANDHI, 1997). 
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A água gerada durante a reação de esterificação é considerada um parâmetro 

bastante importante que precisa ser controlado. Mesmo sob condições de baixa 

concentração de água, durante o curso da reação, onde para cada um mol de água é 

formado para cada um mol de éster sintetizado. Desta forma, solventes hidrofílicos 

são geralmente evitados para prevenir a inativação da enzima, a formação desta fase 

aquosa pode ocorrer facilmente durante a reação. A remoção de água por diversas 

metodologias pode prevenir este fenômeno e auxiliar na direção da reação para atingir 

altas conversões (CASTRO et al., 1995), tais como, o uso de peneiras moleculares. 

Em meio orgânico, as lipases catalisam a transferência de grupos acila de 

compostos doadores para uma ampla faixa de compostos aceptores de diferentes da 

água (YAHYA et al., 1998). Entre os possíveis processos catalisados pelas lipases em 

meio orgânico, a síntese de ésteres apresenta-se como uma vertente bastante 

promissora (CASTRO e ANDERSON, 1995; YAHYA et al., 1998;). 

O critério mais importante na seleção de um solvente orgânico é sua 

compatibilidade com o catalisador e os substratos da reação. Para tal, o solvente 

orgânico não deve afetar fortemente a camada de hidratação da enzima, necessária 

para manter sua conformação nativa. 

Os solventes orgânicos utilizados em reações de esterificação catalisadas por 

lipases incluem benzeno, tolueno, n-hexano, heptano, octano, entre outros (CASTRO; 

ANDERSON, 1995). 

Umas das desvantagens do uso de enzimas em síntese orgânica é a pobre 

solubilidade da maioria dos compostos orgânicos com mais de quatro átomos de 

carbono onde o processo é executado em água. A água é um solvente para quase 

todas as aplicações na indústria química, uma vez que muitos compostos orgânicos 

são instáveis em soluções aquosas. Portanto, o uso de solventes orgânicos apresenta 

diversas vantagens, tais como: fácil recuperação do substrato e produtos com alta 

proporção; é possível o uso de substratos não polares e em muitos casos as lipases 

são mais ativas (GOTOR-FÉRNANDEZ et al., 2006). 
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TÍTULO AVALIAÇÃO DO EFEITO DE PARAMETROS NA PRODUÇÃO DO ÉSTER 

GALATO DE ISOAMILA POR ESTERIFICAÇÃO EM MEIO SOLVENTE 
CATALISADA POR LIPASESNA FORMA LIVRE 

 
 
 

RESUMO 

 
O presente trabalho teve como objetivo a produção enzimática de um éster com atividade 
antioxidante (galato de isoamila) por esterificação de ácido gálico e álcool isoamílico em 
meio de solvente (terc-butanol). Oito lipases comerciais de diferentes fontes (microbianas 
e animal) foram empregadas na forma livre (extratos brutos) como biocatalisadores. As 
reações foram conduzidas empregando 0,25 mol L-1 de cada reagente (ácido gálico e 
álcool isoamílico), agitação mecânica de 240 rpm, 40°C, 4 h de reação e 1000 unidades 
de atividade enzimática baseada na hidrólise da emulsão de azeite de oliva. Os máximos 
valores de porcentagem de conversão foram obtidos para as preparações de lipase de 
Pseudomonas fluorescens – LPF (41,5 ± 5,1%) e de pâncreas suíno – LPP (38,4 ± 2,3%), 
a preparação de lipase testada com menor custo. A produtividade para estes sistemas de 
reação foi da ordem de 25 µmoles de ácido gálico consumido h-1 U-1. Estes revelam que 
a aplicação de uma lipase de baixo custo (LPP) pode ser promissora na produção de 
ésteres com propriedades antioxidantes, uma importante classe de compostos 
empregados na área de alimentos e cosméticos. 
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ABSTRACT 
The present work aimed at the enzymatic production of 
an ester with antioxidant activity (isoamyl gallate) by 
esterification of gallic acid and isoamyl alcohol in solvent 
(tert-butanol). Eight commercial lipases from different 
sources (microbial and animal) were used in the free form 
(crude extracts) as biocatalysts. The reactions were 
carried out using 0.25 mol L-1 of each reagent (gallic acid 
and isoamyl alcohol), mechanical agitation at 240 rpm, 
40°C, 4 h of reaction and 1000 units of enzymatic activity 
based on the hydrolysis of the olive oil emulsion. olive. 

 
The maximum conversion percentage values were 
obtained for the lipase preparations of Pseudomonas 
fluorescens – LPF (41.5 ± 5.1%) and porcine pancreas – 
LPP (38.4 ± 2.3%), the lipase preparation tested at lower 
cost. The productivity for these reaction systems was of 
the order of 25 µmoles of gallic acid consumed h-1 U-1. 
These reveal that the application of a low-cost lipase (LPP) 
can be promising in the production of esters with 
antioxidant properties, an important class of compounds 
used in the food and cosmetics area. 

 

 

 
 

AVALIAÇÃO DO EFEITO DE PARAMETRO NA PRODUÇÃO DO ÉSTER GALATO DE 
ISOAMILA POR ESTERIFICAÇÃO EM MEIO DE SOLVENTE CATALISADA POR LIPASES 

NA FORMA LIVRE 
 

RESUMO 
O presente trabalho teve como objetivo a produção 
enzimática de um éster com atividade antioxidante 
(galato de isoamila) por esterificação de ácido gálico e 
álcool isoamílico em meio de solvente (terc-butanol).Oito 
lipases comerciais de diferentes fontes (microbianas e 
animal) foram empregadas na forma livre (extratos 
brutos) como biocatalisadores. As reações foram 
conduzidas empregando 0,25 mol L-1 de cada reagente 
(ácido gálico e álcool isoamílico), agitação mecânica de 
240 rpm, 40°C, 4 h de reação e 1000 unidades de 
atividade enzimática baseada na hidrólise da emulsão de 

 
azeite de oliva. Os máximos valores de porcentagem de 
conversão foram obtidos para as preparações de lipase 
de Pseudomonas fluorescens – LPF (41,5 ± 5,1%) e de 
pâncreas suíno – LPP (38,4 ± 2,3%), a preparação de lipase 
testada com menor custo. A produtividade para estes 
sistemas de reação foi da ordem de 25 µmoles de ácido 
gálico consumido h-1 U-1. Estes revelam que a aplicação de 
uma lipase de baixo custo (LPP) pode ser promissora na 
produção de ésteres com propriedades antioxidantes, 
uma importante classe de compostos empregados na 
área de alimentos e cosméticos. 
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1. INTRODUÇÃO 

Nos últimos anos, a adoção de processos biotecnológicos vem se apresentando como uma 

das vertentes que possibilitam a aplicação sustentável da biodiversidade para a produção de 

diversos compostos de interesse industrial (Basso & Serban, 2019; Almeida, Castro, Travalia & 

Forte, 2021); Bolina, Gomes & Mendes, 2021). Diferentes compostos obtidos de fontes renováveis 

são explorados por estas rotas como biocombustíveis, polímeros, ácidos orgânicos, antibióticos, 

enzimas industriais, alimentos funcionais, proteínas entre muitos outros. Estes processos têm sido 

conduzidos empregando preferencialmente células íntegras de diferentes fontes (microrganismos, 

células animais e vegetais) ou enzimas. A aplicação de biocatalisadores é atrativa do ponto de vista 

industrial porque estes apresentam alta atividade catalítica em condições brandas de reação 

(temperaturas moderadas e pressão atmosférica) e especificidade que reduz a formação de 

subprodutos que facilita as etapas de separação e purificação (Almeida et al., 2021). Desta forma, 

surge como alternativa o emprego de lipases como biocatalisador. 

As lipases (triacilglicerol acilhidrolases E.C. 3.1.1.3), são enzimas que têm sido uma das mais 
empregadas no setor industrial, tais como, no setor alimentício (desenvolvimento de aromas, 
maturação de queijos, lipídeos estruturados, e emulsificantes), cosmético (emolientes e ésteres 
com propriedades antioxidantes), farmacológico (síntese de naxopreno, ibuprofeno), agroquímico 
(inseticidas, e pesticidas), oleoquímico (hidrólise de óleos e gorduras, biosurfactantes e 
biolubrificantes), formulação de detergentes, e na geração de energia (biodiesel). Esta importante 
classe de enzimas pode catalisar reações tanto em meios aquosos e não-convencionais – meios 
orgânicos com baixa concentração de água (Almeida et al., 2021; Bolina et al., 2021). 

Dentre os diferentes produtos de interesse industrial produzidos por lipases, ésteres de 
ácido gálico são compostos que exibem várias atividades biológicas, incluindo proteção 
cardiovascular, atividades antibacterianas, antifúngicas, antivirais, anticâncer e anti-inflamatórias 
(Al Zahrani, El-Shishtawy & Asiri, 2020); Gutierrez, Guo, Feng, Tan & Kong, 2020). Além disso, estes 
compostos também apresentam atividade anti-hiperglicêmica devido ao seu efeito inibitório sobre 
enzimas digestivas como amilase (Dragano, Ferno, Dieguez, Lopez & Milbank, 2020); Gutierrez et 
al., 2020). 

Os comprimentos das cadeias carbônicas introduzidas pela esterificação empregando 
diferentes álcoois como aceptores acila afetam diferentemente suas atividades farmacológicas (Al 
Zahrani et al., 2020; Gutierrez et al., 2020). 

Neste sentido, o objetivo deste estudo foi avaliar a atividade catalítica de oito preparações 
comerciais de lipases de Mucor javanicus (LMJ), Rhizopus niveus (LRN), Thermomyces lanuginosus 
(LTL), Rhizomucor miehei (LRM), Candida sp. (LCsp), Candida rugosa (LCR) e Pseudomonas 
fluorescens (LPF) e lipase de origem animal obtida de pâncreas de porco (LPP) na produção de éster 
de ácido gálico (galato de isoamila). A escolha de álcool isoamílico, um álcool proveniente do óleo 
fúsel (≈70% mol/mol) gerado na destilação do etanol, se deve ao seu baixo custo e de fácil obtenção 
no país (Cerón, Vilas Boas, Biaggio & Castro, 2018). O éster foi obtido por esterificação direta de 
ácido gálico e álcool isoamílico em meio de terc-butanol, avaliando a conversão da reaçãoe a sua 
produtividade. A aplicação de terc-butanol como solvente orgânico foi baseada na elevada 
solubilidade do ácido gálico (sólido nas condições de ensaio) com o intuito de preparar um sistema 
reacional com boa dispersão dos materiais de partida empregados neste estudo. 
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2. METODOLOGIA 

 
2.1 Materiais 

Foram utilizadas oito lipases comerciais de origem microbiana e animal: 

Lipases microbianas de Mucor javanicus (LMJ), Rhizopus niveus (LRN), Thermomyces 
lanuginosus (LTL), Rhizomucor miehei (LRM), Candida sp. (LCsp), Candida rugosa (LCR) e 
Pseudomonas fluorescens (LPF) e animal obtida de pâncreas de porco (LPP) foram adquiridas da 
Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO, EUA). Ambas foram usadas na forma de extratos brutos. As 
informações técnicas destas lipases e propriedades estão sumarizadas na Tabela 1. Ácido gálico foi 
também obtido da Sigma-Aldrich Co., o álcool isoamílico e o terc-butanol foram adquiridos da 
Synth (São Paulo, SP, Brasil). Todos os outros reagentes e solventes foram de grau analítico 
adquiridos da Synth. 

 
Tabela 1: Informações técnicas e propriedades das preparações de lipases comerciais testadas neste estudo. 

Lipase Abreviação Forma AH Custo Custo  

(Fonte) (Código)a (U/g)b (R$)c (R$/g)  

Mucor 
LMJ

 
Javanicus Pó (534803) 6200 767,00 (50 g) 15,3 

 

Rhizopus niveus LRN Pó (62310) 2800 532,00 (50 g) 10,6  

Thermomyces 
LTL

 
lanuginosus 

Solúvel (L0777) 27000 1825,00 (250 mL) 7,3  

Rhizomucor 
LRM

 
Miehei Solúvel (L4277) 880 2024,00 (250 mL) 8,1 

 

Candida sp. LCsp Solúvel (L3170) 800 571,00 (50 mL) 11,4  

Candida rugosa LCR Pó (L1754) 16200 995,00 (25 g) 39,8  

Pseudomonas 
LPF

 
fluorescens 

Pó (534730) 8600 1349,00 (50 g) 27,0  

Pâncreas suíno LPP Pó (L3126) 5400 473,00 (100 g) 4,7  

a: Código das lipases fornecidas pela empresa Sigma-Aldrich Co. (ST LOUIS, MO, EUA). 
b: Atividade das lipases na hidrólise da emulsão do azeite de oliva (BASSI et al., 2016). 
c: Custo das lipases fornecidas pela empresa Sigma-Aldrich Co. (ST LOUIS, MO, EUA). 

 
2.2 Equipamentos 

Os principais equipamentos utilizados no desenvolvimento deste trabalho estão 
sumarizados na Tabela 2. 

Tabela 2: Principais equipamentos utilizados neste trabalho. 
 

Tipo de experimento Equipamento Modelo/Fabricante 

   

Reação de Esterificação Shaker (Incubadora refrigerada) SL222/CFR (Solab) 
Agitação Agitador mecânico MA 095 (MarconiMR) 

Atividade Hidrolítica Bureta Digital Digitrate Pro (Jencons) 

Medida de pH pHmetro DLA-PH (Del Lab) 
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2.3 Efeito de variáveis na produção enzimática de galato de isoamila por 
esterificação em meio de terc-butanol. 

 

2.3.1 Efeito da fonte de lipase na produção do éster 

A atividade catalítica das oito preparações comerciais de lipases em meio orgânico foi 
determinada na esterificação direta de ácido gálico e álcool isoamílico, como representado na 
figura 1, dissolvidos em terc-butanol, mantendo os parâmetros reacionais constantes, como a 
razão estequiométrica fixada em 1:1 e a quantidade de enzima adicionada no meio. 

 
 
 

 
 

Figura 1: Reação de esterificação entre ácido gálico e álcool isoamílico. 
 
 

As reações de esterificação foram conduzidas em frascos de vidro fechados (frascos de 
Duran) com capacidade para 100 mL, contendo 5 mL de meio reacional (0,25 mol/L de cada 
reagente – ácido gálico e álcool isoamílico), mantidos sob agitação constante de 240 rpm em um 
banho termostatizado, numa temperatura de 40°C. A reação foi iniciada pela adição direta de 1000 
unidades internacionais de atividade hidrolítica (U), que corresponde a 0,16 g de LMJ, 0,36 g de 
LRN, 40 μL de LTL, 1,14 mL de LRM, 1,25 mL de LCsp, 0,062 g de LCR, 0,12 g de LPF, e 0,19 g de LPP. 
Estas quantidades foram determinadas com base nos valores de atividade hidrolítica reportados 
na Tabela 1. Uma unidade internacional de atividade (U) é definida como a massa de enzima 
necessária para liberar 1 μmol de ácidos graxos livres (AGL) por minuto de reação de hidrólise da 
emulsão de azeite de oliva em pH 8,0 (tampão fosfato de sódio, 0,1 mol/L) a 37ºC (Alves, Aracri, 
Cren & Mendes, 2017). Os ensaios foram realizados em triplicata. 

Alíquotas foram retiradas da mistura reacional (100 μL) após 4 h de reação (2 e 4h), diluídas 
em 10 mL de solução de álcool (70% m/m) e tituladas com solução de NaOH 40 mmol/L, utilizando 
fenolftaleína como indicador para determinar a concentração de ácido gálico consumida na reação 
para a determinação da porcentagem de conversão (Y), conforme Equação (1): (Alves et al., 2017; 
Lage et al., 2016). 

Conversão: 
 

(1) 

 
 

 

Em que: AG0 e AGt são as concentrações de ácido gálico inicial (0,25 mol/L) e residual após um 
certo tempo t de reação (mM). 
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A produtividade para os diferentes sistemas de reação foi determinada conforme mostrado 
na Equação (2): 

 

(2) 
 
 

 
Em que: Y é a porcentagem de conversão; AG0 é a concentração inicial de ácido gálico (0,25 mol/L), 
treação é o tempo de reação (4 h) e AE0 é a atividade enzimática empregada nas reações de 
esterificação (1000 U). 

2.3.2 Influência da temperatura de reação na produção do éster 

A influência da temperatura de temperatura na reação foi avaliada no intervalo entre 35 e 
60°C, com incremento de 5°C. As reações foram realizadas empregando razão estequiométrica de 
ácido e álcool (1:1 – 250 mM de cada reagente em meio de terc-butanol), 1000 U de atividade para 
as lipases selecionadas (que correspnde a 0,12 g de lipase de LPF e 0,19 g de LPP no meio de reação) 
e agitação mecânica de 240 rpm. O tempo de reação foi fixado em 4 h. Ao final, alíquotas foram 
retiradas e determinadas as porcentagens de conversão conforme mostrado na Equação (1). 

2.3.3 Influência da concentração de lipases na produção do éster 

A influência da concentração das lipases na faixa de 250 U a 2000 U foi determinada 
empregando as lipases de LPP e LPF. Estes ensaios foram conduzidos com razão estequiométrica 
de ácido gálico e álcool isoamílico (1:1 – 250 mm de cada reagente em meio de terc-butanol) 
temperatura de 40ºC para LPP e 55°C para LPF, agitação mecânica de 240 rpm e tempo de reação 
de 2 h. A porcentagem de conversão do ácido foi determinada de acordo com a Equação (1). 

2.3.4 Influência da razão molar ácido:álcool na produção do éster 

A influência da razão molar ácido:álcool no intervalo de 1:1; 1:1.25; 1:1.5 e 1:2 foi 
determinada empregando concentração fixa de ácido gálico no meio de reação (250 mM). Estes 
testes foram realizados a 40ºC para LPP e 55°C para LPF, 1000 U de atividade hidrolítica para cada 
enzima (0,12 g de lipase de LPF e 0,19 g de LPP) agitação mecânica de 240 rpm e tempo de reação 
de 2 h. A porcentagem de conversão do ácido foi determinada de acordo com a Equação (1). 

2.3.5 Influência do tempo de reação na produção do éster 

A influência do tempo de reação foi finalmente determinada nas condições que maximizam 
a produção do éster catalisada por LPP e LPF: razão estequiométrica de ácido gálico e álcool 
isoamílico (1:1 – 250 mM de cada reagente em meio de terc-butanol) temperatura de 40ºC para 
LPP e 55°C para LPF, 1000 U de atividade hidrolítica para cada enzima (0,12 g de lipase de LPF e 
0,19 g de LPP) e agitação mecânica de 240 rpm. A porcentagem de conversão do ácido foi 
determinada de acordo com a Equação (1): 

 

 
3. RESULTADOS E DISCUSSÕES 

3.1.1 Seleção da fonte de lipase para produção enzimática de galato de isoamila 
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Neste estudo, oito diferentes preparações de lipases comerciais foram empregadas na 
forma de extratos brutos para catalisar a produção de um éster com propriedades antioxidantes 
(galato de isoamila) para posterior aplicação em emulsões cosméticas. Estes testes foram 
conduzidos com o propósito de selecionar as lipases com maior atividade catalítica na qual foi 
expressa em termos de porcentagem de conversão (Figura 2A) e produtividade (Figura 2B). 
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Figura 2: Efeito da fonte de lipase na produção de galato de isoamila em meio de terc-butanol. As reações foram 
conduzidas a 40ºC, razão estequiométrica de ácido e álcool (250 mM de cada reagente), agitação mecânica de 240 
rpm, 1000 unidades de atividade hidrolítica de cada lipase (0,16 g de LMJ, 0,36 g de LRN, 40 μL de LTL, 1,14 mL de 

LRM, 1,25 mL de LCsp, 0,062 g de LCR, 0,12 g de LPF, e 0,19 g de LPP) e 4 h de reação. 

 
De acordo com a Figura 2A, as preparações LRN e LTL foram as menos ativas nesta reação 

e máxima conversão do ácido gálico da ordem de 20% foi alcançada. A lipase LCR com maior custo 
avaliada neste estudo, apresentou uma conversão da ordem de 35% após 4 h de reação. Seu 
desempenho catalítico foi ligeiramente inferior à LPP e LRM que obtiveram similares valores de 
conversão da ordem 38%. Dentre elas, máxima conversão de 41,5 ± 5,1% foi obtido para LPF, a 
segunda lipase com maior custo empregada neste estudo (R$ 27,0/g de extrato em pó). 

O desempenho catalítico destas lipases foi também avaliada pela produtividade que 
expressa o número de unidades de atividade necessário para catalisar a conversão de 1 μmol de 
ácido gálico por hora de reação. De acordo com a Figura 2B, as lipases LPF e LPP apresentaram 
valores similares de produtividade da ordem de 25 µmoles/h.U. 

As preparações de lipases testadas neste estudo são disponíveis comercialmente como 
formulações líquidas (soluções) ou em pó (Tabela 1). As fontes de obtenção destas lipases são 
bastante diversas (fontes fúngicas, bacterianas e animal) e suas atividades catalíticas são bastante 
distintas devido às suas diferentes estruturas terciárias e especificidades que influenciam em suas 
propriedades catalíticas em uma determinada reação (Basso & Serban, 2019; Almeida et al., 2021). 
Além disso, estas formulações contém em suas composições diferentes compostos como 
carboidratos, proteínas e álcoois que atuam como preservantes de suas estruturas nativas que 
também interferem fortemente em suas propriedades catalíticas (Bassi et al., 2016). 

Embora a mesma atividade catalítica, em termos de atividade hidrolítica, tenha sido 
oferecida nos diferentes sistemas reacionais (1000 U), é possível notar a forte influência do tipo de 
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lipase testada na produção de galato de isoamila. Estes diferentes resultados obtidos confirmam a 
influência do tipo de lipase em reações de síntese devido às suas diferentes propriedades 
catalíticas, origem e composição como a presença de agentes preservantes (sais, carboidratos e 
polióis) em suas formulações que influenciam suas atividades catalíticas (Persson, Mladenoska, 
wehtje & Adlercreutz, 2002). 

Estes resultados mostram claramente que a aplicação da lipase LPP é mais vantajosa por se 
tratar da lipase com menor custo testada no presente trabalho e satisfatória atividade catalítica. 
De fato, a lipase LPP tem sido amplamente empregada na produção industrial de enantiômeros 
para as indústrias de química fina e farmacêutica (Mendes, Oliveira & Castro, 2012). Neste sentido, 
estes resultados podem contribuir para a ampliação de sua aplicação em outros processos 

industriais visto que a produção de ésteres de ácido gálico ainda é preferencialmente realizada pela 

rota química empregando catalisadores homogêneos como ácidos inorgânicos (HClO4, HCl, H2SO4) 
e temperaturas de reação entre 50ºC e 100ºC (Nguyen et al., 2021). Este estudo mostra que é 
possível a adoção de um processo menos agressivo e ambientalmente correto usando uma lipase de 
baixo custo na produção de ésteres lipofílicos como galato de isoamila, pois foram requeridas 
condições brandas de temperatura (40ºC). 

De acordo com os resultados obtidos, a lipase LPP foi a selecionada como a lipase mais 
interessante na produção do éster devido à satisfatória atividade catalítica e menor custo quando 
comparados com a lipase Pseudomonas fluorescens – LPF, que também obteve valores 
significativos e satisfatórios com máximos de porcentagem de conversão (41,5 ± 5,1%), porém com 
um custo quase 6 vezes maior – R$ 27,0/g e R$ 4,7/g de preparação enzimática. 

 
 

3.1.2 Influência da temperatura 

A temperatura é outro fator que pode influenciar a esterificação enzimática, negativa ou 
positivamente. De um lado, as altas temperaturas podem prejudicar a estabilidade ou inativar as 
enzimas, por isso deve-se levar em consideração a temperatura ótima do biocatalisador. Por outro 
lado, o aumento da temperatura pode reduzir a viscosidade da mistura, aumentar a solubilidade 
de reagentes e melhorar o processo de difusão dos substratos, favorecendo, assim, a transferência 
de massa e a interação entre a enzima e moléculas dos materiais de partida (Lerin et al., 2012; Lage 
et al., 2016; Lima, Peres & Mendes, 2018). 

Portanto, a dependência da temperatura na reação de esterificação foi determinada na 
faixa entre 35 e 60°C, e os resultados são apresentados na Figura 3. As demais condições foram 
fixadas em razão estequiométrica de ácido e álcool (1:1 – 250 mM de cada reagente em meio de 
terc-butanol), e 1000 U de atividade para as lipases selecionadas (que correspnde a 0,12 g de lipase 
de LPF e 0,19 g de LPP no meio de reação) e agitação mecânica de 240 rpm. O tempo de reação foi 
fixado em 4h nas condições descritas acima. 

De acordo com o ensaio preliminar (Figuras 2A e 2B), as lipases selecionadas com melhor 
desempenho catalítico foram Pseudomonas fluorescens (LPF) e lipase de pâncreas de porco (LPP), 
onde ambas apresentaram valores similares de produtividade da ordem de 25 µmoles/h.U. 

 
 
 
 
 
 

 

HOLOS, Ano XX, Vol. xx 



39 
 

 
 
 

60 

 
 

50 

 
 

40 

 
 

30 

 
 

20 

 
 

10 
 

 
0 

35 40 45 

 
 

50 55 60 

 

Temperatura (ºC) 

 

Figura 3: Efeito da temperatura de reação na produção de galato de isoamila catalisada por LPP (A) 
e LPF (B) em meio de terc-butanol. As reações foram conduzidas empregando razão 

estequiométrica de ácido e álcool (250 mM de cada reagente), agitação mecânica de 240 rpm, 1000 
unidades de atividade hidrolítica de cada lipase (0,12 g de LPF e 0,19 g de LPP) e 4 h de reação. 

 

 

Na Figura 3, observa-se que num período de 4h de reação, o aumento de temperatura de 
35ºC a 40ºC aumentou a conversão do ácido de 28% para quase 40% empregando LPP como 
biocatalisador. Após, foi observada similar conversão. Por outro lado, o aumento de temperatura 
de 35ºC para 55ºC elevou a porcentagem de conversão do ácido, como esperado, para a reação 
catalisada por LPF. Na faixa de temperatura entre 55 e 60°C, a conversão do ácido foi da ordem de 
50% para LPF. Neste contexto, testes subsequentes com estas duas preparações de lipases foram 
conduzidos a 40ºC para LPP e 55ºC para LPF. 

 
 

3.1.3 Influência da concentração de lipase 

Em seguida, foram realizados ensaios da influência da concentração das lipases na faixa de 
250 U a 2000 U com o propósito de estabelecer a quantidade mínima necessária de biocatalisador 
necessária para obter máxima produção do éster. Estes ensaios foram conduzidos empregando 
razão estequiométrica de ácido gálico e álcool isoamílico (razão molar 1:1 – 250 mm de cada 
reagente em meio de terc-butanol) temperatura de 40ºC para LPP e 55°C para LPF, agitação 
mecânica de 240 rpm e tempo de reação de 2 h. 

De acordo com os dados obtidos sumarizados na Figura 4, o aumento da concentração de 
enzima de 250 U para 1000 U elevou a porcentagem de conversão para ambos os sistemas de 
reação. Como esperado, o aumento da concentração de lipase aumenta o número de sítios ativos 
disponíveis no meio de reação para a formação do produto (galato de isoamila). Nestas condições, 
máxima porcentagem de conversão do ácido da ordem de 43% e 50% foi obtida para LPP e LPF, 
respectivamente. Entretanto, concentrações de lipase acima de 1000 U reduziu a formação de 
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produto pode ser observado nos dois sistemas de reação (LPP e LPF). Este decréscimo de atividade 
catalítica foi mais expressivo para a LPP. Estes resultados podem ser devido à forte agregação das 
lipases por adsorção de água produzida na reação que pode reduzir drasticamente a transferência 
de massa para os sítios ativos da enzima e/ou inativação da estrutura dimensional das lipases pelo 
acúmulo dos materiais de partida em seu microambiente – inativação dos biocatalisadores por 
adsorção de moléculas de reagentes que promovem a formação de gradientes de pH entre seus 
microambientes e o sistema reacional (Lage et al., 2016; Lima et al., 2018). Dessa forma, ensaios 
subsequentes para a avaliação do efeito da razão molar ácido:álcool foram realizados empregando 
1000 U de atividade hidrolítica para ambas as lipases (LPP e LPF). 
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Figura 4: Efeito da concentração de lipase na produção de galato de isoamila em meio de terc-butanol. As reações 

foram conduzidas empregando razão estequiométrica de ácido e álcool (250 mM de cada reagente), agitação 
mecânica de 240 rpm, temperatura de 40ºC para LPP e 55ºC para LPF e 2 h de reação. 

 

 

3.1.4 Estudo da influência da razão molar 

Foi também avaliada a influênia da razão molar ácido:álcool na produção do éster 
mantendo-se fixa a concentração de ácido gálico no meio de reação (250 mM). As diferentes razões 
molares ácido:álcool avaliadas foram 1:1; 1:1.25; 1:1.5 e 1:2 (ácido:álcool). Este parâmetro foi 
estudado porque o excesso de um dos materiais de partida no meio de reação pode deslocar o 
equilíbrio químico para a direção da formação do produto (Lage et al., 2016; Carvalho, Luiz, 
Ferndez-Lafuente, Hirata & Mendes, 2021). Com o intuito de obter sistemas de reação com 
completa solubilização do ácido gálico nas condições de ensaio (temperatura entre 40ºC e 55ºC em 
meio de terc-butanol), optou-se trabalhar com excesso de álcool isoamílico (líquido nas 
temperaturas de processo). Estas reações foram conduzidas com agitação mecânica de 240 rpm, 
temperatura de 40ºC para LPP e 55ºC para LPF e 2 h de reação e 1000 U de atividade para cada 
enzima (0,12 g de LPF e 0,19 g de LPP). Os resultados obtidos estão sumarizados na Figura 5. 
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Figura 5: Efeito da razão molar ácido:álcool na produção de galato de isoamila em meio de terc-butanol. As 

reações foram conduzidas empregando concentração fixa de ácido (250 mM), agitação mecânica de 240 rpm, 
temperatura de 40ºC para LPP e 55ºC para LPF e 2 h de reação. 

De acordo com os resultados obtidos, máxima conversão do ácido da ordem de 43% e 55% 
após 2h de reação catalisada por LPP e LPF foram obtidos, respectivamente. Por outro lado, as 
reações conduzidas com excesso de álcool resultaram em decréscimo na conversão. O aumento na 
quantidade de álcool pode causar um efeito contrário, diminuindo a conversão devido à sua 
interação com a camada de hidratação presente na superfície das enzimas, provocando alterações 
na estrutura proteica da enzima e resultando em inibição e redução da atividade enzimática (Sá et 
al., 2017). O decréscimo de produção de ésteres com o aumento de uma dos materiais de partida 
no meio de reação tem sido observado em outros estudos realizados em nosso grupo de pesquisa 
(Bassi et al., 2016; Lage et al., 2016; Lima et al., 2018; Carvalho et al., 2021). Dessa forma, testes 
posteriores para a avaliação do efeito do tempo de reação na produção do éster foram conduzidos 
em razões equimolares dos materiais de partida (1:1 – 250 mM de cada reagente). 

 
 

3.1.5 Estudo da influência do tempo na síntese enzimática de galato de isoamila 

Por fim, foi avaliado o efeito do tempo de reação na produção de galato de isoamila nas 
condições que maximizam a reação determinadas acima: agitação mecânica 240 rpm, 1000 U 
unidades de atividade enzimática, temperaturas de 55°C para (LPF) e 40° C para (LPP), razão molar 
1:1 (250 mM de cada reagente em meio de terc-butanol). 

Na Figura 6, pode observar que as lipases de Pseudomonas fluorescens (LPF) apresentou um 
melhor empenho catalítico num período de tempo de 105 min (conversão da ordem de 55 %) e a 
de pâncreas de porco (LPP) em 90 min (conversão da ordem de 42%). Com base nestes resultados, 
pode-se observar que estas lipases são promissoras para a produção de um éster de interesse 
industrial. 
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Figura 6: Efeito do tempo de reação na produção de galato de isoamila em meio de terc-butanol catalisada por LPF 
e LPP. As reações foram conduzidas empregando razão estequiométrica de ácido e álcool (250 mM de cada 

reagente), agitação mecânica de 240 rpm, e temperatura de 40ºC para LPP e 55ºC para LPF. 

 
4. CONCLUSÃO 

De acordo com os resultados obtidos, LPP foi selecionada como a lipase mais interessante 
na produção do éster devido à sua satisfatória atividade catalítica e menor custo quando 
comparados com LPF que possui um custo quase 6 vezes maior – R$ 27,0/g e R$ 4,7/g de 
preparação enzimática. A melhor temperatura selecionada foi de 55°C para Pseudomonas 
fluorescens (LPF) e 40° C para a lipase de pâncreas de porco (LPP). 

Ficou evidenciado que a razão molar ácido:álcool 1:1 foi a melhor razão molar já que 
apresentou uma conversão de 50,7% de conversão, quando comparada com as demais razões 
molares testadas. 

A melhor influência de tempo para a lipase Pseudomonas fluorescens (LPF) foi de 90 min e 
para a lipase de pâncreas de porco (LPP) 105 min. 
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3. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 
 

A Lipase Pâncreas de porco (LPP) foi selecionada como a lipase mais 

interessante na produção do éster devido à sua satisfatória atividade catalítica e menor 

custo quando comparados com LPF que possui um custo quase 6 vezes maior R$ 

27,0/g e R$ 4,7/g de preparação enzimática. A melhor temperatura selecionada foi de 

55°C para Pseudomonas fluorescens (LPF) e 40° C para a lipase de pâncreas de 

porco (LPP), evidenciado que a razão molar ácido:álcool 1:1 foi a melhor razão molar 

já que apresentou uma conversão de 50,7%, quando comparada com as demais 

razões molares testadas. Além disso a melhor influência de tempo para a lipase 

Pseudomonas fluorescens (LPF) foi de 90 min e para a lipase de pâncreas de porco 

(LPP) 105min. 
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4. SUGESTÕES PARA TRABALHOS FUTUROS 

 
 

• Caracterizar os ésteres obtidos por ressonância magnética nuclear (RMN) e 

espectroscopia de infravermelho (IV). 

 

• Avaliar o potencial antioxidante do galato de isoamila e do ácido gálico. 

 
• Avaliar a atividade antimibrobiana do galato de isoamila e do ácido gálico. 
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