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RESUMO

O objetivo do projeto consistiu na producdo enzimatica de um éster com
propriedades antioxidantes e antimicrobianas a partir da esterificacdo de alcool
isoamilico, um produto obtido do Oleo fasel e acido galico (acido 3,4,5-
tridroxibenzoico) em meio de terc-butanol. Testes preliminares realizados em nosso
grupo de pesquisa empregando diferentes preparacdes de extratos brutos
comerciais de lipases nas formas livres (soliveis e em pd) obteve a maxima
atividade catalitica com a lipase Pseudomonas fluorescens (LPF), comercialmente
conhecida como Lipase Amano AK. Na realizacdo deste projeto foi empregada a
enzima na sua forma imobilizada por adsorcdo fisica (mecanismo de ativacao
interfacial) em particulas de poli(estireno-divinilbenzeno). Este suporte foi
selecionado devido a sua capacidade de adsorcdo de lipases, um importante
requisito para a preparacdo de biocatalisadores com alta atividade catalitica. A
preparacdo do biocatalisador heterogéneo foi realizada em tampéao acetato de sédio
pH 5,0 (5 mM) por 18 h empregando um carregamento inicial de proteina de 40 mg/g
de suporte, onde foi obtido a méaxima concentracdo de proteina imobilizada de
aproximadamente 33 mg g 1. A sua atividade catalitica na hidrélise da emulséo do
azeite de oliva em pH 8,0 (tampéo fosfato de so6dio 100 mM) e 37°C foi de 121,4 +
5,5 U/g de biocatalisador. Apos a preparacdo do biocatalisador foi avaliado o efeito
de relevantes parametros na producdo do éster como: concentracdo de
biocatalisador (5% a 25% m/v), temperatura de reacéo (20°C a 70°C) e razdo molar
acido:éalcool (1: 0,4 a 1:4) empregando um delineamento composto central rotacional
(DCCR). As reacbes foram conduzidas em meio de terc-butanol em condi¢bes
experimentais fixadas (30 minutos de reacgdo, agitacdo mecanica de 200 rpm e
concentracdo de acido galico de 250 mM). Como variavel de resposta determinou-se
a porcentagem de conversdo do acido por método titulométrico. Nas condicbes
Otimas a maxima conversao de 55% apo6s 90 min de reacdo foi obtida para a lipase
imobilizada, nestas mesmas condi¢des, a maxima conversdo alcancada foi de 37%
observado para a lipase na forma livre. O biocatalisador preparado obteve na ordem
de 40% de sua atividade inicial apés 5 bateladas consecutivas de reacdo. Este
estudo mostra que um protocolo apropriado de imobilizacdo da enzima pode
melhorar 0 seu desempenho catalitico e reuso apds sucessivas reacbes de
producdo de um éster interesse industrial como em meios organicos.

Palavras-chave: Galato de isoamila; Lipase; Imobilizacédo; Otimizagéao, Reuso.



ABSTRACT

The objective of this project consisted of the enzymatic production of isoamyl gallate,
an ester with antioxidantant and antimicrobial properties, via direct esterification
reaction of isoamyl alcohol, a renewable alcohol from fusel oil, with gallic acid (3,4,5-
trinydroxybenzoic acid) performed in tert-butanol system. Preliminary tests performed
in our lab using several crude lipase extracts (soluble or poder extracts) as
biocatalysts showed that lipase from Pseudomonas fluorescens (PFL), commercially
known as Lipase Amano AK, gave the highest catalytic activity, thus selected to
perform the present project. This lipase was used in its immobilized form via physical
adsorption by mechanism of interfacial activation on poly(styrene-divinylbenzene)
particles. This support has been chosen due to its high capacity to adsorb high lipase
amount, an important requisite for preparing active biocatalysts. The heterogeneous
biocatalyst (immobilized lipase) was prepared in buffer sodium acetate solution pH
5.0 (5 mM) by 18h of contact time using an initial protein loading of 40 mg per gram
of support. High enzyme loaded biocatalyst (immobilized protein concentration
around of 33 mg/g of support) was obtained using an initial protein loading of 40 mg

gl. Its hydrolytic activity was of 121.4 + 5.5 U/g, which was determined on the
hydrolysis of olive oil emulsiona at pH 8.0 (buffer sodium phosphate using an ionic
strenght of 100 mM) and 37°C. Subsequently, the effect of relevant factors such as
biocatalyst concentration (5% - 25% m/v), reaction temperature (25°C a 70°C),
and acid:alcohol molar ratio on the esterification reactions was evaluated using a
central composite rotatable design (CCRD). This set of experiments was performed
underfixed conditions: 30 minutes of reaction time, mechanical stirring of 200 rpm,
and acid concentration of 250 mM. Acid conversion percentage will be taken as
response (dependent variable). Maximum acid conversion of only 37% was
observed using crude lipase extract under such experimental conditions. The
prepared biocatalyst(immobilized PFL) retained 40% of its original activity after five
consecutive esterification batches of 90 minutes each. These resultsshow that a
proper of 90 minutes immobilization protocol may improve its catalytic performance
and reusability after successive batches of ester production via esterification in a
solvent system.

Keywords: Isoamyl gallate; Lipase; Immobilization; Optimization; Reusability.
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1 INTRODUCAO

Os ésteres sdo uma das mais importantes classes de compostos organicos
que sao sintetizados por varios mecanismos como transesterificacao,
interesterificacdo e esterificacdo (GUNSTONE, 1999; NARWAL et al.,, 2013;
SOUMANOU et al., 2013; SOUSA et al., 2021; STERGIOU et al.,, 2013). A
esterificacdo € um dos métodos mais empregados e consiste na reacdo direta de um
alcool e um acido carboxilico com a eliminacdo de agua (SOUSA et al.,, 2021;
STERGIOU et al., 2013). Esteres de acido galico sdo compostos que exibem vérias
atividades bioldgicas, incluindo protecdo cardiovascular, atividades antibacterianas,
antifangicas, antivirais, anticancer, anti-inflamatorias e antioxidante (GUTIERREZ et
al., 2020; ZHAO et al., 2020). O acido gélico € um antioxidante natural, porém sua
alta polaridade dificulta sua solubilizacgdo em meio lipidico, dessa forma as
modificagbes na molécula de acido gélico como a esterificagdo, podem melhorar
sua lipofilicidade contribuindo para o aumento da dispersdo em 6leos e gorduras
(GUTIERREZ et al., 2020; NGUYEN et al.,, 2021; ZHAO et al.,, 2020). Essas
alteracdes podem ser produzidas via catélise acida ou enzimatica (GUTIERREZ et
al., 2020; NGUYEN et al., 2021; PUTON, 2019).

A tecnologia convencional para a producdo de ésteres de interesse industrial,
incluindo ésteres de &cido galico, consiste principalmente na esterificacdo de acidos
graxos e alcoois de cadeias longas em temperaturas elevadas, acima de 70°C, e
longos tempos de reacéo (entre 5h e 15h) empregando catalisadores homogéneos
acidos (NGUYEN et al., 2021). Além disso, a aplicacdo de acidos inorganicos como
HCI, HCIO4, H3PO4, H2SO4, dentre outros, podem causar danos aos equipamentos
por serem altamente corrosivos (AKERMAN et al., 2011; RAVI et al., 2020). Por outro
lado, a sintese de ésteres catalisada por enzimas, especificamente lipases, algumas
das desvantagens acima referidas podem ser eliminadas, portanto, processos
enzimaticos sdo uma promissora alternativa a rota quimica. Estes biocatalisadores
sao altamente seletivos e operam em condi¢cdes amenas de temperatura e pressao,
0 que reduz a formacgao de subprodutos e consequentemente o volume de efluentes
gerados nas etapas de recuperacdo e purificacdo do produto (BASSO; SERBAN,
2019). Lipases (glicerol éster hidrolases, EC 3.1.1.3) s&o importantes enzimas de

uso industrial, elas possuem a funcdo biolégica de hidrolisar moléculas de
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triacilglicerois (6leos e gorduras), seus substratos naturais, resultam na liberacéo
de acidos graxos livres, glicerol, monoglicerol e diacilglicerol. Estas enzimas
também catalisam rea¢gBes como esterificacdo, transesterificacdo einteresterificacao
de lipideos em meio organico (ADLERCREUTZ, 2013; BOLINA et al., 2021). Este
fenbmeno é devido a sua capacidade de utilizacdo em uma ampla gama de
substratos, a sua estabilidade frente a temperatura e solventes organicos e a sua
elevada seletividade (ADLERCREUTZ,2013; BOLINA et al., 2021; FERNANDEZ,
2010; RIOS et al., 2018). Devido a sua alta versatilidade para diferentes reacgfes
quimicas, elas sdo amplamente usadas em hidrélise de diferentes triacilglicerodis
bem como na sintese de ésteres de grande interesse industrial como biodiesel,
lipideos estruturados, aromas, emulsificantes, biolubrificantes, pré-tratamento de
madeira, efluentes ricos em gorduras dentre outras aplicagcbes como na sintese de
antioxidante (ésteres de acido gélico) (ADLERCREUTZ, 2013; BASSO;SERBAN,
2019; BOLINA et al., 2021; GUTIERREZ et al., 2020; SOUSA et al., 2021)

A aplicagdo destas enzimas na forma livre em reagdes de biotransformagéo
em meios organicos como a esterificacdo ndo € apropriada em decorréncia da
formacéo de agregados de lipases por adsorcdo de moléculas polares produzidas no
meio reacional como agua e glicerol. Além disso, a dificil recuperacdo do
biocatalisador e a baixa atividade catalitica por influéncia de solventes que algumas
vezes inativam a enzima, também inviabilizam a sua aplicagdo nestes sistemas
reacionais (BILAL; IQBAL, 2019; ZHONG et al., 2020). A imobilizacdo de enzimas,
incluindo lipases, em diferentes materiais suportes é uma importante ferramenta
para a estabilizacdo de suas estruturas tridimensionais ativas, permite a sua
reutilizacdo, reduz a inativacéo por influéncia da temperatura e solventes orgéanicos
e facilita a separacdo e purificagcdo do produto de interesse ao final do processo,
pois a enzima se encontra insoltvel no meio (ADLERCREUTZ, 2013; BILAL; IQBAL,
2019; BOLINA et al., 2021; RODRIGUES et al., 2019; ZHONG et al., 2020).

Diferentes protocolos de imobilizacdo de lipases tém sido propostos (BOLINA
et al., 2021). Entretanto, o mais empregado na imobilizacao de lipases é a adsorcéo
fisica em suportes hidrofébicos — conhecido como mecanismo de ativagéo interfacial
(ADLERCREUTZ, 2013; RODRIGUES et al., 2019). As lipases possuem uma cadeia
polipeptidica chamada de “lid” ou tampa hidrofobica que cobre seu sitio ativo e em

meio aquoso, 0 Seu Sitio ativo é inacessivel ao substrato (conformagéao fechada).
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Na presenca de uma superficie hidrofébica, como os suportes hidrofobicos, o
equilibrio é deslocado para a conformacéo aberta. Neste caso, a lipase € fortemente
adsorvida a matriz hidrofébica e reconhece esta matriz similarmente aos seus
substratos naturais (gota de 6leo) imobilizando a enzima sob a conformacéo aberta
(FERNANDEZ, 2010; BOLINA et al., 2021; RODRIGUES et al., 2019)

O objetivo deste estudo foi a producdo enzimatica de um éster lipofilico de
acido gélico em meio de terc-butanol. Neste projeto foi selecionado o 4&lcool
isoamilico para a producdo do éster, a selecdo deste alcool foi baseada por se
tratar de uma matéria-prima renovavel, principal constituinte do Oleo fusel — 65%
m/m (CERON et al., 2018) e de facil aquisicio em nosso pais. O 6leo fusel é a
fracdo menos volatil obtida no processamento do &lcool combustivel, um
subproduto produzido na fermentacdo alcodlica (CERON et al., 2018). Para a
realizacdo destes testes foi selecionada a lipase microbiana Pseudomonas
fluorescens como catalisador devido a sua alta atividade catalitica nesta reacdo e
na sua forma livre. As reagOes de esterificacdo foram conduzidas na presenca de
solvente orgénico polar, terc-butanol,devido & alta solubilidade do &cido gélico nas
condicBes experimentais propostas para a realizacdo deste estudo. Além disso, o
uso de terc-butanol como solvente naproducdo de ésteres de interesse industrial
tem sido amplamente reportado na literatura especializada (HE et al., 2012; LIMA et
al., 2018). A selecao do suporte utilizado, o poli(estireno-divinilbenzeno), deve-se a
sua elevada area especifica (500m?/g) e diametros de poro (250 A) gue permite
imobilizar alta concentracdo de proteina, um importante requisito na preparagao
de biocatalisadores com alta atividade catalitica em meio organico (ALVES et al.,
2017; LAGE et al., 2016). O presente projeto trata-se de uma nova proposta de
grande interesse para o setor industrial nacional, visto que os materiais de partida
aplicados na realizacdo deste projeto sdo obtidos de fontes renovaveis e a
aplicacdo de enzimas imobilizadas como alternativa aos catalisadores quimicos
convencionais, como acidos inorganicos descritos acima, sdo de suma importancia

para estabelecer processos de interesse industrial tecnologicamente mais limpos.
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CAPITULO 1

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 COMPOSTOS FENOLICOS - ACIDO GALICO

Os compostos fendlicos estdo entre os mais abundantes e importantes
gruposde metabolitos secundarios de plantas, com finalidade associada a inibicdo
ou ativacdo de uma diversidade de sistemas enziméticos (SCHAFRANSKI, 2019).
Estescompostos encontram-se amplamente distribuidos nas plantas e sdo um grupo
muito diversificado, incluindo os flavonoides, &cidos fendlicos, cumarinas, taninos,
entre outros. Estes metabdlitos secundarios exercem diferentes fun¢des nas plantas
em que sao biossintetizados, como a protecdo contra patdégenos e a contribuicdo
para a pigmentacdo (KESSLER, et al., 2018). Atribui-se as oxida¢des dos acidos
graxos poli-insaturados (como o acido linoleico, presente em quantidades
relativamente altas no O6leo de soja) uma forte influéncia no estimulo ao
desenvolvimento de doencas de grande importancia na atualidade, como as
enfermidades coronarias (artérias corondrias) e determinados tipos de céancer
(AMARAL, et al., 2018).

O &cido galico (&cido 3,4,5-trihidroxibenz6ico) € um composto natural
fendlico encontrado em plantas lignificadas, folhas de cha, frutas como a uva,
morango, lupulo (planta utilizada na fabricacdo de cervejas), casca de carvalho,
hamameélis e outras plantas, podendo ser encontrado livre ou como parte de taninos
(GOMES, 2015; PUBCHEM, 2021). Caracteriza-se como um sélido branco cristalino
cuja férmula molecular € C7HeOs e sua massa molar é de 170,12 g/mol, possui
densidadede 1,69 kg/L (20°C), seu pKa é de 4,40 e o ponto de fusdo é de 210°C
com decomposicdo entre 235°C a 240°C, produzindo dioxido de carbono e
monoxido de carbono, é soltuvel em alcool etilico, agua, glicerina e praticamente
insoluvel em cloroférmio, benzeno e éter de petroleo (PUBCHEM, 2021), sua

estrutura molecular esta apresentada na figura 1.
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Figura 1- Representacdo da estrutura molecular

do acido galico (C7HsOs).

O

HO OH

HO Acido Gilico
OH

Fonte: O autor, 2022.

Além da atividade antioxidante do &acido gélico, varios estudos tém relatado
propriedades anticancer, anti-inflamatéria, antimicrobiana, antiulcerogénica,
antifangica entre outras (FERNANDES, et al., 2015). A reacdo de esterificacédo
consiste basicamente na condensacao do acido carboxilico livre (acil doador) e o
alcool (acil receptor), o que resulta na formacédo de éster e 4gua. A reacdo de
esterificacdo pode ocorrer em sistemas com um baixo toor de agua, com a utilizacéo
de solventes ou até mesmo em meios com auséncia de solvente. O emprego do
solvente € considerado interessante pois aumenta a solubilidade de substratos e
produtos, deslocando o equilibrio termodinAmico da reacdo para favorecer a
esterificacdo, desfavorecendo assim, a hidrolise (AKACHA; GARGOURI, 2015).

Derivados n-alquil-ésteres do acido galico (galatos) tém ampla aplicagdocomo
antioxidante na industria alimenticia, cosmética e farmacéutica. O &cido géalico é um
importante antioxidante natural, porém sua alta polaridade dificulta sua solubilizacao
em meio lipidico, dessa forma as modificacdes na molécula de acido galico, como a
esterificacdo, podem melhorar sua lipofilicidade, contribuindo para o aumento da
dispersédo em oOleos e gorduras (triacilglicerois) (GUTIERREZ et al., 2020; NGUYEN
et al., 2021; ZHAO et al., 2020), essas alteracdes podem ser produzidas via catalise
acida ou enzimética. A catdlise enzimatica mostra-se um processo bastante
promissor, devido as condicbes mais brandas de operacdo. Os principais ésteres
derivados de acido galico reportados pela literatura sdo o galato de metila (—CH3),
galato de propila (-CH2)2CH3), galato de hexila (-CH2)5CHas), galato de octila
(-CH2)7CH3) e galato de dodecila (—CH2)11CH3) (GUTIERREZ et al., 2020;
WOLF, 2017; ZHAO et al., 2020).
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2.2. ENZIMAS

Enzimas séo biocatalisadores de natureza proteica que reduzem a energia
de ativacdo de uma reacdo quimica sem alterar o seu equilibrio e
consequentemente provocam o aumento da velocidade reacional (HOMAEI et al.,
2013). As enzimas sao moléculas organicas produzidas por células vivas e atuam
em quase todas as reacdes metabdlicas dos organismos vivos, atuando na
hidrolise de compostos complexos e em compostos mais simples (COX; NELSON,
2014).

Elas séo classificadas de acordo com suas fun¢des em nivel molecular. O
papel crucial das enzimas na sintese de API (insumos farmacéuticos ativos) e nas
formulacdes de medicamentos para o tratamento de doengas como cancer e AIDS
alimenta a demanda por produtos baseados em enzimas, que por sua vez
impulsionam o crescimento desse mercado (ALLIED MARKET RESEARCH, 2018).

A ampla gama de variedades enzimaticas proporciona uma extensa lista
de aplicacBes em diversas areas da industria, que sdo beneficiadas pela utilizacédo
de enzimas, sejam elas da forma livre ou imobilizada, tais como: a indUstria
dealimentos (HE; SIMPSON; ZHANG, 2018), farmacéutica (NAGHDI et al., 2018),
cosmética (KHAN; RATHOD, 2015), téxti (CHAKRABORTY; MADHU, 2017),
biolubrificantes (CAVALCANTI et al., 2018), entre outras. O uso de enzimas em
biocatalise é bem consolidado com relacdo ao estabelecimento de processos mais
sustentaveis com finalidade biotecnolégica (FERNANDEZ, 2019; GIRELLI, et al.,
2020). Dentre as enzimas de interesse industrial, as lipases sao as mais utilizadas
devido a afinidade por diferentes substratos, a auséncia de cofatores e a
capacidade de atuar em meio a altas concentracdes de substratos, permitindo sua
aplicacdo em diversos processos industriais como na formulacdo de detergentes,
cosmeticos, biolubrificantes, alimentos entre outros (BAEK; ISMAIL, 2020;
RODRIGUES et al., 2019).

As lipases do género Pseudomonas sdo enzimas extracelulares que
desempenham importante papel no processo biotecnolégico devido a suas
aplicagdes (RIOS, et al., 2018) e a grande disponibilidade comercial associados as
mesmas (BERNAL, et al., 2017). A versatilidade dessas enzimas € considerada

uma caracteristica promiscua, diferenciando das demais, pois possibilita uma
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versatilidade em diversas condicbes operacionais, reacdes fora da sua
naturalidade como condi¢Bes drasticas de pH e temperatura e catalise de uma
grande variedade de substratos (CARVALHO et al., 2014).

Pseudomonas fluorescens € uma bactéria que tem sido considerada um
biocatalisador eficiente para diversos processos biotecnolégicos, como agregacao
de valor em produtos por meio de reacdes de esterificacdo e hidrélise, bem como
por possuir alto rendimento e ser enantiosseletiva (RIOS et al.,, 2018). Sao
amplamente utilizadas em detergentes, alimentos, téxteis, produtos farmacéuticos e
industrias. A imobilizacdo de lipases € uma ferramenta poderosa para a
aplicagdo dessas enzimas em processos industriais. O objetivo principal da
imobilizacdo é a recuperacdo do biocatalisador por etapas de separacao simples,
como a filtracdo (RODRIGUES, et al., 2011; YAN, et al., 2013).

Ha diversos relatos sobre estudos de imobilizacdo de lipases de
Pseudomonas, devido a sua gama de aplicacfes industriais (MANOEL, et al., 2015;
MENDES, et al.,2011) como a aplicacdo na sintese de ésteres utilizados na industria
alimenticia, sintese de biocombustiveis, sintese de drogas quirais puras
enantioméricas utilizadas em industria farmacéutica, entre outros (ANGAJALA, et
al.,, 2016; MENDES, et al.,, 2011). Embora ela seja amplamente empregada na
producdo de ésteres industriais, seu uso como biocatalisador na producédo de

ésteres de acido galico ainda € pouco explorada pela literatura especializada.

2.3 ENZIMAS EM MEIOS NAO CONVENCIONAIS

No cenario da sintese organica, os quimicos dispéem de um arsenal de
catalisadores para utilizar em suas rotas sintéticas, como o0s catalisadores
metalicos,organometalicos, organocatalisadores, catalisadores de transferéncia de
fase e biocatalisadores, cada um deles oferecendo vantagens e desvantagens.
Do ponto de vista da sustentabilidade ambiental o uso de biocatalisadores traz
inimeras vantagens (SHELDON et al., 2018). Realizar reacbes em condicdes
cataliticas, independentemente do tipo de catalisador empregado, € por si sO
uma vantagem sobre as reacdes em condigbes estequiométricas, conforme
preconizado no 9°principio da Quimica Verde (9 - Catélise: utilizar catalisadores

gue ajudem a aumentar a seletividade das reac¢des, diminuir a geracao de residuos
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reduzir ostempos reacionais e demandas de energia) (TEIXEIRA et al., 2020).

As enzimas s&o catalisadores naturais desenvolvidos naturalmente ao
longode anos e que permitem que a vida seja possivel, através de rotas
biossintéticas eficientes e seguras. Entretanto, elas evoluiram para catalisar
determinadas reacdes com substratos naturais especificos e em condicbes
reacionais fisiologicas, caracteristicas essas muito diferentes daquelas muitas
vezes exigidas para aproducdo em escala industrial dos compostos organicos
de interesse comercial. (TEIXEIRA et al.,, 2020). A biocatalise constitui uma
tecnologia limpa, caracteriza processos considerados “verdes” e gera, portanto,
produtos classificados como naturais, de forma a atender as exigéncias do
mercado atual (SA et al., 2017).

E importante enfatizar que a sintese organica ainda tem um longo caminho a
percorrer antes de ser considerada competitiva com a biossintese, a forma da
natureza produzir moléculas. Os padrfes naturais, ou seja, rendimento proximo a
100%, pouco ou henhum desperdicio, temperatura ambiente e meio aquoso devem
ser agueles que devemos buscar em nossos esforgos para aperfeicoar a
capacidade sintética a fim de permitir mais aplicacbes de sintese organica
(NICOLAOQU, 2018). As reacbes de biotransformacdo catalisada por lipases
normalmente sdo conduzidas em meios convencionais (meio aquoso) ou meios
ndo-convencionais (meio organico). Entretanto, o uso de agua como solvente em
reacdes de biotransformacéo restringe a uma gama de aplicacfes da biocatalise,
bem como limita a produtividade de diversos processos, principalmente os que
envolvem substratos hidrofobicos (AIRES; BARROS, 2002).

A principal razdo para a utlizagdo de meios ndo-convencionais é a
possibilidade de solubilizar substratos e produtos hidrofébicos, levando ao
desenvolvimento de processos com produtividade volumétrica elevada, e a
reducdo de possiveis efeitos inibitorios ou toxicos pelo substrato ou produto. A
selecdo de solventes organicos deve ser efetuada de modo a permitir que o
solvente atue como diluente, reduzindo a concentragéo interfacial nafase aquosa
(por particdo) de substratos ou produtos e o deslocamento do equilibrio quimico,
sem interferir negativamente na atividade catalitica da enzima (AIRES; BARROS,
2002). Compreendendo as mudancas moleculares na estrutura enzimatica e no

mecanismo catalitico em meios de reacdo ndo-convencionais foi desenvolvido
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muitos métodos complementares, desde a adicdo de agentes estabilizadores a
abordagens de engenharia de proteinas altamente sofisticadas, para aumentar a
estabilidade enzimética. (STEPANKOVA, 2013).

Os solventes sao usados para a solubilizacdo de reagentes, para facilitar a
transferéncia de massa, solventes apolares sdo o0s mais empregados porque
mantem a camada de hidratacdo das enzimas e a atividade proteica destas, em
contrapartida, solventes polares podem reduzir a atividade catalitica de algumas
enzimas por remover a camada de hidratagdo presente em sua estrutura,
entretanto, o0 uso de substratos altamente polares como &cido galico requer a

aplicacao destes solventes para a sua completa solubilizacdo no meio de reacéo.

Diferentes solventes polares sdo empregados como meios de reagdo, como
acetato de etila, piridina, acetona, terc-butanol entre outros. Dentre estes alcoois,
selecionou-se 0 terc-butanol (alcool butilico terciario) como solvente para o
desenvolvimento deste trabalho, afim de obter um sistema reacional homogéneo,
ou seja, a completa solubilizacdo dos materiais de partida e manutencdo da
atividade catalitica das lipases. Na sintese de ésteres, para que se obtenha
maiores rendimentos de reacdo, o solvente deve conciliar a solubilidade do meio e
a atividade da enzima, ou seja, 0 solvente deve ser suficientemente polar para
gue haja a solubilizacdo e suficientemente apolar para ndo ocorrer a inativacdo da
enzima (LIMA, 2013).

Geralmente as lipases sdo estaveis em solventes organicos, com algumas
excecodes de estimulacdo ou inibicdo. Os solventes ndo polares mudam o equilibrio
da forma fechada para a forma aberta, aumentando a atividade da lipase. Além
disso, os solventes ndo polares modificam a solubilidade de substancias no meio de
reacao, isso pode ter efeitos benéficos ou prejudiciais na estabilidade das lipases,
dependendo da sua estrutura, da natureza do solvente organico e da reacéo. Por
outro lado, os solventes orgéanicos polares tém efeitos mais nocivos sobre a lipase,
uma vez que este tipo de solvente pode remover algumas camadas essenciais de
agua da enzima, mudando a conformacéao nativa da lipase, por meio de ligacdes de
hidrogénio e interagdes hidrofobicas (KUMAR, et al., 2016; YAACOB, et al., 2016).
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2.4 IMOBILIZACAO DE ENZIMAS

As enzimas imobilizadas se apresentam como uma alternativa viavel e
pratica, uma vez que a técnica de imobilizacdo faz com que a atividade, a
seletividade e a especificidade enzimatica sejam otimizadas, além de aumentar a
estabilidade estrutural e permitir a reciclagem e reutilizacdo destas enzimas,
resultando assim em um processo mais econdmico e eficiente (NARWAL et al.,
2016). A utilizacdo de enzimas em sua forma livre ndo é recomendada para o uso
industrial devido a baixa estabilidade em meios reacionais diferentes dos naturais,
que geralmente possuem condi¢cdes drasticas como a presenca de solventes
organicos e altos valores de temperatura e pH (MONTEIRO et al., 2020;
RODRIGUES et al., 2019). Utilizada para aumentar a estabilidade das enzimas a
imobilizacdo € uma técnica que permite a aplicacdo das enzimas em diferentes
sistemas reacionais (solventes organicos, temperaturas e pH), bem como a fécil
recuperacdo e reutilizacdo dos biocatalisadores, permitindo sua aplicacdo em
diversos ciclos reacionais e processos continuos (RODRIGUES et al.,, 2019;
SOLOMONS; THANGARAJ, 2019).

A imobilizacdo também pode reduzir a inibicdo enzimatica e aumentar suas
condicdes operacionais (DAL, et al., 2020). Além disso, a imobilizacdo pode ser
acoplada a purificacdo da enzima, dessa forma, a imobilizacdo de enzimas é muito
mais que uma ferramenta para recuperar e reutilizar as enzimas e se torna uma
etapa critica no projeto de biocatalisadores (BARBOSA, et al., 2015) Algumas das
principais vantagens das enzimas imobilizadas relativamente asua forma solavel
sdo: as enzimas podem ser reutilizadas; os processos podem ser operados
continuamente e controlados comfacilidade; os produtos séo facilmente separados;
os problemas de efluentes e de manuseio sdo minimizados e em alguns casos as
propriedades enzimaticas (atividade e estabilidade) podem ser alteradas
favoravelmente pela imobilizag&o.

Ha diversos protocolos de imobilizacdo que se diferenciam quanto ao tipo de
suporte e sua eficiéncia, a escolha do suporte é muito importante, a hidrofobicidade
ou hidrofilia do suporte tera uma forte influéncia no comportamento de imobilizagéo e
na atividade catalitica da enzima imobilizada (HARTMANN; KOSTROV, 2013).

Muitos protocolos de imobilizacdo baseiam-se no confinamento da enzima em um
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suporte solido que pode ser poroso ou ndo criando um sistema de catalise
heterogénea que possibilite a posterior reutilizacdo do biocatalisador (ALVES, et al.,
2017). A selecao do suporte utilizado na imobilizacdo de lipases é um ponto crucial
na preparagao de biocatalisadores heterogéneos, uma vez que, o0 mesmo deve
apresentar alta atividade catalitica e minima limitacdo difusional das moléculas dos
reagentes e/ou produtos em seu microambiente (ALVES, et al., 2017).

As principais caracteristicas a serem observadas ao selecionar um suporte
para uma determinada aplicacdo sdo a é&rea de superficie, permeabilidade,
insolubilidade, capacidade de regeneracdo, morfologia, composicdo, natureza
hidrofilica ou hidrofébica, resisténcia ao ataque microbiano, resisténcia mecanica,
custo, etc. Eles podem ser apresentados como suportes organicos e inorganicos e
também por sua morfologia como materiais porosos, ndo porosos e semelhantes a
gel (CANTONE, et al., 2013; SIRISHA, et al, 2016).

Muitos métodos de imobilizacdo foram desenvolvidos para a otimizacdo dos
processos, as técnicas de imobilizacdo de enzimas podem ser divididas em métodos
quimicos e fisicos. Os métodos quimicos envolvem a formacdo de ligacdes
covalentes obtidas pela ligacao de éter, tio-éter, amida ou carbamato entre a enzima
e 0 suporte ou através de ligacdes cruzadas entre a enzima e um agente reticulante.

Nos métodos fisicos, a enzima se liga por adsor¢do, formando ligacbes mais
fracas com o suporte de imobilizacéo (ligacdes de hidrogénio, ligacao por afinidade,
forcas de Van der Waals, interacfes hidrofébicas e ligacdes idbnicas), ou também
podem ser aprisionadas ou encapsuladas (FURLANI et al., 2020). O fluxograma

abaixo (Figura 2) representa as diferentes técnicas de imobilizacdo de enzimas.
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Figura 2- Representacao das diferentes técnicas de imobilizacao
de enzimas.

Imobilizagdo
de Enzimas

| | 1

Métodos Métodos
Fisicos Quimicos
Adsorgido Aprisionamento/ Ligagdo Ligagédo
Fisica Encapsulamento Cruzada Covalente

Fonte: O autor, 2022.

No processo de imobilizagédo por ligacdo covalente acontece reacdo entre
grupos nucleofilicos da enzima com grupos eletrofilicos do suporte, resulta em uma
forca de ligacdo muito forte entre a lipase e o suporte, apresentando uma alta
estabilidade e evitando lixiviacdes, favorecendo o uso das lipases em condi¢des
extremas de temperaturas e pH. No entanto suas condicbes de preparo sao
rigorosas, podendo utilizar reagentes toxicos, tornando o0s custos elevados
(ABDULLA; DERMAN; SANNY, 2017).

Na imobilizagdo por ligagdo ibnica, as enzimas se ligam ao suporte que

contenha ions residuais pela atracdo de ions com cargas opostas presentes em sua

superficie. Portanto, essa imobilizacdo causa menos alteragcdes na conformacéao
eno sitio ativo das lipases, mantendo uma boa atividade na maioria dos casos, mas

podendo ocorrer uma dessorgdo quando 0s meios de rea¢do possuem presenca de

substratos de alta forca ibnica (MENDES, 2011; ZHAO, 2015). O tipo de
imobilizagao por ligacao cruzada oferece alta estabilidade, mas pode causar um alto
impedimento pelo substrato, impossibilitando o mesmo de alcancar o sitio ativo da
enzima (ZHOU, 2014).
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A imobilizacdo por aprisionamento ou encapsulamento baseia-se na captura
das enzimas em uma rede de polimeros que permite a passagem de substratos e
produtos, mas retém as enzimas. Apds 0 aprisionamento, as lipases ndo séo ligadas
ao suporte e sua difusédo é restrita (BADGUJAR et al., 2017). O encapsulamento ou
imobilizacdo de células por aprisionamento em esferas tem recebido crescente
atencdo nos ultimos anos, resultando em um grande numero de aplicacdes
biotecnoldgicas, agriculturais e na medicina. Em comparacdo com células livres em
suspensao, a imobilizacdo tem a vantagem da utilizacdo continua das células, além
de promover a protecao das células imobilizadas (VILELA et al., 2012).

O método mais utilizado de imobilizac&o de lipases até o presente momento é
a adsorcéo fisica, esse método possibilita uma grande variedade de técnicas, por
ser o mais simples e pelo fato de retirarmos algumas vantagens de outros tipos de
imobilizagdo, como a reutilizacdo do suporte depois da dessorcdo da enzima,
algo que é vantajoso visando uma escala industrial. A imobilizacdo de lipases pelo
seu mecanismo especifico de ativacdo interfacial em suportes hidrofébicos
possibilita mais vantagens do que se imobilizar enzimas em suportes de superficie
ndo hidrofébica (BASSI et al., 2016; LAGE et al., 2016). Por tais caracteristicas e
outras descritas logo abaixo, a adsorcdo fisica foi o método de imobilizacdo

selecionado para preparacao dos biocatalisadores utilizados neste projeto.

2.5 IMOBILIZACAO DE LIPASES POR ADSORCAO

Para as lipases serem bons catalisadores, a estabilidade operacional deve ser
satisfatoria e a atividade catalitica e conformacao nativa da enzima pds imobilizacdo
nao podem sofrer muitas alteracées (BARBOSA et al., 2014; MENDES et al., 2013).

A adsorcdo é uma das técnicas mais utilizadas na imobilizacdo de lipases
(MULINARI, et al., 2020; ZHAO, et al., 2019). A técnica baseia-se na interacdo da
enzima com o suporte por meio de diferentes interacdes nao-covalentes, como
ligacBes ibnicas, ligacdes de hidrogénio, forcas de Van der Waals e interagfes
eletrostaticas (MULINARI, et al., 2020; REIS et al., 2019; ZHAO, et al., 2019).

Em comparacdo com as outras técnicas, a imobilizagdo por adsorcao
possui diversas vantagens, como condi¢des simples no preparo do biocatalisador,
a auséncia de aditivos quimicos durante a adsorcdo, a facilidade de regeneracéo
do suporte e aalta atividade das lipases imobilizadas (ADLERCREUTZ, 2013;
ALVES et al.,, 2017; BOLINA, 2018; LAGE et al., 2016; MACHADO et al., 2019;
MIGUEZ et al., 2018).
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A adsorcéao fisica € um método para preparar biocatalisadores heterogéneos
amplamente usados na imobilizacdo de lipases devido a sua simplicidade e baixo
custo (HOMAEI, et al., 2013; JESIONOWSKI, et al.,2014; ZHAO, et al., 2019). Ele
preserva a conformagdo tridimensional da enzima, permite facil reutilizacdo do
suporte por dessorcao de enzimas inativas (JESIONOWSKI, et al., 2014, REIS et al.,
2019; RODRIGUES, et al.,, 2019; VIRGEN; ORTIZ, et al., 2016), e promove a
estabilizacdo e melhoria da atividade catalitica (ADLERCREUTZ, 2013; ALVES et
al., 2017; BOLINA, et al.,, 2018; JESIONOWSKI, et al., 2014; LAGE et al., 2016;
MACHADO et al., 2019). Este protocolo de imobilizacdo € explicado por diferentes
tipos de interacdes, como forcas de Van der Waals, ligagbes de hidrogénio,
interacOes ibnicas e hidrofébicas, tal interacdo dependera dos grupos funcionais
presentes na superficie de suporte e da composicdo de aminoacidos presentes nas
superficies da lipase (BOLINA, et al., 2018; MACHADO et al., 2019, OKURA, et
al., 2020; REIS et al., 2019).

O mecanismo de ativacdo interfacial estd associado a mudancas
conformacionais na enzima, uma propriedade estrutural particular de muitas lipases
€ a presenca de uma “tampa” ou “lid” que pode mudar sua conformacdo de maneira
a controlar o acesso das moléculas de substrato ao sitio ativo da enzima. Essa
tampa consiste em uma cadeia polipeptidica que possui duas conformacfes em
meio aquoso, uma forma fechada em que o subdominio cobre o sitio ativo de forma
gue a lipase se mantenha inativa e uma conformacéo aberta ou ativa em que o sitio
ativo fica acessivel as moléculas de substrato, esses rearranjos de conformacéo
geralmente induzem a adsorcdo da enzima em uma interface hidrofébica ou a um
substrato de ligacdo (mecanismo de ativacdo interfacial). Normalmente, essas duas
conformacdes da lipase estdo em equilibrio diretamente afetado pelas condi¢des do
meio (TAO et al., 2014). A Figura 3 ilustra o0 mecanismo de ativacdo interfacial de

lipases em suportes hidrofobicos (Bassi et al., 2016).
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Figura 3- Mecanismo de ativacao interfacial de lipases em suportes

hidrofébicos.
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[
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Lipase Imobilizada via
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Fonte: Bassi et al., 2016.

Os materiais porosos possuem uma grande area de superficie interna
disponivel para imobilizacdo da enzima, onde é protegida dos efeitos da agitacao
vigorosa, uma vez que a maior parte da area disponivel para imobilizacdo esta em
sua estrutura interna, deve-se observar que o diametro dos poros deve ser grande o
suficiente para acomodar a enzima e permitir 0 acesso para as moléculas do
substrato (CANTONE, et al., 2013; HANEFELD, et al., 2009; MOHAMAD et al.,
2015). Os polimeros sintéticos exibem varias formas fisicas e estruturas quimicas
que podem ser combinadas para preparar uma variedade de suportes. Os polimeros
naturais sdo geralmente baratos, facilmente degradaveis e ndo prejudicam o meio
ambiente. Entre os diferentes suportes organicos usados na imobilizacdo de lipase,
destacam-se a agarose (ZUCCA, et. al., 2016), hidrogéis de quitosana (VERMA et.
al., 2020), resinas acrilicas (BASSI, et al.,2016; LAGE, et al., 2016; MANOEL, et al.,
2015; ORTIZ, et al.,, 2019), polipropileno (BOSLEY, 1997), poli(estireno-
divinilbenzeno) (ALVES, et al., 2016; ALVES, et al., 2017; RODRIGUES et al,
2015).

Para este trabalho, selecionou-se como suporte o0 poli(estireno-
divinilbenzeno), a selecdo embasou-se a sua elevada area especifica (500 m?/g) e

diametros de poro (250 A) que permite imobilizar alta concentragao de proteina, um
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importante requisito na preparacdo de biocatalisadores com alta atividade catalitica
em meio organico (ALVES et al., 2017; LAGE et al., 2016).

Nos métodos fisicos, a enzima quando ligadas por adsorcao, formam ligacbes
mais fracas com o suporte de imobilizacdo (ligacbes de hidrogénio, ligacdo por
afinidade, forcas de Van der Waals, interac6es hidrofébicas e ligacdo idnica)
(FURLANI et al., 2020), O método baseado em adsorcédo fisica na superficie dos
suportes insolaveis em agua (LIA, WU, 2008) causa pouca ou nenhuma mudanca
conformacional da estrutura da enzima ou destruicdo do seu sitio ativo. E um

meétodo simples e barato se for utilizado um suporte adequado (MIGUEZ, 2018).
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CAPITULO 2

3 ARTIGO: PRODUCAO DE ESTER DE ACIDO GALICO CATALISADA
POR LIPASE Pseudomonas fluorescens IMOBILIZADA EM SUPORTE
HIDROFOBICO

RESUMO

O objetivo deste estudo foi a producédo enzimatica de um éster de acido galico
(galato de isoamila) por esterificacdo de acido galico e alcool isoamilico em meio de
terc-butanol. O biocatalisador empregado foi preparado pela adsorcédo fisica de
lipase de Pseudomonas fluorescens (LPF). em particulas de poli(estireno-
divinilbenzeno) (PEDB) via interacBes hidrofébicas (mecanismo de ativacao
interfacial). A  méaxima  concentracdo de  proteina  imobilizada de
aproximadamente 33 mg/g * de suporte foi obtido usando um carregamento inicial
de proteina de 40 mg/g!. A suaatividade catalitica na hidrélise da emulsdo do
azeite de oliva foi de aproximadamente 121,4 + 5,5 U g. Este estudo mostrou
que a LPF foi preferencialmente imobilizada na parte interna do suporte devido aos
seus diametros de poro. O efeitode relevantes fatores na producdo do éster foi
avaliado por delineamento central composto rotacional (DCCR), nas condicfes
Otimas, a maxima conversao foi de 55% apés 90 minutos de reacdo obtida para a
lipase imobilizada. Nestas mesmas condi¢des a maxima conversao de apenas 37%
foi observado para a lipase na forma livre. O biocatalisador preparado reteve
aproximadamente 40% de sua atividade inicial apds 5 bateladas consecutivas de
reacdo. Este estudo mostra que um protocolo apropriado de imobilizacdo pode
melhorar o desempenho catalitico e reuso de lipases na producdo de ésteres de

interesse industrial em meios organicos.

PALAVRAS-CHAVE: Galato de isoamila, Esterificacdo, Lipase imobilizada,

Adsorcdo fisica, Otimizacéo.
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi a produgdo enzimatica de um
éster de acido gélico (galato de isoamila) por esterificagdo
de acido gdlico e alcool isoamilico em meio de terc-
butanol. O biocatalisador empregado foi preparado por
adsorgdo fisica de lipase de Pseudomonas fluorescens
(LPF) em particulas de poli(estireno-divinilbenzeno)
(PEDB) via interagbes hidrofébicas (mecanismo de
ativacdo interfacial). A maxima concentra¢do de proteina
imobilizada de aproximadamente 33 mg g* de suporte foi
obtida usando um carregamento inicial de proteina de 40
mg g1. A sua atividade catalitica na hidrélise da emuls3o
do azeite de oliva foi de aproximadamente 121,4 + 5,5 U
g Este estudo mostrou que LPF foi preferencialmente
imobilizada na parte interna do suporte devido aos seus

tamanhos de poro. O efeito de relevantes fatores na
producgdo do éster foi avaliado por delineamento central
composto rotacional (DCCR). Nas condi¢Ges otimas, a
maxima conversdo foi de 55% apds 90 minutos de
reacao, obtida para a lipase imobilizada. Nestas mesmas
condicBes, a maxima conversdo de apenas 37% foi
observado para a lipase na forma livre. O biocatalisador
preparado reteve aproximadamente 40% de sua
atividade inicial apds 5 bateladas consecutivas de reagdo.
Este estudo mostra que um protocolo apropriado de
imobilizagdo pode melhorar o desempenho catalitico e
reuso de lipases na producdo de ésteres de interesse
industrial em meios organicos.

PALAVRAS-CHAVE: Galato de isoamila, Esterificacdo, Lipase imobilizada, Adsor¢ao fisica, Otimizagdo.

PRODUCTION OF A GALLIC ACID ALKYL ESTER CATALYZED BY LIPASE FROM
Pseudomonas fluorescens IMMOBILIZED ON A HYDROPHOBIC SUPPORT

ABSTRACT

The aim of the present work was the enzymatic
production of a gallic acid alkyl ester (isoamyl gallate) via
esterification of gallic acid and isoamyl alcohol in a terc-
butanol system. The biocatalyst used in this study has
been prepared via physical adsorption by hydrophobic
interactions (mechanism of interfacial activation) of
lipase from Pseudomonas fluorescens on polystyrene-
divinylbenzene (PSty-DVB) beads. High enzyme loaded
biocatalyst (immobilized protein concentration around of
33 mg gt of support) was obtained using an initial protein
loading of 40 mg g Its hydrolytic activity (olive oil
emulsion hydrolysis) was of 121.4 + 5.5 U g %. This study
demonstrated that the lipase was preferentially adsorbed
inside pore of the support. The effect of relevant factors

on ester production was assessed through a central
composite rotatable design (CCRD). As a result, an acid
conversion percentage of 55% was achieved at 30 °C
using acid:alcohol molar ratio of 1:2.2 and 9% of mass of
biocatalyst per volume of reaction (9% m v't) after 90 min
of reaction. Maximum acid conversion was only 37%
using crude lipase extract under such experimental
conditions. The biocatalyst retained =40% of its original
activity after five consecutive esterification batches of 90

min each. These results show that a proper
immobilization protocol may improve the catalytic
performance and reusability of lipases in ester

production via esterification in solvent systems.

KEYWORDS: Isoamyl gallate, Esterification, Immobilized lipase, Physical adsorption, Optimization.
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1 INTRODUCAO

Esteres de acido galico sdo uma importante classe de compostos com diferentes atividades
bioldgicas tais como protecdo cardiovascular, agentes antimicrobianos, antivirais, anticancer, anti-
inflamatdrias e antioxidantes lipofilicos (Al Zahrani et al., 2020; Gutierrez et al., 2020; Zhao et al.,
2020). O &cido gdlico (4cido 3,4,5 trihidroxibenzdico) é um antioxidante natural obtido de
diferentes fontes vegetais, porém sua alta polaridade dificulta a sua solubilidade em sistemas
lipidicos, dessa forma, modificagbes quimicas em sua molécula como a esterificagdo com
diferentes alcoois podem melhorar sua lipofilicidade e contribuir com o aumento de sua
solubilidade nestes meios (Al Zahrani et al., 2020; Gutierrez et al., 2020; Zhao et al., 2020). Além
disso, varios estudos descritos na literatura mostram que alguns ésteres de acido gélico (galatos de
alquila) possuem propriedades bioldgicas melhores quando comparados com acido galico (Al
Zahrani et al., 2020; Gutierrez et al., 2020). A introducdo de cadeias carbbnicas por esterificacao
tem sido realizada via catdlise dcida ou enzimatica (Al Zahrani et al., 2020; Gutierrez et al., 2020;
Nguyen et al., 2021; Zhang et al., 2020).

A tecnologia convencional para a producdo de ésteres de interesse industrial incluindo
ésteres de dacido gdlico, consiste principalmente na esterificacdo de acidos graxos e dlcoois de
cadeias em temperaturas elevadas, acima de 70°C, e longos tempos de reagao (entre 5h e 15h)
empregando catalisadores homogéneos acidos como HCI, HCIO 4, H3PO4, H2SO4 e acido p-tolueno
sulfénico (Nguyen et al., 2021). Entretanto, a aplicacdo destes catalisadores quimicos pode causar
danos aos equipamentos industriais por serem altamente corrosivos, dificil separacdo do produto
de interesse e a questdo do problema ambiental com a descarga de aguas residuais (Akerman et
al.,, 2011; Ravi et al.,, 2020). Dessa forma, a substituicdo por processos enzimaticos torna-se
altamente atrativa porque eliminam estes inconvenientes. As reag¢des catalisadas por enzimas,
dentre elas as lipases, ocorrem em condi¢cdes brandas de temperatura e pressdao e possuem
elevada especificidade o que minimiza a geracao de subprodutos e consequentemente, o volume
de efluentes gerados nas etapas de recuperagdo e separacdao do produto de interesse
(Adlercreutz, 2013; Basso; Serban, 2019; Fernandez- Lafuente, 2010). Lipases (triacilglicerol éster
acilhidrolases, EC 3.1.1.3) sdo uma importante classe de enzimas que atuam na interface organica-
aquosa, catalisando a hidrdlise de ligacbes éster carboxilicas de acilglicerdis para liberar acidos
graxos e glicerol, monoglicerol e diacilglicerol. Estas enzimas também catalisam a produc¢do de uma
variedade de ésteres de interesse industrial por reacdes de esterificacdo, transesterificacdo e
interesterificacdo em ambientes com baixa concentracdo de dgua (Adlercreutz, 2013; Bolina et al.,
2021; Fernandez-Lafuente, 2010). O grande interesse do setor industrial por esta classe de
enzimas deve-se a sua capacidade de utilizagdo em uma ampla gama de substratos, a sua
estabilidade frente a temperatura e solventes organicos e a sua elevada seletividade (Adlercreutz,
2013; Bolina et al., 2021; Fernandez- Lafuente, 2010; Rios et al., 2018).

A aplicacdo de lipases na forma livre (formulacdes em pé e liquidas) como catalisadores em
meios organicos ndo é apropriada devido a formacdo de agregados por adsorcdo de moléculas
polares produzidas no meio reacional como 3agua e glicerol, além disso, a dificil recuperacdo do
biocatalisador e a sua baixa atividade catalitica por influéncia de alguns solventes organicos,
especialmente solventes polares, pode inviabilizar tecnicamente e economicamente a sua
aplicacdo nestes sistemas reacionais (Bilal; Igbal, 2019; Zhong et al., 2020). Portanto, a aplicacdo
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de lipases em determinados processos industrias sé é atrativa na sua forma imobilizada
empregando diferentes protocolos (Adlercreutz, 2013; Bilal; Igbal, 2019; Monteiro et al., 2020;
Rios et al., 2018; Zhong et al., 2020). A adoc¢do de protocolos de imobilizacdo é uma importante
estratégia para a estabilizacdo das estruturas tridimensionais dessas enzimas, possibilitam facil
recuperacdo do meio de reacdo e posterior reuso, reduz a inativacdo por influéncia da
temperatura e solventes organicos e facilita a separagdo/purificacdo do produto de interesse ao
final do processo (Adlercreutz, 2013; Bilal, Igbal, 2019; Bolina et al., 2021; Rodrigues et al., 2019;
Zhong et al., 2020).

Diferentes protocolos sdo propostos na imobilizacdo de lipases como: (i) adsor¢do por
ligacdo de hidrogénio, interagdes idnicas ou hidrofdbicas, (ii) ligacao covalente, (iii) encapsulagao,
(iv) reticulagdo pela técnica CLEA (cross-linked enzyme aggregates), (v) técnica PCMC (protein-
coated micro-crystals), e (vi) a combinacdo destas diferentes técnicas (Adlercreutz, 2013; Bilal;
Igbal, 2019; Bolina et al., 2021; Monteiro et al., 2020; Rodrigues et al., 2019; Zhong et al., 2020).
Entretanto, o protocolo mais empregado na imobilizacdo de lipases é a adsorcdo fisica em suportes
hidrofébicos, conhecido como “mecanismo de ativacdo interfacial” (Adlercreutz, 2013; Rodrigues
et al.,, 2019). As enzimas possuem uma cadeia polipeptidica hidrofébica (denominada “lid” ou
“tampa”) que cobre seus sitios ativos, em meio aquoso, pois os sitios ativos encontram-se
inacessiveis ao substrato (conformacdo “fechada”). Na presenca de uma superficie hidrofdbica
como goticulas de d6leo ou suportes hidrofébicos este equilibrio desloca-se para a sua
conformacdo “aberta”. Dessa forma, as lipases sdo imobilizadas em matrizes hidrofébicas na sua
conformacdo “aberta” porque reconhecem estas superficies de forma semelhante aos seus
substratos naturais (goticulas de dleo) (Adlercreutz, 2013; Bolina et al., 2021; Fernandez-Lafuente,
2010; Rodrigues et al., 2019). A imobilizacdo de lipases na conformacdo aberta possibilita a
preparacao de biocatalisadores heterogéneos com alta atividade catalitica e estabilidade apds
sucessivos ciclos de reacdo (Bolina et al., 2021; Rodrigues et al., 2019).

Uma grande variedade de suportes hidrofébicos naturais ou sintéticos (organicos,
inorganicos ou mistos) tem sido empregada na imobilizacdo de lipases pelo mecanismo de ativacdo
interfacial, como polipropileno, resinas acrilicas, agarose funcionalizada, silica funcionalizada com
diferentes agentes silanos e liquidos i6nicos, carvao ativado, materiais lignoceluldsicos, particulas
magnéticas, poli(estireno-divinilbenzeno) (PEDB), dentre outros (Bilal; Igbal, 2019; Bolina et al.,
2021; Rodrigues et al., 2015; Rodrigues et al., 2019; Zhong et al., 2020). A extensiva aplicacdo de
particulas de poli(estireno-divinilbenzeno) deve-se as suas excelentes propriedades fisicas como
elevada area superficial e diametro de poros que permitem imobilizar altos carregamentos de
enzimas em suas superficies interna e externa, um importante requisito na preparacao de
biocatalisadores heterogéneos com alta atividade catalitica e estabilidade na producao de ésteres
de interesse industrial (Alves et al., 2016; Carvalho et al., 2021; Rodrigues et al., 2015).

Neste contexto, o principal objetivo deste estudo consistiu na producdao enzimatica de um
éster de acido galico em meio organico. Para a execuc¢do do presente estudo, foi empregado dalcool
isoamilico, este alcool foi selecionado devido a sua facil obtencdo e por ser proveniente do setor
sucroaalcooleiro (fonte renovavel), principal constituinte do dleo fusel — 65% m/m (Mendoza;
Pedroza et al., 2021). O dleo fusel é uma mistura constituida por diferentes alcoois superiores
como propanol, isobutanol, amilico, isoamilico dentre outros — é a fragdo menos volatil obtida na
destilacdo do etanol (Cerdn et al., 2018; Mendoza; Pedroza et al., 2021). Em 2019, o Brasil foi o
segundo maior produtor mundial de éleo fusel com uma produgdo da ordem de 163 milhdes de
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litros (Mendoza; Pedroza et al., 2021). As reacdes foram conduzidas em meio de terc-butanol, um
solvente organico amplamente empregado como meio de rea¢do para a produgao enzimatica de
ésteres (He et al., 2012; Lima et al., 2018; Vescovi et al., 2016). Neste estudo, a lipase microbiana
Pseudomonas fluorescens (LPF) foi selecionada devido a sua alta atividade catalitica em meios
organicos (auséncia e presenca de solventes) para a producdo de ésteres por diferentes rotas, em
especial transesterificacdo e esterificacdo (Rios et al., 2018). Esta preparacdo de lipase na forma
em po6 é disponibilizada pela Merck & Co. com o nome comercial de Amano AK. O desempenho
catalitico desta lipase na esterificagao de acido galico com alcool isoamilico foi determinado nas
suas formas em po (lipase livre) e imobilizada, a imobilizagdo da lipase foi realizada por adsorgao
hidrofébica em particulas de poli-(estireno-divinilbenzeno), um suporte comercial com elevada
area superficial especifica e didametro de poros, amplamente empregado na prepara¢dao de
biocatalisadores com alta atividade catalitica na produgao de ésteres (Alves et al., 2017; Lage et
al., 2016). O efeito de relevantes fatores na producdo do éster como temperatura de reagdo, razao
molar acido:alcool e concentracdo de lipase imobilizada foi avaliado por um delineamento
experimental composto central rotacional (DCCR), uma ferramenta estatistica amplamente
empregada na otimizagao de processos industriais. Nas condigdes étimas, foi avaliado o efeito do
tempo de reacdo na producao do éster empregando o biocatalisador preparado (LPF imobilizada
em PEDB) e comparado com a lipase na forma livre, por fim, foram conduzidos testes de reuso do
biocatalisador preparado em sucessivas bateladas de reacdo. E importante salientar que a
estratégia proposta neste estudo ainda ndo é reportada na literatura especializada e a sua
execuc¢ao possibilitard propor um processo tecnologicamente limpo por se tratar da aplicagdo de
materiais de partida renovdveis e biocatalisadores para a producdo de compostos de interesse
industrial.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Materiais

A preparacdo de lipase de Pseudomonas fluorescens — LPF (Amano AK) foi adquirida da
Merck & Co. (St. Louis, MO, EUA). Particulas de poli(estireno-divinilbenzeno) — PEDB (Diaion ° HP
20) com area superficial especifica de 500 m2 g* e didmetro de poro de 260 A foram adquiridas da
Supelco (Bellefonte, EUA). Acido galico e &lcool isoamilico (3-metil-1-butanol) foram também
adquiridos da Merck & Co. Os demais produtos quimicos e solventes organicos como terc-butanol
foram de grau analitico adquiridos da Synth® e Vetec Quimica Ltda. (S3o Paulo, SP, Brasil).

2.2 Preparacdo do biocatalisador por imobilizacdao da lipase no suporte hidrofébico

A imobilizacdo de LPF em particulas de PEDB foi realizada de acordo com estudos realizados
em nossa equipe de pesquisa (Bassi et al., 2016; Alves et al., 2017; Carvalho et al.,, 2021). O
procedimento de adsorc¢do consistiu na preparacdao de uma suspensdo contendo solucdo de lipase
preparada em tamp3do acetato de sdédio pH 5,0 (forca idnica de 5 mmol L) na proporgdo
suporte:solucdo enzimatica de 1:20. Foi empregado um carregamento de 40 mg de proteina de
suporte com a finalidade de preparar um biocatalisador heterogéneo com alta atividade catalitica
(Bassi et al., 2016; Carvalho et al., 2021). A suspensado foi mantida em agitacdo mecanica em shaker
orbital a 200 rpm por 18 horas de contato a 25°C. Apds este periodo o biocatalisador preparado foi
filtrado sob vacuo em funil de Buchner com papel de filtro Whatman n°41 e lavado com agua
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destilada para a remocao de enzimas ndo adsorvidas. O processo de adsorc¢do foi monitorado pela
determinacdo da concentracdo de proteina desaparecida no sobrenadante de imobilizacdo (Pl —
mg g!) conforme metodologia proposta por Bradford (Bradford, 1976). A atividade hidrolitica da
lipase (HA — U g ) foi determinada pelo método de hidrdlise da emulsdo de azeite de oliva (Bassi
et al., 2016; Alves et al., 2017; Carvalho et al., 2021). Uma unidade de atividade (U) corresponde a
massa de biocatalisador necessaria para liberar 1 umol de acidos graxos por minuto de reacdo em
tampao fosfato de sédio pH 8,0 (100 mmol L '), 37°C e 200 rpm (Alves et al., 2017). A atividade
especifica (AE — U mg?) foi determinada pela relacdo entre a atividade hidrolitica e a concentracdo
de proteina (Bassi et al., 2016; Carvalho et al., 2021). Ao final o biocatalisador preparado foi filtrado
a vacuo, lavado com tamp3o fosfato de sédio pH 7,0 (5 mmol L) e estocado a 4°C.

2.3 Producao enzimatica do éster por esterificacdo em meio de terc-butanol

A producdo de galato de isoamila por rea¢ao de esterificacgdo em meio de terc-butanol,
como mostrado na Figura 1, foi conduzida em frascos fechados (frascos de Durdn de 125 mL)
contendo 5 mL de meio de reacdo empregando concentracio fixa de acido galico (250 mmol L 1).
Apds o preparo da solucdo de materiais de partida foi adicionado o biocatalisador (lipase) e as
suspensdes foram mantidas em continua agitagdo em shaker orbital (240 rpm). Amostras foram
periodicamente retiradas da mistura reacional (100 pL), diluidas em 10 mL de solucdo de etanol
(95% m m1) e tituladas com solugdo de NaOH (30 mmol L) utilizando fenolftaleina como indicador
para determinar a concentracdo de acido galico residual. A determinacdo da porcentagem de
conversao do acido (Y) foi realizada conforme mostrada na Eq. (1) (Lage et al., 2016; Alves et al.,
2017):

\

P sl
y(oo)=|L %100 (1)
U

Em que: Ag é a concentracdo inicial de dcido galico na reacdo (mmol L %) e Afé a concentracdo de
acido residual apds um determinado tempo de rea¢do (mmol L1).

i i /\*
1 o = HO 0
<

+ HO
HO Lipase (LPF) HO
OH Terc-butanol
240 rpm OH
Acido gélico Alcool isoamilico Galato de isoamila

Figura 1: Esquema representativo de produc¢do enzimatica de galato de isoamila por esterificagdo em meio
organico.
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2.4 Otimizagdo da produgao enzimatica do éster por delineamento estatistico

A producdo enzimatica do éster (galato de isoamila) foi otimizada por um delineamento

composto central rotacional (DCCR) do tipo 23. Este delineamento proposto consistiu de 18 ensaios
nos quais quatro foram conduzidos no ponto central (valor codificado: 0), seis nos pontos axiais
(valores codificados: -1,68 e +1,68) e oito nos pontos fatoriais (valores codificados: -1 e +1). Os
niveis de cada varidvel foram escolhidos baseados em trabalhos previamente publicados na
literatura especializada (Miguez et al., 2018; Mendoza-Ortiz et al., 2020; Guedes Jr. et al., 2022).
As reac0es de esterificacdo foram realizadas em ordem aleatéria, mantendo-se fixa a agitacdo (240
rpm), concentracdo de acido galico (250 mmol L " em meio de terc-butanol), e tempo de reacdo
(60 min). Os parametros estudados e seus niveis foram: concentragao de biocatalisador (5% a 25%
em massa de LPF-PEDB por volume de meio de reagdo — 5% a 25% m v'!), temperatura de reagdo
(25°C a 70°C) e razao molar acido:alcool (1:0,4 a 1:4). Como varidvel resposta foi determinada a
porcentagem de conversao do dcido conforme descrito acima (ver Eq. (1)).

Os resultados experimentais foram analisados ao nivel de 95% de confianca utilizando o
software Statistica versao 5.0 (StatSoft Inc., Tulsa, OK, EUA). A significancia do modelo foi avaliada
pela analise de variancia (ANOVA).

2.5 Efeito do tempo de reagao na producao enzimatica do éster: Estudo comparativo
entre lipase na forma livre e imobilizada

Nas condigdes 6timas determinadas por DCCR (concentragao de lipase imobilizada de 9%
em massa por volume de meio de reacdo — 9% m v 1, 30°C, 240 rpm e razdo molar 4cido:élcool de
1:2,2 em meio de terc-butanol contendo 250 mmol L ! de acido gélico), foi avaliado o efeito do
tempo de reagdo na producgao do éster. Este ensaio foi conduzido com a finalidade de determinar
o tempo minimo necessario para alcangar a maxima porcentagem de conversdo, o desempenho
catalitico da lipase imobilizada foi comparado com a enzima livre (lipase em pd) empregando a
mesma concentracdo de proteina — 9% m v de lipase imobilizada (0,45g de biocatalisador)
contendo 15mg de proteina imobilizada que corresponde a 0,72g de lipase em po.

2.6 Testes de reuso do biocatalisador preparado em sucessivas bateladas de reagao

Os testes de estabilidade operacional (reuso) da lipase imobilizada apds 5 sucessivas
bateladas de esterificacdo de 90 minutos cada foram realizados nas condicdes étimas de reacéo,
apos cada batelada de reacdo o biocatalisador preparado (lipase imobilizada) foi recuperado por
filtracdo a vacuo, lavado com hexano gelado para a remocdao de materiais de partida nao
convertidos e produtos adsorvidos nas particulas e secado sob vacuo a 25°C por 3h. Apds este
procedimento o biocatalisador foi adicionado em um novo meio reacional.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizagdo do biocatalisador preparado

As propriedades do biocatalisador preparado (LPF imobilizada em PEDB) foram
determinadas e comparadas com a enzima na forma livre, este estudo foi realizado para avaliar o
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efeito do processo de imobilizacdo na atividade catalitica da enzima e os resultados estdo
sumarizados na Tabela 1.

Conforme pode ser observado o biocatalisador preparado (lipase imobilizada) possui uma
maior concentracao de proteina por grama de sélido devido a alta capacidade de adsorc¢do do
suporte testado (elevada darea superficial especifica e didmetro de poro) conforme descrito
anteriormente. Isso é interessante do ponto de vista industrial porque o volume ocupado pelo
biocatalisador no reator é de aproximadamente 40% menor se comparado com a lipase na forma
livre. Com relagao a atividade catalitica na hidrdlise da emulsdo de azeite de oliva (um protocolo
classico na determinac¢do de atividade de lipases em meio aquoso) a lipase na forma livre (HA =
8611,2 aproximadamente 184,9 U g de sdlido) possui uma atividade bastante superior a lipase na
forma imobilizada (HA = 121,4 aproximadamente 5,5 U g ! de sélido). Pode-se notar também uma
drastica reducdo da atividade especifica da enzima apds o procedimento de imobilizacdo, de 414,0
U mg? de proteina para 3,7 U mg de proteina, este acentuado decréscimo nos valores de atividade
hidrolitica e especifica sugere um restrito acesso de goticulas de 6leo aos sitios ativos da enzima
apos a imobilizacdo, este resultado é devido a imobilizacdo da lipase na parte interna do suporte.
Imobilizacdo de moléculas de enzima na superficie interna do suporte é benéfica ao processo
porque aumenta a estabilidade de lipases por influéncia do solvente, temperatura de reacdo e
minimiza possivel dessor¢do da enzima apds sucessivas bateladas, fatores importantes para a
obtencdo de biocatalisadores altamente estaveis (Rodrigues et al., 2019). O desempenho catalitico
da lipase imobilizada (biocatalisador preparado neste estudo) foi também avaliado na producao
de galato de isoamila em meio de terc-butanol por esterificacdo, mostrado a seguir.

Tabela 1: Estudo comparativo das propriedades de LPF nas formas livre e imobilizada.

Parametros
Atividade o
. Atividade
Lipase i idralitic: 5
P F(’rr:éegi_':;a h'dLrJOIE'C& especifica
( g ) (U mg‘l)
Livre 20,8+0,3 8611,2+184,9 4140
Imobilizada 33,2+0,4 121,4%5,5 3,7

3.2 Otimizacdo da producdo de éster

Os efeitos de importantes parametros na producdo enzimatica do éster foi avaliado neste
estudo, de acordo com os resultados sumarizados na Tabela 2, a porcentagem de conversao do
acido variou de 20,5% (Ensaio 14) a aproximadamente 50% (Ensaios 4, 5, 6 e 7) apds 60 minutos
de reagdo. As reagdes conduzidas nos valores maximos de conversdao da ordem de 50%, foram
conduzidas nos pontos fatoriais entre os niveis codificados de -1 e +1 no planejamento proposto.
Estes valores correspondem a concentracdo de biocatalisador variando de 9% mv ta21% mv ?,
temperatura de reacao entre 30°C e 60°C e razdo molar acido:alcool de 1:1,13 a 1:3,27. Estes
ensaios foram analisados entre si para a determinacdo das condi¢des 6timas de reagdo. Conforme
pode ser observado a maxima porcentagem de conversao do acido foi obtida com concentracao
de biocatalisador de 9% m v de meio de reac3o (valor codificado: -1) e temperatura de 30°C
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Embora a reacdo conduzida na presenca de um ligeiro excesso de alcool isoamilico no meio de
reacdo (razdao molar 4acido:alcool de 1:1,13 — valor codificado: -1) tenha possibilitado obter
maxima conversdo, a producao do éster nos niveis codificados de -1 para todas estas varidveis
alcancou maxima conversao de apenas 41,5% (Ensaio 1 na Tabela 2). Esterificacdo é um processo
termodinamicamente controlado e o aumento da concentracdo de um dos materiais de partida
no meio de rea¢do desloca o equilibrio quimico para a formagdao de produto (Carvalho et al.,
2021; Guedes Jr. et al., 2022) consequentemente estes resultados sugerem que maxima
concentracgdo de éster pode ser obtida para reagdes conduzidas com excessos de alcool isoamilico,
ou seja, razao molar acido:alcool acima de 1:1,13 (valor codificado acima de -1). Reagdes de
esterificagdo nos pontos centrais também permitiram obter valores de conversao bastante
similares aos valores descritos acima (Ensaios 15, 16, 17, 18 — valores de conversao da ordem de
45%), estes resultados mostram que a reacao conduzida com concentracao de biocatalisador de
9% m vt e 30°C s3o suficientes para obter maxima produc3do do éster.

Tabela 2: Planejamento de experimentos para a produgdo enzimatica de galato de isoamila por esterificagio em
meio de terc-butanol apés de 60 min de reagao.

Variaveis independentes
Valores codificados (reais) 2
. - - Conversao
Ensaios Concentrago de Temperatura Razao molar (%)
biocatalisador (°C) acido:alcool
(% mv?)
1 -1(9) -1(30) -1(1:1,13) 41,5
2 +1 (21) -1(30) -1(1:1,13) 42,3
3 -1(9) +1 (60) -1(1:1,13) 28,9
4 +1 (21) +1 (60) -1(1:1,13) 52,0
5 -1(9) -1(30) +1 (1:3,27) 51,5
6 +1 (21) -1(30) +1 (1:3,27) 49,5
7 -1(9) +1 (60) +1 (1:3,27) 43,9
8 +1(21) +1 (60) +1 (1:3,27) 42,9
9 -1,68 (5) 0 (45) 0(1:2,2) 31,2
10 +1,68 (25) 0 (45) 0(1:2,2) 34,3
11 0(15) -1,68 (20) 0(1:2,2) 31,0
12 0(15) +1,68 (70) 0(1:2,2) 40,9
13 0(15) 0(45) -1,68 (1:0,4) 29,3
14 0(15) 0(45) +1,68 (1:4) 20,5
15 0(15) 0 (45) 0(1:2,2) 47,4
16 0(15) 0 (45) 0(1:2,2) 43,7
17 0(15) 0(45) 0(1:2,2) 47,0
18 0(15) 0(45) 0(1:2,2) 44,8
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Estes resultados foram analisados pelo software Statistica e de acordo com a analise de
variancia, o modelo gerado nao foi apropriado para a gerac¢do das superficies de resposta —Fcalculado
< Ftabelado (dados ndo mostrados) porém isso ndo invalida a andlise estatistica e a analise dos dados
experimentais obtidos.

Mesmo sem a construcdo de superficies de respostas foi possivel encontrar uma condicao
experimental capaz de obter a maxima producdo do éster pela andlise dos dados descritos na
Tabela 2 (concentracdo de lipase imobilizada de 9% em massa por volume de meio de reagdo — 9%
m v, 30°C, e razdo molar acido:élcool acima de 1:1,13). Com relacdo aos valores de razdo molar
acido:alcool testes subsequentes foram realizados com valores no ponto central — 1:2,2 (valor
codificado: 0) e no ponto axial de 1:3,27 (valor codificado: +1) mantendo-se fixa a concentragdo de
biocatalisador (9% m v ') e temperatura de reac¢do (30°C). De acordo com os resultados obtidos,
similar porcentagem de conversdo entre 48% e 50% apds 60 minutos de reagdo foram obtidas nas
raz6es molares acido:alcool de 1:2,2 e 1:3,27.

Dessa forma, a maxima producdo de galato de isoamila foi alcangada com concentragao de
biocatalisador de 9% m v! (valor codificado: -1), temperatura de reacdo de 30°C (valor codificado:
-1) e razdo molar acido:alcool de 1:2,2 (valor codificado: 0), estas condicGes foram empregadas
para a avaliacdo do tempo de reacdo na producdo do éster.

3.3 Efeito do tempo de reacdo na producgao de éster

Apds a etapa de otimizacdo do processo foi avaliado o efeito do tempo de reagdo na
producdo do éster, neste estudo a esterificacdo catalisada pela lipase na forma livre foi também
realizado para mostrar o efeito da imobilizacdo na atividade catalitica da enzima em meio organico.
Para a realizacdao destes testes foi empregada a mesma concentracdo de proteina imobilizada para
as duas formas do biocatalisador — 15 mg de proteina para 5 mL de solucao de materiais de partida
em meio de terc-butanol que equivale a 0,45 g da lipase imobilizada (9% m v 1) e 0,72 g de lipase
em pod. Conforme pode ser observado na Figura 2 a maxima conversdo da ordem de 55% apds 90
minutos de reagdo foi obtida para a enzima na forma imobilizada, nestas mesmas condig¢des
experimentais a maxima conversdo para a lipase livre foi inferior a 40%.
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Figura 2: Efeito do tempo de reagdo na produgdo enzimatica de galato de isoamila por esterificagio em meio
organico catalisada por LPF na forma livre e imobilizada em PEDB.

Estes resultados mostram que o processo de imobilizacdo melhorou a atividadecatalitica da
enzima em meio organico, isto se deve preferencialmente a imobilizacdo da lipase na superficie do
suporte na sua conformacdo aberta o que possibilita melhor acesso dos materiais de partida aos
sitios ativos da enzima (Carvalho et al., 2021; Guedes Jr. et al., 2022). No entanto, a lipase na forma
livre estd na sua forma agregada (conformacdo fechada) que dificulta o acesso de moléculas de
matérias-primas ao microambiente da enzima. Estes resultados mostram que o processo de
imobilizacdo melhora a dispersdao de moléculas de lipase na superficie do suporte, este
comportamento tem sido observado em outros estudos descritos na literatura especializada
guando se compara o desempenho catalitico de lipases nas formas livre e imobilizada em reacdes
em meios organicos (Lage et al., 2016; Carvalho et al., 2021; Guedes Jr. et al., 2022).
Consecutivamente, testes de reuso apds 5 sucessivas bateladas de reacdo foram realizados para
o biocatalisador na forma imobilizada.

3.4 Testes de reuso do biocatalisador preparado em sucessivas bateladas de reacao

A estabilidade do biocatalisador preparado foi avaliada apds cinco sucessivas bateladas de
esterificacdo de 90 minutos cada nas condi¢cbes previamente otimizadas. Os valores de
porcentagem de conversdo do acido apds sucessivos reusos sdo reportados na Figura 3. Pode-se
observar um decréscimo de atividade catalitica apds cinco bateladas de reacdo, isto pode ser
devido ao acumulo de agua produzida na reagdo que pode favorecer a dessorcdo de algumas
moléculas de lipase da superficie do suporte, além disso, a inativacao por efeito da temperatura e
solvente organico (terc-butanol) também pode influenciar negativamente na atividade catalitica
da enzima (Lage et al., 2016). De fato, a maxima conversdo de 22% foi obtida na quinta batelada
de reagdo, este valor corresponde a 40% da atividade inicial (primeira batelada de reagao).
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Embora um acentuado decréscimo de atividade apds consecutivas bateladas de reacdo
tenha sido observado, o biocatalisador possui propriedades interessantes devido a sua facil
separacdo do meio de reacdo e reuso além de satisfatéria atividade catalitica comparando-se com
a lipase livre.

Converséo (%)

Bateladas

Figura 3: Testes de reuso do biocatalisador preparado (lipase imobilizada) apos sucessivas bateladas de reagdo
conduzidas nas condig6es experimentais otimizadas.

4 CONCLUSAO

O presente estudo mostrou que o poli(estireno-divinilbenzeno) é um suporte adequado
para a preparac¢ao de biocatalisadores com alta atividade catalitica devido a sua alta capacidade
de adsor¢ao, o processo de imobilizacdo da lipase reduziu a sua atividade catalitica na reacdo de
hidrélise devido a adsorgdo da enzima na superficie interna do suporte (limitacdo difusional de
goticulas de dleo aos sitios ativos da enzima imobilizada nos poros do material). Por outro lado, o
processo de imobilizacdo foi benéfico na reacdo de producdo de éster de acido gdlico(galato de
isoamila) em meio de terc-butanol. A atividade catalitica da lipase imobilizada foi superior a sua
forma livre porque o processo de imobilizacdo possibilitou excelente acesso de moléculas de
materiais de partida (acido gdlico e alcool isoamilico) aos seus sitios ativos devido a baixa massa
molecular destes materiais. Isto sugere boa difusdo de pequenas moléculas nos poros do
biocatalisador preparado, a maxima porcentagem de conversao na ordem de 55% foi obtida apds
90 minutos de reagao nas condigdes experimentais 6timas (concentragdo de biocatalisador de 9%
m v %, 30°C e razdo molar 4cido:alcool de 1:2,2). Nestas mesmas condi¢cdes, a maxima convers3o
de apenas 37% foi obtido para a lipase na forma livre. Testes de reuso do biocatalisador em
sucessivas bateladas de reacdo mostram um acentuado decréscimo de sua atividade catalitica
(conversdo da ordem de 22% na quinta batelada). Estes resultados sugerem estudos adicionais
com a finalidade de aumentar a estabilidade com o recobrimento do biocatalisador com polimeros
organicos como polietilenoimina ou polietilenoglicol para minimizar efeitos de distor¢do na
estrutura tridimensional da enzima ou dessor¢ao.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Com a realizacdo deste projeto obteve-se a producdo de um éster ainda
nao explorado pela literatura empregando um biocatalisador heterogéneo
preparado por imobilizacdo de uma lipase microbiana.

Trabalhos nesta temética € de fundamental importancia para o
estabelecimento de processos de grande interesse para diferentes segmentos
industriais empregando rotas tecnologicamente limpas e também gera a
possibilidade de formacdo de recursos humanos na area de tecnologia
enzimatica, este estudo mostra que um protocolo apropriado de imobilizacao da
enzima pode melhorar o seu desempenho catalitico e reuso apds sucessivas

reacoes de producédo de um éster de interesse industrial.
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5 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Os resultados deste projeto sugerem estudos adicionais com a finalidade
de aumentar a amplitude de aplicacdo dos produtos, testar condi¢cdes de melhor
desempenho com aplicacdo de outros tipos de lipases, melhorar a viabilidade
econdmica e manter o pilar de sustentabilidade, tais como:

Separacdo e caracterizacdo do produto obtido por diferentes técnicas
como analise no infravermelho e ressonancia magnética nuclear;

Testes de atividade antioxidante do éster produzido e comparado com o
acido galico;

Aplicacdo de lipases de menor custo como biocatalisador, como
exemplo a Eversa Tranform 2.0.
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