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RESUMO

Lipases sdo enzimas de grande relevancia biotecnoldgica. Além de sua funcdo natural
(hidrolise de triglicerideos) sdo capazes de catalisarem hidrélises regio e enantiosseletivas
e sinteses de inUmeros ésteres. Lipase de Pseudomonas fluorescens (LPF) foi imobilizada
em diferentes suportes e por diferentes métodos e aplicadas na sintese de compostos de
interesse industrial. A eficiéncia dessas sinteses com o biocatalisador LPF-octil-silica foi
comparada com lipases imobilizadas comerciais. Os derivados de LPF-octil-silica, LPF-
XAD 7HP e LPF-poliestireno foram utilizados na producédo de biodiesel etilico de 6leo de
babacu. O melhor rendimento (100% em 24 h) foi obtido com LPF imobilizada em octil-
silica (LPF-octil-silica). Este derivado e lipases imobilizadas comerciais (lipase de
Candida antarctica, CALB IM; lipase de Thermomyces lanuginosus, LTL IM) foram
utilizadas na producdo de biodiesel etilico de dleo de soja apresentando rendimentos
similares em 48 h de reacdo (80%). Na sintese de aromas, os biocatalisadores LPF-octil-
silica, CALB IM, LTL IM e LPF IM (lipase de P. fluorescens imobilizada comercial)
apresentaram similar desempenho (conversdo acima de 90% com 24 h de reacdo).
Conversdes de aproximadamente 95% foram obtidas em 12 h de reacdo com o0s
biocatalisadores LPF-octil-silica e CALB IM, podendo ser reutilizados em oito bateladas
sucessivas. CALB IM produziu oleato de frutose (55°C, 24 h, razdo molar acido
oleico:frutose de 1:2) com 96% de conversao, enquanto o derivado LPF-octil-silica rendeu
57% de conversdo (45°C, 72 h, razdo molar de 1:1). LPF imobilizada em octil-agarose e
octadecil-Sepabeads apresentou um rendimento de imobilizagdo de 99%, rendendo
derivados hiperativados (150 e 300% de atividade recuperada, respectivamente). LPF em
solugdo forma agregados bimoleculares, os quais puderam ser imobilizados em suportes
glioxil (agarose e Sepabeads), rendendo derivados com 70 a 75% de atividade recuperada.
A forma monomérica da enzima pbde ser imobilizada em glioxil-agarose a 25°C, pH 10,5
(tampéo bicarbonato de sodio 100 mM), entretanto, na presenca de um surfactante (Triton
X-100, 0,5%, v/v). Na hidrolise de (R,S)-2-hidroxi-4-fenilbutirato de etila, LPF



imobilizada em octil-agarose (conformacdo aberta) e em glioxil-agarose (na forma de
agregados bimoleculares) mostraram-se mais enantiosseletivas (E > 100) do que LPF
imobilizada na forma monomérica em glioxil-agarose (E = 27,9). LPF imobilizada em
octadecil-Sepabeads e glioxil-Sepabeads produziram oleato de benzila com 85% de
conversdo, por transesterificacdo de azeite de oliva e alcool benzilico em ciclohexano.
Esses resultados mostram que atividade, estabilidade e enantiosseletividade sé&o
propriedades cataliticas das lipases que podem ser moduladas por imobilizacdo em
suportes ativados que permitam a orientacdo da enzima ao suporte por diferentes regides
de sua superficie e com diferente conformacéo estrutural. De modo geral, o biocatalisador
preparado neste trabalho (LPF-octil-silica) apresentou 6timo desempenho em reagdes de
esterificacdo e transesterificacdo, bem como boa estabilidade operacional, tornando-o

competitivo com os biocatalisadores imobilizados comerciais.

PALAVRAS-CHAVE: Lipase, imobilizagdo, ésteres
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ABSTRACT

Lipases are enzymes of great biotechnological relevance. Besides its natural function
(hydrolysis of triglycerides), they are capable of catalyzing regio- and enantioselective
hydrolysis and synthesis of numerous esters. Pseudomonas fluorescens lipase (LPF) was
immobilized on different supports and with different methods and was applied on the
synthesis of compounds of industrial interest. The efficiency of these syntheses with the
biocatalyst PFL-octyl-silica, PFL-XAD 7 HP and PFL-polystyrene were used on the
production of ethylic biodiesel from babassu oil. The best yield (100% within 24 h) was
obtained with PFL immobilized on octyl-silica (PFL-octyl-silica). This derivative and
commercial immobilized lipases (Candida antarctica lipase, CALB IM; Thermomyces
lanuginosus lipase, LTL IM) were used on the production of ethylic biodiesel from
soybean oil, showing similar yields within 48 h of reaction time (80%). On the synthesis of
aromas, the biocatalysts PFL-octyl-silica, CALB IM, LTL IM and LPF IM (commercial
immobilized Pseudomonas fluorescens lipase) presented similar performance (yield above
90% within 24 h of reaction time). Yields of about 95% were obtained within 12 h of
reaction time with the biocatalysts PFL-octyl-silica and CALB IM, being able to be reused
in eight successive batches. CALB IM produced fructose oleate (55 °C, 24 h, oleic
acid:fructose molar ratio 1:2) with 96% yield, whereas the derivative PFL-octyl.-silica
yielded 57% (45 °C, 72 h, molar ratio 1:1). PFL immobilized on octyl-agarose and
octadecyl-Sepabeads presented an immobilization yield of 99%, rendering hyperactivated
derivatives (150% and 300% of recovered activity, respectively). The monomeric form of
the enzyme could be immobilized on glyoxyl-agarose at 25 °C, pH 10.5 (100 mM sodium
bicarbonate buffer), however, in the presence of a surfactant (Triton X-100 0,5% v/v). On
the hydrolysis of (R,S)-ethyl-2-hydroxy-4-phenylbutyrate, PFL immobilized on octyl-
agarose (open conformation) and on glyoxyl-agarose (in the form of bimolecular
aggregates) showed a higher enantioselectivity (E > 100) than PFL immobilized on
monomeric form on glyoxyl-agarose (E = 27.9). PFL immobilized on octadecyl-Sepabeads
and glyoxyl-Sepabeads produced benzyl oleate with 85% yield via olive oil and benzyl



alcohol transesterification in cyclohexane. These results show that the activity, stability
and enantioselectivity are catalytic properties of lipases which could be modulated via
immobilization on activated supports which allows the enzyme orientation on the support
by different region of its surface and with different structural conformation. In general, the
biocatalyst prepared on this work (PFL-octyl-silica) presented a great performance on
esterification and transesterification reactions, as well as good operational stability,

rendering it competitive to the commercial immobilized biocatalysts.

KEYWORDS: Lipase, immobilization, esters.
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1 INTRODUCAO

Um dos objetivos da industria quimica atual é o desenvolvimento de
processos e produtos sustentiveis. Para que os produtos finais atendam a esta necessidade,
0s insumos basicos da cadeia produtiva sdo cada vez mais especificos. Tendo em vista este
panorama, 0 uso de enzimas como catalisadores apresenta-se como uma alternativa a
quimica industrial classica, devido ndo s6 a sua seletividade, mas também a sua alta
atividade catalitica em condic¢Ges mais brandas de pressdo, temperatura, entre outras.

As lipases, ao contrério de boa parte das enzimas, apresentam o potencial de
catalisar diferentes reacGes com diferentes substratos, tornando-a um biocatalisador
versatil, com diversas aplicacdes industriais. Porém, o custo das lipases ainda é o principal
obstaculo em relacdo a exploracdo total de seu potencial.

O reuso da lipase, assim como de qualquer enzima, é essencial do ponto de
vista econémico, o que pode ser atingido através do uso de lipases imobilizadas. A escolha
de uma metodologia adequada de imobilizacdo onde se obtenha um derivado imobilizado
altamente estavel, ativo e seletivo e que permita o seu reuso, é uma das principais chaves
para a aplicacdo de enzimas a nivel industrial.

Alguns exemplos de ramos da industria que podem se beneficiar com o uso
economicamente vidvel de lipases imobilizadas sdo: a inddstria alimenticia, com a
exigéncia de mercado por produtos e aditivos alimentares naturais e menos nocivos a
salde; e a de combustiveis e lubrificantes, com a necessidade de reducdo de poluentes,
principalmente de emissao de gases que causam o efeito estufa.

Quanto a producdo de combustiveis, as lipases podem ser uma alternativa
ao processo atual de producdo de biodiesel, um combustivel produzido a partir de biomassa
(6leos vegetais e gorduras animais), sendo uma excelente alternativa para substituicdo ao
Oleo diesel, reduzindo a dependéncia em relacdo ao petroleo (FERRARI, OLIVEIRA e
SCABIO, 2005). Schuchardt, Sercheli e Vargas (1998) relatam que a utilizacdo dos 6leos
vegetais no Brasil tem um futuro promissor, uma vez que o Brasil & um dos maiores
produtores mundiais de soja e possui grandes perspectivas para a producdo de outras
sementes. Além disso, a producdo do biocombustivel fortalece o agronegdcio e cria um
novo mercado para 6leos vegetais, podendo se tornar um apoio as politicas governamentais

na area social e ambiental.
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A rota tecnoldgica mais utilizada para a producdo do biodiesel tem sido a
catalise alcalina homogénea, porém neste método convencional a remocdo destes
catalisadores do produto final requer uma grande quantidade de agua de lavagem, além
disso, o emprego de hidroxido de sodio e potassio exige matéria-prima de baixa acidez
para evitar a formacédo de sabdo (SILVA et al., 2008).

Diante disso, o processo de producdo de biodiesel utilizando enzimas
elimina as desvantagens do processo alcalino pelo fato de ndo necessitar de uma etapa de
neutralizacdo para remocdo dos catalisadores, da possibilidade de reutilizacdo do
biocatalisador no processo, além do fato de que ao final do processo de transesterificacéo
do 6leo obtém-se biodiesel e glicerina puros (MOREIRA et al., 2007; SILVA et al., 2008).

Quanto a producéo de aditivos alimentares, as lipases catalisam a reacdo de
sintese de ésteres utilizados como aromatizantes ou surfactantes, dentre outros. A principal
vantagem do uso de lipases na producdo destes aditivos, em alternativa a processos
quimicos cléssicos, é o fato de os produtos finais serem considerados de origem natural, o
que aumenta seu valor de mercado (ABBAS e COMEAU, 2003). Exemplos de
aromatizantes que podem ser produzidos por lipases sdo os ésteres de cadeia curta, que
apresentam aromas de frutas: o acetato de butila apresenta aroma de morango; o0 acetato de
hexila, de frutado; o acetato de isoamila, de banana; o butirato de butila, de abacaxi; o
butirato de etila, de abacaxi.

Os ésteres graxos de aclcares, por sua vez, sdo utilizados como
biossurfactantes. Surfactantes sdo moléculas que apresentam carater hidrofilico e
hidrofébico. Quando presentes em misturas de solventes de diferentes polaridades, os
surfactantes reduzem a tensdo superficial e auxiliam na formacdo de emulsdes. Da mesma
forma que os demais aditivos alimentares ndo sintéticos, o uso de biossurfactantes faz com
que o produto possa ser considerado natural, tornando o produto mais atrativo ao
consumidor (GUMEL et al., 2011).

Os esteres oleatos de etila, podem ser utilizados como plastificantes,
lubrificantes, aditivos bioldgicos e fluidos hidraulicos (HAZARIKA et al., 2002). Outra
aplicacdo deste ester foi reportada por Doymaz (2004) e Lewicki (2006), na desidratacdo
osmotica de tomates e pimentes, promovendo a perda de agua e consequentemente,
induzindo um aumento no teor de agucar, bem como a conferir-lhes uma cor luminosa.

Lipases também podem ser usadas para a resolugdo de misturas racémicas,

isto é, as lipases interagem seletivamente com um dos enantidmeros, tornando possivel a
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sua separacdo em etapas posteriores. Esta separacdo tem importantes aplicacdes em que
somente um dos enantidbmeros é necessario, tais como na industria farmacéutica e de
quimica fina.

Tendo em conta a versatilidade das lipases e o ganho econémico com sua
imobilizacdo, o objetivo deste trabalho foi estudar a sintese enzimética de ésteres
catalisada por derivados de lipase de Pseudomonas fluorescens (LPF) obtidos pela
imobilizacdo da enzima em diferentes suportes e por distintos métodos, comparando esses
derivados com aqueles disponiveis comercialmente. Para o cumprimento deste objetivo, as

seguintes etapas foram realizadas:

» Preparacdo de suportes hidrofobicos: octil-silica, octil-agarose e octadecil-
Sepabeads;

» Imobilizacdo de LPF por adsorcdo hidrofébica interfacial e ligacdo covalente em
diferentes suportes;

» Caracterizacdo dos biocatalisadores preparados quanto a atividade hidrolitica e
estabilidade térmica em meio organico;

» Preparacdo de ésteres de cadeias longas (biodiesel etilico de 6leo de babagu e soja,
oleato de etila e oleato de benzila) e curtas (butirato de butila e etila, acetato de
isoamila, hexila e butila) em solventes organicos;

» Preparacdo de ésteres graxos de acglcares (oleatos e lauratos de frutose e lactose)
em meio organico.

» Hidrolise enantiosseletiva de um éster quiral (2-hidroxi-4-fenilbutirato de etila).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Enzimas

Enzimas sdo proteinas altamente especializadas, sintetizadas por células
vivas, e como todas as proteinas sao heteropolimeros de vinte diferentes aminoacidos,
algumas incluem na sua estrutura um componente ndo proteico, denominado grupo
prostético. S&o macromoléculas com massa molecular variando entre 5 até mais de 1000
kDa (BORZANI et al., 2001).

As enzimas sdo catalisadores bioldgicos que facilitam a conversdo de um
substrato em um produto, pelo fornecimento de condi¢bes que diminuam a energia de
ativacdo da reacdo. Estes biocatalisadores, por sua vez, podem ser proteinas ou
glicoproteinas, e consistem de pelo menos uma parte polipeptidica (MIKKELSEN e
CORTON, 2004).

As enzimas apresentam varias propriedades que as tornam atrativas como
catalisadores para biotransformagdes, destacando-se 0 uso na industria quimico-
farmacéutica e alimenticia. Estas proteinas sdo catalisadores versateis, existindo em geral
um processo enzimatico equivalente para cada tipo de reacdo organica (FABER, 1997).

O grande interesse no uso das enzimas pode ser explicado por fatores como:
a variedade de substratos sobre os quais as enzimas atuam, as reagcdes complexas que as
enzimas sdo capazes de catalisar em rotas onde a geracdo de residuos e subprodutos sdo
reduzidos e a capacidade que as mesmas tém de atuar como catalisadores a altas

velocidades em condicGes reduzidas de energia (AEHLE, 2004).

2.1.1 Classificacdo das Enzimas

A classificagdo das enzimas foi organizada pela Unido Internacional de
Bioquimica e Biologia Molecular (IUBMB), dividindo as enzimas em seis grandes classes
(Quadro 2.1), e cada uma em subclasses de acordo com o tipo de reacdo quimica que as

mesmas catalisam.
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Quadro 2.1 Principais classes de enzimas.

Tipo da reacéo

Subclasse

Oxidoredutases

ReacOes de oxidagdo e
reducdo de ligacOes do tipo
C-H,C-CeC=C

Hidrogenases,  oxidases,
peroxidases, etc.

Transferases

Transferéncias de grupos
aldeidico, cetbnico, acila,

fosforila ou metila

Transaldolases,
transcetolases, etc.

Hidrolases

Hidrolise de ésteres, amidas,
lactonas, lactamas,
epoxidos, nitrilas, anidridos

e glicosideos

Esterases, lipases,
peptidases, fosfatases, etc.

Liases

Adigdo-eliminacéo de
grupos a dupla ligacdo ou
formacéo de duplas ligacdes

por remocé&o de grupos

Descarboxilases,
cetoacidoliases, hidroliases

Isomerases

Transferéncia de grupos
dentro da molécula para

produzir isoméros

Racemases,  epimerases,

etc.

Ligases

Formagdo e clivagem de
ligacbes C-C, C-S, C-O e C-

N e ésteres de fosfato

Sintetases

Fonte: Adaptado de Kennedy, 1987.

A cada enzima foi atribuido um namero de classificacdo de quatro digitos,

que identifica o tipo de reagéo por ela catalisada. As enzimas utilizadas neste trabalho sdo

classificadas como E.C 3.1.1.3 (lipases ou glicerol éster hidrolases), em que a abreviatura

E.C. significa Enzyme Commission; o primeiro nimero (3) designa a qual classe a enzima

pertence (hidrolases); o segundo numero (1), a subclasse (atua sobre ligacdes éster); o

terceiro numero (1), a subclasse (carboxil éster hidrolase) e o quarto numero (3) é o

namero de série dentro da subclasse e significa que a enzima atua sobre triacilglicerideos

(LEHNINGER et al., 2002).
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2.1.2 Enzimas Hidroliticas

Enzimas hidroliticas sdo as enzimas que catalisam a reacdo de hidrélise de
uma ligacdo quimica (LEHNINGER et al., 2002). Atualmente, as enzimas hidroliticas sao
as mais utilizadas nos processos industriais, sendo aplicadas na degradacdo de vérias
substancias naturais. De um modo geral, elas sdo usadas em grande escala nas industrias
téxteis (amilase, celulase, pectinase, oxidorredutase), de detergentes (celulase, lipase,
protease, oxidorredutase), alimenticia (celulase, lactase, lipase, pectinase, protease,
oxidorredutase), de papel (lipase, oxidorredutase, xilanase), e de couro (lipase, protease)
(KIRK, BORCHERT e FUGLSANG, 2002).

As lipases pertencem a esta classe de enzimas, cuja importancia no setor
industrial tem-se destacado nas ultimas décadas. Devido a sua grande versatilidade
catalitica, as lipases tém sido utilizadas na hidrélise de Oleos e gorduras, producdo de
acidos graxos e aditivos alimenticios, sintese de ésteres e de peptideos, resolucéo racémica
e formulacdo de detergentes (ERICSSON et al., 2008).

2.2 Lipases

Lipases (triacilglicerol éster hidrolase, E C 3.1.1.3), abrangem um grupo de
enzimas hidroliticas que atuam tanto em meio aquoso (hidrélise de 6leos e gorduras, com a
liberacdo de acidos graxos, diacilglicerdis, monoacilglicerdis e glicerol) como em meio
organico (esterificacdo e transesterificacdo em meios com teor de agua restrito).

As lipases podem ser de origem animal (pancredtica, hepéatica e gastrica),
microbiana (bactérias e fungos) ou vegetal, com propriedades cataliticas diferenciadas de
acordo com sua origem. Entretanto, as lipases microbianas sdo as mais utilizadas e, na sua
grande maioria, ndo sdo nocivas a saide humana (CARVALHO et al., 2005; ERICSSON
et al., 2008; COTE e SHARECK, 2008).

As lipases apresentam um mecanismo de atuacdo caracteristico; seu sitio
ativo é formado por uma triade catalitica constituida pelos aminoacidos serina, acido
aspartico (ou glutdmico) e histidina, os quais também sdo encontrados em serina proteases
(JAEGER e REETZ, 1998; REIS et al., 2009).

Lipases, na auséncia de interfaces hidrofdbicas, tornam seus sitios ativos

inacessiveis, protegendo-os com uma espécie de "tampa" hidrofobica (cadeia polipeptidica
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helicoidal). Entretanto, a lipase pode se apresentar em duas diferentes conformacdes
(Figura 2.1) (BRADY et al., 1990; REIS et al., 2009). Na primeira conformacao o sitio
ativo da enzima esta fechado pela tampa polipeptidica que isola o sitio ativo do meio (nesta
conformacéo a lipase é considerada inativa). Na segunda conformacdo, a enzima torna-se
ativa em contato com uma interface hidrofobica, ocorrendo assim a abertura da tampa
polipeptidica. A abertura da tampa consiste em uma reestruturagdo conformacional da
lipase que cria uma regido nucleofilica (a desprotonacéo da serina ocasiona a formacao de
oxianios, nucleofilos que atacam ligacOes ésteres) em torno do residuo serina a tampa
helicoidal vira-se para trds encobrindo seu lado hidrofilico em uma cavidade polar, antes
preenchida com molécula de &gua, e expondo totalmente o lado hidrofébico da tampa. Essa
exposicdo faz com que a superficie apolar em torno do sitio ativo seja expandida
acomodando assim o estado de transicdo tetraédrico (PAIVA, BALCAO e MALCATA,
2000).

Figura 2.1 Ativacdo interfacial de lipases em suportes hidrofobicos.

Interface

hidrofobica

Lipase fechada Lipase aberta ¢
¢ inativa ativada
interfacialmente
—_— zona hidrof6bica

— zona hidrofilica

Fonte: Adaptado de Palomo et al., 2002.

2.2.1 Reac0Oes Catalisadas por Lipases

As lipases além de catalisarem reacdes de hidrélise, também sdo capazes de
catalisar reacGes de esterificacdo e transesterificacdo (interesterificagdo, alcoodlise e
acidolise) (CARVALHO et al., 2003; CASTRO, MENDES e SANTOS, 2004). A Figura
2.2 apresenta algumas reacdes catalisadas por lipases.
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Figura 2.2 Reagdes catalisadas por lipases.
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Fonte: Adaptado de Paques e Macedo, 2006.

Tongboriboon, Cheirsilp e H-Kittikun (2010) utilizaram 06leo de palma e
etanol como substrato e compararam as atividades cataliticas de hidrolise,
transesterificacdo e esterificacdo das seguintes lipases: Pseudomonas fluorescens (lipases
AK), Pseudomonas cepacia (lipases PS), Candida rugosa (lipase AY), Thermomyces
lanuginosus (Lipozyme TL IM) e Candida antarctica (Novozym 435). A lipase AY
apresentou maior atividade de hidrolise, enquanto as lipases AK e Novozym 435
mostraram maiores atividades de transesterificacdo e esterificacdo, respectivamente.

A habilidade das lipases para realizar biotransformacgdes altamente
especificas vem tornando-as populares em inddstrias de alimentos, detergentes,
cosméticos, sintese organica e farmacéutica (SHARMA, CHISTI, BANERIJEE, 2001;
HASAN, SHAH e HAMEED, 2009; SHU et al., 2010).

O Quadro 2.2 apresenta algumas aplicacbes das lipases nos diferentes

setores industriais.
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Quadro 2.2 Aplicagdes de lipases na industria.

Area industrial Aplicacao Produto
) 3 Hidrolise de gorduras de leite | Aromas para alimentos e
Alimentacao . ) .
Sintese de ésteres bebidas
Hidrolise de 6leo e gorduras Acidos graxos,
diacilglicerideos,
o monoacilglicerideos
Quimica 5
Remocéo de gorduras/manchas | Detergentes para uso
doméstico
Sintese de ésteres Esteres, emulsificantes

Alimentacdo/Quimica | Transesterificacdo de Oleos | Oleos e gorduras (analogo de

/Farmacéutica naturais manteiga de cacau)
Cosméticos Sintese de ésteres Fragancia para perfumes
i Ensaios de triglicerideos no | o
Médicina Kits de diagnosticos
sangue

Fonte: Adaptado de Villeneuve et al., 2000; Paques e Macedo, 2006.

O uso de lipases comerciais livres, ndo imobilizadas, resulta em dificuldades
técnicas, sendo praticamente impossivel a sua recuperacdo e reuso o0 que incrementa 0s
custos econdmicos do processo. Para a superacdo destas dificuldades apresentadas na
utilizacdo das lipases livres, tem-se proposto a utilizacdo dessas enzimas na sua forma
imobilizada, visando maior estabilidade reacional e permitindo o reuso desses
biocatalisadores, reduzindo custos e ainda melhorando a qualidade do produto obtido
(TAN et al., 2010).

2.3 Imobilizacdo de Enzimas

O uso de enzimas imobilizadas na inddstria estd cada vez mais viavel e
presente. Industrias téxteis, alimenticias, farmacéuticas, dentre outras, sdo as principais
pioneiras na utilizagdo de enzimas imobilizadas (DALLA-VECCHIA, NASCIMENTO e
SOLDI, 2004). As técnicas de imobilizacdo de enzimas ficaram mais conhecidas a partir
dos anos 60 (BORZANI et al., 2001) e desde entdo tem-se estudado a imobilizagdo de

enzimas em diferentes suportes e por diferentes métodos (SALIS et al.,, 2009;
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RODRIGUES, et al., 2010; MENDES, et al., 2011a; LIMA, et al., 2013; MENDES, et al.,
2013), visando, principalmente, a reutilizacdo das enzimas, facilidade na separagcdo dos
produtos e aumento da estabilidade em solventes organicos (DALLA-VECCHIA,
NASCIMENTO e SOLDI, 2004).

Segundo Villeneuve et al. (2000), apesar da alta atividade catalitica das
enzimas, a aplicagdo industrial destas é limitada pelo alto custo e estabilidade nas
condicdes reacionais. Para minimizar esses inconvenientes e aumentar a vida Util do
biocatalisador, sdo empregadas algumas técnicas como a modificacdo quimica da enzima,
a imobilizacdo enzimatica e a engenharia proteica e genética.

Em solugdo, moléculas de enzimas solveis comportam-se como qualquer
outro soluto, sendo facilmente dispersas em solucdo e possuindo total liberdade de
movimento (BICKERSTAFF, 1995). Imobilizacdo enziméatica é uma técnica
especificamente desenvolvida para restringir fortemente a liberdade de movimento de uma
enzima, com retencdo de sua atividade catalitica (KENNEDY, 1987; BICKERSTAFF,
1997; CARVALHO, CANILHA e SILVA, 2006). Com isso, os biocatalisadores podem ser
utilizados repetidamente em bioprocessos que utilizam diferentes configuracdes de reatores
(bateladas, semicontinuos ou continuos).

De acordo com a utilizacdo e fins especificos, métodos diferentes de
imobilizacdo podem ser empregados, tais como, adsor¢do ou ligacdo covalente da enzima
em um material insolavel, entrecruzamento das moléculas de enzimas com um reagente
multifuncional, confinamento em matrizes formadas por géis poliméricos ou encapsulacdo
através de uma membrana polimérica (KENNEDY, 1987; DALLA-VECCHIA,
NASCIMENTO e SOLDI, 2004). A Figura 2.3 mostra, esquematicamente, a classificacdo

dos métodos utilizados para imobilizacdo de enzimas.
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Figura 2.3 Métodos de imobilizacéo de enzimas.

Meétodos para Imobilizag¢éo de Enzimas
I
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: ) ! Por adsorca Por ligagio
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LIl | | ]
el ! I |

j
]@ @ Microcdpsula Entre membranas —@= Por liga¢do cruzada enfre
3

rr — macroscopicas a enzima e o suporte
,
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{@ ] | |
N 0o w
fa s — ]

Fonte: Dalla-Vecchia, Nascimento e Soldi, 2004.

No suporte

Neste trabalho, os métodos de imobilizacbes utilizados foram adsorcéo
hidrofobica e ligacdo covalente. As principais caracteristicas destes métodos sdo relatadas

a sequir.

2.3.1 Imobilizacéo por Ligacdo Covalente

Na imobilizacdo por ligacdo covalente, a enzima €é ligada ao suporte por
ligagBes quimicas covalentes ou por ligagdes cruzadas, que sdo normalmente estabelecidas
entre 0s grupos amino (-NHy), hidroxilas (-OH), tiol (-SH), etc. dos residuos de
aminoacidos e os grupos reativos do suporte (KENNEDY, 1987; DALLA-VECCHIA,
NASCIMENTO E SOLDI, 2004).

A imobilizacdo por ligacdo covalente é realizada em duas etapas. Na
primeira o suporte é tratado com um reagente capaz de ativar seus grupos funcionais. Ap6s
a remocdo do excesso de ativador, o suporte e a enzima sdo mantidos em contato. A
mistura € mantida sob condic¢Ges brandas de temperatura por um dado tempo, a fim de que
as ligacdes covalentes entre 0 suporte e a enzima se estabelecam.

A forca desta ligacéo é elevada e normalmente envolve varios residuos da
enzima, proporcionando uma grande rigidez a sua estrutura. Esta rigidez pode manter
inalterada a estrutura da enzima perante qualquer agente desnaturante como calor,

solventes orgénicos, pHs extremos e outros, fazendo com que o biocatalisador imobilizado
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seja mais eficiente em processos industriais que o biocatalisador livre (MATEO et al.,
2007; MACARIO et al., 2009).

A imobilizacdo de enzimas em suportes com grupos epoxidos por ligacao
covalente € uma técnica bastante utilizada. Dentre os principais suportes pode-se destacar
os polimeros acrilicos particulados ativados com grupos epoxidos, Eupergit e Sepabeads.
Devido a sua facil disposicdo para comercializacdo, estes suportes sdo almejaveis para a
imobilizacdo de enzimas em escala industrial, por possuirem resisténcia a estresse quimico
e mecanico, e processos especificos realizados em reatores (KNEZEVIC et al., 2006).
Vérias pesquisas cientificas tém sido realizadas com imobilizacdo de lipases em suportes
epoxi-ativados (MATEO et al., 2000; MATEO et al., 2003; BAYRAMOGLU, KAYA e
ARICA, 2005; LEE et al., 2006).

2.3.1.1 Imobilizagéo por Ligagdo Covalente Multipontual

Este método baseia-se na formacédo de ligacGes covalentes entre 0s grupos
reativos da enzima e 0s grupos reativos do suporte. A ligacdo de uma molécula de enzima
a um suporte solido por meio de varias ligagdes quimicas fortes torna a estrutura terciaria
da molécula de enzima mais rigida e, portanto, mais resistente ao desdobramento. Assim, a
enzima quimicamente ligada ao suporte, comparada a enzima soluvel, sera mais resistente
a inativacdo térmica (KLIBANOV, 1983; MOZHAEYV et al., 1990).

Guisan (1988) propbs um sistema de imobilizacdo onde a enzima, através
de seus grupos aminos, liga-se a uma densa monocamada de grupos aldeidos alifaticos e
lineares (glioxil) moderadamente afastados da superficie do suporte (braco espacador
curto). Este processo tem sido muito utilizado na imobilizacéo e estabilizacdo de diferentes
enzimas em suportes solidos (MATEO et al., 2007; FERNANDEZ-LORENTE et al.,
2008; RODRIGUES, et al., 2008; MENDES, et al., 2011b; LIMA, et al., 2013).

Esta técnica de imobilizacdo permite controlar a area da enzima envolvida
no processo de imobilizacdo, o comprimento do braco espacador através do qual a enzima
se liga ao suporte solido, o numero de ligagBes que se formam entre cada molécula de
enzima imobilizada e o suporte, entre outros fatores (LOPEZ-GALLEGO et al., 2005;
BETANCOR et al., 2006; MATEO et al., 2007).

A distancia entre todos os residuos envolvidos na imobiliza¢cdo multipontual

deve ser muito pequena, para que 0 maior nimero possivel de residuos de amonoéacidos da
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enzima reaja com o suporte, obtendo-se uma unido muito intensa entre enzima e suporte.
Com isso, reduz as mudangas conformacionais envolvidas na inativagdo da enzima e
aumenta consideravelmente a sua estabilidade (MATEO et al., 2007).

O suporte deve apresentar alta densidade superficial de grupos reativos, 0s
quais devem reagir com os grupos localizados na superficie da enzima (MATEO et al.,
2007). Dentre os principais suportes empregados para a imobilizacdo multipontual de
enzimas, encontram-se 0s suportes ativados com grupos glioxil. A imobilizacdo nestes
suportes se da atraves da ligacdo entre os grupos aldeidos (glioxil) do suporte e 0s grupos
aminos primarios presentes na superficie da enzima.

A ligacéo entre os grupos aldeidos e aminos ocorre através da formagéo de
uma base de Schiff. A pH 7,0, o Gnico grupo amino reativo na superficie da enzima é o
amino terminal, pois 0s outros grupos aminos estdo na forma ionizada e ndo reagem com o
suporte. Em pH alcalino, as lisinas presentes nas enzimas ndo mais se encontram em sua
forma ionizada, podendo reagir com o suporte. Normalmente, as enzimas apresentam
varias lisinas em sua superficie, entdo ocorre a unido multipontual da enzima ao suporte.
Por fim, é feita a reducdo com borohidreto de sddio, para que os grupos aldeidos que nédo
reagiram sejam reduzidos a hidroxilas inertes e as bases de Schiff sejam reduzidas a
ligagBes covalentes simples e estaveis (BLANCO e GUISAN, 1989). A Figura 2.4 mostra
como ocorre a imobilizagdo covalente multipontual em suportes ativados com grupos

glioxil.

Figura 2.4 Imobilizagdo covalente multipontual em suporte ativado.

’,/ﬁ Vi
O
Vi .
- OH -0=—CH,—C =0 =—CH,=—CH,OH
H
- OH . =Q=CH,=CH,=NH=—
=00=CH,—CH=N=— i
Ativagao NaBH,
- OH -0O=CH,—~CH=N=— =(Q=CH,=CH,=NH=—
| mg/mL
=-Q=CH,=CH=N=— i ,
- OH =(Q=CH,=CH,=NH=—
(6]
4 .
- OH -0=CH,=C =0O=—CH,=CH,0H
\
H :
| b |

Fonte: Adaptado de Palomo et al., 2004.
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2.3.2 Imobilizagéo via Adsorgdo

Imobilizacdo por adsorcdo € o método mais simples e envolve interacfes
superficiais reversiveis entre a enzima e o0 suporte. As forcas envolvidas sdo
majoritariamente eletrostaticas, tais como, forcas de van der Waals, i6nicas e ligacGes de
hidrogénio, apesar de que as ligagdes hidrofobicas podem ser significativas
(BICKERSTAFF, 1997; SECUNDO, et al., 2008). Essas interacdes sdo muito fracas, mas
em grandes numeros séo suficientemente razoaveis. Este tipo de imobilizacdo causa uma
pequena modificacdo na estrutura nativa da enzima se comparado aos outros tipos de
imobilizacdo, e por isso, geralmente ndo promove perda da atividade catalitica (VINU,
MIYAHARA e ARIGA, 2005). Véarios materiais podem ser usados para este proposito e a
escolha de um deles depende de certas propriedades, tais como, forca mecanica,
estabilidade fisica e quimica, carater hidrofébico/hidrofilico, capacidade de adsorcdo da
enzima e custo (VILLENEUVE et al., 2000). O procedimento de imobilizacdo por
adsorcdo consiste numa simples mistura do componente bioldgico e do suporte com
propriedades de adsorcdo, mantida sob condicdes suaves de pH e forca ibnica por
determinado periodo de incubacdo, seguido por coleta do material imobilizado e lavagem
com agua ou tampao para remocgao dos componentes biolégicos ndo ligados.

O sucesso e a eficiéncia da adsor¢do de uma enzima em um suporte, que na
maioria das vezes € na superficie, dependem de varios parametros, tais como, tamanho da
proteina a ser adsorvida, area superficial do adsorvente e, sobretudo, da porosidade e
tamanho dos poros (DALLA-VECCHIA, NASCIMENTO e SOLDI, 2004).

Particularmente, as lipases podem ser fortemente adsorvidas em superficies
altamente hidrofobicas em um meio de baixa forca idnica, possibilitando em uma sé etapa
a imobilizacdo, a purificacdo (somente lipases sdo adsorvidas), a ativacdo (lipase €
imobilizada com a "tampa" aberta) e a estabilizagdo da enzima (PALOMO et al., 2002;
BASTIDA et al.,, 1998). A Figura 2.5 mostra a imobilizacdo por adsor¢do hidrofébica

interfacial.
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Figura 2.5 Imobilizag&o por adsorg¢do hidrofdbica interfacial.
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Fonte: Adaptado de Palomo et al., 2002.
2.3.2.1 Isotermas de Adsorcao

Existem varios modelos que descrevem as isotermas de adsorcdo e dentre

estes, 0s mais conhecidos s&o: linear, Langmuir e Freundlich.
2.3.2.1.1 Isoterma Linear

Na adsorcdo de um soluto sobre uma superficie uniforme, em que as
concentracOes de soluto sdo baixas e uma molécula esta isolada da molécula vizinha, a
relacdo de equilibrio entre as concentracfes da fase fluida e da fase adsorvida sera linear
(RUTHVEN, 1984). O modelo de isoterma mais simples € o da adsorc¢do linear ou particao

constante que é descrito pela Equacéo 2.1 (SLEJKO, 1985).

q =KC" (2.1)

onde g* é a quantidade de soluto adsorvido por quantidade de adsorvente, C* é a
concentracdo de soluto em solucdo e K € a constante de equilibrio.

2.3.2.1.2 lIsoterma Langmuir

O modelo baseia-se na hipotese de movimento das moléculas adsorvidas

pela superficie do adsorvente, de maneira que, a medida que mais moléculas sdo



38

adsorvidas, h4 uma distribuicdo uniforme formando uma monocamada que recobre toda a
superficie (AMUDA, GIWA e BELLO, 2007).

O modelo de Langmuir utiliza o conceito do equilibrio de adsorcdo que
estabelece a igualdade nas velocidades de adsorcdo e dessorcdo. Sao utilizadas as seguintes
hipGteses: a adsorgdo é monomolecular, a superficie é energeticamente homogénea e néo
existe interacdo entre as particulas adsorvidas (RADHIKA e PALANIVELU, 2006).

A expressdo para a isoterma de Langmuir é dada pela Equacdo 2.2
(SLEJKO, 1985).

w_ dnC*
f K, +C* (2.2)

onde g* é a atividade adsorvida no solido (Uazie/g), KL é a constante de Langmuir
(Uazeite/mL), gm € a capacidade méaxima de adsor¢édo tedrica na monocamada (Uqzite/g) € C*

é a atividade no equilibrio (Uazite/mL).

2.3.2.1.3 Isoterma Freundlich

Esta isoterma corresponde a adsorcdo em sitios ndo uniformes. Neste caso,
0 calor de adsorcdo diminui com o aumento da cobertura na superficie. A falta de
uniformidade pode existir nos diferentes sitios de adsorcdo ou ser causada pelas forcas
repulsivas entre &tomos ou moléculas adsorvidas. No caso da ligacdo entre a superficie e 0
adsorbato ser parcialmente i6nica, as repulsdes podem se tornar grandes, diminuindo o
calor de adsorcdo em coberturas mais elevadas.

A expressdo para a isoterma de Freundlich é dada pela Equacdo 2.3
(SLEJKO, 1985).

q =K.C" (2.3)

onde Kk é a constante de equilibrio de Freundlich e n é um indice desta isoterma.
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As dimensfes de Kg dependem do valor de n; se a adsorcdo é favoravel,
entdo n < 1; se esta é desfavoravel, entdo n > 1 (BELTER, CUSLLER e WEI-SHOU,
1988).

2.4 Imobilizacdo de Lipases

Dentre os métodos de imobilizacdo disponiveis, a adsorcdo € o mais
utilizado para as lipases, devido a grande porcdo hidrofébica destas enzimas proxima ao
sitio ativo, a facilidade e simplicidade na metodologia, € por ser economicamente mais
viavel e menos agressivo em relacdo a atividade enzimética. No caso de lipases, verificou-
se que o processo de imobilizacdo por interacdo hidrofobica pode propiciar uma ativacao
da enzima e um aumento de sua estabilidade frente a temperatura (SECUNDO et al., 2008;
KNEZEVIC et al., 2002). A Figura 2.6 representa de maneira esquematica as diferentes
conformacdes que sdo assumidas por lipases em funcdo da técnica de imobilizacdo
empregada.

Os suportes mais reportados para imobilizacdo de lipases podem ser
divididos em duas categorias, matrizes hidrofébicas e matrizes hidrofilicas com ligantes
hidrofobicos. Lipases usadas industrialmente sdo imobilizadas em suportes sélidos e
estaveis, pertencentes a uma destas categorias (PETKAR, et al., 2006). Como exemplos,
podem-se citar as lipases de Candida antarctica B e Rhizomucor miehei imobilizadas em
polipropileno (Accurel EP 100) e lipases de Rhizomucor miehei e de Thermomyces
lanuginosus, ambas da Novozymes, imobilizadas sobre resina de troca iénica e silica gel,
respectivamente (SOUMANOU e BORNSCHEUER, 2003). Outros suportes como celite,
octil-silica, dentre outros também sdo comumente utilizadas para imobilizacdo de lipases
(BLANCO et al., 2004; PETKAR et al., 2006).
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Figura 2.6 Comparacdo entre as formas de lipases ap6s diferentes processos de imobilizacéo.

Ligac¢ao multipontual Liga¢do covalente Adsorcao interfacial

> BC 6

Forma fechada
e mais rigida

Forma fechada Forma aberta

Fonte: Adaptado de Palomo et al., 2002.

A Tabela 2.1 lista alguns métodos e parametros de imobilizacdo de lipases,

tais como rendimento de imobilizagao (RI) e atividade recuperada (AR).

De acordo com a Tabela 2.1 podemos observar que no método de
imobilizacdo por adsor¢do € comum observar o fendmeno de ativacéo interfacial de lipases
na presenca de superficies hidrofobicas de suportes (AL-DURI et al., 1995; PALOMO et
al., 2002). A natureza hidrofébica do suporte permite a hiperativacdo da enzima, com a
imobilizagdo na conformagdo aberta (FERNANDEZ-LORENTE et al., 2008). Ja na
imobilizacdo por ligacdo covalente multipontual observa-se que hd uma reducdo na
atividade recuperada da enzima, pois a formacdo excessiva de ligacGes covalentes pode
causar inativacdo da enzima imobilizada por distor¢cdo da estrutura tridimensional da

enzima.



Tabela 2.1 Parametros de imobilizacdo de lipases.

41

_ Meétodo de .
Lipase Suporte L Rl (%) AR (%) Referéncia
Imobilizacéo
Fernéndez-
Pseudomonas )
Octil-agarose Adsorcao - 150 Lafuente et
fluorescens
al., 1998
Candida rugosa  Octadecil- 3 Tiosso et
Adsorgéo 100 108
Sepabeads al., 2006
Candida o Covalente Rodrigues
_ Glioxil-Agarose ) 63 81
antarctica B Multipontual et al., 2008
Candida Glutaraldeido-  Covalente - - Rodrigues
antarctica B Agarose Multipontual etal., 2008
Thermomyces Glutaraldeido-  Covalente 20 o Mendes,
lanuginosus Agarose Multipontual 2009
Bacillus .
o Covalente Bolivar et
thermocatenulatus Glioxil-Agarose ) - 50-60
5 Multipontual al., 2009
Glioxil-
Thermomyces ) Covalente Mendes et
) Quitosana- ) - 69
lanuginosus _ Multipontual al., 2011a
alginato
Candida Glutaraldeido-  Covalente - 62 Silva et al.,
antarctica B Quitosana Multipontual 2012
Candida rugosa Nanotubos de Prlainovic
Adsorcao 35 21
carbono etal., 2013

(-) N&o informado pelos autores.

Fonte: Elaborada pela autora.

2.4.1 Vantagens e Desvantagens dos Métodos de Imobilizacdo de Enzimas

O Quadro 2.3 apresenta as vantagens e desvantagens dos metodos de

imobilizacdo de lipases. A imobilizagdo por adsor¢do pode ser preferida quando o custo do

suporte é elevado e deseja-se recuperd-lo ao ter-se a inativacdo total da enzima

imobilizada. Entretanto, deve-se atentar para possivel dessor¢do da enzima no meio
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reacional em decorréncia de variagbes no pH, temperatura e forgca ibnica do meio
reacional, dificultando as etapas de downstream do processo. Essa técnica de imobilizacao
pode ainda ser preferida se o biocatalisador soltvel for termoestavel e a intencdo da
imobilizacdo for apenas insolubilizar o biocatalisador para uso repetido em processos
bateladas ou uso continuo em reatores de leito fixo e/ou fluidizado.

A ligacdo covalente, quando bem sucedida, produz um biocatalisador
estavel, mas pode ocorrer perda significativa na atividade da enzima imobilizada, como
pode ser visto na Tabela 2.1. Se a enzima for termolabil, de baixo custo, e o produto final
apresentar alto valor agregado, pode-se ainda aceitar consideraveis perdas de atividade
durante o processo de imobilizacdo. CLEA (do inglés crosslinking enzyme aggregates) tem
a vantagem de se eliminar custos do suporte (no caso de entrecruzamento enzima-enzima),
entretanto, o biocatalisador é fragil mecanicamente, sendo, portanto, o seu uso restrito a
certas configuracGes de reatores onde a tensdo de cisalhamento é pequena. O método de
encapsulagdo apresenta a vantagem da enzima ndo estar fisicamente ligada ao suporte,
comportando-se como se estivesse na forma sollvel. Isso pode preservar a atividade
catalitica da enzima encapsulada. Entretanto, a porosidade do biocatalisador sera um
pardmetro de grande importancia no processo de imobilizagdo. Se os poros forem muito
grandes, podera ocorrer perda de enzima; se 0s poros forem muito pequenos, a resisténcia a
transferéncia de massa (para substratos e produtos de grande massa molecular) podera
inviabilizar o processo. Assim, a escolha do método de imobilizacdo de uma enzima esta
intimamente relacionada as propriedades da enzima e as caracteristicas do bioprocesso

onde se deseja aplicar o biocatalisador imobilizado.
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Quadro 2.3 Comparagdo entre os métodos de imobilizacdo de lipases.

Metodo Vantagens Desvantagens
CondicbGes suaves de reacdo, Interacdo lipase-suporte fraca. Lipase
5 procedimento fécil e de baixo imobilizada sensivel ao pH, forga i6nica
Adsorgao ) 5 _ 3
custo. Permite a regeneracdo do e temperatura. Capacidade de adsorcéo
suporte. reduzida e possivel dessorcao.
CondicGes drasticas de preparo. A lipase
o Lipase imobilizada mais estavel pode perder sua atividade durante o
Ligacdo ) . . T
devido a forca de ligacdo processo de imobilizacdo. Alguns
Covalente _ o
enzima-suporte. reagentes empregados na ativagdo do
suporte sao toxicos.
o ) Condicbes de preparo intensas e
o Interagdo lipase-lipase forte e = =~ . _
Cross-linking resisténcia mecanica  da lipase

Encapsulagéo

complexo imobilizado estavel.

de
moderadas e método aplicavel a

Condicoes preparo

uma gama de suportes e lipases.

imobilizada baixa.
Lipase imobilizada apresenta restricdo a
de

processo catalitico. Lipase efetiva apenas

transferéncia massa durante o

para substratos de baixa massa molecular.

Fonte: Adaptado de Tan, Lu e Nie, 2010.

2.4.2 Suportes para Imobilizacéo

Existem varios materiais (organicos e inorganicos) que podem ser utilizados

como suportes para a imobilizacdo de enzimas.

Para a selecdo de um suporte para certa aplicacdo, devem-se levar em

consideracdo alguns aspectos, dentre eles: area superficial, permeabilidade, insolubilidade,
capacidade de regeneragdo, morfologia e composi¢do, natureza hidrofilica ou hidrofobica,
resisténcia ao ataque microbiano, resisténcia mecanica e custo.

De acordo a com sua composi¢éao, 0s suportes podem ser classificados como
organicos ou inorganicos e, de acordo com sua morfologia podem ser classificados como
porosos, ndo-porosos e de estrutura de gel (DALLA-VECCHIA, NASCIMENTO e
SOLDI, 2004). O Quadro 2.4 apresenta a classificagdo em termos de composicao
(PEREIRA, 1996).
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Quadro 2.4 Classificagdo dos suportes conforme a composicao.

Organicos Inorganicos
Naturais Sintéticos Minerais Fabricados
Polissacarideos | Proteinas | Poliestireno Areia Vidro de Porosidade Controlada
) o _ Cerémica de Porosidade
Celulose Colageno | Poliacrilatos Betonita
Controlada
Agar Albumina | Polivinilos | Horneblenda | Silica de Porosidade Controlada
Amido Seda Nylon Pedra-Pome Oxido de Ferro

Fonte: Adaptado de Pereira, 1996.

Suportes inorganicos os sdo mais adequados para uso industrial devido as
propriedades fisicas que estes apresentam, oferecendo vérias vantagens em relacdo aos
suportes organicos. Porém, a maioria das enzimas imobilizadas comercializadas é obtida
com matrizes organicas, provavelmente devido a grande variedade de grupos funcionais
reativos que podem ser “introduzidos” em suportes organicos (PEREIRA, 1996).

Os materiais porosos possuem grande area superficial interna disponivel
para a imobilizacdo de enzimas, onde a enzima fica protegida dos efeitos de turbuléncia
externa. A maior parte da area disponivel para a imobilizacdo apresenta-se na estrutura
interna, por isso, o didmetro do poro deve ser suficientemente grande para acomodar a
enzima e permitir o acesso do substrato (DALLA-VECCHIA, NASCIMENTO e SOLDI,
2004).

Dentre os suportes disponiveis, 0os polimeros naturais e sintéticos sdo 0s
mais utilizados e de grande importancia. Os polimeros sintéticos apresentam variedades de
formas fisicas e estruturas quimicas que podem ser conjugadas para formar um suporte
ideal. Entretanto, pelo fato dos polimeros naturais serem menos onerosos e facilmente
degradaveis, sao vantajosos em relacdo aos sintéticos.

A morfologia do poro é essencial na imobilizacdo de enzimas, pois 0 poro
deve ser suficientemente grande para permitir a acomodacéo da enzima e o livre acesso do
substrato, mas quanto maior o poro menor a area superficial do suporte e
consequentemente menor o nimero de sitios disponiveis para a liga¢do da enzima.

Blanco et al. (2004), estudaram a funcionalizacdo de silica mesoporosa com
octiltrietoxisilano para a imobilizacdo da lipase de Candida antarctica B, através de

interacOes hidrofobicas e conseguiram obter derivados com elevada carga enzimatica (200
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mg de proteina/g de silica), devido a elevada porosidade e propriedades da superficie do
suporte.

Neste trabalho empregou-se como suportes para a imobilizacdo de lipase de
Pseudomonas fluorescens (LPF) silica macroporosa derivatizada com grupos octil,
poliestireno, resina Amberlite XAD 7HP, agarose e Sepabeads com distintas ativacoes.

A silica é um produto sintético, produzido pela reagdo de silicato de sodio e
acido sulfarico. Ao serem misturados, forma-se um hidrosol que lentamente se contrai para
formar uma estrutura sélida de silica gel, também chamada hidrogel. A silica gel é bastante
utilizada como suporte para a imobilizacdo de enzimas por apresentar as seguintes
vantagens: possui alta resisténcia mecénica; estabilidade térmica e quimica; possui alta
resisténcia a contaminacdo e a degradacdo microbiana e apresenta elevada area superficial
(CANILHA, CARVALHO e SILVA, 2013). A Figura 2.7 apresenta a estrutura
morfologica da silica.

Figura 2.7 Estrutura morfolégica da silica com uma camada de organossilano (R = octil) na

superficie.
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Fonte: Maldaner, Collins e Jardim (2010).

Na reacdo de esterificacdo do &cido linoleico e etanol, Yu et al. (2013)
utilizaram silica mesoporosa para a imobilizacdo da lipase de Candida rugosa. Jang et al.
(2012) utilizaram silica gel para imobilizar a mistura das lipases de Rhizopus oryzae e
Candida rugosa (1:1 v/v) para a aplicacdo na sintese de biodiesel de 6leo de canola.

O poliestireno € um homopolimero resultante da polimerizagdo do
mondmero de estireno. Caracteriza-se por sua facilidade de processamento e seu baixo
custo (KENNEDY, 1987). E disponivel em varios tipos apropriados para varias aplicacdes

e processamentos. A Figura 2.8 apresenta a estrutura morfologica do poliestireno.
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Figura 2.8 Estrutura morfoldgica do poliestireno.
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Fonte: Wikipédia (2012).

Especificamente para a imobilizacdo de enzimas, o poliestireno foi utilizado
para a imobilizacdo de lipase de Candida antarctica B na forma de nanoparticulas,
apresentando atividade catalitica superior & da enzima livre e da lipase comercial Novozym
435 (MILETIC et al., 2010). Outro exemplo de aplicacdo deste polimero na imobilizacdo
de enzimas é o trabalho de Li et al. (2010), que analisaram a influéncia do diametro de
macroporos (30-40 um) sobre a atividade catalitica e parametros cinéticos na imobilizacao
da lipase de Burkholderia cepacia.

A resina Amberlite XAD 7HP é um polimero de acrilico ndo-ibnico,
alifatico e com ligacdes cruzadas, do qual deriva suas propriedades adsortivas. Apresenta-
se como uma estrutura macroreticular na forma de granulos brancos insolUveis. Apresenta
elevada area superficial e excelente estabilidade fisica e térmica. Devido sua natureza
alifatica, o adsorvente polimérico Amberlite XAD 7HP, pode adsorver compostos nao
polares de sistemas aquosos e compostos polares de solventes ndo polares (Rohm and Haas
Company, 1999). A Figura 2.9 mostra a estrutura morfologica da Amberlite XAD 7HP.

Figura 2.9 Estruturas morfoldgicas da Amberlite XAD 7HP.
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Fonte: Rohm and Haas Company (1999).
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Um exemplo de aplicagdo deste suporte para a imobilizagdo de lipases é
sintese de (S)-3-hidroxi-y-butirolactona puro, um importante bloco quiral empregado na
industria farmacéutica (LEE, PARK e UH, 2008), e na producdo de S-Naprofeno a partir
de uma mistura racémica (TAKAC e BAKKAL, 2007).

Agarose, obtida a partir do agar isolado de certas algas marinhas, é um
polimero de galactose, cujas unidades basicas sdo cadeias de agarobiose (Figura 2.10),
onde se alternam estruturas de pS-D-galactopiranose e 3,6-anidro-a-L-galactopiranose,
unidas por ligagdes 1 — 3 ¢ 1 — 4 alternadamente. As unidades basicas de agarobiose se
repetem formando cadeias com aproximadamente 400 unidades de agarobiose (massa
molecular em torno de 120.000 Da) (KENNEDY, 1987).

Figura 2.10 Representacdo da agarobiose, as unidades basicas da agarose.

Fonte: Kennedy, 1987.

BrCN-agarose foi utilizada por Mendes et al. (2008) para imobilizar as
lipases de Aspergillus niger, Candida rugosa e Candida antarctica B e realizar a hidrolise
de glucopiranosideos S-peracetilados. Lima et al. (2013) utilizaram glioxil-agarose e octil-
agarose para a imobilizagdo da lipase de Pseudomonas fluorescens para aplicagdo na
hidrdlise enantiosseletiva de 2-hidroxi-4-fenilbutirato de etila.

Sepabeads® é uma marca registrada da empresa Resindion, subsidiaria da
Mitsubishi Chemical. Trata-se de um suporte para imobilizacdo de enzimas composto de
uma matriz polimérica metacrilica rigida, com diametros de poro e de particula
controlados. Este suporte pode ser obtido da empresa ja ativado com diferentes grupos
funcionais comumente utilizados para imobilizacdo de enzimas (RESINDION, 2013).

Sepabeads EC-EP foi utilizada por Saponjic et al. (2010) para imobilizar a
lipase de Candida rugosa e aplicar na sintese de caprilato de amila em um sistema
contendo solvente organico. Hernandez et al. (2011) utilizaram glutaraldeido-Sepabeads e
octadecil-Sepabeads para imobilizar as lipases de Candida antarctica B e Rhizomucor

miehei para aplicacdo na hidrdlise de triacetina.
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2.5 Aplicacoes de Lipases

As lipases sdo biocatalisadores que tém muitas aplicagdes, com isso sua
participacdo no mercado mundial de enzimas industriais cresce significativamente
(HASAN, SHAH e HAMEED, 2006).

Como biocatalisadores, as lipases apresentam algumas vantagens
importantes sobre os catalisadores classicos industriais. Suas caracteristicas de
especificidade, regiosseletividade e enantiosseletividade, permitem a sintese de compostos
de alta pureza, com um ndmero reduzido de subprodutos e baixa geracdo de residuos.
Além disso, 0s processos enzimaticos requerem procedimentos mais simples e ainda,
evitam o uso de compostos quimicos com alto potencial poluente (CASTRO-OCHOA et
al., 2005; SILVA et al., 2005).

As lipases tém sido comumente utilizadas na resolugdo de misturas
racémicas; na formulacdo de detergentes e sintese de biossurfactantes; no tratamento de
efluentes; na industria oleoquimica (bioconversdo de 6éleos e gorduras) para a producédo de
biodiesel; na industria agroquimica; na manufatura do couro e papel; na nutricdo; na
producdo de aromas; na formulacdo de perfumes, fragrancias e cosméticos; na fabricacéo
de plasticos e fibras sintéticas; na sintese de sedativos e outros farmacos; dentre outras
(CAMMAROTA e FREIRE, 2006; HASAN, SHAH e HAMEED, 2006; WILKINSON e
BACHMANN, 2006; SALIS et al., 2005; SILVA et al., 2005; JAEGER e EGGERT, 2002;
KIRK, BORCHERT e FUGLSANG, 2002; ZHANG et al., 2002).

Dentre as aplicacGes potenciais de lipases, deve ser dado destaque a
producdo de ésteres de aromas, resolucdo de racematos, ésteres de aclcares e biodiesel.

Vale ressaltar que estes produtos foram obtidos neste trabalho.

2.5.1 Esteres Alquilicos (Biodiesel)

Combustiveis derivados do petr6leo sdo de grande importancia no setor
econémico de um pais em desenvolvimento, mas o consumo destes combustiveis fdsseis
apresenta um impacto significativo na qualidade do meio ambiente. A polui¢do do ar, as
mudangas climaticas, os derramamentos de Oleo e a geracdo de residuos toxicos sao
resultados do vasto uso e da producdo desses combustiveis (MEHER, SAGAR e NAIK,
2006).
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O biodiesel pode ser definido como um derivado mono-alquil éster de
acidos graxos de cadeia longa, proveniente de fontes renovaveis como 6leos vegetais ou
gordura animal, cuja utilizacdo esta associada a substituicdo do 6leo diesel (FERRARI,
OLIVEIRA e SCABIO, 2005; COSTA NETO et al., 2000).

Esta fonte energética, substituinte do dleo diesel, apresenta vantagens e
desvantagens; entretanto os beneficios trazidos por este biocombustivel se sobressaem
sobre suas desvantagens. Como vantagens, Rashid et al. (2008) afirmam que o biodiesel
apresenta baixa toxicidade e elevado ponto de fulgor (temperatura minima necessaria para
que o combustivel se inflame), reduzida emissdo de gases, tais como mondxido e didxido
de carbono, hidrocarbonetos policiclicos arométicos e didxido de enxofre, pois 0 mesmo €
praticamente isento de enxofre.

Como desvantagens podem-se citar o congelamento do biodiesel e suas
respectivas misturas quando submetidos a baixas temperaturas (<10°C), reduzida
densidade de energia e problema de degradacdo quando armazenado por longos periodos
(BALAT e BALAT, 2008). Além disso, podem ser observados problemas referentes ao
uso da mistura 6leo diesel e biodiesel, quando introduzidos nos motores a diesel. Os
hidrocarbonetos presentes no 6leo diesel tipicamente formam uma camada de depdsitos
dentro dos tanques e mangueiras e as misturas de biodiesel e dleo diesel fazem com que
estes depdsitos sejam removidos, 0 que pode causar entupimento nos filtros de combustivel
(WARDLE, 2003).

2.5.1.1 Matérias-primas para Producao de Biodiesel

As matérias primas para a producdo de biodiesel podem ter as seguintes
origens: Oleos vegetais, gorduras de animais, Oleos e gorduras residuais. O Brasil, por
possuir uma grande extensdo territorial, apresenta uma ampla diversidade de matérias-
primas para a producéo de biodiesel. Dentre estas, destacam-se os 6leos obtidos de caroco
de algodéo, bagaco de mamona, améndoa do coco de babagu, sementes de soja, de girassol
e de colza, entre outros vegetais (RAMOS et al., 2003).

A escolha da matéria-prima é de grande importancia no processo de
producdo de biodiesel, uma vez que se leva em conta o percentual de 6leo no gréo, a
producdo de gréos por &rea, a vocacao agricola de cada regido, o custo, as propriedades de

armazenamento e desempenho como combustivel (QUINTELLA et al., 2009).
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No Brasil, o incentivo para a producdo de biodiesel é baseada na produgéo
regional, utilizando as técnicas e materias-primas mais apropriadas em cada regido
(OLIVEIRA et al., 2009). O Brasil possui grande diversidade de opc¢des para producéo de
biodiesel. Por exemplo, a palma e o babacu no norte, a soja, o girassol e 0 amendoim nas
regides do sul, sudeste e centro-oeste, e a mamona e 0 pinhdo manso, no nordeste.
Atualmente, a maior parte do biodiesel brasileiro produzido é proveniente do dleo de soja,
por ser relativamente barato e ja existir uma infra-estrutura de producao bem estabelecida
(SUAREZ e MANENGHITTI, 2007).

2.5.1.2 Producéo de Biodiesel

O processo quimico empregado mundialmente para a producdo de biodiesel
é o da transesterificacdo ou alcodlise, na qual um dleo vegetal triacilgliceridico reage com
um éalcool (comumente metanol ou etanol) na presenca de um catalisador (usualmente
alcalino) para formar, majoritariamente, ésteres monoalquilicos (biodiesel) e glicerol
(Figura 2.11).

Figura 2.11 Reagdo de transesterificagéo.

H,C—OCOR; R1COOR4 H,C—OH
catalisador * '
HC—OCOR, + 3Rs;—OH —_— R,COOR; + HC‘:—OH
-
HJC_OCOR‘K R3COOR1 HZC_OH
Triacilglicerideo  Alcool Esteres Glicerol

Sendo que Ry, R, e R; representam as cadeias carbonicas dos acidos graxos e R4 o grupo alquil do alcool.
Fonte: Geris et al., 2007.

Esta reacdo ocorre em trés etapas sequenciais: inicialmente, as moléculas de
triacilglicerideos séo convertidas em diacilglicerideos, depois em monoacilglicerideos e,
finalmente, em glicerol, produzindo um mol de éster a cada etapa reacional. Os alcoois
metilicos e etilicos figuram entre os principais agentes transesterificantes e sdo 0s mais
frequentemente empregados no processo (DARNOKO e CHERYAN, 2000; BARNWAL e
SHARMA, 2005).
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O metanol é o alcool mais utilizado devido ao seu baixo custo na maioria
dos paises e as suas vantagens fisicas e quimicas (&lcool de cadeia mais curta reage
rapidamente com os triacilglicerideos e dissolve facilmente o catalisador basico). Além
disso, permite a separagdo simultanea do glicerol (MA e HANNA, 1999). No entanto, é um
produto toxico. A mesma reacdo usando etanol é mais complicada, pois requer um &lcool
anidro (MA e HANNA, 1999). As vantagens de se usar o etanol obtido da cana-de-agucar,
é que ele é 100% renovavel, garante maior seguranc¢a na sua manipulacdo devido a menor
toxicidade e é totalmente biodegradavel. Além disso, o metanol também causa maior
inativacdo enzimatica comparada ao etanol. Portanto, o etanol é geralmente preferido para
realizacdo de transesterificacdo catalisada por lipase para a preparacdo de biodiesel
(NARANJO et al., 2010). Além disso, no Brasil existe uma maior disponibilidade do
alcool de cana.

A alcoolise de Gleos vegetais ou gordura animal pode ser conduzida por
uma variedade de rotas tecnoldgicas, em que diferentes catalisadores podem ser
empregados, como bases inorganicas (GEORGOGIANNI et al., 2008), acidas (LOTERO
et al., 2005; ZHENG et al., 2006), catalisadores heterogéneos (TODA et al., 2005;
DASILVEIRA NETO et al., 2007; LIU et al., 2008), bases orgéanicas (SCHUCHARDT,
SERCHELI e VARGAS, 1998) e enzimas (SALIS, et al., 2009; RODRIGUES et al., 2010;
SHIMADA et al., 2002). A transesterificacdo também pode ocorrer sem qualquer
catalisador, utilizando metanol sob condicdes supercriticas (HE, WANG e ZHU, 2007).

Atualmente, a catalise homogénea tem sido a rota tecnoldgica mais utilizada
para producdo de biodiesel, onde as reacGes sdo catalisadas por bases ou acidos. Porém, a

catélise enzimatica tem mostrado algumas vantagens em relacdo aos métodos quimicos.

2.5.1.2.1 Rota Quimica

Atualmente, a catalise homogénea tem sido a rota tecnoldgica preferida para
a producdo de biodiesel. Esta pode se processar em meio &cido ou alcalino.

Acidos de Bronsted-Lowry podem ser utilizados como catalisadores da
alcodlise, preferencialmente, os acidos sulfonico e sulfdrico. Estes catalisadores fornecem
alto rendimento em ésteres monoalquilicos, mas a reagéo € lenta, normalmente requerendo

temperaturas de 100°C e mais de 3 horas para atingir uma boa conversao (KUCEK, 2004).
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Outra desvantagem é a contaminacdo do biodiesel com catalisadores &cidos
residuais que podem atacar as partes metalicas do motor, causando a corroséo e, por isso,
devem ser eliminados completamente do produto final, implicando em muitas etapas de
purificacdo (CANAKCI e VAN GERPEN, 1999).

Comercialmente, a rota prioritaria de producdo do biodiesel tem sido a
catélise alcalina homogénea. Portanto, pode-se afirmar que esta rota tecnolégica, devido a
sua maior rapidez e simplicidade, ainda prevalece como a opcdo mais imediata e
economicamente viavel para a transesterificacdo de 6leos vegetais (MA e HANNA, 1999;
PETERSON et al., 2011; RAMOS et al., 2003).

Nesse sentido, muitas rotas tecnoldgicas tém sido demonstradas, através do
uso de catalisadores como os carbonatos de sodio e potassio e alcoxidos, como metdxido,
etoxido, propoxido e butoxido de sédio (VICENTE, MARTINEZ e ARACIL, 2004;
SCHUCHARDT, SERCHELI e VARGAS, 1998; BONDIOLI et al., 1995).

O emprego de NaOH ou KOH para a producgéo de biodiesel, exige que a
matéria-prima apresente baixa acidez para evitar o consumo de alcali e a subsequente
formacdo de sabdes. Uma desvantagem adicional dessa rota tecnoldgica é a formacéo de
agua no meio reacional, decorrente da pré-solubilizacdo dos hidréxidos no alcool para a
producdo do alcoxido correspondente (metdxido ou etoxido de sodio), que atua como o
verdadeiro catalisador da transesterificacdo. A presenca de agua favorece, inevitavelmente,
a saponificacdo dos triacilglicerideos paralelamente a sua conversdo em ésteres, gerando
dificuldades de purificacdo, formacdo de emulsbes e perdas de rendimento
(SCHUCHARDT, SERCHELI e VARGAS, 1998).

Devido as desvantagens ocasionadas pelo uso de catalisadores quimicos na

producdo de biodiesel, catalisadores bioldgicos vem sendo testados.

2.5.1.2.2 Rota Enziméatica

A producdo enzimatica de biodiesel tem despertado grande interesse tanto
no setor produtivo quanto no académico, por ser uma alternativa promissora ao
procedimento atual (rota quimica). Além da reacdo ocorrer em temperaturas menores, ela
apresenta melhores resultados com etanol hidratado (MOREIRA et al., 2007, SAAD,
2005; MA e HANNA, 1999), ou seja, os custos de operacdo do processo sao reduzidos por

néo necessitar de etanol anidro na reagdo. Uma vez que as lipases sdo altamente seletivas, a
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pureza do biodiesel e da glicerina é alta. Outra grande vantagem do uso de enzimas é a
possibilidade da imobilizagdo, que permite a reutilizagio do biocatalisador e,
consequentemente, o desenvolvimento de processos continuos (MOREIRA et al., 2007,
SALIS, MONDUZZI e SOLINAS, 2007).

A maioria das lipases utilizadas como catalisadores em sinteses organicas
(incluindo a producéo de biodiesel) s&o de origem microbiana como: Candida rugosa,
Pseudomonas fluorescens, Rhizopus oryzae, Burkholderia cepacia, Aspergillus niger,
Thermomyces lanuginosus e Rhizomucor miehei (AL-ZUHAIR, 2006). As razfes para 0
enorme potencial biotecnoldgico de lipases microbianas incluem o fato de elas serem
estaveis em solventes organicos; ndo necessitarem de cofatores; possuirem uma grande
especificidade de substrato e exibirem uma alta enantiosseletividade (JAEGER e REETZ,
1998).

Além das vantagens especificas do uso do etanol na producdo de biodiesel,
especificamente na rota enzimatica, ha um menor efeito de inativacdo enzimatica causado
pelo etanol em relacdo ao metanol, pois este remove a camada de hidratacdo da molécula
de enzima. Esta inativacdo causada pelo metanol tem por consequéncia o uso de baixas
concentrag¢fes do alcool no reator enziméatico. Portanto, a producdo de biodiesel metilico
por rota enzimatica requer um processo em batelada alimentada (KAIEDA et al., 1999).

Embora os processos de transesterificacdo enzimatica para obtencdo de
biodiesel ainda ndo sejam comercialmente desenvolvidos, novos resultados tem sido
reportados em artigos e patentes (RODRIGUES et al., 2010). De um modo geral, estes
estudos consistem na otimizacdo das condicdes de reacdo (solvente, temperatura, pH, tipo
de microrganismo produtor da enzima, etc.), a fim de estabelecer as caracteristicas para
aplicacdes industriais. Contudo, tanto o rendimento como o tempo de reacdo ainda sao
desfavoraveis em comparagdo com o sistema de reacdo por catalise basica.

A Figura 2.12 apresenta um processo ideal para producdo de biodiesel por

transesterificacédo a partir da catalise enzimatica.
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Figura 2.12 Processo ideal para producdo enzimatica de biodiesel.

Oleo nio -reagido,
(enzimas),
alcool

Enzimas

Oleo com dcidos
graxos livres

Alcool —L J

- reator

- Separacio (centrifuga/decantador)
- Filtro

- Coluna de destilacio

LJBI A

—) +
~

i Biodiesel
Alcool

Glicerol,
dlcool

[=NoN--I=

Glicerol

Fonte: Adaptado de Fjerbaek, Christensen e Norddahl, 2009.

O Quadro 2.5 resume as principais vantagens e desvantagens dos processos

de producéo de biodiesel por rota quimica e enzimatica.

Quadro 2.5 Vantagens e desvantagens do processo quimico e enzimatico na producéo de

biodiesel.

Rota Vantagens Desvantagens

Dificuldade de separagédo do catalisador

Simplicidade Impossibilidade de reutilizag&o do catalisador
Quimica Alto rendimento Dificuldade de utilizacdo de etanol anidro
Curto tempo de reacéo Obtencdo de produtos com menor grau de
pureza

Facilidade de separacédo do
catalisador
o Obtencdo de produtos Longo tempo de reacdo
Enzimatica ) )
mais puros Custo das enzimas
Permite o0 uso de etanol

hidratado

Fonte: Saad (2005)

Outra desvantagem especifica da rota enzimatica de producéo de biodiesel é
a possibilidade de inativagdo do catalisador por adsorcdo de subproduto no suporte. Por
exemplo, sabe-se que a enzima imobilizada mais utilizada em biotransformacoes € a lipase
de Candida antarctica tipo B (NELSON, FOGLIA e MARMER, 1996; SHIMADA et al.,
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1999; WATANABE et al., 2000; CHANG et al., 2005; RODRIGUES et al., 2008). Esta
enzima é fornecida pela Novozymes sob a denominacdo comercial de Novozym 435 e é
fisicamente adsorvida sobre a resina macroporosa Lewatit VPOC1600. No entanto, estudos
realizados por Séverac et al. (2011) mostraram que a natureza hidrofilica deste suporte é
uma limitacdo no campo da catdlise heterogénea, particularmente na producdo de
biodiesel. Glicerol é adsorvido sobre o suporte resultando em uma dréstica redugdo da
atividade enzimatica. Provavelmente, glicerol forma uma camada hidrofilica ao redor da
enzima, resultando em limitacbes difusionais na transferéncia de massa dos
triacilglicerideos para a enzima. Portanto, embora preparacfes de lipases imobilizadas
possam ser obtidas comercialmente, o desenvolvimento de novos biocatalisadores
imobilizados ¢é de consideravel importancia.

A Tabela 2.2 lista trabalhos de transesterificacdo enzimatica encontrados na
literatura, abordando matéria-prima, alcool (receptor acil), condi¢cBes reacionais e

rendimentos de reacéo.

No geral, percebe-se pela Tabela 2.2 que os rendimentos da producdo
enzimética de biodiesel sdo altos (acima de 70%), mas depende de vérios fatores, tais
como: temperatura, tipo de 6leo e de alcool, quantidade de alcool em excesso e tipo de
enzima.

Apesar do excesso de alcool facilitar a miscibilidade do sistema reacional,
altas razdes alcool:6leo aumentam a polaridade do meio, 0 que esta frequentemente
associado com a inativagdo do biocatalisador. Tendo isso em vista, alguns autores propdem
a adicdo do alcool por partes (stepwise) como forma de evitar a exposicao da lipase a altas
concentracdes de alcool, que levariam a inativacdo da lipase (RODRIGUES et al., 2010;
SHIMADA et al., 2002).



Tabela 2.2 Transesterificacdo de 6leos catalisada por lipases.

) Razéo
i . Condicoes da ) o
Oleo Alcool . molar Lipase (Suporte) *R (%) Referéncia
reagao
6leo:alcool
_ Candida antarctica B (Resina acrilica — Duetal.,
Soja Metanol 40°C, 14 h 1:12 92
Novozym 435) 2004
Pancreas de porco (POS-PVA ativado com
Babacu Etanol 40°C, 48 h 1:10 ; 75 Paula et al., 2007
glutaraldeido)
_ Pseudomonas fluorescens (Polipropileno )
Soja Metanol 40°C, 72 h 1:8 98 Salis et al., 2008
Macroporoso)
Thermomyces lanuginosus (Poliuretano Dizge e Keslinler,
Canola Metanol 40°C, 24 h 1:6 ) ) 90
ativado com glutaraldeido) 2008
Etanol
_ (alimentado ) Rodrigues et al.,
Soja 30°C,10h 1:3 Lipozyme TL-IM 100
em duas 2010
etapas)
_ Candida antarctica B (Resina acrilica —
Soja Etanol 32°C, 24 h 1:45 87 Rosset et al., 2011

Novozym 435)

*R = Rendimento

Fonte: Elaborada pela autora.
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Tabela 2.2 Transesterificacdo de 6leos catalisada por lipases (Continuacao).

Condicbes

Razao molar

Oleo Alcool ) o Lipase (Suporte) *R (%) Referéncia
da reacdo 6leo:alcool
Candida antarctica B (polimetacrilato- Xu, Nordblad e
Colza Etanol 35°C,4h 1:4,5 o 90
divinilbenzeno) Woodley, 2012
_ Burkholderia sp. (particulas magnéticas _
Oliva Metanol ~ 30°C, 12 h 1:4 . 70 Liuetal., 2012
recobertas com silica)
Pseudomonas fluorescens (esferas de poli-
Babagu Etanol 45°C, 72 h 1:9 o 100 Mendes et al., 2012
hidroxibutirato — PHB)
Oliva, palma, Staphylococcus haemolyticus (polimetacrilato- _
) ) Metanol ~ 30°C, 10 h 1:6 o 90 Kim et al., 2013
soja e peixe divinilbenzeno)

*R = Rendimento

Fonte: Elaborada pela autora.

LS



58

2.5.2 Esteres Aromatizantes

Segundo Paula, Barbosa e Castro (2005), dentre 0s possiveis processos
catalisados pelas lipases em meio organico, a sintese de ésteres apresenta-se como uma
vertente bastante promissora, em funcdo da importancia de diferentes ésteres na vida
cotidiana.

Uma aplicacdo importante desta tecnologia € a producdo de ésteres
aromatizantes, para uso em diversos produtos alimenticios, farmacéuticos e cosméticos
(YAHYA, ANDERSON e MOO-YOUNG, 1998; GANDHI, 1997). Podem ser obtidos por
trés técnicas: extracdo de fontes naturais, sinteses quimicas e enzimaticas.

A crescente procura por ésteres formulados especialmente para aplicacdo
como aditivos e aromas em industrias de perfumes, alimentos, cosméticos e produtos
farmacéuticos, torna necessario encontrar formas alternativas para a obtencdo de aromas,
ao invés da extracdo de seus materiais naturais, que sa0 muito escassos ou caros para uso
comercial (KUMAR, MODAK e MADRAS, 2005; ABBAS e COMEAU, 2003). A sintese
de ésteres na industria, geralmente baseia-se na esterificacdo quimica direta de acidos
organicos (cadeia carbdnica curta ou longa) com alcool na presenca de catalisadores
inorganicos em temperatura elevadas (+ 100°C). Entretanto, essas reacGes quimicas nao
sdo seletivas e consomem uma grande quantidade de energia. A utilizagdo de enzimas
como biocatalisador para a sintese de ésteres para a producdo de aromas permite o
desenvolvimento de produtos com melhores propriedades, além de catalisar reacdes em
temperaturas relativamente baixas e ainda serem considerados “naturais” pelas industrias
alimenticias (KISS et al., 2004).

O aroma tipico de cada produto é resultado da combinacdo de dezenas de
substancias volateis representantes de diversas classes quimicas, com diferentes
propriedades fisico-quimicas. Nenhum constituinte individual é totalmente responsavel
pelo aroma caracteristico de um alimento, mas em alguns produtos existem um ou mais
componentes que, sozinhos, lembram a qualidade caracteristica de seu aroma (ARAGAO
et al., 2009).

A reacdo de formacdo de ésteres a partir de acidos graxos € denominada
esterificacdo, que consiste na obtencdo de esteres pela reacdo entre um &cido graxo e um

alcool de cadeia curta, com formacao de &gua como subproduto (Figura 2.13).



Figura 2.13 Reacdo de esterificacdo.
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Fonte: Madalozzo, 2011.
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Na Tabela 2.3 tem-se alguns exemplos de esterificaches enziméticas para

producdo de aromas encontrados na literatura.

Vaérios estudos tém demonstrado a obtencdo de ésteres de aroma sinteti-

zados com altos rendimentos (Tabela 2.3) utilizando diversas lipases de origem microbiana
(ROMERO et al., 2007; SHIH et al., 2007). Os ésteres produzidos por sintese enzimatica

sdo predominantemente obtidos em meios organicos com baixo contetdo de &gua,

mantendo assim a conformacéo ativa da lipase e sua termoestabilidade (BEZBRADICA et

al., 2007).



Tabela 2.3 Esterificagdo enzimética para producéo de aromas.

Condicdes da

Acido Alcool Solvente ) Lipase (Suporte) *C (%) Referéncia
reagao
) Candida antarctica B Oliveira, Alves e
Butirico Butanol n-Heptano 37°C, 24 h _ o 90
(estireno-divinilbenzeno) Castro, 2000
. _ Mucor sp (Amberlite IRC Abbas e
Butirico Butanol Ciclohexano 35°C, 24 h 100
50) Comeau, 2003
Rodrigues-
Butirico Etanol n-Heptano 34°C, 96 h Novozym 435 73 Nogales et al.,
2005
Thakar e
Butirico Butanol n-Hexano 37°C,72h Candida rugosa (silica) 72 Madamwar,
2005
Anidrido ) _
. L-Mentol n-Hexano 35°C,48h Candida rugosa AY-30 80 Shih et al., 2007
Butirico
) ) Skoronski et al.,
Octanoico n-Pentanol n-Hexano 30°C, 24 h Lipozyme TL IM 95
) Oleo fusel (55% Aspergillus niger NCIM Mhetras, Patil e
Acético n-Hexano 30°C, 96 h 99

Isoamilico)

1207 (Celite 545)

Gokhale, 2010

*C = conversao

Fonte: Elaborada pela autora.
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2.5.3 Esteres Graxos de Aclcares

Os ésteres graxos de agucares sdo biossurfactantes ndo ionicos, inodoros,
insipidos, biodegradaveis, atoxicos e ndo irritantes. Sua natureza anfifilica (parte polar do
carboidrato e parte apolar do acido graxo) permite que suas moléculas sejam distribuidas
nas interfaces 6leo/agua formando um filme molecular. Devido a este fenbmeno, ocorre
uma reducdo da tensdo superficial, atribuindo aos biossurfactantes propriedades
importantes, tais como, detergéncia, emulsificacdo, lubrificacdo, capacidade espumante,
dentre outras (PAULA, BARBOSA e CASTRO, 2005; GUMEL et al., 2011).

Biossurfactantes possuem aplicagbes em inddstrias de cosméticos,
alimentos, farmacos, defensivos agricolas (herbicidas e pesticidas), petrolifera, dentre
outras (GUMEL et al., 2011; WANG et al., 2012, BORGES, 2007).

Esteres graxos de agticares podem ser obtidos por rotas quimicas, utilizando
catalisadores alcalinos ou metélicos, ou rotas enzimaticas, utilizando lipases (GUMEL et
al., 2011). A reacdo consiste na esterificacdo entre um acucar (C,(H20),) e um &cido graxo
(RCO,H), como mostra a Figura 2.14, ou de transesterificacdo entre carboidratos e ésteres
metilicos de &cidos graxos (WANG et al., 2012; GUMEL et al., 2011). As rotas quimicas
sdo energeticamente mais dispendiosas, possuem baixa seletividade e podem gerar

subprodutos toxicos (inclusive cancerigenos).

Figura 2.14 Reac&o de esterificacdo entre um acutcar e um acido graxo.

Ca(H70), + RCOHEEC,(H,0),,_;(OCOR) + Hy0

Fonte: Gumel et al., 2011.

Industrialmente, ésteres de glicose, frutose e sacarose sdo sintetizados por
meio da transesterificacdo de ésteres metilicos de acidos graxos na presenca de
catalisadores bésicos ou metélicos. A temperatura da reacdo é alta (acima de 100°C) e
requer o uso de pressdo reduzida, a fim de se eliminar metanol gerado, favorecendo o
deslocamento do equilibrio da reacdo no sentido de formacao do produto (GUMEL et al.,
2011; BOSCOLO, 2003).

A maior dificuldade da rota quimica esta relacionada no controle do grau de
esterificacdo do aglcar e na posicéo de acilacdo. Por exemplo, a producéo de monoéster de

sacarose & um processo complicado comparado a outros emulsificantes de grau
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alimenticio. A rota enzimatica pode contornar essa dificuldade, além de ser vantajosa do
ponto de vista ambiental e energético (GUMEL et al., 2011).

Processos de producdo de ésteres graxos de acUcares requerem 0 uso de
solventes de alta polaridade para dissolucdo dos acucares. Particularmente na rota
enzimatica, essa condi¢cdo pode inativar a enzima (CASTRO, MENDES E SANTOS,
2004). Para que se obtenham maiores rendimentos de reacdo, o solvente deve conciliar a
solubilidade do acucar e a atividade da enzima, isto €, o solvente deve ser suficientemente
polar para que haja solubilizacdo do acucar e suficientemente apolar para ndo haver
inativagéo da enzima.

Na Tabela 2.4 tem-se alguns exemplos da sintese enzimética de ésteres
graxos de acucares encontrados na literatura. Em geral, os solventes empregados para a
sintese de ésteres graxos de acUcares sao alcoois terciarios. 1sso ocorre devido ao fato de as
lipases ndo interagirem com estes alcoois, evitando a formacdo de subprodutos (Kumari et
al., 2009).

Recentemente, tem sido discutida na literatura a possibilidade de utilizagdo
de solventes alternativos, tais como os liquidos iénicos (sais que em condi¢Ges ambiente
estdo na forma liquida). A motivacdo para o uso de liquidos i6nicos é o fato de eles serem
menos volateis e inflamaveis que os alcoois normalmente utilizados na sintese de ésteres
de aglucares (ABDULMALEK; RAHMAN; SALLEH, 2012). Com isso, ha uma melhoria

da seguranca do processo industrial.



Tabela 2.4 Sintese enzimatica de ésteres graxos de agucares.

Condicdes

Carboidrato Acido graxo Solvente N Lipase (Suporte) *C (%) Referéncia
da reacdo
R Terc-amilico e Thermomyces lanuginosus
Sacarose Vinil-laurico _ 40°C, 6 h ] 95 Ferrer et al., 2002
dimetilsulfoxido (silica)
Pancreas de porco
) o ) Paula, Barbosa e
Frutose Oleico Terc-butanol 38°C,4h  (polisiloxano-alcool 52,8
- Castro, 2005
polivinilico)
) ) Sabeder et al.,
Frutose Palmitico 2-metil-2-butanol 60°C, 72 h  Novozym 435 78 2006
Glicose Laurico Terc-butanol 60°C,50 h  Novozym 435 72 Yeetal., 2010
Maltose Miristico Terc-butanol 60°C, 60 h  Novozym 435 90 Sunetal., 2011
) Candida antarctica B
Lactose Oleico Acetona 35°C, 48 h o 30 Bernal et al., 2012
(glioxil-silica)
Lactose Céprico Acetona 50°C,48 h Candida rugosa (NER-CRL) 67 Zaidan et al., 2012
Tetrafluorborato de 1-butil-
o ) Abdulmalek,
) 3-metilimidazol (liquido )
Galactose Oleico 60°C,2h  Lipozyme RM IM 87 Rahman e Salleh,

ibnico) e dimetilsulféxido

(co-solvente)

2012

*C = Conversao

Fonte: Elaborada pela autora.
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2.5.4 Resolucdo de misturas racémicas

A resolucdo de misturas racémicas, isto é, a separacdo de um dos
enantibmeros de uma solucdo de um composto quiral, € uma importante operacao para
gerar produtos destinados a industria farmacéutica e quimica fina. Em certos casos, as
propriedades de somente um dos enantidbmeros é a necessaria para a aplicacéo desejada.

Neste contexto, as definicdes de “excesso enantiomérico” (ee) e
“enantiosseletividade” (E) sdo as medidas da capacidade de um catalisador para produzir
preferencialmente um enantiomero em relacdo ao outro. As equacdes 2.4 e 2.5 mostram as

definicdes destes parametros (CHEN et al., 1982).

P-Q
® p10 (2.4)
In[(1-c)1—ee)]
== In[El—c§1+ ee;] (23)

onde P e Q sdo, respectivamente, 0 nimero de mols de um ou outro enantibmero, e c é a

conversdo do reagente.

As lipases sdo um dos principais catalisadores utilizados para a resolucéo de
misturas racémicas, dada a sua alta seletividade. Um exemplo do uso de lipases na

resolucdo de misturas racémicas de ésteres € mostrado esquematicamente na Figura 2.15.

Figura 2.15 Resolucdo de (R,S)-HPBE por hidrélise de LPF.

H H QH

PFL :

R,S-HPBE R-HPBE

Fonte: Palomo et al. (2003b)

Fernandez-Lafuente (2010) faz uma revisdo da literatura sobre o uso de
lipases de Thermomyces lanuginosus para, dentre outras aplicagbes, a resolucdo de
misturas racémicas e o uso da enantiosseletividade da lipase na hidrolise de ésteres

proquirais. Um dos estudos citados foi o de Cabrera et al. (2007), que realizou
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experimentos de hidrélise enzimatica de dietil fenilmalonato (um diéster). Os autores
obtiveram conversdo completa de fenilmalonatos em monoésteres, isto é, ndo foram
detectados diacidos (hidrdlise total) no produto final, mostrando a alta seletividade do
biocatalisador. Além disso, obtiveram-se misturas racémicas dos monoésteres com fator de
assimetria (razdo entre numero de mols de um enantibmero e 0 nimero de mols do outro
enantidbmero) variando entre 1,5 e 10, dependendo do protocolo de imobilizagéo, tipo de
suporte (octil-agarose ou agarose ativada por BrCN), do receptor de grupos acil e da
presenca de co-solventes ou detergentes.

Outro exemplo da andlise da enantiosseletividade de lipases é o estudo de
Fernandez-Lorente et al. (2001), que realizaram experimentos de hidrdlise de (R,S) 2-
hidroxi-4-fenilbutirato de etila (HPBE) em meio aquoso catalisada por lipase de
Pseudomonas fluorescens. A enzima sollvel ndo apresentou alta enantiosseletividade, mas
quando adsorvida em suportes hidrofébicos, houve um aumento significativo neste fator
(de E = 7 para E = 80) e no excesso enantiomérico (superior a 99%) com 0 uso dos
derivados.

A partir destes dois trabalhos que, apesar das lipases apresentarem alta
seletividade, a escolha de um procedimento apropriado para a imobilizacdo € de extrema

importancia para uma efetiva enantiosseletividade da lipase.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Material

3.1.1 Enzimas

Foram utilizadas Amano Lipase de Pseudomonas fluorescens AK (LPF)
(2600 U/g de p6 e 30 mg de proteina/g de po6) adquirida da Sigma-Aldrich (St. Louis,
EUA), lipases comerciais imobilizadas de Candida antarctica B IM (CALB IM — T2-350),
Thermomyces lanuginosus IM (LTL IM — T2-150) e Pseudomonas fluorescens IM (LPF
IM — T2-150) adquiridas da Chiral Vision (Leiden, Holanda). Todas as lipases comerciais
sdo imobilizadas covalentemente em resina acrilica ativada com grupos epdxidos
(Immobead ™ 150/350-P).

3.1.2 Suportes

Os suportes utilizados foram amberlite XAD 7HP (resina acrilica) adquirida
da Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA), Immobead S60S (silica macro porosa) e Immobead
S861 (poliestireno) adquiridos da Chiral Vision (Leiden, Holanda). Octil-Sepharose™ CL-
4B (octil-agarose) adquirido da GE Healthcare (Uppsala, Suécia). Sepabeads EC-EP foi
doado pela Mitsubishi Chemical Corporation (Mildo, Italia). Sepharose 4B ativada com
BrCN, adquirida da Amersham Pharmacia Biotech AB (Suécia). A resina C18-Sepabeads
(octadecil-Sepabeads) foi gentilmente doada pela Resindion S.R.L. A agarose 6BCL foi
adquirida da Agarose Bead Technologies.

3.1.3 Reagentes

Utilizou-se octiltrietoxisilano (Cg-TEQOS), corante rosa de bengala,
albumina bovina cristalina, heptadecanoato de etila, 2-metil-2-butanol, 1-hexanol, 1-
butanol, TRITON X-100 (TX), butirato de p-nitrofenila (p-NPB), peneira molecular (3 A),
borohidreto de sédio, alcool benzilico, etanolamina, dodecil sulfato de sddio (SDS) e
dietil-p-nitrofenilfosfato (D-pNP) adquiridos da Sigma Aldrich Co. (St. Louis, EUA). Azul
brilhante de Comassie adquirido da Bio-Rad Laboratories (Califérnia, EUA). O alcool
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etilico (99,7%) foi adquirido da J. T. Baker (New Jersey, USA). Terc-butanol, lactose e
acido laurico foram adquiridos da Vetec (Rio de Janeiro, Brasil). Heptano, alcool
isoamilico, frutose, &cido oleico e goma ardbica foram adquiridos da Synth (Sdo Paulo,
Brasil). O acido acético foi adquirido da Qhemis (S&o Paulo, Brasil). O 6leo de soja
(Liza®) e o azeite de oliva (Carbonell®) foram adquiridos no comércio local. O éleo de
babacu foi doado pelo grupo de pesquisa da Escola de Engenharia de Lorena. Todos 0s

outros reagentes utilizados foram de grau analitico.
3.2 Metodologia Experimental
3.2.1 Determinacédo de Proteinas

A concentracdo de proteina das preparacdes comerciais de lipase foi
determinada pelo método colorimétrico de Bradford (BRADFORD, 1976) utilizando-se o
reagente azul brilhante de Comassie. A concentracdo de proteina foi comparada com uma
curva padrdo, obtida a partir de solugbes de albumina bovina cristalina (BSA) com

concentragfes conhecidas. A curva padrdo obtida é mostrada no Apéndice A.
3.2.2 Determinacdo das Atividades Hidroliticas
3.2.2.1 Hidrdlise de Azeite de Oliva Emulsificado

A atividade hidrolitica das preparagdes enzimaticas foi determinada pelo
método de hidrdlise do azeite de oliva, conforme metodologia descrita por Soares et al.
(1999). O método baseia-se na hidrdlise de uma emulsdo de azeite de oliva-goma arabica
(7 % mlv, em &gua) na razdo volumétrica 1:1. Em erlenmeyer foram adicionados 5 mL de
substrato, 4 mL de solucédo tampéo fosfato de sodio 100 mM, pH 7,0 e a lipase (soltvel ou
imobilizada). A mistura foi incubada a 37°C por 5 min com agitacdo de 250 rpm. Apds o
periodo de incubagdo, a reacdo foi paralisada pela adicdo de 10 mL de solucdo de
etanol:acetona (1:1 v/v). Os acidos graxos liberados foram titulados com uma solucgéo de
KOH 0,025 M, previamente padronizada, utilizando fenolftaleina como indicador. O

calculo da atividade hidrolitica (Ay) foi realizado de acordo com a Equacdo 3.1. Uma
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unidade (Uazite) de atividade enzimatica representa a velocidade de liberacdo de 1 umol de

acido graxo por minuto, nas condi¢des do ensaio.

(V, -V, 10°M

tm (3.1)

AH (U azeite / mg ou Uazeite / g) =

onde V, é o volume de KOH gasto na titulagdo da amostra (mL); V, é 0 volume de KOH
gasto na titulagdo do controle (solucdo inicial de substrato, sem enzima) (mL); M é a
concentra¢do molar da solugdo de KOH; m é a massa de enzima soltvel (mg de pd) ou

imobilizada (g de derivado) e t € o tempo de reacdo (min).

3.2.2.2 Hidrdlise de butirato de p-Nitrofenila (p-NPB)

A atividade de hidrolise de p-NPB foi determinada espectrofotometricamente
acompanhando o aumento da absorbancia a 348 nm (& = 5,150 M™ cm™) devido a
liberagcdo de p-nitrofenol na hidrdlise de 0,4 mM de p-NPB em tampé&o fosfato de sodio
25 mM, pH 7,0 a 25°C (PALOMO et al., 2005). A reagdo foi acompanhada em um
espectrofotdbmetro com célula termostatizada e com agitacdo magnética continua. Para
iniciar a reacdo, 0,05-0,2 mL de solucdo (dependendo da diluicdo e da atividade da
amostra) de lipase soluvel ou suspensédo de lipase imobilizada foram adicionados a 2,5 mL
de solugéo do substrato. Uma unidade (U,.neg) de atividade foi definida como a velocidade

inicial de hidrélise de 1 umol de p-NPB.min™, sob as condiges de ensaio.

3.2.3 Atividade de Esterificacdo (Sintese de Butirato de Butila)

A atividade de esterificacdo de lipases imobilizadas foi medida de acordo
com o método descrito por Paula et al. (2008), o qual consiste na formacéo de butirato de
butila na reacéo de 1-butanol (0,10 M) com acido butirico (0,10 M) em heptano a 37°C. As
velocidades iniciais foram medidas com diferentes massas de lipases imobilizadas (0,25;
0,5 e 1 g de LPF-octil-silica (baixa carga); 0,063; 0,13 e 0,25 g de LPF IM; 0,025; 0,05 e
0,1 gde CALBIM e 0,2; 0,4 e 0,8 gdeLTL IM). A reacdo foi iniciada pela adi¢do do
biocatalisador ao meio reacional (10 mL) em frascos de vidro fechados e mantidos sob

agitacdo de 250 rpm. Aliquotas foram retiradas do meio reacional em intervalos de 5 a 10
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min por um periodo de aproximadamente 40 min para quantificacdo do acido consumido,
por titulacdo com KOH 0,0105 M. Uma unidade (Ugs) de atividade de esterificagédo foi
definida como a taxa de formagdo de 1 pmol de butirato de butila por minuto nas

condigdes do ensaio.

3.2.4 Preparagao e/ou ativacdo de Suportes

3.2.4.1 Preparacdo do Suporte Octil-Silica

Com o intuito de aumentar a hidrofobicidade da silica, este suporte foi
derivatizado com grupos octil conforme metodologia descrita por Tani e Suzuki (1996).
Basicamente o método consiste em tratar inicialmente a silica com acido cloridrico 0,1 M,
seguido por lavagem até pH neutro e secagem a 200°C por 5 h. Uma suspensdo foi
preparada contendo 1 g de silica seca e 20 mL de uma mistura de octiltrietoxisilano e
tolueno na razdo volumétrica 1:10. Esta suspensdo era mantida sob refluxo por 3 h e
temperatura em torno de 85°C. Apo6s o periodo de ativacao, filtrou-se e lavou-se o suporte
com tolueno, metanol e &gua destilada. O término do processo deu-se ao secar 0 suporte a

temperatura ambiente.

3.2.4.2 Preparacao dos Suportes Poliestireno e Amberlite XAD 7HP

Inicialmente os suportes poliestireno e Amberlite foram submersos em
hexano por um periodo de 30 min e mantidos sob agitacdo constante e posteriormente era

filtrado. Este procedimento foi realizado com o intuito de remover a 4gua destes suportes.

3.2.4.3 Ativacao do Suporte Glioxil-Agarose

O suporte glioxil-agarose foi preparado por eterificacdo da agarose com
glicidol e posterior oxidacdo com periodato de sédio, de acordo com metodologia proposta
por Guisan (1988).

Sob agitacdo suave e em banho de gelo, 105 g de agarose foi adicionada a
30 mL de &gua destilada, 50 mL de NaOH 1,7 M, contendo 1,425 g de borohidreto de

sodio (previamente preparado a frio) e 36 mL de glicidol, o qual foi adicionado lentamente
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para evitar a elevacdo da temperatura acima de 10°C. A suspensdo foi mantida sob
agitacdo durante 15 h. O suporte eterificado (gliceril-agarose) foi lavado com &gua
destilada e filtrado a vacuo. Em seguida, 105 g do gel foi ressuspenso em 895 mL de agua
(razdo de suporte e suspensdo de 1:10) e adicionado 3,21 g de periodato de sodio. Apds 2 h
de agitacdo suave a temperatura ambiente, o suporte de glioxil-agarose foi lavado com
agua destilada e seco por sucgdo a vacuo.

3.2.5 Imobilizacdo de Lipase de Pseudomonas fluorescens (LPF)

3.2.5.1 Imobilizacdo em Octil-Silica, Poliestireno e Amberlite XAD 7HP

A imobilizacdo consistiu no preparo de uma suspensao contendo solucdo
enzimética preparada em tampdo fosfato de sdédio 5 mM, pH 7,0 e suporte (octil-silica,
poliestireno, e amberlite XAD 7HP), na propor¢do de 1:19 m/v (suporte:solucdo
enzimatica). Nestes ensaios a carga enzimatica oferecida foi 5 mg de proteina/g de suporte
(baixa carga) e 40 mg de proteina/g de suporte (alta carga). A suspensdo foi mantida sob
agitacdo suave a 25°C, conforme metodologia descrita por Bastida et al. (1998). Ao final,
os derivados foram lavados e secos por suc¢do a vacuo. O monitoramento da imobilizacdo
foi realizado por medida de atividade hidrolitica (azeite de oliva emulsificado) do
sobrenadante da imobilizacdo e de uma solucdo enzimatica (sem suporte) nas condicoes de

imobilizacdo (controle).

3.2.5.2 Imobilizagdo em BrCN-Agarose

Inicialmente o suporte foi ativado através da sua suspensdo em uma solucao
aquosa acida (pH 2-3) por 1 h. O suporte ativado (RODRIGUES et al., 2010) foi seco por
filtracdo a vacuo. Em seguida, 4,2 g de BrCN-Agarose ativada foi adicionada a 36 mL da
solucéo de LPF (5 mg de proteina/g de suporte, em tampé&o fosfato de sédio 100 mM, pH
7,0) na presenca de 0,5% (v/v) TRITON X 100 (TX). A mistura foi agitada a 4°C e 250
rpm por 20 min. Posteriormente, a solucdo foi removida por filtracdo, o derivado LPF-
BrCN-Agarose foi ressuspenso em 15 mL de etanolamina 100 mM, pH 8,0 por 90 min,

para bloquear os grupos imidocarbonatos ndo reagidos. O derivado foi recuperado por
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filtracdo e lavado com &gua destilada em abundancia. O monitoramento da imobilizacéo
foi realizado por medidas da atividade hidrolitica (p-NPB).

3.2.5.3 Imobilizacdo em Glioxil-Agarose e Glioxil-Sepabeads

A imobilizacdo de LPF em glioxil-agarose (GUISAN, 1988) e glioxil-
Sepabeads foi conduzida através da adicdo de 4,2 g de suporte e 36 mL de solucéo
enzimatica preparada em tampéo bicarbonato de sédio 100 mM, contendo ou ndo 0,5%
(v/v) de TRITON X-100 (TX). Trés derivados foram preparados com estes suportes, todos
com 5 mg de proteina/g de suporte. O primeiro foi preparado em pH 8,5 na presenca de
(TX); o segundo foi preparado inicialmente em pH 8,5, seguida da incubacédo a pH 10,5,
mas na auséncia de TX; o terceiro derivado foi preparado em pH 10,5 e 0,5% de TX. Em
todos os casos, no final da reacdo, 36 mg de borohidreto de sédio foi adicionado. A
imobilizacdo foi monitorada por medidas da atividade hidrolitica (p-NPB).

3.2.5.4 Imobilizacdo em Octil-Agarose e Octadecil-Sepabeads

A imobilizagdo de LPF em octil-agarose e octadecil-Sepabeads foi realizada
de acordo com metodologia descrita por Sabuquillo et al. (1998), que consiste na adi¢do de
4,2 g de suporte e 36 mL de solucdo enzimatica preparada em tampao fosfato de sédio 5
mM, pH 7,0, contendo 5 mg de proteina/g de suporte. A mistura foi mantida sob agitacéo
suave a 25°C. A imobilizacdo foi monitorada por medidas da atividade hidrolitica (p-
NPB).

Em cada caso, uma suspensdo de referéncia (controle) foi preparada e
submetida as condicdes de imobilizacbes. Em todas as preparacGes a atividade desta
suspenséo de referéncia mostrou 100% da atividade ao longo do tempo.

O monitoramento das imobilizacdes foi realizado por medidas de atividade
hidrolitica (azeite de oliva emulsificado ou p-NPB) da solucéo enzimatica inicial e durante
o periodo de imobilizacdo até medida constante da atividade do sobrenadante. Com estas
medidas foi possivel determinar a atividade oferecida na imobilizacdo (Ay), a atividade ndo
imobilizada (As), a atividade teoricamente imobilizada (A;), o rendimento de imobilizacéo
(RI) e a atividade recuperada (AR). A atividade oferecida na imobilizacdo foi calculada

conforme a Equacéo 3.2:
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Atom
AUTg)=— 2 (32)

onde Aty € a atividade (U/g de pd) do preparado enzimatico comercial (LPF), my € a
massa de po utilizada (g) na preparacdo da solucdo enzimética de imobilizagdo e m é a
massa de suporte (g).

Sabendo-se que a enzima solivel ndo se inativa nas condicdes de
imobilizacéo estabelecidas, a atividade ndo imobilizada foi determinada de acordo com a

Equacdo 3.3:

At,V

AU /g)= (3.3)

onde At; é a atividade final do sobrenadante (U/mL) e V o volume do filtrado (mL).
A atividade teoricamente imobilizada (U/g) foi obtida pela Equacéo 3.4:

AUTg)=A - A (3.4)

Para caracterizacdo dos biocatalisadores obtidos, determinou-se o
rendimento de imobilizacdo pela Equacdo 3.5, enquanto que a atividade recuperada foi

determinada pela Equacao 3.6:

RI (%) = %100 (3.5)

Ader
AR (%) = —100
(%) == (3.6)

onde Ager € a atividade (U/g) efetivamente medida no derivado (LPF imobilizada).



73

3.2.6 Caracterizagdo dos Suportes e Derivados (LPF Imobilizada)

3.2.6.1 Determinacéo da Area Superficial - Método de B.E.T.

A érea superficial especifica dos suportes e biocatalisadores foi medida pela
adsorcdo fisica de nitrogénio sobre suas superficies.

As areas especificas foram calculadas pelo método B.E.T. (Brunauner,
Emmett e Teller) no laboratério do grupo de Catélise do Departamento de Engenharia
Quimica da Universidade Federal de Sdo Carlos. Os experimentos foram realizados em um
equipamento Quantachrome NOVA modelo 1200.

3.2.6.2 Andlise Termogravimétrica

Esta andlise foi realizada no laboratério do grupo de Catélise do
Departamento de Engenharia Quimica da Universidade Federal de Sdo Carlos, utilizando-
se um equipamento SDT 2960 SIMULTANEOUS DSC-TGA TA-INSTRUMENTS, na
raz&o de aquecimento de 10°C.min™ até 1000°C e atmosfera de ar sintético.

3.2.6.3 Determinacéo da Umidade

A umidade dos suportes e derivados foi determinada usando uma balanca de
secagem automatica da marca Marte®, modelo ID50, a partir de 1g de s6lido com uma
fonte de calor infravermelho até atingir uma temperatura constante de 105°C.

As umidades dos derivados sdo: LPF imobilizada em octil-silica (LPF-octil-
silica) (1,75%), CALB IM (4,66%), LTL IM (1,94%) e LPF IM (2,13%).

3.2.6.4 Determinagéo da Hidrofobicidade

A hidrofobicidade dos suportes foi determinada pela massa de corante
hidrofobico rosa de bengala adsorvida por massa de suporte, conforme metodologia
descrita por Gupta e Jabrail (2006). Para determinar a hidrofobicidade, uma massa fixa de
suporte (0,15 g) foi adicionada em frascos contendo 20 mL de solugéo do corante rosa de

bengala (20 pg/mL) e mantida sob agitagdo por 1 h a temperatura ambiente. Ao fim,
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aliquotas do sobrenadante foram retiradas para quantificagdo da concentracdo de corante
adsorvida, mediante leitura das absorbancias das soluges iniciais e finais de corante a 549
nm. A concentracdo de corante rosa de bengala foi determinada através da absorbancia
medida comparando com uma curva padrdo de solugdes de rosa de bengala, mostrada no
Apéndice A. As eficiéncias de adsorcdo de corante (E) foram determinadas conforme a

Equacéo 3.7:

C.. V., -C. V.
E /mz — Csol " sol Csob " sol +AS .
(1g/m°) [ms (3.7)
onde Ccsor € a concentracdo de corante na solugdo inicial , Vs € 0 volume de solucdo de
corante adicionado, Ccsp € a concentracdo de corante no sobrenadante final, ms € a massa

de suporte empregada e AS é a area superficial dos suportes.

3.2.6.5 Testes de Carregamento

Foram realizadas imobilizacbes de LPF em 0,5 g de octil-silica (conforme
metodologia do item 3.2.5.1) variando-se a atividade da solucdo enzimatica
oferecida/grama de suporte (4710 a 23550 U,ite/g Suporte, aproximadamente 50 a 270 mg
de proteina/g suporte). O tempo de imobilizacdo foi de aproximadamente 24 h, tempo
necessario para atingir-se o equilibrio da adsorcdo. Estes ensaios foram realizados em

duplicata.
3.2.6.6 Ajuste da Isoterma de Langmuir aos Dados Experimentais de Adsorc¢éo

Isoterma de Langmuir (Equacdo 3.8, SLEJKO, 1985) foi ajustada aos dados

experimentais do teste de carregamento, com o auxilio do software OriginPro 7.0.

4nC*

q Zm (3.8)
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onde g* é a atividade adsorvida no solido (Uazi/g), KL é a constante de Langmuir
(Uazeite/mL), gm € a capacidade méaxima de adsor¢édo tedrica na monocamada (Uqzite/g) € C*

é a atividade no equilibrio (Uagzite/mL).
3.2.6.7 Estabilidade Térmica (Estimativa do Tempo de Meia-Vida)

O efeito da temperatura sobre a estabilidade da lipase soltvel e imobilizada
foi determinado por meio de incubacdo da enzima livre e imobilizada (3 Ugzite/mL) a
60°C, em tampdo fosfato de sodio 100 mM, pH 7,0. Em intervalos definidos, as amostras
foram retiradas e imediatamente resfriadas em banho de gelo para interromper a reacao de
inativacdo. Com os dados de atividade em funcdo do tempo, a constante de inativacédo
térmica foi calculada pela Equacdo 3.9, utilizando o método de ajuste exponencial nao-
linear de Sadana e Henley (1987).

Ar=Q1l-ak™ +a (3.9)

onde Ar é a atividade relativa (A/Ay); « € a razdo entre a atividade enzimatica do estado
final (A) e a atividade enzimatica do estado inicial (Ap); Kq é a constante de inativacdo

térmica de primeira ordem (h™) e t é o tempo de incubagéo da solucéo enzimatica (h).

O tempo de meia-vida da enzima, definido como tempo necessario para que

ocorra uma reducdo de 50 % da atividade inicial, foi calculado pela Equacéao 3.10:

__i 05—«
by, = K. ln( = ) (3.10)

onde ty, é 0 tempo de meia-vida da enzima (h).

A estabilidade da lipase soltvel e imobilizada foi determinada por meio de
incubacdo da enzima livre e imobilizada em octil-silica em tampdo fosfato de sédio 100
mM, pH 8,0 e 36% (v/v) de etanol a temperatura de 45°C. Em intervalos definidos, as

amostras foram retiradas e imediatamente resfriadas em banho de gelo para interromper a
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reacdo de inativacdo. A constante de inativacao térmica foi calculada pela Equacédo 3.9, e a
meia-vida da enzima foi calculada pela Equacao 3.10.

A estabilidade térmica da lipase imobilizada em octil-silica foi determinada
nas mesmas condi¢Oes de sintese do biodiesel, utilizando 20 g de 6leo de soja e etanol
anidro, na razdo molar de 1:7 e 0,2 g de biocatalizador/g de substrato (6leo e &lcool). As
reacOes foram conduzidas a 40°C com agitacdo de 500 rpm. Ao longo da reacdo foram
retiradas aliquotas para medida de atividade, analisadas por hidrolise do azeite de oliva, até
a inativacdo da enzima. Os biocatalisadores utilizados foram LPF imobilizada em octil-
silica baixa carga (5 mg de proteina/g de suporte) e alta carga (40 mg de proteina/g de
suporte). A constante de inativacdo foi calculada pela Equacdo 3.9 e o tempo de meia-vida

pela Equacao 3.10.

Diferentes preparagdes imobilizadas de LPF (LPF-octadecil-Sepabeads e
LPF-glioxil-Sepabeads) foram incubadas em tampéo fosfato de sdédio 5 mM, pH 7,0 a
65°C e mantidas sob agitacdo constante. Amostras foram retiradas ao longo do tempo e as

atividades remanescentes foram analisadas pelo método de hidrdlise do p-NPB.

Os derivados de LPF-octadecil-Sepabeads e LPF-glioxil-Sepabeads (0,1 g)
foram suspensos em ciclohexano ou 2-metil-2-butanol e incubados a 60°C. Em diferentes
tempos de incubacdo, estes biocatalisadores eram adicionados ao meio reacional de sintese
do oleato de benzila, como descrito em 3.2.8.2, e acompanhado o seu desempenho na
reacdo por HPLC através da formacdo de oleato de benzila ou consumo de alcool

benzilico.

A inativacdo irreversivel dos derivados de LPF preparados em glioxil-
agarose (auséncia e presenca de TX) ou octil-agarose (0,4 g) foram suspensos em 5 mL de
tampdo fosfato de sddio 25 mM, pH 7,0. Uma solugdo 1,45 mM de inibidor Dietil-p-
nitrofenilfosfato (D-pNP) foi adicionada a suspensdo e esta foi mantida sob agitacao
constante a 25°C. A reacdo foi monitorada até que houvesse um decréscimo na atividade

da enzima imobilizada.
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3.2.6.8 Estabilidade Operacional (Reuso)

Biodiesel de 6leo de soja foi produzido por bateladas sucessivas de 24 h,
usando o derivado LPF-octil-silica nas condi¢Ges de 40°C, 500 rpm de agitacdo, razdo
molar 1:7 (6leo:etanol) e 0,2 g de derivado/g de substrato. A cada término da reacdo o
biocatalisador foi lavado com hexano e submetido a nova sintese.

Os derivados de LPF-octil-silica, CALB IM, LTL IM e LPF IM foram
reutilizados em oito sinteses consecutivas de butirato de butila, nas condigdes descritas em
3.2.3. A cada término da reacdo os biocatalisadores foram lavados com heptano e
submetidos a nova sintese. A conversdo da reacdo (ap6s 24 h) foi calculada a partir do
consumo de acido, monitorado por titulacdo de 0,5 mL de amostra, nos diferentes tempos
de sintese, diluida em 10 mL de uma solucdo de &lcool:acetona (1:1 v/v), contendo
fenolftaleina como indicador e tituladas com KOH 0,025 M, previamente padronizado.
Todos os ensaios foram realizados em duplicata. A conversdo foi expressa em percentual

molar do &cido consumido, empregando a Equacédo 3.11.

Os biocatalisadores imobilizados LPF-octil-silica e CALB IM, foram
reutilizados em cinco sinteses consecutivas do oleato de frutose a 45°C e em 10 mL de
terc-butanol como solvente, agitacdo de 250 rpm, razdo molar &cido graxo:carboidrato
usando LPF-octil-silica (1:1) e CALB (1:2), concentracdo de acido de 25 mM e 0,5 g de
biocatalizador. A cada término da reacdo os biocatalisadores foram lavados com terc-
butanol e submetidos a nova sintese.

A conversdo da reacdo foi calculada a partir do consumo de acido,
monitorado por titulacdo de 0,5 mL de aliquota, nos diferentes tempos de sintese, diluida
em 10 mL de uma solucdo de &lcool:acetona (1:1 v/v), contendo fenolftaleina como
indicador e tituladas com KOH 0,01 M, previamente padronizado. Todos 0s ensaios foram
realizados em triplicata. A conversdo foi expressa em percentual molar do &cido

consumido, empregando a Equagdo 3.11.
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3.2.6.9 Teste de Adsorcéo do Glicerol no Derivado LPF-Octil-Silica

O derivado LPF-octil-silica (0,5 g) foi suspenso em uma solucéo de glicerol
(1,8 g) em alcool etilico (5,4 g) e mantido sob agitacdo de 500 rpm a 40°C por 72 h. As
concentracgdes inicial e final de glicerol em solucdo foram quantificadas por HPLC em um
cromatdgrafo da marca Shimadzu SCL-10A, equipado com detector de indice de refragdo
RID 10-A. A separacdo dos compostos foi realizada em uma coluna Aminex HPX-87H
(300 x 7,8 mm) da Bio-Rad, utilizando como fase movel acido sulfarico 5 mM a uma

vazéo de 0,6 mL/min e temperatura do forno a 45°C.
3.2.7 Eletroforese

Os perfis eletroforéticos de LPF soltvel e imobilizada nos suportes octil-
silica, poliestireno e XAD 7HP foram determinados por eletroforese SDS-PAGE em gel de
poliacrilamida 14% (m/v), de acordo com metodologia de Laemmli, 1970. Amostras das
solucBes enzimaéticas (20 pL) foram aquecidas por 5 min em tampdo de ruptura (Tris-HCI
75 mM, B-mercaptoetanol 5% (v/v), glicerol 10% (v/v), azul de bromofenol 0,01% (v/v),
pH 6,8) e aplicadas em canaletas pré-formadas no gel de eletroforese. Na primeira canaleta
foram aplicados 4 uLL do marcador de massa molar BenchMark™ Protein Ladder 10-220
kDa (Life Technologies®). A corrida eletroforética foi realizada durante 90 min (tensio de
110 V para 0-20 min, e 140 V para 20-90 min) em uma cuba de eletroforese vertical (Mini-
PROTEAN® 3), equipada com fonte de alimentagio (Power PAC 1000 - BIORAD-USA) e
contendo tampéo de corrida (TRIS 25 mM, glicina 190 mM, SDS 0,1% (m/v), pH 8,3). A
revelacdo dos géis eletroforéticos foi realizada com Coomassie Brilliant Blue R-250
(coloracdo por 30min) e acido acético 7% (v/v) (descoloracao por 12h).

No caso dos derivados de LPF, 8 mg foram suspensos em 80 uL de tampdo
de corrida e aquecidos por 5 min. Entdo, 20 uL do sobrenadante foram aquecidos por 5

min em tampé&o de ruptura.
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3.2.8 Aplicagdes de Lipases Imobilizadas
3.2.8.1 Sintese do Oleato de Etila

Oleato de etila foi sintetizado a partir da reacdo de etanol (0,1 M) com acido
oleico (0,1 M) em heptano a 37°C. Foram utilizados os seguintes biocatalisadores: LPF-
octil-silica (baixa carga), LPF IM, CALB IM e LTL IM (carga enzimatica de 106 Ug/g de
acido) e LPF-octil-silica (alta carga) (1% de derivado em relacdo ao volume do meio
reacional) e 200 mg de peneira molecular, a 37°C. A reacdo foi iniciada pela adi¢cdo do
biocatalisador ao meio reacional (10 mL) em frascos de vidro fechados e mantidos sob
agitacdo de 250 rpm por um periodo maximo de 24 h. A conversdo (C) da reacdo foi
calculada (Equacdo 3.11) a partir do consumo de acido, monitorado por titulacdo com
KOH 0,025 M. Aliquotas de 0,5 mL do meio reacional eram coletadas em intervalos
regulares de tempo e diluidas em 10 mL de uma solugdo de alcool:acetona (1:1 v/v),

contendo fenolftaleina como indicador. Todos os ensaios foram realizados em duplicata.

C(%) = %mo (3.12)
t=0

onde moli=o € 0 nimero de moles iniciais de acido graxo no tempo 0 h e mol=; é o nimero

de moles finais de acido graxo no tempo t.
3.2.8.2 Sintese de Oleato de Benzila

Oleato de benzila foi sintetizado por transesterificacdo entre azeite de oliva
e alcool benzilico a 25°C. Foram utilizados os seguintes biocatalisadores: LPF imobilizada
em glioxil-Sepabeads (com e sem TX) e octadecil-Sepabeads. A mistura reacional era
composta de 0,1 g de lipase imobilizada, 1,42 mL de solugdo de substrato (1 pmol de
alcool benzilico e 2 pumol de azeite de oliva) em 9,94 mL de solvente organico
(ciclohexano). Para garantir condi¢cGes anidras, 100 mg de peneira molecular foram
também adicionados a mistura reacional. A formagéo do oleato de benzila e o consumo de

alcool benzilico foram acompanhados por HPLC.
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Amostras da sintese de oleato de benzila foram analisadas por HPLC
(Spectra Physic SP 100) com detector UV (Spectra Physic SP 8450) usando uma coluna de
fase reversa (Ultrabase-C18, 250 mm x 4,6 mm, 5 um). A fase mdvel utilizada foi
metanol:agua:acido acético (60:40:0,1, em volume) e a absorbancia do UV foi monitorada
a 254 nm. Neste comprimento de onda, os &cidos graxos e o glicerol ndo sdo adsorvidos As
conversdes das sinteses foram calculadas a partir das areas dos picos correspondentes ao

consumo de alcool benzilico (tempo de retencdo (TR) de 5 min).

3.2.8.3 Sintese de Biodiesel

Biodiesel foi produzido por transesterificacdo entre éleo vegetal e etanol,
catalisada por LPF imobilizada. A transesterificacdo do Oleo de babacu foi realizada
utilizando os derivados de LPF-octil-silica, LPF-poliestireno e LPF-XAD 7HP,
temperatura de 40°C, 48 h de reacdo, agitacdo de 500 rpm, razdo molar 6leo:éalcool de 1:7 e
0,2 g de catalisador/g substrato. A Tabela 3.1 mostra as condi¢bes operacionais da
transesterificacdo do 6leo de soja (temperatura, tempo de reacdo, agitacdo, razdo molar
6leo:etanol, razdo massica catalisador/substrato) e os biocatalisadores imobilizados. O
meio reacional era composto por 20 g de 6leo (soja ou babacgu) e etanol anidro, na razao
molar 1:7 (MENDES et al., 2012), biocatalisador e 1 g de peneira molecular, no caso de
algumas sinteses com 6leo de soja. As reacdes foram conduzidas em duplicata a 40°C com
agitacdo constante por um periodo maximo de 72 h, com amostragem do meio reacional
em intervalos regulares de tempo.

As amostras foram purificadas pela adicdo de agua quente, repouso por 30
min e evaporacdao da agua em rotaevaporador da fase leve (contendo ésteres etilicos). O
rendimento das reacdes foi calculado pela Equacdo 3.12 a partir da formacdo de ésteres,

analisados por cromatografia gasosa.
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Tabela 3.1 Condicdes de sintese de biodiesel por etandlise de 6leo de soja.

Razdo Molar Tempo de Agitacéo

Biocatalisador *T (°C) **E/S  *PM
Oleo:etanol  reagdo (h)  (rpm)
LPF-octil-silica 40 1:7 48 500 0,2 -
LTL IM 40 1.7 48 500 0,13 -
CALB IM 40 1.7 48 500 0,15 -
LPF-octil-silica 40 1.7 72 500 0,2 +
LTL IM 40 1:7 72 500 0,13 +
CALB IM 40 1.7 72 500 0,15 +

*T = Temperatura do meio reacional
**E/S = razdo enzimatica/substrato (g de biocatalizador/g de 6leo + etanol)
***PM = Peneira Molecular, (-) sem PM e (+) com PM

Fonte: Elaborada pela autora.

Esteres etilicos foram analisados por cromatografia gasosa em um
cromatdgrafo a gas HP5890 com detector de ionizacdo de chama, gas de arraste nitrogénio
(N,) e coluna capilar Restek Crossbond® Carbowax® Polyethylene glycol (15 m x 0,32 mm
x 0,45 mm) como fase estacionaria.

Amostras purificadas de biodiesel (250 mg) foram diluidas em 5 mL de
solucdo (10 mg/mL) de heptadecanoato de etila (C17), sendo o volume de injecdo 1 pL.

O rendimento da reacdo, em ésteres etilicos, foi calculado pela Equacéo
3.12:

R(%) = ZA)-A, (CE'VE' j1oo (3.12)
A m

onde R é o rendimento de ésteres etilicos; 24 é a soma das areas dos picos entre C14 e
C24; Ag é a area do heptadecanoato de etila (C17); Cg € a concentragcdo do
heptadecanoato de etila (10 mg/mL); Vg é o volume do heptadecanoato de etila (5 mL) e m

é a massa de amostra (mg).
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3.2.8.4 Sintese de Esteres Aromatizantes

As sinteses dos ésteres aromatizantes foram realizadas de acordo com
metodologia modificada de Abbas e Comeau (2003). As sinteses foram realizadas em
fracos de vidro fechados contendo misturas de acido graxo (butirico ou acético) e alcool
(1-butanol, 1-hexanol, etanol ou isoamilico) dissolvidos em heptano (10 mL). As reacdes
de esterificacdo foram realizadas a 37°C, com o uso de 200 mg de peneira molecular e
agitacdo de 250 rpm por 24 h. A razdo molar &cido:alcool foi 1:1 e a concentracdo de acido
0,1 M em presenca de heptano. As enzimas utilizadas foram lipase de Pseudomonas
fluorescens imobilizada em octil-silica (LPF-octil-silica, baixa carga) e as lipases
comerciais de Candida antarctica B IM (CALB IM), Thermomyces lanuginosus IM (LTL
IM) e Pseudomonas fluorescens IM (LPF IM), com carga enzimatica de 200 Ugg/g de
acido e LPF-octil-silica (alta carga), com 1% de derivado no meio reacional. A conversdo
da reagéo foi acompanhada por titulometria (KOH 0,025 M), conforme descrito em 3.2.3.

Foi realizada uma sintese do butirato de butila, nas condicGes descritas
anteriormente e a conversdo foi calculada com base nos dados de cromatografia gasosa e
titulacdo, a fim de se verificar a precisdo do método titulométrico.

Na sintese do butirato de butila foram retiradas amostras em intervalos
regulares de tempo e a conversdo acompanhada por cromatografia gasosa em um
cromatografo a gas HP5890 com detector de ionizacdo de chama, gas de arraste nitrogénio
(N,) e coluna (temperatura de 60°C) capilar Restek Crossbond® Carbowax® Polyethylene
glycol (15 m x 0,32 mm x 0,45 mm) com fase estacionéria, sendo o volume de injecdo 1
uL. A conversao da reacdo foi calculada a partir do consumo de alcool (butanol) na reacdo,
para isto foi construida uma curva padrdo de calibracdo de butanol em heptano com

diferentes concentragdes.

3.2.8.5 Sintese de Esteres de Acuicares

As sinteses de ésteres de acgUcares foram realizadas de acordo com
metodologia modificada de Paula, Barboza e Castro (2005). As sinteses foram realizadas
em fracos de vidro fechados contendo misturas de carboidrato (frutose ou lactose) e acido

graxo (oleico ou laurico) dissolvidos em diferentes solventes organicos (terc-butanol ou 2-
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metil-2-butanol) e lipase imobilizada de Pseudomonas fluorescens (LPF-octil-silica) e a
lipase comercial de Candida antarctica B (CALB IM). As reages foram conduzidas a
temperatura de 45 e 55°C, por um periodo de 72 h, agitacdo constante de 250 rpme 1,5 g
de peneira molecular. As Tabela 3.2 eTabela 3.3 mostram as condi¢des operacionais
(temperatura, massa de biocatalisador, razdo molar &cido:agUcar, &cido graxo,
concentracdo de acucar e os biocatalisadores imobilizados utilizados). A conversédo da

reacao foi acompanhada por titulometria (KOH 0,01 M), conforme descrito em 3.2.3.

Tabela 3.2 Condicdes de esterificagdo do acido oleico.

) _ Razdo Molar | Concentracdo de | Solvente
Biocatalisador | . ; ) *T °C | **M
Acido:Acucar | Acucar (mM) (10 mL)
terc-butanol
] 0,25;
2-metil-2- 45
Frutose (25) 0,5;1,0
butanol
1:1 terc-butanol | 55 0,5
LPF-octil-
) terc-butanol
silica )
Lactose (50) 2-metil-2- 45 0,5
butanol
1:2 Frutose (50)
terc-butanol | 45 0,5
2:1 Frutose (25)
Frutose (25) terc-butanol
1:1 2-metil-2- 45 0,5
Lactose (50) butanol
CALB IM 0,25;
45
1:2 Frutose (50) 0,510
terc-butanol
55
0,5
2:1 Frutose (25) 45

*T = Temperatura do meio reacional
**M = massa de biocatalisador (g)

Fonte: Elaborada pela autora.
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) _ Razdo Molar | Concentracdo de | Solvente
Biocatalisador | . . ) i *T°C | **M
Acido:Acucar | Acucar (mM) (10 mL)
LPF-octil- Frutose (25)
- terc-butanol
silica Lactose (50)
1:1 2-metil-2- 45 0,5
Frutose (25)
CALB IM butanol
Lactose (50)

*T = Temperatura d

0 meio reacional

**M = massa de biocatalisador (g)

Fonte: Elaborada pela autora.

3.2.8.6 Hidrdlise de 2-Hidroxi-4-Fenilbutirato de Etila (HPBE)

A hidrdlise de HPBE foi realizada de acordo com metodologia proposta por

Fernandez-Lorente et al. (2001), que consiste na adicdo de 0,5 g de lipase imobilizada em
10 mL de (R,S) HPBE 5mM em tampdo de fosfato de sédio 25 mM, pH 7,5, a 25°C e sob

agitacdo mecanica de 150 rpm. A estereoespecificidade da hidrdlise foi analisada por
HPLC-quiral, em um HPLC (Spectra Physic SP 100) equipado com detector UV (Spectra
Physic SP 8450) a 225 nm. A coluna utilizada foi a Chiracel OD-R e a fase mével uma

mistura de acetonitrila (40%) e adgua (60%). A enantiosseletividade (valor E) foi calculada

pelo excesso enantiomérico (ee) do éster remanescente e pela conversdo (c) (Equacdes 2.4

e 2.5), como reportado por Chen et al. (1982).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo sdo apresentados e discutidos os principais resultados obtidos
neste trabalho de doutorado. Inicialmente sdo apresentados os resultados da caracterizagcdo
dos suportes utilizados, no que se refere a umidade, &rea superficial, didmetro dos poros e
hidrofobicidade. Na sequéncia sdo apresentados os resultados das imobilizacbes de lipase
de Pseudomonas fluorescens (LPF) nos diferentes suportes, bem como a caracterizagdo dos
derivados preparados com relagédo ao rendimento de imobilizagdo, atividade recuperada,
atividade hidrolitica e de esterificacdo e estabilidade térmica em diferentes condi¢des. Em
seguida, sdo apresentados os resultados das aplicacGes dos derivados preparados neste
trabalho, bem como de enzimas imobilizadas comerciais, em reac@es de sintese de ésteres
etilicos de acidos graxos, aromas e ésteres graxos de agucares e resolucdo da mistura
racémica de (R,S)-2-hidroxi-4-fenilbutirato de etila (HPBE).

4.1 Caracterizacdo do suporte

Conforme j& mencionado anteriormente na revisdo bibliografica (secdo
2.4.2), a escolha de um suporte € muito importante na imobilizacdo de lipases. O diametro
dos poros dos suportes merece destaque: eles devem ser suficientemente grandes para
facilitarem a difusdo das moléculas de enzima no interior da estrutura porosa durante o
processo de imobilizacdo e, ainda, evitar ou reduzir limitagdes difusionais de substrato ou
produtos em diferentes reacbes (KENNEDY, 1987). Particularmente quando se pretende
aplicacBes em meios com baixa porcentagem de agua (sintese em meio organico) deve-se
utilizar suportes hidrofébicos, entretanto, mantendo uma minima quantidade de agua para
manter a atividade da enzima (KLIBANOV, 2001). No caso de lipases, superficies
hidrofébicas podem favorecer a imobilizacdo da molécula de enzima na forma ativa,

devido ao mecanismo de ativacao interfacial das lipases (PALOMO et al., 2002.).
4.1.1 Caracteristicas Morfologicas e Hidrofobicidade dos suportes
Os resultados de hidrofobicidade (eficiéncia de adsor¢do do corante rosa de

bengala) e algumas caracteristicas morfologicas dos suportes estudados estéo apresentados
na Tabela 4.1.
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Tabela 4.1 Caracteristicas morfolégicas e hidrofobicidade dos suportes utilizados neste

trabalho.
_ Area Superficial Diametro de _ o
Suportes Umidade (%) *Hidrofobicidade
(m2/g) Poro (A)
Poliestireno 51,49 647,80 91,80 0,93
XAD 7HP 25,37 330,00 64,00 7,43
Silica 2,00 74,80 193,00 5,56
Octil-silica 1,96 73,20 159,50 16,55

*Hidrofobicidade refere-se a quantidade do corante hidrofébico rosa de bengala adsorvida por area
superficial de suporte, expressa em pg/m>.

Fonte: Elaborada pela autora.

Nota-se na Tabela 4.1 que o poliestireno € o suporte que apresentou maior
conteddo de agua, seguido pelos suportes XAD 7HP, silica, octil-silica. Particularmente
em reacOes de esterificacdo e transesterificacdao (producéo de biodiesel, por exemplo), agua
deve ser evitada, pois esta favorece reagdes de hidrdlise, reduzindo o rendimento global da
reacdo. Entretanto, quando essas reacdes sdo catalisadas por enzimas, a presenca de
pequena quantidade de &gua é necessaria para manter a conformacdo nativa da enzima e,
consequentemente, preservar a atividade enzimética. Neste trabalho ndo foi estudado a
influéncia da quantidade de &gua em reacbes de esterificacdo e transesterificacdo;
simplesmente os derivados foram tratados com solventes organicos (hexano, por exemplo)
para reduzir a quantidade de agua.

A partir da Tabela 4.1, verifica-se a seguinte ordem crescente de
hidrofobicidade dos suportes: poliestireno < silica < XAD 7 HP < octil-silica. A
derivatizacdo da silica com grupos octil resultou em um aumento de hidrofobicidade de
aproximadamente 3 vezes, tornando o suporte derivatizado (octil-silica) mais adequado a
imobilizacdo de lipases.

Além da hidrofobicidade do solido, caracteristica de particular importancia
na imobilizacdo de lipases, o didmetro dos poros dos suportes merece destaque. Estes
devem ser suficientemente grandes para facilitarem a difusdo das moléculas de enzima no
interior da estrutura porosa durante o processo de imobilizacéo e, ainda, evitar ou reduzir
limitacOes difusionais de moléculas volumosas (substratos e/ou produtos) em diferentes

reacOes biocataliticas de interesse industrial, como por exemplo, sintese de ésteres etilicos
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de &cidos graxos (biodiesel) a partir de triacilglicerideos, sintese de biossurfactantes a
partir de &cidos graxos e acgucares, dentre outras. Observa-se na Tabela 4.1 que a silica
possui poros com diametros de 2 a 3 vezes maiores em relacdo aos suportes poliestireno e
XAD T7HP, caracteristica esta que a torna mais adequada a imobilizacdo de enzimas
(biomacromoléculas). O suporte de poliestireno € o que possui maior area superficial,
porém é o que apresenta menor hidrofobicidade.

4.1.2 Analise Termogravimétrica

Grupos octil introduzidos na silica por derivatizagdo com ociltrietoxisilano
foram constatados por analise termogravimétrica. Este método tem sido aplicado para
estudar a cinética de decomposicdo de produtos (RODRIGUES et al., 2005).

Na presenca de O, a maioria dos compostos organicos se decompde entre
300 e 600°C. Ha relatos na literatura (LLER, 1979) que a silica é estavel termicamente até
aproximadamente 1200°C. Dessa forma, qualquer perda de massa até atingir esta
temperatura pode ser considerada devido aos grupos octil (no caso do suporte) ou devido a
proteinas adsorvidas (no caso da enzima imobilizada).

Na Figura 4.1 encontram-se apresentadas as curvas TG/DTG do suporte

octil-silica em atmosfera de ar sintético.

Figura 4.1 Andlise termogravimétrica do suporte octil-silica (linha preta é a termogravimetria e

linha azul é a termogravimetria derivada).
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Mediante analise destes resultados, constata-se que de 0 a 200°C esta
amostra continha 1,5% de agua em sua estrutura. Existem varios eventos de perda de
massa; 0s principais ocorreram a 420 e 480°C. Evento menor de perda de massa foi
observado em 520°C. Entre 300 e 600°C observa-se uma perda de massa de 6,2%
decorrente de matéria organica residual. De 600 a 1000°C a perda de massa foi de 1,2%,
aproximadamente. Acima de 1000°C a perda de massa é desprezivel. Portanto, a perda de

massa de 6,2% deve-se, provavelmente, aos grupos octil introduzidos na silica.

4.2 Imobilizacio da LPF

Lipase de Pseudomonas fluorescens (LPF) foi imobilizada em octil-silica,
poliestireno e XAD 7HP por adsor¢édo hidrofobica a 25°C, pH 7,0 e baixa forca idnica.

Na Figura 4.2 s&o mostradas as curvas de desaparecimento da atividade
hidrolitica dos sobrenadantes das suspensdes preparadas, bem como a atividade do controle
(enzima soluvel). Observa-se que a LPF solGvel manteve-se totalmente ativa nas condi¢fes
de imobilizacdo, podendo-se assim inferir que a queda de atividade no sobrenadante deve-

se exclusivamente a imobilizacdo da enzima.

Figura 4.2 Perfil da atividade hidrolitica dos sobrenadantes das suspens@es de imobilizacdo de LPF
a 25°C, tampao fosfato de s6dio 5 mM, pH 7,0 em octil-silica (m), poliestireno (®), XAD 7HP (V)

e controle (#).
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Apb6s 24 h, as imobilizagdes em octil-silica e XAD 7HP atingiram o
equilibrio, rendendo aproximadamente 91 e 76% de imobilizagdo, respectivamente.
Entretanto, a imobilizacdo em poliestireno exige um tempo adicional para atingir este
estado. Esse comportamento esta de acordo com a hidrofobicidade dos suportes. Dentre 0s
trés suportes testados, poliestireno € o menos hidrofébico (poliestireno < XAD 7HP <
octil-silica, Tabela 4.1), o que justifica a menor velocidade de imobilizag¢do neste suporte.

Os resultados de rendimento de imobilizacdo (RI), atividade recuperada

(AR) e atividade hidrolitica medida no derivado (AH) estdo apresentados na Tabela 4.2.

Tabela 4.2 Resultados das imobilizagdes de LPF em XAD 7HP, octil-silica e poliestireno a
25 °C, pH 7 (tampéo fosfato de sédio 5 mM), 24 h. Carga oferecida igual a 5 mg de

proteina/g de suporte.

Suportes RI1 (%) AR (%) Ay (U/g)
XAD 7HP 75,80 = 1,90 26,80 +3,20 221,10 + 20,60
Octil-Silica 91,30+ 0,30 82,10+ 150 650,00 + 15,50
Poliestireno 60,50 = 5,10 15,50 £ 0,20 79,60 = 7,80

RI = rendimento de imobilizacdo; AR = atividade recuperada; Ay = atividade hidrolitica.

Fonte: Elaborada pela autora.

E bem conhecido o fendmeno de ativacdo interfacial de lipases na presenca
de interfaces hidrofdbicas, tais como, gotas de 6leos, bolhas de gas, superficie hidrofébica
de suportes, etc. (AL-DURI et al., 1995; BASTIDA et al., 1998; PALOMO et al., 2002;
PALOMO et al., 2003a). Esse fenbmeno ndo foi aparentemente observado para LPF na
presenca de poliestireno, XAD 7HP e octil-silica, pois todas as atividades recuperadas
ficaram abaixo de 100%. Entretanto, a hiperativacdo (imobilizacdo da lipase na
conformagdo aberta) pode ndo ter sido evidenciada devido ao fato da atividade hidrolitica
ter sido acompanhada com substrato macromolecular (azeite de oliva), enquanto na
literatura os substratos mais usuais séo butirato de p-nitrofenila (p-NPB) e propionato de p-
nitrofenila (p-NPP). A imobilizacdo por adsorcédo interfacial é orientada pela regido mais
hidrofobica da enzima, ou seja, o lado interno da cadeia polipeptidica (tampa) que protege
0 sitio ativo. Na presenca de superficies hidrofébicas a tampa se abre, expondo os residuos
hidrofébicos de aminoacidos, os quais podem interagir com a superficie (FERNANDEZ-

LORENTE et al., 2003). Segundo esse mecanismo, o sitio ativo da lipase estaria voltado
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para 0 suporte, causando, provavelmente, impedimento estérico para substratos
macromoleculares (BASTIDA et al., 1998). Além disso, a hiperativacdo depende do
substrato utilizado. De fato, Palomo et al. (2002) reporta hiperativacdo de lipases de
Candida rugosa (CRL), Candida antarctica B (CALB) e Mucor miehei (MML)
imobilizadas em octadecil-Sepabeads na hidrélise de etil-butirato. Entretanto, na hidrolise
de p-nitrofenilpropionato nenhuma ativacéo (para CRL e CALB) ou ativa¢do muito menor
(MML) foram constatadas. Segundo os pesquisadores, etil-butirato € um composto
pequeno e hidrofdbico e poderia acessar facilmente o sitio ativo da enzima.

Embora uma hiperativagdo da LPF imobilizada ndo tenha sido evidente, a
imobilizacdo em octil-silica rendeu um derivado com alta recuperacdo de atividade
(82,1%) e alta atividade de hidrolise de azeite de oliva (650 U/g). Esse resultado é superior,
por exemplo, ao obtido por Mendes et al. (2012), os quais imobilizaram diferentes lipases
microbianas em gel de PHB, obtendo em torno de 9-91% de atividade recuperada
(atividade medida com azeite de oliva). A recuperacédo de atividade de LPF imobilizada em
octil-silica também é superior aquela obtida por Blanco et al. (2004), que imobilizaram
lipase de Candida antarctica B em octil-silica e obtiverem recuperacdo maxima de
atividade de 48,6% (atividade medida com propionato de p-nitrofenila, p-NPP).

A baixa atividade recuperada dos derivados preparados em poliestireno
(15,5%) e XAD 7HP (26,8%) deve-se provavelmente, a maior area superficial destes
suportes, com isso a lipase pode ser distorcida, pois quanto maior a area mais a molécula
de lipase pode interagir por meio de seus bolsdes hidrofébicos, o que distorce a sua
estrutura nativa. Este efeito tem sido descrito por Mendes et al. (2012) e Bosley e Peilow
(1997).

4.3 Eletroforese

Bastida et al. (1998) e Palomo et al. (2002) reportam que a imobilizacéo de
lipases em superficies hidrofobicas consiste em um método simples para purificacdo e
hiperativacdo de lipases. Devido ao mecanismo de ativacdo interfacial destas enzimas, na
presenca de suportes hidrofobicos e forga ibnica muita baixa, lipases seriam seletivamente

imobilizadas nesses suportes a partir de uma preparacdo enzimatica bruta.
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LPF soluvel e imobilizada em octil-silica, XAD 7HP e poliestireno foram
analisadas quanto a seus perfis eletroforéticos. A Figura 4.3 mostra a imagem do gel de

eletroforese SDS-PAGE destes biocatalisadores.

Figura 4.3 Eletroforese SDS-PAGE de LPF usando gel de poliacrilamida 14%. Pista 1: padréo de
massa molecular em kDa; pista 2: Solucéo de LPF; pista 3: lipase imobilizada em octil-silica (8

mg); pista 4: lipase imobilizada em poliestireno (8 mg) e pista 5: lipase imobilizada em XAD 7HP
(8 mg).

33 kDa

Fonte: Elaborada pela autora.

Pode-se observar que a enzima na forma comercial apresenta uma banda em
torno de 33 kDa, que concorda com a massa molecular da LPF reportada na literatura
(FERNANDEZ-LORENTE et al., 2003; KOJIMA apud SALIS et al., 2009). Entretanto, as
enzimas imobilizadas apresentaram outras proteinas contaminantes, particularmente em
torno de 66 kDa. Esta banda é muito mais expressiva no derivado LPF-octil-silica (pista 3).
Podemos inferir que essas proteinas possuem uma regido altamente hidrofébica em sua
superficie para terem sido imobilizadas em um suporte hidrofébico sob forga ibnica muito
baixa. Essas proteinas sdo contaminantes ou proteinas hidrofébicas propositalmente
adicionadas pelo fabricante para estabilizar e/ou ativar a LPF, pois é conhecido o fato de
lipases serem ativadas na presenca de superficies hidrofobicas, incluindo proteinas
hidrofdbicas e lipopolisacarideos (PALOMO et al., 2003a).

Observa-se na Figura 4.3 uma diferenca na intensidade das bandas para o0s
diferentes derivados (pistas 3 a 5). Foram utilizadas na eletroforese igual massas de

derivados (8 mg) e em suas imobilizacbes igual carga proteica (5 mg/g de suporte).
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Portanto, o resultado da eletroforese corrobora com os resultados de rendimento de
imobilizacdo e recuperagdo de atividade (octil-silica > XAD 7HP > poliestireno).
Inclusive, para LPF imobilizada em poliestireno (pista 4) a banda referente a LPF nédo ¢
sequer perceptivel, corroborando com o fato de ter havido eluicdo da enzima na etapa de
lavagem do derivado.

LPF imobilizada em octil-silica rendeu derivados com atividade hidrolitica
superior aos demais derivados. Octil-silica, com alta hidrofobicidade e poros grandes
(Tabela 4.1), mostrou-se mais adequado a imobilizacdo de lipases, 0 que pode ser
constatado pelo maior rendimento de imobilizagéo e recuperagéo de atividade (Tabela 4.2).
Além disso, suportes a base de silica sdo adequados para uso em solventes organicos e
diferentes configuracdes de reatores (tanque agitado, leito fixo, leito fluidizado, etc.).
Dessa forma, selecionou-se esse suporte para testes de carregamento e os derivados
preparados em octil-silica (baixa carga ou alta carga) para ensaios de inativacao térmica,
producdo de biodiesel, aromas, ésteres de agUcares, etc.

4.4 Carregamento de Octil-Silica e Ajuste de Isoterma de Adsorc¢ao

LPF foi imobilizada em octil-silica, variando-se a carga enzimatica
oferecida (4710 a 23550 U,ite/g Suporte, aproximadamente 50 a 270 mg de proteina/g
suporte), a 25°C, pH 7,0, baixa forca i6nica (5 mM) e 24 h (tempo para atingir o equilibrio
da adsor¢do em todos os carregamentos).

A Figura 4.4 mostra que a isoterma de Langmuir ajustou-se aos dados
experimentais (atividade do sobrenadante no equilibrio versus atividade tedrica no
suporte), evidenciando que a adsorcdo de LPF sobre octil-silica ocorre em monocamadas.
Resultados semelhantes foram obtidos por Blanco et al. (2004), os quais imobilizaram
lipase de Candida antarctica B em octil-silica e verificaram pelo ajuste da isoterma de
Langmuir aos dados experimentais, até um carregamento de 200 mg proteina/g de suporte,
que a adsorcdo das moléculas de enzima ocorre em monocamadas.

Os parametros do modelo de Langmuir (K. e qm) estdo listados na Tabela
4.3. A capacidade méxima do suporte, dada pelo pardmetro qm, foi de 14193 Uaz.ite/g de
suporte, 0 que corresponde a aproximadamente 168 mg de proteina/g de suporte (a

atividade especifica da LPF da Amano é em torno de 85 Ugite/mg). Experimentalmente, o
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derivado mais carregado apresentou uma atividade tedrica de (11256 £ 176) Uazite/g, 0 que
corresponde a aproximadamente 130 mg de proteina/g de suporte.

Figura 4.4 Ajustes da isoterma de Langmuir aos dados experimentais de adsorcdo de LPF sobre a

superficie hidrofébica de octil-silica a 25 °C, tampdo fosfato de sédio 5 mM, pH 7,0.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Tabela 4.3 Parametros da isoterma de Langmuir ajustada aos dados experimentais de
adsorcédo de LPF sobre octil-silica (25°C, pH 7,0, 24h).

Suporte R? am (U/Q) KL (U/mL)
Octil-Silica 0,977 14193 + 1141 20,09 + 4,07

R* = coeficiente de correlacéo

Fonte: Elaborada pela autora.

O derivado LPF-octil-silica (alta carga) foi analisado quanto a umidade,
area superficial, tamanho de poros e termogravimetria. O derivado apresentou umidade de
1,75%, ap6s tratamento com hexano. A &rea superficial reduziu de 73,20 m?/g (Tabela 4.1)
para 46,10 m?/g, comprovando adsorcdo da LPF ao suporte. O didametro de poro também
sofreu uma reducio de 159,50 A (Tabela 4.1) para 115,50 A. Mesmo com essa reducio, a
porosidade do derivado é adequada para a acessibilidade de macromoléculas (substratos e
produtos). A reducéo na area superficial de octil-silica também foi observada por Blanco et
al. (2004), que estudaram a funcionalizagdo de silica mesoporosa para a imobilizagdo de

lipase de Candida antarctica B.
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Na Figura 4.5 encontram-se apresentadas as curvas TG/DTG do derivado de
LPF-octil-silica, preparado com alta carga, em atmosfera de ar sintético.

Figura 4.5 Andlise termogravimétrica do derivado LPF-octil-silica (linha preta é a

termogravimetria e linha azul é a termogravimetria derivada).
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Fonte: Elaborada pela autora.

De 0 a 200°C o derivado perdeu 1,6% de massa, devido a agua em sua
estrutura. Entre 300 e 600°C observa-se uma perda de massa em torno de 17,1%.
Entretanto, o principal evento de perda de massa foi observado em 395°C (15,5%), com
eventos menores em 420 e 450°C. Com perda de massa devido aos grupos octil
corresponde a 6,2% (indicado pela andlise termogravimétrico do suporte sem enzima),
pode-se concluir que uma perda de massa de 9,3% foi devida a enzima adsorvida ao
suporte. Blanco et al. (2007), também observaram uma perda de massa de 14% na faixa de

temperatura de 200 e 400°C, associando essa perda a carga enzimatica do suporte.
4.5 Estabilidade Térmica da LPF (Estimativa do Tempo de Meia-Vida)
A estabilidade térmica de LPF soltvel e imobilizada em octil-silica foi

investigada em tampdo fosfato de sédio 100 mM, pH 7,0, 60°C. A Figura 4.6 mostra as

curvas de inativacao termica desses biocatalisadores.
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Figura 4.6 Perfil de inativacdo térmica a 60°C, tampao fosfato de sédio 100 mM, pH 7,0 de LPF

soltivel (m) e imobilizada em octil-silica ().
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Fonte: Elaborada pela autora.

O modelo de Sadana e Henley (1987) foi ajustado aos dados experimentais
e usado para estimar o tempo de meia-vida (t1,, Equacdo 3.10) da LPF soluvel e LPF-octil-
silica. Os resultados sdo mostrados na Tabela 4.4.

Tabela 4.4 Tempo de meia-vida a 60°C, pH 7,0, da LPF soltvel e LPF-octil-silica.

LPF Solavel LPF-Octil-Silica

tiz (h) 34,0 29,0

Fonte: Elaborada pela autora.

A Figura 4.6 mostra perfis semelhantes de inativagdo para LPF em ambas as
formas (soltvel e imobilizada), rendendo tempos de meia-vida muito préximos (Tabela
4.4). Dois fatores podem ter contribuido para a estabilidade da enzima soluvel: (i) lipases
em solucéo, dentre elas LPF, tendem a formar agregados bimoleculares (MM em torno de
66 kDa para LPF), 0s quais S0 menos ativos e mais estaveis que a forma monomolecular
da enzima (PALOMO et al., 2003a; FERNANDEZ-LORENTE et al., 2003); (ii) a enzima
soluvel pode conter proteinas estabilizantes em sua formulacdo, como por exemplo,
albumina, que € usada para estabilizar solugdes enzimaticas (BLANCO et al., 2004). Essa
ultima hipotese € reforcada pela banda em torno de 66 kDa observada na eletroforese

(Figura 4.3) da LPF soluvel e imobilizada em octil-silica.
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Embora a imobilizagdo hidrofébica interfacial de lipases possa render
derivados estéaveis, devido a forte interacdo que pode ser estabelecida entre proteina e
suporte, a comparacdo da estabilidade do derivado com a enzima soluvel fica prejudicada
devido aos efeitos citados acima que podem estar presentes na preparacdo enzimatica

soluvel.
4.6 Estabilidade Térmica da LPF na Presenca de Etanol

A estabilidade térmica de LPF solivel e imobilizada em octil-silica foi
investigada a 45°C, pH 8,0 (tampéo fosfato de s6dio 100 mM) e na presenca de 36% (v/v)

de etanol. As curvas de inativacao térmica sdo mostradas na Figura 4.7.

Figura 4.7 Perfil de inativacdo térmica a 45°C (pH 8,0) na presenca de etanol (36%, v/v) da LPF

soluvel (m) e imobilizada em octil-silica ().
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Fonte: Elaborada pela autora.
A Tabela 4.5 apresenta os tempos de meia-vida (t12) dos biocatalisadores,

estimados a partir do modelo de Sadana e Henley (1987), ajustados aos dados

experimentais de inativagao térmica.
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Tabela 4.5 Tempo de meia-vida de LPF soltvel e LPF-octil-silica a 45°C, pH 8,0 e na
presenca de etanol (36%, v/v).

LPF Soluvel LPF-Octil-Silica

t12 () 0,66 7,76

Fonte: Elaborada pela autora.

Observa-se na Tabela 4.5 que o derivado preparado em octil-silica
apresentou um tempo de meia-vida aproximadamente 12 vezes maior ao da enzima
soluvel. Neste caso, a LPF solivel, mesmo na possivel presenca de agregados
bimoleculares e de proteinas estabilizantes, ndo se pode preservar do efeito inativante do
etanol. A estabilidade do derivado LPF-octil-silica na presenca deste solvente organico o
torna adequado a muitas bioconversdes de interesse comercial, nas quais etanol age como
solvente ou substrato, tais como, sintese de ésteres etilicos de acidos graxos (biodiesel) e

aromas (butirato de etila, por exemplo).

4.7 Estabilidade Térmica do Derivado de LPF-Octil-Silica nas CondicGes de Sintese

de Biodiesel

Visando a utilizacdo do derivado LPF-octil-silica na sintese de biodiesel, a
estabilidade térmica deste derivado (com baixa e alta carga enzimatica) foi investigada na
presenca de dleo de soja e etanol (razdo molar 1:7) a 40°C. As curvas de inativacao térmica
sédo mostradas na Figura 4.8.
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Figura 4.8 Perfil de inativacdo a 40°C de LPF-octil-silica, baixa (e) ¢ alta (m) carga (5 ¢ 40 mg de
proteina/g de suporte, respectivamente) na presenca de 6leo de soja e etanol (razdo Molar 1:7).
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Fonte: Elaborada pela autora.

A partir das curvas de inativacdo (modelo de Sadana e Henley, 1987,
ajustado aos dados experimentais), estimou-se o tempo de meia-vida (t1,) da LPF-octil-
silica imobilizada com baixa e alta carga enzimética. Os resultados sdao mostrados na
Tabela 4.6.

Tabela 4.6 Tempo de meia-vida a 40°C da LPF-octil-silica na presenca de 6leo de soja e

etanol (razdo molar 1:7).

Baixa carga (5 mg de proteina /g Alta carga (40 mg de proteina/ g

de suporte) de suporte)

tu () 93,3 2493

Fonte: Elaborada pela autora.

Observa-se na Tabela 4.6 que o tempo de meia-vida (ty2) da LPF
imobilizada em alta carga foi em torno de 2,7 vezes maior em relagdo a LPF imobilizada
em baixa carga. Isso se deve possivelmente a presenca de efeitos difusivos na medida da
atividade da enzima imobilizada em alta carga, ou seja, a velocidade da reagdo é mais alta
que a de difusdo, devido a alta concentracdo de enzima por volume de catalisador.
Consequentemente, a velocidade aparente € menor que aquela esperada para a

correspondente concentragdo de enzima. A medida que parte da enzima inativa-se, a
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velocidade de reacdo diminui, mas o sistema continua controlado pela difusdo do reagente,
com uma maior estabilidade térmica aparente do sistema. Este efeito torna-se atrativo do
ponto de vista industrial, pois o biorreator podera ser operado por maior tempo (caso o
processo seja continuo) ou por maior nimero de ciclos (caso o processo seja batelada) com

a mesma carga catalitica (mesma massa de biocatalisador no reator).

4.8 Atividades de Esterificacdo e Hidrolise de Lipases Imobilizadas

A atividade de esterificagdo do derivado LPF-octil-silica, bem como de
lipases imobilizadas comerciais (LPF IM, CALB IM, LTL IM), foi medida a 37°C na
sintese de butirato de butila a partir de butanol e acido butirico (razdo molar 1:1), em
heptano. As atividades hidroliticas foram medidas a 25°C, pH 7,0, na hidrdlise de butirato
de p-nitrofenila (p-NPB). A Tabela 4.7 mostra os valores das atividades hidroliticas e de
esterificacdo, medidas conforme descrito em Materiais e Métodos.

Tabela 4.7 Atividades hidroliticas e de esterificacdo de lipases imobilizadas.

) Atividade de Hidrolise Atividade de Esterificagao
Derivados

(Upnre/0)* (Ues/9)?
LPF-octil-silica® 59,0 16,4
CALB IM 62,0 586,5
LTL IM 132,0 96,5
LPF IM 37,0 50,0

'U,.npe = atividade a 25°C, pH 7,0 na hidrélise de p-NPB.

2Ugq = Unidade de esterificacdo, definida como a taxa de formagdo de 1 umol de butirato de butila por min a
37°C a partir de 1-butanol e cido butirico (razdo molar 1:1), em heptano.

*Foi utilizado derivado com baixa carga (5 mg de proteina/g de suporte).

Fonte: Elaborada pela autora.

As lipases comerciais imobilizadas de Candida antarctica B (CALB IM) e
Thermomyces lanuginosus (LTL IM) apresentaram maior atividade de esterificacdo, sendo
que para a CALB IM esta atividade foi em torno de 9 vezes superior a atividade hidrolitica.
Lipases imobilizadas de Thermomyces lanuginosus (LTL IM) e Candida antarctica B

(CALB IM) também apresentaram maior atividade de hidrolise.
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Comparando as duas lipases de P. fluorescens (Tabela 4.7) observa-se
propriedades cataliticas distintas: LPF IM (LPF imobilizada covalentemente em resina
acrilica ativada com grupos epoxidos) apresentou maior atividade de esterificacdo e LPF-
octil-silica (LPF adsorvida hidrofobicamente em silica funcionalizada com grupos octil)
apresentou maior atividade de hidrolise. Palomo et al. (2003a) reporta que as propriedades
cataliticas de uma lipase podem ser alteradas por técnicas de imobilizagdo que promovam
diferentes orientacGes da enzima ao suporte, ou seja, imobilizacdo através de diferentes
regides de sua superficie. No derivado LPF-octil-silica, a enzima é orientada ao suporte
pela sua regido mais hidrofébica (lado interno da tampa que protege o sitio ativo) e no
derivado LPF IM a enzima é orientada pela sua regido mais rica em grupos —NH,, -OH, —
SH, etc. (MATEO et al., 2000).

4.9 Sintese do Oleato de Etila

Além da hidrélise de triacilglicerideos, importante para 0 metabolismo de
gorduras, lipases podem ser usadas em outras aplicacdes de interesse industrial, tanto em
meio aquoso quanto em meio organico. Por exemplo, lipases podem ser usadas na sintese
de ésteres de acidos graxos como ingredientes para cosméticos ou surfactantes, sintese de
intermediarios “chaves” na quimica organica ou farmacéutica, tais como,_alcoois, acidos
carboxilicos e aminas quirais (FERNANDEZ-LAFUENTE et al., 1998).

De acordo com Hazarika et al. (2002), os ésteres etilicos (oleatos) podem
ser utilizados como plastificantes, lubrificantes e fluidos hidraulicos. Doymaz (2004) e
Lewicki (2006) reportam que oleato de etila pode ser utilizado na desidratacdo osmética de
tomates e pimentdes, promovendo a perda de agua, e consequentemente, induzindo o
aumento no teor de agucar, bem como lhes conferindo uma cor luminosa.

Neste contexto, LPF imobilizada em octil-silica foi utilizada na sintese de
oleato de etila e a conversao da reacdo de esterificagdo comparada com aquelas obtidas por
lipases imobilizadas disponiveis comercialmente (LTL IM, CALB IM e LPF IM). A reacédo
foi conduzida a 37°C, por 24 h, 250 rpm e com uma razdo molar &cido oleico:etanol de 1:1.

Os perfis de conversdo com o tempo sd@o mostrados na Figura 4.9.



101

Figura 4.9 Conversdo da sintese de oleato de etila, a 37°C, 24 h, 250 rpm, razdo molar &cido:alcool
de 1:1, usando LTL IM (o), LPF IM (e), CALB IM (#), LPF-octil-silica baixa carga (%) (carga
enzimatica de 106 Ugy/g de &cido) e LPF-octil-silica alta carga (V) (1% de derivado).
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Fonte: Elaborada pela autora.

Pode-se observar na Figura 4.9 que todos os derivados foram eficientes na
sintese de oleato de etila, chegando a conversdes na ordem de 87-93% ap06s 12 horas de
reacdo. Apos 1 h de reacdo, LTL IM atingiu uma conversdo de aproximadamente 90% e
LPF-octil-silica em torno de 80%. As lipases comerciais CALB IM e LPF IM renderam

uma conversdo da ordem de 60% no mesmo periodo de tempo.

Neste trabalho, lipase de Pseudomonas fluorescens foi imobilizada em
suportes sélidos porosos visando a sua aplicagdo em meio organico (baixa porcentagem de
agua) e em meio aquoso. Para o primeiro caso, LPF foi imobilizada em suportes
hidrofébicos, visando particularmente a sua aplicacdo na sintese de biodiesel, aromas e
ésteres graxos de agucares; no segundo caso, LPF foi imobilizada em suportes hidrofilicos
visando sua aplicacdo em hidrolise enantiosseletiva. Os proximos topicos deste trabalho
abordardo essas aplicacdes, mostrando o0s principais resultados obtidos com os
biocatalisadores preparados e comparando-os com biocatalisadores imobilizados

disponiveis comercialmente.
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4.10 Sintese de Biodiesel

Na sintese de biodiesel por via etandlica, foram utilizadas duas fontes de
triacilglicerideos, Oleo de babacu e 6leo de soja. No primeiro caso, utilizaram-se LPF
imobilizada em octil-silica, XAD 7HP e poliestireno, com atividades aparentes de 1574,
635 e 582 Uqite/g de suporte, respectivamente. Os derivados comerciais selecionados para
comparacdo foram CALB IM e LTL IM.

Todas as reacdes foram processadas a 40°C, razdo molar o6leo/alcool 1:7,
500 rpm, 0,2 g de biocatalisador/g de substrato, na auséncia ou na presenca de peneira
molecular. A Figura 4.10 mostra o rendimento da reacdo de transesterificacdo do 6leo de
babacu em ésteres etilicos (biodiesel) com o tempo.

Todos os derivados atingiram um rendimento em torno de 100% ap6s 48
horas de reacdo. As diferencas nos rendimentos com 0 tempo devem-se a cargas
enzimaticas distintas no reator. Como foram utilizados 0,2 g de biocatalisador/g de
substrato em todas as sinteses, a carga enzimatica efetiva no reator era de
aproximadamente 116, 127 e 315 U,i/g de substrato, respectivamente para LPF-
poliestireno, LPF-XAD 7HP e LPF-octil-silica.

Figura 4.10 Rendimento de transesterificacdo de 6leo de babagu em ésteres etilicos a 40°C, razéo

molar 6leo:etanol igual a 1:7, agitagdo de 500 rpm e carga enzimatica de 0,2 g de biocatalisador/g
de substrato. Reagdes catalisadas por LPF-octil-silica (=), LPF-XAD 7HP (=) e LPF-Poliestireno

(m).
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Analisando a Figura 4.10, observa-se que com 24 h de reacdo o derivado
LPF-octil-silica apresentou um rendimento em torno de 100%, enquanto os demais
derivados alcangaram este rendimento em 48 h de reacdo. Observa-se também que apds 6h
de reacdo, o derivado LPF-poliestireno apresentou um rendimento semelhante ao do
derivado LPF-octil-silica, mesmo com uma carga enzimética no reator 2,7 vezes menor. A
diferenca mais significativa do poliestireno para o octil-silica é a maior umidade do
primeiro. Neste contexto, seria interessante estudar-se futuramente o desempenho do
biocatalisador LPF-octil-silica na sintese de biodiesel controlando sua porcentagem de
adgua. XAD 7HP, embora tenha umidade maior que a do octil-silica, apresenta poros
menores (64 A), podendo possivelmente apresentar problemas difusionais.

Mendes et al. (2012) obtiveram rendimentos similares ao obtido neste
trabalho (100%) na transesterificacdo de 6leo de babacgu e etanol (razdo molar 1:9) a 45°C,
72 h, catalisada por LPF imobilizada em esferas grandes de PHB. Paula et al. (2007)
obtiveram rendimento de 75% na transesterificacdo de 6leo de babagu e etanol (razédo
molar 1:10) a 40°C, 48 h, catalisada por lipase de pancreas de porco imobilizada em POS-
PVA ativada com glutaraldeido.

A Figura 4.11 mostra os rendimentos das reacOes de transesterificagdo com
o tempo do 6leo de soja em ésteres etilicos (biodiesel), utilizando LPF-octil-silica e as
lipases comerciais imobilizadas CALB IM e LTL IM, na auséncia de peneira molecular.

Figura 4.11 Rendimento de transesterificacdo de 6leo de soja em ésteres etilicos a 40°C, razdo
molar 6leo:etanol igual a 1:7, agitacdo de 500 rpm, sem peneira molecular. Rea¢@es catalisadas por
LPF-octil-silica (»), LTL IM (m) e CALB IM (m) (carga enzimatica de 0,2; 0,13 e 0,15 g de
biocatalisador/g de substrato, respectivamente).
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Observa-se na Figura 4.11 desempenho similar para todos o0s
biocatalisadores (rendimento em torno de 80% apds 48 h de reacdo). A diferenga nos
rendimentos ao longo do tempo deve-se a cargas enzimaticas diferentes no reator.

Rendimentos superiores (87 a 100%) sdo reportados na literatura (ver
Tabela 2.2) na producdo de biodiesel de 6leo de soja catalisada por diferentes lipases,
entretanto, em alguns trabalhos a transesterificacdo é realizada com metanol, o qual
apresenta grandes desvantagens em relacdo ao etanol, tais como, toxicidade, ndo renovavel
e derivado do petroleo. Rodrigues et al. (2010) obtiveram 100% de rendimento na
transesterificacdo de 6leo de soja e etanol, entretanto, etanol foi alimentado em duas
etapas.

A transesterificacdo de Oleo de soja e etanol também foi realizada na
presenca de peneira molecular, mantendo-se as demais condi¢Ges operacionais. A Figura
4.12 mostra os rendimentos das reagdes com o tempo.

Figura 4.12 Rendimento de transesterificacdo de 0leo de soja em ésteres etilicos a 40°C, razdo
molar 6leo/etanol igual a 1:7, agitagdo de 500 rpm e 1,0 g de peneira molecular. Rea¢Ges
catalisadas por LPF-octil-silica (w), LTL IM (m) e CALB IM (m) (carga enzimatica de 0,2; 0,13 e

0,15 g de biocatalisador/g de substrato, respectivamente).
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Fonte: Elaborada pela autora.

Observa-se na Figura 4.12 que peneira molecular prejudicou o desempenho
dos biocatalisadores LPF-octil-silica e LTL IM; os rendimentos ndo ultrapassaram 66 e
54%, respectivamente, mesmo com 72 h de reagdo. O rendimento com CALB IM manteve-

se inalterado, 80% em 48 h de reacdo. Provavelmente, a diferenca nos rendimentos de
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transesterificacdo foi devido a porcentagem de &gua do meio reacional. Os derivados
possuiam as seguintes umidades: 4,66%, 1,94% e 1,75%, respectivamente para CALB IM,
LTL IM e LPF-octil-silica. Como se pode notar, CALB IM apresentava quase 2,5 vezes
mais agua do que os outros derivados e, portanto, a peneira molecular pode ter removido
excessivamente agua dos biocatalisadores, necessaria para manter a atividade catalitica da
enzima (polaridade do sitio ativo, conformacéo 3D, etc.).

4.10.1 Ensaios de Adsorcao de Glicerol no Biocatalisador LPF-Octil-Silica

E amplamente reportado na literatura que a enzima imobilizada mais
utilizada em biotransformacdes é a lipase de Candida antarctica tipo B (NELSON,
FOGLIA e MARMER, 1996; SHIMADA et al., 1999; WATANABE et al., 2000; DU et
al., 2004; CHANG et al., 2005; RODRIGUES et al., 2008). Esta enzima ¢é fornecida pela
Novozymes sob a denominagdo comercial de Novozym 435 e é fisicamente adsorvida
sobre a resina macroporosa Lewatit VPOC1600. Entretanto, estudos realizados por Séverac
et al. (2011) mostraram que a natureza hidrofilica deste suporte é uma limitacdo no campo
da catalise heterogénea, particularmente na producdo de biodiesel. Glicerol € adsorvido
sobre o suporte resultando em uma dréstica reducdo da atividade enzimatica.
Provavelmente, glicerol forma uma camada hidrofilica ao redor da enzima, resultando em
limitacGes difusionais na transferéncia de massa dos triglicerideos para a enzima. Portanto,
embora preparacdes de lipases imobilizadas possam ser obtidas comercialmente, o
desenvolvimento de novos biocatalisadores imobilizados é de consideravel importancia.

O derivado LPF-octil-silica foi incubado em uma solucdo de glicerol e
etanol e mantido sob agitacdo a 40°C por 72 h. As concentracdes inicial e final de glicerol
em solucdo foram medidas por RI-HPLC. A Figura 4.13 mostra 0os cromatogramas de
glicerol para os tempos inicial e final do ensaio. Pode-se observar que ap6s 72 h, o
derivado LPF-octil-silica ndo havia adsorvido glicerol (a intensidade dos picos de glicerol
para a amostra inicial e final era a mesma). Portanto, o derivado LPF-octil-silica mostrou-
se com propriedades vantajosas para a producgdo de biodiesel em processo continuo, uma

vez que dispensa operacdes de lavagem do biocatalisador para sua regeneracao.
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Figura 4.13 Cromatograma (RI-HPLC) de glicerol em solucdo para o teste de adsor¢do no
derivado LPF-octil-silica (linha vermelha é o tempo inicial e linha azul é o tempo final).

Glicerol

Fonte: Elaborada pela autora.

4.10.2 Estabilidade Operacional (Reuso) do derivado LPF-octil-silica na sintese de

biodiesel

O derivado LPF-octil-silica foi utilizado em bateladas sucessivas de
transesterificacdo de 6leo de soja e etanol a 40°C, 24 h, 500 rpm de agitacdo, razdo molar
1:7 (6leo:etanol) e 0,2 g de derivado/g de substrato. Entre uma batelada e outra o derivado
era lavado com hexano. Esteres etilicos produzidos a cada batelada eram quantificados por
cromatografia gasosa. A Figura 4.14 mostra os rendimentos de transesterificacdo para 5
bateladas sucessivas.



107

Figura 4.14 Rendimentos de transesterificacdo de 6leo de soja e etanol em bateladas sucessivas,
catalisada por LPF-octil-silica a 40°C, razdo molar 6leo:etanol de 1:7, agitacdo de 500 rpm e carga
enzimatica de 0,2 g de catalisador/g de substrato. O rendimento da primeira batelada foi
considerado igual a 100%. As barras representam desvios padrdes de replicatas.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Observa-se na Figura 4.14 que o derivado LPF-octil-silica foi
consideravelmente estavel. A partir da terceira batelada houve uma perda da atividade e
consequentemente uma diminuicdo, em torno de 10%, no rendimento da sintese de
biodiesel. Como nas trés primeiras bateladas ndo se observou perda de atividade, pode-se
descartar a hipétese de desprendimento de enzima do suporte nas condi¢Bes operacionais.
Em geral, lipases imobilizadas em suportes hidrofobicos que se assemelham a seus
substratos naturais (neste caso, octil-silica) permanecem fortemente adsorvidas a eles na
forma aberta, dificilmente sendo eluidas de tais superficies, por serem as lipases
completamente insol(iveis em meio organico (FERNANDEZ-LAFUENTE et al., 1998). A
queda de atividade deve-se, portanto, a inativagdo da enzima pela combinacdo
temperatura/solvente organico.

4.11 Sinteses de Esteres Aromatizantes

LPF-octil-silica (baixa e alta carga) e as enzimas imobilizadas comerciais
LPF IM, CALB IM e LTL IM foram utilizadas na sintese dos aromas de morango (acetato
de butila), frutado (acetato de hexila), banana (acetato de isoamila), abacaxi (butirato de

butila) e abacaxi (butirato de etila). Baixa e alta carga referem-se a carga proteica oferecida
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na imobilizacdo igual a 5 e 40 mg de proteina/g de suporte, respectivamente. Todas as
reacOes foram conduzidas a 37°C, 24 h, 250 rpm e razdo molar 1:1 (acido:alcool). As
Figuras 4.15 a 4.19 mostram as conversdes das reac6es de esterificacdo com o tempo.

Na reacdo de esterificacdo do acetato de butila (Figura 4.15), observa-se que
todos os derivados renderam em torno de 100% de conversdo ap0s 24 h de reacdo. CALB
IM e LPF-octil-silica (alta carga) foram mais eficientes, atingindo 97% em apenas 4 h de
reacao, ou em 12 h para o derivado LPF-octil-silica (baixa carga).

Figura 4.15 Conversdo da sintese de acetato de butila (Morango) a 37°C, 24 h, 250 rpm, razéo
molar &cido:alcool de 1:1 e usando LTL IM (m), LPF IM (o), CALB IM (0), LPF-octil-silica baixa
carga (<) (carga enzimatica de 200 Ugy/g de &cido) e LPF-octil-silica alta carga (V) (1% de

derivado). As barras representam desvios padrdes de replicatas.
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Fonte: Elaborada pela autora.

A Figura 4.16 mostra o perfil de conversdo de esterificacdo para o acetato
de hexila. Observa-se que os derivados LPF-octil-silica (baixa e alta carga) e CALB IM

foram superiormente eficientes aos demais, atingindo 97% de conversdo com apenas 6
horas de reacdo.
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Figura 4.16 Converséo da sintese de acetato de hexila (Frutado) a 37°C, 24 h, 250 rpm, razéo
molar &cido:alcool de 1:1 e usando LTL IM (m), LPF IM (o), CALB IM (0), LPF-octil-silica baixa
carga () (carga enzimatica de 200 Ugy/g de &cido) e LPF-octil-silica alta carga (V) (1% de
derivado). As barras representam desvios padrdes de replicatas.
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Fonte: Elaborada pela autora.

A Figura 4.17 mostra o perfil de conversdes da sintese de acetato de
isoamila. Observa-se que o derivado LPF-octil-silica (baixa e alta carga) renderam 83 e
92%, respectivamente, de conversdo em apenas 4 h de reacéo.

Figura 4.17 Conversdo da sintese de acetato de isoamila (Banana) a 37°C, 24 h, 250 rpm, razédo
molar acido:alcool de 1:1 e usando LTL IM (m), LPF IM (o), CALB IM (0), LPF-octil-silica baixa
carga () (carga enzimatica de 200 Ugy/g de &cido) e LPF-octil-silica alta carga (V) (1% de

derivado). As barras representam desvios padrdes de replicatas.
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Fonte: Elaborada pela autora.
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As Figuras 4.18 e 4.19 mostram os perfis de conversées com 0 tempo para
as sinteses de butirato de butila e butirato de etila. Utilizando os derivados LPF-octil-silica,
LTL IM e CALB IM conseguiu-se conversdes de aproximadamente 95 e 90% nas sinteses
de butirato de butila (Figura 4.18) e butirato de etila (Figura 4.19), respectivamente. O

derivado comercial LPF IM foi menos eficiente, necessitando de 24 h para atingir
conversoes similares.

Figura 4.18 Conversdo da sintese de butirato de butila (Abacaxi) a 37°C, 24 h, 250 rpm, razéo
molar acido:alcool de 1:1 e usando LTL IM (m), LPF IM (o), CALB IM (0), LPF-octil-silica baixa
carga () (carga enzimatica de 200 Ugy/g de &cido) e LPF-octil-silica alta carga (V) (1% de

derivado). As barras representam desvios padrdes de replicatas.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 4.19 Conversdo da sintese do butirato de etila (Abacaxi) a 37°C, 24 h, 250 rpm, razdo
molar acido:alcool de 1:1 e usando LTL IM (m), LPF IM (o), CALB IM (0), LPF-octil-silica baixa
carga (<) (carga enzimatica de 200 Ugy/g de &cido) e LPF-octil-silica alta carga (V) (1% de

derivado). As barras representam desvios padrdes de replicatas.
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Fonte: Elaborada pela autora.
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A literatura reporta varios trabalhos de sinteses enziméticas de aromas
(Tabela 2.3), com conversdes variando de 72 a 100%. Uma comparagdo mais rigorosa com
os resultados obtidos neste trabalho é dificultada, pois as condi¢des reacionais sdo muito
distintas (diferentes temperaturas, razdes molares acido:alcool, carga enzimatica no reator,
espécie de lipase, etc.). Entretanto, pode-se concluir que o derivado preparado neste
trabalno (LPF-octil-silica) apresentou um bom desempenho comparado aos
biocatalisadores comerciais imobilizados, com conversdes (todas acima de 90%) atrativas

do ponto de vista industrial.

4.11.1 Sintese de Butirato de Butila — Acompanhamento da Reacdo por

Cromatografia Gasosa e Titulagcdo

Em todas as sinteses de aromas apresentadas anteriormente, a reacdo de
esterificacdo foi acompanhada pelo consumo de &cido por titulometria. Com o intuito de se
verificar a precisdo deste método, butirato de butila foi produzido nas mesmas condicgdes
anteriores, acompanhando-se a reacdo pelo consumo de acido (titulometria) e pelo
consumo de alcool (cromatografia gasosa).

Pode-se verificar (Figura 4.20) que as conversdes calculadas a partir do
consumo de &cido (analisado por titulometria) e do consumo de alcool (analisado por CG)
concordam significativamente bem. ConversGes acima de 96% foram obtidas com os

derivados LPF-octil-silica e CALB IM ap06s 6 horas de reacéo.
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Figura 4.20 Conversdo da sintese de butirato de butila a 37°C, 24 h, 250 rpm, razdo molar
acido:alcool de 1:1 e carga enzimatica de 200 Ugy/g de acido. A converséo foi acompanhada por
titulagdo, usando os biocatalisadores de LPF-octil-silica baixa carga (<) e CALB IM (#) e por

cromatografia gasosa, usando LPF-octil-silica baixa carga (m), CALB IM (e). As barras

representam desvios padrfes de replicatas.
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Fonte: Elaborada pela autora.

4.11.2 Estabilidade Operacional (Reuso) dos Derivados na Sintese de Butirato de
Butila

Para que um processo enzimatico seja economicamente vidvel do ponto de
vista industrial é necessario que, além de fatores inerentes a qualquer reacdo quimica, o
custo do biocatalisador seja reduzido. Uma maneira de atingir esse objetivo é trabalhar-se
com enzimas imobilizadas e estabilizadas, de tal forma que um reator possa ser operado
continuamente por longos periodos de tempo, sem troca do biocatalisador, ou que este
possa ser reutilizado em vérios ciclos de operacfes em batelada, utilizando-se reatores de
tanque agitado.

As estabilidades operacionais dos biocatalisadores LPF-octil-silica, LTL
IM, CALB IM e LPF IM foram estudadas em uma série de ensaios sucessivos de
esterificacdo, com remocao dos biocatalisadores por filtracdo e lavagem com heptano ao
final de cada batelada.

A Figura 4.21 mostra as conversdes das reacdes de esterificacdo em oito
ciclos operacionais, reutilizando os biocatalisadores imobilizados.
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Figura 4.21 Reuso de lipases imobilizadas na sintese do butirato de butila a 37 °C, 12 h, 250 rpm,
razdo molar &cido:alcool de 1:1, carga enzimética de 200 Ugs/g de cido e usando LTL IM (©),
LPF IM (A), CALB IM (m), LPF-octil-silica baixa carga (). A conversdo da primeira batelada foi
considerada 100%. As barras representam desvios padrdes de replicatas.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Pode-se observar que todos os derivados, com excecdo da LPF IM, se
mantiveram altamente estaveis apos oito ciclos reacionais, mantendo a maxima conversao
de acido butirico. Apds 7 ciclos reacionais utilizando a lipase comercial imobilizada (LPF

IM), observa-se uma perda em sua atividade catalitica de aproximadamente 40%.

4.12 Esteres de Aglicares

A biossintese de ésteres graxos de acUcares (surfactantes ndo idnicos,
biodegradaveis, atoxicos, ndo irritantes e inodoros) € uma rota muito atrativa do ponto de
vista ambiental e econdmico. A especificidade das enzimas em meio organico permite a
obtencdo de produtos muito mais puros, além de que o uso desses biocatalisadores permite
que a reacdo seja conduzida em condicGes suaves de temperatura e pH. Diferentemente, a
producéo de ésteres graxos de aglcares por processos quimicos requer que a reagdo seja
conduzida a altas temperaturas e na presenca de catalisadores alcalinos e solventes toxicos
(piridina, dimetilformamida — DMF, dimetilsulféxido — DMSO, etc.), resultando em alto
consumo de energia, formagdo de produtos indesejaveis e baixa seletividade (PATIL,
LEONARDIS e NAG, 2011; SUTILI et al., 2013).



114

O grande “gargalo” na derivatizagdo de carboidratos em meio organico ¢ a
solubilizacdo do sacarideo. Somado a isso, a rota enzimatica enfrenta ainda a dificuldade
de preservar a atividade catalitica do biocatalisador nesse meio. Solventes organicos
usualmente empregados em processos quimicos (DMF e DMSO) dissolvem sacarideos,
porém, inativam enzimas e ndo sdo compativeis com muitas aplicacbes dos derivados de
carboidratos (EL SEOUD et al., 2007).

Dentre os solventes organicos mais utilizados em acilacdo de acucares,
destacam-se o terc-butanol e o 2-metil-2-butanol. Além de serem compativeis com as
lipases (PAULA, BARBOZA e CASTRO, 2005), essas ndo sdo especificas para esses
alcoois terciarios.

Neste trabalho investigou-se a eficiéncia do biocatalisador LPF-octil-silica e
da enzima imobilizada comercial CALB IM na sintese de ésteres graxos de acgucares
(frutose e lactose) na presenca de terc-butanol e 2-metil-2-butanol. Como modelo, acido

oleico e laurico foram utilizados como doadores acila.

Todos os experimentos foram realizados em triplicata e os perfis de
conversdo com o tempo foram construidos com os valores médios e os desvios padroes
(barras).

A Figura 4.22 mostra os perfis de conversdes com o tempo para as

esterificacdes entre acido oleico e frutose, na presenca dos dois solventes pré-selecionados.

Conversbes molares de 79 e 57% (CALB IM e LPF-octil-silica,
respectivamente) foram obtidas utilizando-se terc-butanol como solvente. Na presenca de
2-metil-2-butanol as conversdes atingiram 54% (CALB IM) e 60% (LPF-octil-silica). De
acordo com estes resultados, terc-butanol foi o melhor solvente na sintese de oleato de
frutose utilizando-se CALB IM como biocatalisador. Em se tratando do derivado LPF-
octil-silica, a escolha do solvente pode ser baseada em custo e toxicidade, pois ambos,
terc-butanol e 2-metil-2-butanol, conduzem a conversées similares.

A literatura reporta conversdes de 52 a 95% (Tabela 2.4) em sinteses de
ésteres graxos de agucares utilizando diferentes sistemas reacionais. Por exemplo, Neta et
al. (2012) obtiveram 74 e 70% de conversdo na sintese de oleato de frutose, catalisada por
lipase imobilizada comercial de Candida antarctica B e imobilizada em quitosana,

respectivamente. As condic¢des reacionais foram as seguintes: 40°C, 72 h de reacdo, 0,5
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mmol de aglcar e de &cido graxo (1:1), sulfato de sddio anidro (0,1 g) e etanol como
solvente organico. Interessante neste caso foi a escolha de etanol como solvente, pois este,
em excesso, pode competir com a frutose na reacdo de esterificacdo, com formacdo de
oleato de etila como subproduto. Entretanto, os pesquisadores nao reportam a seletividade
da reacéo.

Figura 4.22 Perfis de conversdes na sintese de oleato de frutose a 45 °C, 72 h, 250 rpm, razéao
molar acido:acUcar de 1:1, concentracao de aclcar de 25 mM, usando CALB IM (o) e LPF-octil-
silica (o) na presenca do solvente terc-butanol e CALB IM (m) e LPF-octil-silica (e) na presenca

do solvente 2-metil-2-butanol, (0,5 g de derivado e 1,5 g de peneira molecular).

100
80

60

conversdo (%)

40 4

20

0 10 20 30 40 50 60 70 80
Tempo (h)

Fonte: Elaborada pela autora.

A Figura 4.23 mostra os perfis de conversdes em funcdo do tempo de reagéo
para as esterificacdes entre acido oleico e lactose. As conversdes maximas oscilaram em
torno de 40% ap6s 72 h de reacdo na presenca de ambos solventes (terc-butanol e 2-metil-
2-butanol) e biocatalisadores (LPF e CALB imobilizadas). A baixa converséo observada
para a sintese de ésteres de lactose pode ser atribuida a (i) impedimento estérico ao sitio
ativo da enzima e/ou problemas difusionais, pois a molécula de lactose € aproximadamente
duas vezes maior que a de frutose; (ii) baixa velocidade de reacdo, devido a baixa

solubilidade da lactose nos solventes organicos testados.
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Figura 4.23 Converséo da sintese de oleato de lactose a 45 °C, 72 h, 250 rpm, razdo molar
acido:acucar de 1:1, concentragdo de agtcar de 50 mM, usando CALB IM (m) e LPF-octil-silica
(@) na presenca do solvente terc-butanol e CALB IM (o) e LPF-octil-silica (o) na presenca do
solvente 2-metil-2-butanol, (0,5 g de derivado, 1,5 g de peneira molecular).
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Fonte: Elaborada pela autora.

A literatura reporta conversdo acima de 70% (ZAIDAN et al., 2012) na
acilacdo da lactose com &cido caprico (razdo molar 2:1) a 55°C, 48 h, usando acetona como
solvente e lipase de Candida rugosa imobilizada em mica ativada com grupos aminos.

Neta et al. (2012) obtiveram convers@es acima de 80% na sintese de oleato
de lactose (40°C, 72 h de reacdo, razdo molar lactose:acido oleico 1:1) com CALB
imobilizada. Entretanto, usaram etanol como solvente para a solubilizagédo da lactose e ndo
reportam se houve ou ndo formacdo de oleato de etila.

As Figuras 4.24 e 4.25 mostram as conversdes nas sinteses de laurato de
frutose e laurato de lactose, usando as mesmas condi¢cOes operacionais descritas
anteriormente. Conversao maxima de 81% foi atingida com 72 h na reacdo de esterificacdo
da frutose catalisada por CALB IM na presenca de 2-metil-2-butanol. Para o biocatalisador

LPF-octil-silica, lactose e o solvente terc-butanol, as conversées ndo ultrapassaram 40%.
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Figura 4.24 Converséo da sintese de laurato de frutose a 45 °C, 72 h, 250 rpm, raz&o molar
acido:agucar de 1:1, concentragdo de agtcar de 25 mM, usando CALB IM (m) e LPF-octil-silica
(@) na presenca do solvente terc-butanol e CALB IM (o) e LPF-octil-silica (o) na presenca do

solvente 2-metil-2-butanol, (0,5 g de derivado, 1,5 g de peneira molecular).
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Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 4.25 Converséo da sintese de laurato de lactose a 45 °C, 72 h, 250 rpm, raz&o molar
acido:agucar de 1:1, concentragdo de agtcar de 50 mM, usando CALB IM (m) e LPF-octil-silica
(@) na presenca do solvente terc-butanol e CALB IM (o) e LPF-octil-silica (o) na presenca do

solvente 2-metil-2-butanol, (0,5 g de derivado, 1,5 g de peneira molecular).
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Fonte: Elaborada pela autora.
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A partir destes resultados selecionou-se acido oleico, frutose e terc-butanol
para um estudo da influéncia da razdo molar aglcar:acido na conversdo da reacdo de
esterificacao.

A Figura 4.26 mostra os perfis de conversdo com o tempo na sintese de
oleato de frutose a diferentes razbes &cido:agucar (1:2, 25 mM de &cido; 2:1, 50 mM de
acido). Observa-se que CALB IM converteu 96% na razdo molar 1:2 e LPF-octil-silica

converteu 50% na razdo molar 2:1, conversao essa inferior a obtida na razdo molar 1:1
(57%).

Figura 4.26 Conversdo da sintese de oleato de frutose a 45 °C, 72 h, 250 rpm, razdo molar
acido:agucar de 1:2 usando CALB IM (m) e LPF-octil-silica () e 2:1 usando CALB IM (o) e LPF-
octil-silica (e) (0,5 g de derivado) na presenca do solvente terc-butanol.
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80
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Fonte: Elaborada pela autora.

Com base nestes resultados, realizou-se a sintese de oleato de frutose
variando a temperatura de 45 para 55°C (Figura 4.27), utilizando a razdo molar
acido:carboidrato de 1:1 com o derivado LPF-octil-silica e 1:2 com a lipase comercial
(CALB IM) em terc-butanol.

Observa-se (Figura 4.27) que a 55°C a conversédo atingiu 96% em 24 h de
reacdo, utilizando CALB IM como biocatalisador. O derivado LPF-octil-silica apresentou
uma pequena redugdo na sua atividade a esta temperatura, atingindo uma conversdo de
46%, enquanto que a 45°C alcangou 57% de conversao.
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Figura 4.27 Conversdo da sintese de oleato de frutose, na presenca do solvente terc-butanol, 72 h,
250 rpm, razdo molar &cido:agucar de 1:1, usando LPF-octil-silica a 45 °C () , LPF-octil-silica a
55 °C (@) e 1:2 usando CALB IM a 45 °C (o), CALB IM a 55 °C (m) (0,5 g de derivado).
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Fonte: Elaborada pela autora.

Na Figura 4.28 tém-se os perfis das conversdes do oleato de frutose a 45 °C,
variando a massa de derivado (0,25; 0,5 e 1,0 g) no meio reacional e usando a razdo de

acido:carboidrato 1:1 (LPF-octil-silica) e 1:2 (CALB IM) em terc-butanol.

Figura 4.28 Converséo na sintese de oleato de frutose a 45 °C, 72 h, 250 rpm, razdo molar
acido:agucar de 1:1 usando 0,25 g (), 0,5 g (%) e 1,0 g (e) de LPF-octil-silica e 1:2 usando a 0,25
g(»),05g(®)e1,0g (o) de CALB IM na presenca do solvente terc-butanol.
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Tempo (h)

Fonte: Elaborada pela autora.
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Ao variar a massa de derivado na reacdo de esterificacdo de oleato de
frutose observou-se que ao utilizar a CALB IM como catalisador, ndo houve diferencas
significativas entre as trés massas usadas (0,25; 0,5 e 1,0 g); as conversdes ficaram entre 90
e 96%. Verificou-se que ao utilizar 0,25 g de enzima a velocidade da reacdo foi levemente
reduzida para os dois biocatalisadores em estudo. Nas reacOes catalisadas por LPF-octil-
silica a melhor conversdo (57%) alcancada foi utilizando 0,5 g de derivado.

4.12.1 Estabilidade Operacional (Reuso) dos Derivados na Sintese do Oleato de
Frutose

A Figura 4.29 mostra o reuso do derivado de LPF-octil-silica e CALB IM
na reacdo de esterificacdo de oleato de frutose, utilizando as melhores condi¢des reacionais
encontradas neste trabalho.

Figura 4.29 Reuso das lipases na sintese do oleato de frutose a 45 °C, 48 h, 250 rpm, razdo molar
acido:acucar de 1:1 e usando LPF-octil-silica (m) e 1:2 usando CALB IM () na presenca do
solvente terc-butanol (0,5 g de derivado). Considerou-se rendimento da primeira batelada 100%.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Depois de cada ciclo, os biocatalisadores foram filtrados, lavados com terc-
butanol e reutilizados em um novo ciclo de reagdo. A 45°C, ambas as lipases imobilizadas
mostraram uma perda na atividade catalitica em terc-butanol. A diminuicdo da atividade
catalitica provavelmente deve-se a inativacdo da enzima causada por desnaturacdo da

proteina. Esta inativacdo foi mais acentuada para o derivado LPF-octil-silica, com uma
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reducdo de 50% de atividade, enquanto que a lipase comercial CALB IM apresentou uma
reducdo de apenas 20% no quinto ciclo de reagéo.
Resumindo, as melhores condic¢des encontradas neste trabalho para a sintese

enzimatica de um biossurfactante em reator tipo tanque agitado foram:

Q) Ester graxo de aglcar: oleato de frutose;

(i) Conversdo: 96%;

(iii)  Biocatalisador: Lipase de Candida antarctica tipo B imobilizada (CALB 1M);

(iv)  Solvente: terc-butanol;

(V) Razdo molar frutose:acido oleico: 2:1;

(vi)  Temperatura: 45°C (para reuso do biocatalisador em 04 ciclos);

(vii)  Massa de biocatalisador: 3,5 g/g de &cido;

(viii) Tempo reacional: 48 h.

4.13 Preparacédo de Derivados de LPF para Aplicacdo em Hidrdlise Enantiosseletiva

Como amplamente reportado na literatura e discutido anteriormente, lipases
comumente formam agregados bimoleculares em solucdo. Esses agregados possuem
propriedades cataliticas diferenciadas em relacdo a sua forma monomolecular. Esses
agregados sdo formados pela interacdo entre duas moléculas através das regibes
hidrofobicas que circundam o sitio ativo, particularmente o lado interno da “tampa”. A
presenca de surfactantes (Triton X, por exemplo) no meio pode desfazer esses agregados,
alterando a atividade, a estabilidade e a enantiosseletividade da enzima. Outra forma de
modular as propriedades cataliticas de uma lipase € a sua imobilizacdo em suportes com
distintas ativacOes, 0 que permite que a enzima seja orientada ao suporte por diferentes
regides da superficie da molécula. A enzima pode assim ser imobilizada pela sua regido
mais hidrofdbica, pela sua regido mais rica em grupos aminos, mais rica em cargas
positivas, negativas, etc (PALOMO et al., 2002).

Neste contexto, serdo discutidas estratégias de imobilizagcdo de LPF por
ligagdo covalente uni e multipontual, na forma monomolecular ou na forma de agregados
bimoleculares, na conformacdo aberta (forma ativa) ou fechada. Derivados de LPF
preparados em suportes com alta porcentagem de agua (octil-agarose e glioxil-agarose)
foram utilizados na hidrdlise enantiosseletiva de (R,S)-2-hidrdxi-4-fenilbutirato de etila.
Derivados de LPF preparados em suportes com baixa porcentagem de agua (octadecil-
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Sepabeads e Glioxil-Sepabeads) foram utilizados na sintese de oleato de benzila por

transesterificacdo de azeite de oliva e alcool benzilico em ciclohexano.

4.13.1 Imobilizacdo de LPF em Suportes Ativados com Grupos Glioxil

LPF foi imobilizada em agarose e Sepabeads ativados com grupos glioxil
(aldeidos alifaticos lineares), na presenca ou auséncia de um surfactante (Triton X-100,
TX) eem pH 8,5 0u 10,5.

Em pH 8,5 e na auséncia de TX LPF encontra-se na forma de agregados
bimoleculares e, portanto, é capaz de imobilizar-se em suportes glioxil através de seus
grupos aminos terminais (FERNANDEZ-LORENTE et al., 2003). A imobilizacdo em
suportes glioxil somente é possivel se houver a formacdo simultanea de pelo menos duas
ligagBes reversiveis (bases de Schiff) entre os grupos aldeidos no suporte e 0s grupos
aminos dos residuos de lisinas ou aminos terminais da enzima (GUISAN, 1988). A
existéncia de dois NH-terminal na mesma superficie planar no agregado bimolecular,
explicaria porque agregados de LPF sdo capazes de serem imobilizados covalentemente
em suportes glioxil. Apos a imobilizacdo da enzima pelos NH,-terminais, o derivado pode
ser incubado em pH 10,5 por 24 h, para a formacdo de ligacdes covalentes adicionais,
agora entre aldeidos no suporte e aminos desprotonados de residuos de lisina da enzima.
Entretanto, a formacdo excessiva de liga¢bes covalentes adicionais enzima-suporte pode
causar inativacdo da enzima imobilizada por distor¢cdo da estrutura tridimensional da
enzima. Isso explica, provavelmente, a reducdo observada na atividade do derivado glioxil-
bimolecular (A Tabela 4.8 mostra que 98% da atividade oferecida foi imobilizada, mas a
recuperacdo de atividade na enzima imobilizada foi de 70%). Estes derivados foram
chamados de glioxil-agarose-bi ou glioxil-Sepabeads-bi.

Em pH 85 e na presenca de TX (0,5%, v/v), LPF estd na forma
monomolecular e, portanto, é imobilizada com baixa eficiéncia em suportes glioxil, mesmo
apos 24 h de reacdo. Nestas condigdes, 0 grupo amino mais reativo € o NH,-terminal da
enzima; 0s grupos aminos de lisinas estdo protonados e, portanto, ndo séo capazes de
formarem bases de Schiff.

Em pH 10,5 e na presenga de TX (0,5%, v/v), LPF imobilizou-se nos
suportes glioxil com taxas moderadas (6 h em glioxil-agarose e 24 h em glioxil-

Sepabeads). Nestas condigdes, LPF estad na forma monomolecular e cada mondmero pode
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ser imobilizado através da sua regido mais rica em residuos de lisinas. Entretanto, LPF ndo
possui alta densidade de residuos de lisinas e os suportes glioxil-Sepabeads ndo possuem
alta densidade de grupos aldeidos. Isso explicaria a menor velocidade de imobilizacdo de
LPF neste suporte. Observa-se na Tabela 4.8 que LPF, na forma monomérica, imobiliza-se
eficientemente em suporte glioxil (rendimento de 95%), e 75% da atividade imobilizada é
recuperada. Estes derivados foram chamados de glioxil-agarose-mono ou glioxil-
Sepabeads-mono. A Figura 4.30 ilustra a imobilizacdo de LPF em suportes ativados com

grupos glioxil em pH 8,5 ou 10,5, com ou sem Triton X-100.

Figura 4.30 Representacdo esquematica da forma de imobilizacdo de LPF em suportes ativados
com grupos glioxil em pH 8,5 ou 10,5, com ou sem Triton X-100.
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Fonte: Elaborada pela autora.

4.13.2 Imobilizagéo de LPF em BrCN-Agarose

LPF foi imobilizada em BrCN-agarose, na presenca de TX (0,5%, v/v), a
4°C, pH 7 por 20 min. Nestas condi¢des LPF foi imobilizada na forma monomeérica,
produzindo um derivado de LPF para ser usado como referéncia no estudo das
propriedades cataliticas e na estabilidade da lipase. Em geral, a imobilizacdo de enzimas
nestas condigdes ocorrerd somente por ligacdo covalente aldeido-NH,-terminal, e estas
preparacOes imobilizadas servirdo de modelo para as propriedades da enzima na auséncia
de fendbmenos intermoleculares (PALOMO et al., 2003a; GUISAN, 1988). Lipases tém
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mostrado uma forte tendéncia de formar agregados de lipase-lipase, tornando dificil o
estudo de moléculas de lipase isoladas na forma solivel (WILSON et al., 2006; PALOMO
et al., 2004). O rendimento da imobilizacdo obtido nestas condi¢des foi de 30% (Tabela
4.8). Como esperado, o rendimento da imobilizacdo nao foi muito alto, mas a formacéao de
qualquer ligacéo covalente multipontual foi evitada. Ap6s a imobilizagdo, o detergente foi
removido por lavagem com &gua destilada, e este derivado foi usado como referéncia no
estudo do comportamento de LPF monomérica, sem a formacdo de agregados

bimoleculares.

4.13.3 Imobilizacédo de LPF por Adsorc¢do em Suportes Hidrofobicos

LPF foi imobilizada em octil-agarose e octadecil-Sepabeads por adsorcdo
hidrofébica interfacial em pH 7, baixa for¢a idnica (5 mM) e 25°C. A Tabela 4.8 mostra 0s
resultados de rendimento de imobilizagdo e recuperacéo de atividade.

Tabela 4.8 Resultados de rendimento de imobilizacdo (RI) e atividade recuperada (AR) de
LPF imobilizada em suportes glioxil e hidrofobicos. Carga oferecida: 5 mg de proteina/g
de suporte.

Triton X 100

Suportes Ativados Condicbes %) Rl (%) AR (%)
0

4°C, pH 7,0 (TFNa
BrCN-agarose ) 0,5 30 95
100 mM), 20 min

25°C, pH 7 (TFNa 5

Octil-agarose - 99 150
mM), 6 h
_ 25°C, pH 7 (TFNa 5
Octadecil-Sepabeads - 99 300
mM), 10 h
o 25°C, pH 8,5 (TBNa
Glioxil-bimolecular - 98 70
100 mM), 24h
o ) 25°C, pH 10,5 (TBNa
Glioxil-monomérico 0,5 95 75

100 mM), 6 ou 24 h

TFNa = tampé&o fosfato de sédio; TBNa = tampdo bicarbonato de sédio

Fonte: Elaborada pela autora.
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Observa-se que LPF imobilizou-se totalmente nestes suportes hidrofébicos
(rendimentos de 99%), rendendo derivados hiperativados: a atividade recuperada foi de
150% em octil-agarose e 300% em octadecil-Sepabeads.

A imobilizacdo de lipases em suportes hidrofébicos por adsorcéo interfacial
(SABUQUILLO et al., 1998; FERNANDEZ-LAFUENTE et al., 1998) permite que se
conserve a conformacdo aberta da lipase em uma fase sélida, representando uma
metodologia simples para se obter biocatalisadores de lipase altamente ativos. A natureza
hidrofobica do suporte permite a hiperativacdo da enzima, com a imobilizacdo da mesma
na conformacdo aberta (FERNANDEZ-LORENTE et al., 2008). Este fato depende da
natureza hidrofobica da “tampa” (por exemplo, numero de aminoacidos) ou da area ao

redor do sitio ativo de uma lipase em particular.

4.14 Modificagdo da LPF Imobilizada com Inibidor Irreversivel

A modificacao das lipases por ligacdo covalente do residuo serina do centro
catalitico com um inibidor irreversivel (por exemplo, dietil-p-nitrofenilfosfato) sera mais
rapida quando o centro ativo da lipase estiver em conformacéo aberta. De fato, a inativacao
da LPF adsorvida em octil-agarose é muito mais rapida que a inativacdo do derivado
monomeérico na presenca de detergente (Figura 4.31). A modificacdo do derivado
bimolecular é também mais rapida que a do derivado monomérico, provavelmente pelo

fato dos dois centros ativos (abertos) estarem em contato proximo.
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Figura 4.31 Inibicdo irreversivel dos derivados octil-agarose (m), glioxil-agarose-bi (e) e glioxil-

agarose-mono (A) com dietil-p-nitrofenilfosfato
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Fonte: Elaborada pela autora.

4.15 Hidrolise enantiosseletiva de (R,S)-2-hidroxi-4-fenilbutirato de etila (HPBE)

Na Tabela 4.9 pode-se observar que a enantiosseletividade do derivado
LPF-octil-agarose (E > 100) € bem maior que a do derivado unipontual LPF-BrCN-agarose
(E = 7) e do derivado multipontual LPF-glioxil-agarose-mono (E = 27,9). A adsorcao
hidrofébica de LPF na conformacao aberta mostrou ser um fator essencial para a melhoria

da enantiosseletividade da enzima.

Tabela 4.9 Hidrolise enantiosseletiva de (R,S)-2-hidroxi-4-fenilbutirato de etila (HPBE) a
25°C, pH 7,5, e agitacdo de 150 rpm por 24 h. Meio reacional: 10 mL de solu¢do 5 mM de
(R,S)-HPBE em TFNa 25 mM e 0,5 de lipase imobilizada.

Derivados de LPF Enantiosseletividade (E)
LPF-BrCN-Agarose 7
LPF-Octil-Agarose >100
LPF-Glioxil-Agarose-mono 27,9
LPF-Glioxil-Agarose-bi >100

Fonte: Elaborada pela autora.
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O derivado bimolecular (LPF-glioxil-agarose-bi, E > 100) foi mais seletivo
que o derivado monomérico (LPF-glioxil-agarose-mono, E = 27,9). Comparado com o

derivado LPF-octil-agarose, o derivado bimolecular exibiu similar enantiosseletividade.
4.16 Transesterificagdo Enzimatica de Oleo de Oliva e Alcool Benzilico

A transesterificacdo enzimatica de 6leo de oliva e alcool benzilico (sintese
de oleato de benzila) foi realizada a 25°C e catalisada pelos biocatalisadores preparados
octadecil-Sepabeads e glioxil-Sepabeads (suportes com baixa porcentagem de agua).

Esta reacdo modelo é facilmente realizada em solventes organicos (por
exemplo, ciclohexano) e facilmente acompanhada por HPLC-UV. O derivado bimolecular
(LPF-glioxil-Sepabeads-bi) foi mais ativo que o monomérico, LPF-glioxil-Sepabeads-
mono (Figura 4.32). Dentre os derivados preparados, o mais ativo foi LPF-octadecil-
Sepabeads. A conversdo maxima da sintese (85%, com base no consumo de alcool

benzilico), foi obtida com todos os derivados testados, entretanto, com tempos distintos de
reacao.

Figura 4.32 Conversdo da sintese enzimatica de oleato de benzila via transesterificagdo do azeite
de oliva com alcool benzilico. A reacdo foi realizada a 25°C, razdo molar alcool:azeite de 1:2, com
o solvente ciclohexano e os derivados de LPF octadecil-Sepabeads (A), glioxil-Sepabeads-bi (m) e

glioxil-Sepabeads-mono (e).
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Fonte: Elaborada pela autora.
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4.17 Estabilidade dos Derivados de LPF-Sepabeads

4.17.1 Estabilidade Térmica

O derivado bimolecular LPF-glioxil-Sepabeads-bi foi muito mais estavel a
65°C (pH 7,0) que o monomérico (LPF-glioxil-Sepabeads-mono), que por sua vez foi
levemente menos estavel que o derivado hidrofobico LPF-octadecil-Sepabeads (Figura
4.33). O efeito estabilizante mais relevante parece ser a estabilizacdo da configuragédo
aberta da LPF.

Figura 4.33 Estabilidade térmica a 65°C, tampao fosfato de sddio 5 mM, pH 7,0 dos derivados de
LPF octadecil-Sepabeads (m), glioxil-Sepabeads-bi () e glioxil-Sepabeads-mono (A).
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Fonte: Elaborada pela autora.

4.17.2 Estabilidade Térmica em Solventes Organicos

Todos os derivados preparados em Sepabeads (octadecil ou glioxil) foram
bastante estaveis em ciclohexano a 60°C. O derivado monomérico LPF-glioxil-Sepabeads-
mono foi 0 menos estavel (Figura 4.34). Entretanto, em um solvente mais polar (2-metil-2-
butanol) todos os derivados foram menos estaveis (Figura 4.35), mas mantendo-se a ordem

de estabilidade glioxil-bi > glioxil-mono.
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Figura 4.34 Inativacéo dos derivados de LPF octadecil-Sepabeads (m), glioxil-Sepabeads-bi (e) e
glioxil-Sepabeads-mono (A ) incubados em 100 % do solvente Ciclohexano, a 60°C. Em diferentes
tempos estas amostras foram utilizadas na reagéo de transesterificagdo do azeite de oliva com

alcool benzilico a 25°C.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 4.35 Inativacao dos derivados de LPF octadecil-Sepabeads (m), glioxil-Sepabeads-bi (e) e
glioxil-Sepabeads-mono ( A) incubados em 100 % do solvente 2-metil-2-butanol, a 60°C. Em
diferentes tempos estas amostras foram utilizadas na reagdo de transesterificagdo do azeite de oliva

com alcool benzilico a 25°C.
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CONCLUSOES

» A derivatizacdo da silica com grupos octil resultou em um aumento de
hidrofobicidade da superficie de aproximadamente 3 vezes. Este suporte (octil-
silica) apresentou poros com didmetros (= 16 nm) de 2 a 3 vezes maiores em
relacdo aos suportes comerciais poliestireno e XAD 7HP. Essas caracteristicas 0
tornam adequado a imobilizacdo de enzimas, particularmente lipases, para uso em
reag0es em meio organico.

» O melhor derivado de lipase de Pseudomonas fluorescens (LPF) foi obtido por
imobilizacdo da enzima por adsorcdo hidrofobica interfacial em octil-silica a 25°C,
baixa forca idnica (tampao fosfato de sdédio 5 mM) e pH 7,0. Nestas condicdes, 0
rendimento de imobilizacdo e a recuperacdo de atividade foram de 91% e 82%,
respectivamente, rendendo um derivado de LPF com atividade hidrolitica de 650
Uazeite/g de suporte.

» O suporte octil-silica permitiu um carregamento em torno de 130 mg de proteina/g
de suporte, rendendo um derivado de LPF com atividade tedrica de 11256 Ugzit/g.
A isoterma de Langmuir ajustou-se aos dados experimentais de adsorcao
hidrofébica de LPF em octil-silica, demonstrando que a adsor¢do ocorre em
monocamadas. O modelo de Langmuir previu um carregamento maximo do suporte
de 14193 Uazite/g de suporte.

» Lipase de Pseudomonas fluorescens imobilizada em octil-silica (LPF-octil-silica)
apresentou estabilidade térmica e em meio organico adequada para sua aplicacédo
em reacdes de esterificacdo e transesterificacdo. Em solucdo aquosa (tampao
fosfato de sodio 100 mM, pH 7,0) LPF imobilizada (baixa carga — 5 mg de
proteina/g de suporte) e solGvel apresentaram estabilidades térmicas a 60°C
similares (meia-vida em torno de 30 h). Entretanto, em solucdo etandlica (36%,
v/v) a 45°C e pH 8,0 LPF imobilizada foi em torno de 12 vezes mais estavel que a
enzima soltuvel. Em meio anidro (6leo de soja e etanol, razdo molar 1:7) a 40°C os
derivados de LPF apresentaram meias-vidas de aproximadamente 93 h (LPF baixa
carga — 5 mg de proteina/g de suporte) e 249 h (LPF alta carga — 40 mg de
proteina/g de suporte), mostrando-se atrativos para a producdo enzimética de

biodiesel.



131

> Na sintese de oleato de etila o derivado LPF-octil-silica mostrou eficiéncia de
conversdao similar aos biocatalisadores imobilizados comerciais (LTL, LPF e
CALB). Conversdes em torno de 90% foram obtidas ap6s 12 h a 37°C, 250 rpm e
razdo molar alcool/acido de 1:1.

» LPF-octil-silica foi adequado a producao de biodiesel de 6leo de babagu e soja. Nas
condicGes estabelecidas (40° C, razdo molar éleo:etanol de 1:7, 500 rpm e 0,2 g de
biocatalisador/g de substrato) as reacdes de transesterificacdo forneceram
rendimentos de 100% (transesterificacdo de 6leo de babacu por 24 h) e 80%
(transesterificacdo de dleo de soja por 48 h). Lipase de Candida antarctica
imobilizada (CALB IM) apresentou rendimento similar na etanolise do 6leo de
soja. O derivado LPF-octil-silica pode ser reutilizado em trés bateladas de
transesterificacdo de dleo de soja, nas condi¢bes acima, sem perda significativa de
atividade.

» Na sintese de aromas (acetato de butila, acetato de hexila, acetato de isoamila,
butirato de butila e butirato de etila) a 37°C e 250 rpm, por esterificacdo de acidos
graxos e alcool (razdo molar 1:1), usando 200 Ugg/g de 4cido, o derivado LPF-
octil-silica apresentou Otimo desempenho comparado aos biocatalisadores
comerciais imobilizados (CALB, LPF e LTL), rendendo conversdes em torno de
95% em 12 h de reacdo. Além disso, o derivado LPF-octil-silica pode ser
reutilizado em oito bateladas de sintese de butirato de butila (37°C, 12 h, 250 rpm,
razdo molar acido/alcool 1:1, 200 Ugs/g de &cido) sem nenhuma perda de atividade.
Comportamento similar foi obtido com os biocatalisadores comerciais LTL e
CALB.

» Na sintese de ésteres de aclcares, o melhor resultado foi obtido na acilacdo da
frutose com 4cido oleico, na presenca de terc-butanol. Lipase de Candida
antarctica B imobilizada (CALB IM) rendeu uma conversdo de 96% (55° C, 24 h,
razdo molar &cido oleico/frutose de 1:2), enquanto o derivado LPF-octil-silica
rendeu 57% (45°C, 72 h, razdo molar de 1:1). A estabilidade operacional da lipase
imobilizada CALB foi maior que a do derivado LPF-octil-silica em bateladas
repetidas de sintese de oleato de frutose a 45°C e 48 h, provavelmente por a enzima

estar covalentemente ligada ao suporte no primeiro derivado.
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Esteres graxos de lactose (oleato e laurato) foram preparados com conversdes
menores (em torno de 40%), tanto com CALB IM como LPF-octil-silica apds 72 h
de reacdo a 45°C.

Imobilizacdo de LPF nos suportes hidrofébicos octil-agarose e octadecil-Sepabeads
(adsorc¢do hidrofobica interfacial) rendeu derivados hiperativados (150 e 300% de
atividade recuperada, respectivamente), com rendimentos de imobilizacdo de 99%.
Entretanto, a imobilizacdo de LPF (tanto agregados bimoleculares como
mondmeros) em suportes (agarose e Sepabeads) ativados com grupos glioxil rendeu
derivados menos ativos (70 a 75% de atividade recuperada).

LPF imobilizada covalentemente na forma de agregados bimoleculares em suporte
glioxil-Sepabeads se mostraram mais estaveis (termicamente e na presenca de
solventes organicos) do que LPF imobilizada covalentemente na forma de
monomérica.

A enantiosseletividade da lipase de Pseudomonas fluorescens pode ser modulada
por sua imobilizacdo em diferentes suportes. LPF imobilizada em octil-agarose
(monémeros com conformacdo aberta) e em glioxil-agarose (agregados
bimoleculares com conformacdo aberta) mostraram-se mais seletivos (E > 100) na
hidrélise de (R,S)-2-hidroxi-4-fenilbutirato de etila do que LPF imobilizada na
forma monomérica em glioxil-agarose (conformagdo fechada) (E = 27,9).

LPF imobilizada em octadecil-Sepabeads e glioxil-Sepabeads (agregados
bimoleculares e forma monomérica) exibiram similar desempenho na sintese de
oleato de benzila por transesterificacdo de azeite de oliva e &lcool benzilico a 25°C,
razdo molar alcool:azeite de 1:2, na presenca de ciclohexano (85% de conversao
em 72 h).
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6 SUGESTOES

Para aperfeicoamento neste estudo, propdem-se as seguintes etapas:

> Realizar a sintese de eésteres etilicos (biodiesel) e ésteres graxos de agucares

variando a porcentagem de 4gua no meio reacional.

» Realizar a sintese de ésteres graxos de agucares em meio ndo-convencional.

» Utilizar diferentes configuragdes de reatores (leito fixo e leito fluidizado) na sintese

enzimaticas de ésteres.
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Figura A.36 Curva padrdo para determinacao de proteinas pelo método de Bradford.
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Figura A.37 Curva padrdo para determinacao da hidrofobicidade (rosa de bengala).
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Figura A.38 Curva padrdo para determinacéo da concentracéo de butanol.
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