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SANTOS, M. M. O. CATALISE ENZIMATICA APLICADA NA PRODUCAO DE
COMPOSTOS DE AROMAS lItapetinga — BA: UESB, 2020. 86 p. Dissertacdo. Mestrado
em Engenharia e Ciéncias de Alimentos, Area de concentragdo em Ciéncia de Alimentos.

RESUMO

Os compostos aromaticos considerado um processo “verde” que € uma tendéncia da quimica
moderna e por isso sao de interesse industrial. Diante disso este trabalho teve como objetivo o
preparo de biocatalisadores e suas caracterizagdes, via adsor¢do fisica de lipases comerciais:
Mucor javanicus (MJL), Candida sp. (CALA) e Candida rugosa (CRL) em suporte
hidrofébico (Diaion HP 20), para aproducédo de ésteres de aromas butirato de hexila — aroma
de casca de maca e citrus, butirato de geranila — aroma de magca e rosa e butirato de propila —
aroma de damasco e abacaxi. Esse trabalho foi dividido em duas etapas. Na primeira etapa
foram realizados a imobilizacdo das lipases no suporte com carregamento enzimatico inicial
padronizado de 40 mg/g de suporte. Propriedades cataliticas foram determinadas tais como
carga protéica imobilizada e atividade hidrolitica. A concentracdo para o biocatalisador CRL-
Diaion HP 20 apresentou a maior atividade hidrolitica (34.802,6 + 0,2 U/mL) e carga proteica
imobilizada (30,2 £ 2,4 mg/g). Energia livre de Gibbs (AG) evidenciou a espontaneidade do
processo (-17,9 kJ/mol < AG < -5,1 kJ/mol). Aplicando o microscopia eletronica de
varredura (MEV) e a analise de eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), foi
possivel confirmar a imobilizacdo para as trés enzimas. O rendimento maximo de conversdo
de 89,1 % foi atingido apds 150 minutos para a sintese de butilato de hexila, seguida pela
sintese de butirato de geranil (87,3% ap6s 240 min) e butirato de propilo (80,0% ap6s 150
min) em 150 min em condi¢Bes de 500 mM de cada reagente em meio de heptano, 40 ° C e
concentragdo de biocatalisador de 10% m/v. Este biocatalisador foi testado em 6 ciclos
consecutivos e manteve sua sua atividade inicial com 93% de conversdo. A segunda etapa foi
a aplicacdo do delineamento de planejamento Box-Behnken) para otimizacdo da sintese do
butirado de hexila. Trés variaveis foram testados (temperatura, razdo molar (acido/alcool) e %
do biocatalisador) com trés tempos diferentes (90, 180 e 489 min). Foram obtidos trés
superficies de resposta, aplicando o estudo da metodologia superficie de resposta (RSM),
Assim através do experimento o aumento na conversdo do éster de butirato de hexila
aumentou conforme as combinagOes enperimental sendo determinadas pelo tempo: 60 min
(proporcédo acido/alcool 1,0:1,4, temperatura 47,25 °C e carregamento enzimatico 17,65%)
previstos para 87,15 % de conversdo do éster, e o valor obtido foi de 90,86%, para 180 min
(proporcéo acido/alcool 1:2, temperatura 59,5 °C e carregamento enzimatico 15,8%) previstos
para 100% de conversdo do éster, e o valor obtido foi de 94,6%, para 480 min (proporcao
acido/alcool 1:2, temperatura 47 °C e carregamento enzimatico 16,9%) previstos para 100%
de conversdo do éster, e o valor obtido foi de 95,01%. Assim a sintese de ésteres empregando
MSR demonstrou ser promissor devido ajuste do modelo. O teste de reuso demosntraram que
apos dez ciclos o biocatalisador manteve atividade de 59,44, 44,63 e 25,99%, variando
conforme o tempo (60, 180 e 480 min). O uso da cromatografia a gas (CG) confirmou o pico
do éster sintetizado butirato de hexila semelhante ao padrdo. Com isso biocatalisadores
desenvolvidos a partir de enzimas como a Lipase de Candida rugosa, empregadas em suporte
hidrofébico como Diaion HP 20 demonstrou potencial na producdo de éster e assim
empregando o delineamento Box-Behnken os valores de conversdes de ésteres sdo
promissores para aplicacdo em industrias.

Palavras-chave: MSR, biocatalisador enzimatico, imobilizacao de lipases, biocatalise, ésteres

de aromas.
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SANTOS, M. M. O. ENZYMATIC CATALYSIS APPLIED IN THE PRODUCTION OF
AROMA COMPOUNDS Itapetinga - BA: UESB, 2020. 86 p. Dissertation. Master in
Engineering and Food Sciences, Area of concentration in Food Science.

ABSTRACT

Aromatic compounds considered in a "green™ process that is a trend in modern chemistry and
therefore are of industrial interest. Therefore, this work aimed to prepare biocatalysts and their
characterizations, via physical adsorption of commercial lipases: Mucor javanicus (MJL),
Candida sp. (CALA) and Candida rugosa (CRL) on hydrophobic support (Diaion HP 20), for
absorption of hexyl butyrate aroma esters - apple and citrus peel aroma, geranyl butyrate -
apple and rose aroma and propyl butyrate - apricot and pineapple aroma. This work was
divided into two stages. In the first stage, immobilization of unsupported lipases was carried
out with the initial standardized enzymatic loading of 40 mg/g of support. Catalytic properties
were selected as immobilized protective charge and hydrolytic activity. The concentration for
the CRL-Diaion HP 20 biocatalyst showed the highest hydrolytic activity (34,802.6 + 0.2 U /
mL) and immobilized protein load (30.2 £ 2.4 mg/g). Gibbs' free energy (AG) showed a
spontaneity of the process (—17.9 kJ/mol < AG < -5.1 kJ/mol). Applying scanning electron
microscopy (SEM) and analysis of polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE), it was
possible to confirm the immobilization for three enzymes. The maximum conversion yield of
89.1% was reached after 150 minutes for the demonstration of hexyl butylate, followed by the
exposure of geranyl butyrate (87.3% after 240 min) and propyl butyrate (80.0% after 150
min) in 150 min in conditions of 500 mM reagent in heptane medium, 40 °C and biocatalyst
concentration of 10% w/v. This biocatalyst was tested in 6 consecutive cycles and maintained
its initial activity with 93% conversion. The second step was the application of the Box-
Behnken planning design to optimize the history of the hexyl butyrate. Three variables were
tested (temperature, molar ratio (acid / alcohol) and % of the biocatalyst) with three different
times (90, 180 and 489 min). Three response surfaces were selected, applying or studying the
response surface method (RSM), as well as experimenting or increasing the conversion of the
hexyl butyrate ester, which is according to the experimental combinations whose duration is
60 min (alcohol/alcohol ) 1.0:1.4, temperature 47.25 °C and enzymatic loading 17.65%)
predicted for 87.15% ester conversion, and the value obtained was 90.86%, for 180 min (acid
/ alcohol ratio 1:2, temperature 59.5°C and enzymatic loading 15.8%) predicted for 100%
ester conversion, and the value was reached 94.6%, for 480 min (acid / alcohol ratio 1: 2,
temperature 47°C and enzymatic use 16, 9%) predicted for 100% ester conversion, and the
value was 95.01%. Thus, the demonstration of esters using MSR shows that it is promising
due to model adjustment. The subsequent demonstration test that after ten cycles or
biocatalyst maintained an activity of 59.44, 44.63 and 25.99%, varying according to time (60,
180 and 480 min). The use of gas chromatography (CG) confirmed the peak of the
synthesized butylated hexyl ester similar to the standard. As a result, biocatalysts develop
from enzymes such as Lipase de Candida rugosa, used in hydrophobic support such as Diaion
HP 20 demonstrated potential in the production of ester and thus using the Box-Behnken
design, the conversion values of esters are promising for application in industries.

Keywords: RSM, enzymatic biocatalyst, lipase immobilization, biocatalysis, flavor esters.
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CAPITULO |
1 Introducéo

Nos ultimos anos a biocatalise vem se destacando por ser uma ferramenta importante
para industria e tem sido explorado principalmente na area de biocatalisadores naturais, que
tem por finalidade transformar reacbes quimicas através de compostos organicos, assim
destacando-se por ser uma tecnologia aplicada em sintese de produtos (SCHMID A et al.,
2001; SUN et al., 2018).

Enzimas tem se destacado por suas condicdes de catalisadores naturais, entre elas
a lipase (triacilglicerol acil-hidrolases, EC 3.1.1.3). Essas enzimas sdo encontradas
comumente em organismos de microbioldgico, plantas e reino animal, pertencem a um
grupo de enzima que tem sido notada como uma ferramenta que catalisa a hidrolise, além de
reacOes de esterificacdo e transesterificacdo envolvendo agua ésteres insoluveis (REIS et al.,
2009). As de origem microbiana sdo mais estudadas, devido & versatilidade de suas
propriedades, como estabilidade a altas temperaturas, ampla faixa de atuacdo em relacdo ao
pH e pela facilidade de producdo em larga escala (LAGE et al., 2016). Elas atuam na interface
organica aquosa catalisando a hidrolise das ligacdes eéster-carboxilicas presentes em
acilglicerois liberando &cidos organicos e glicerol (POHANKA, 2019).

Apesar de serem catalisadores com alta especificidade pela reacdo que catalisam em
condicdes amenas, as lipases tem restringdo quando a sua aplicacdo em forma livre, devido a
sua dificil remocéo da solucéo, tornando o processo caro (LAGE et al., 2016; MENDES et al.,
2012).

Sendo assim a imobilizacdo surge como um processo que visa reduzir a perda de
atividade ou inativacdo da enzima por influéncia de moléculas de substratos como acidos
graxos e alcoois (LAGE et al., 2016; MENDES et al., 2012). Para eficiéncia do processo de
imobilizacdo a escolha do método adequado €é importante, pois ira promover um
biocatalisador estavel. Mendes e colaboradores (2011) afirmaram que deve ser feito testes
com finalidade de identificar qual a melhor técnica e suporte para que haja efeitos eficientes
para imobilizag&o.

O método de imobiliza¢&o por adsorcéo fisica é considerado um método simples, pois
resulta em uma mistura do suporte com a solugdo enzimatica em condi¢fes apropriadas. Esse

processo ocorre devido as interagdes dos grupos superficiais da enzima com 0S grupos
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superficiais do suporte através de atracOes eletrostaticas interacdes, hidrofdébicas, forca de Van
der Waals, interagdes ionicas, adsorc¢do fisica (ZHAO et al., 2015).

Com o devido crescimento do processo de imobilizagdo (suportes com enzimas) nos
ultimos anos, a aplicacdo em reacGes de esterificacdo tém sido importante fonte de estudos,
(BASSI et al., 2016; LAGE et al., 2016). Sendo através da esterificacdo que ocorre a
formacdo de ésteres, estes sdo considerados de cadeia curta sendo um dos principais
componentes de alguns sabores e fragrancias naturais que sdo amplamente utilizados em
comidas, industrias de bebidas, cosméticos e farmacéutica (OLIVEIRA et al., 2018).

A partir dessas informacdes objetivo-se nesse trabalho a obtencdo de um
biocatalisador promissor, com alta atividade catalitica e reuso que seja aplicado na producéo
de ésteres de aromas. A otimizag&o na sintese do éster se torna interessante para aplicagdes na

escala industrial.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Esse trabalho visa o preparo de catalisadores imobilizados (Diaion HP 20 e lipases) e

aplicacdo na sintese de ésteres de aromas.

2.2 Objetivo especifico

v
v
v

Realizar a determinacédo da concentracao de proteinas livre;
Realizar a determinacgdo da atividade hidrolitica de proteinas livre;
Imobilizar lipases de Mucor javanicus (MJL), Candida sp. (CALA) e Candida rugosa
(CRL) em Diaion HP 20 suporte hidrofdbico via adsor¢éo;
Determinar atividade hidrolitica do biocatalisador ap6s imobilizacao;

Testar o biocatalisador em reacGes de esterificacdo (butirato de hexila, propila e
geranila);
Realizar analise eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE);
Analisar via microscopia eletronica de varredura (MEV) o processo de imobilizacao
do biocatalisador;
Testar a estabilidade operacional do biocatalisador;
Otimizar a producédo do éster butirato de hexila, pelo delineamento de planejamento -
Box Behnken;
Caracterizar os aromas obtidos por meio de cromatografia gasosa (CG-FID) a sintese
deste éster de aromas.
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3 Revisdo de Literatura

3.1 Biocatélise

A biocatélise é uma ferramenta que explora o uso de biocatalisadores naturais, com
finalidade de transformar reacfes quimicas através de compostos organicos, sendo que a
biocatalise tem como a principal diferenca dos processos quimicos convencionais, a cinética
enzimatica, proteinas estabilizadas para aplica¢Bes industriais, uma ferramenta com amplas
aplicacdes em processos industrias (SCHMID et al., 2001).

Para a aplicacdo da biocatalise, é importante reconhecer que as enzimas podem ser
obtidas de diversas fontes de organismos vivos, e que servem como referéncia para diversos
tipos de reacBes organicas, assim 0s biocatalisadores se destacam por conter caracteristicas
importantes ligados a “Quimica verde” (OMORI et al, 2012). Estes possuem caracteristicas
como: uso de reagentes biodegradaveis (catalisadores de fontes naturais), alta seletividade,
condicdes brandas de reacbes (temperatura e pressdao) (OMORI et al, 2012), a minima
formacdo de produtos indesejaveis (produtos secundarios), os produtos finais sdo de faceis
separacOes e recuperacdo (CASTRO et al, 2014).

Consequentemente, a biocatalise tem se destacado até agora como uma das principais
tecnologias quando se trata da sintese de produtos. E mesmo com inumeras histérias de
sucesso no passado e presente, no entanto, uma serie de desafios ainda existe, como a
descoberta de novos biocatalisadores (SUN et al., 2018). Com isso as vantagens na utilizagdo
da biocatélise junto ao processo de imobilizacdo se torna interessante para as industrias
(CASTRO et al, 2014).

3.2 Enzimas

As enzimas sdo proteinas que tem por caracteristicas de serem catalisadores notaveis,
gue podem catalisar reacdes e alcancar taxas de aceleracdes de até dezenove ordens de
magnitude dentro da sua especificidade. Pauling (1946) formulou o conceito catalise
enzimatica, sendo o estado que as enzimas aceleram as taxas de reacdo por ligacdo de
transicdo, diminuindo assim a energia de ativacdo da reacgéo, facilidade de processamento,
matriz de substrato larga e capacidade para vencer transformacdes organicas em varios meios
de reacéo.

Atualmente enzimas tém sido exploradas ndo s por ser altamente seletiva para a

sintese de moléculas, mas também por conter atividades elevadas, estabilidade e por
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conduzirem reacGes (SUN et al., 2018). Por serem biocatalisadores ndo-toxicos, as enzimas
aceleram a taxa de reacdo, com grande potencial de versatilidade na catalise (MENESES et
al., 2017).

A crescente utilizacdo de enzimas em diversos processos industriais tem feito a busca
por tecnologias da aplicacdo de enzimas se destaque, objetivando o estabelecimento de
padrdes na sua qualidade, assim reduzindo o consumo energético e impactos ambientais dos
processos, atendendo as normas ISO 9000 e 14000 (ABNT, 2015; NBR ISO 9000, 2000).

A utilizacdo de enzimas, embora seja altamente atrativa, possui a grande desvantagem
na sua utilizacdo, seja na forma sollvel ou na forma de preparados em p6 (forma livre) que é a
sua remoc¢do do meio para posterior aplicacdo, assim como a contaminacdo do produto final
desejado. (LAGE et al., 2016; MENDES et al., 2012).

Com objetivo de evitar perdas e atender a qualidade, se faz necessario o processo de
imobilizacdo, permitindo a aplicacdo de enzimas como biocatalisadores em processos
produtivos e a utilizacdo em industrias. (ANTONY; MOHANAN, 2019). Chibata e
colaboradores (1978), definiu como imobilizacdo enzimética sendo a técnica que mantém o
biocatalisador fisicamente confinado ou localizado numa regido especifica do suporte com
retencdo da sua atividade catalitica, podendo ser reutilizado continuamente (FERNANDES;
LIMA; LOPES, 2010).

Em 1916, iniciou-se o processo de imobilizagdo de enzimas, com trabalhos de Nelson
e Griffin que observaram a enzima sacarose invertase (beta-frutofuranosidase) sendo
adsorvida em carvdo, catalisava a hidrolise da sacarose. Também acorreu em 1926 com o
Prof. James Sumner (Universidade de Cornell) que realizou o primeiro isolamento da enzima
uréase via cristalizacdo dessa enzima em NH3 e CO,. Com este trabalho o pesquisador ganhou
0 prémio Nobel em 1946 (ALVES; CREN; MENDES, 2016; ZHAO et al., 2015).

Sdo conhecidos varios métodos de imobilizacdo enzimaética (Figura 1), aplicando
diferentes protocolos no processo de imobilizacdo em que suportes sélidos sdo baseados em
imobilizagbes fisicas e quimicos. De maneira geral pode-se classificar os métodos de
imobilizacdo enzimatica em 3 categorias, sendo elas: via interagéo fisica (adsorcao), interacdo
quimica (ligagdes idnicas, ligagdes covalentes, suporte e ligacdo cruzada) e na retengdo fisica
da mesma (aprisionamento e encapsulagdo) (NEKTARIA MARKOGLOQOU, 2003).
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Figura 1: Principais técnicas de imobilizacdo enzimatica (JEGANNATHAN; ABANG,
2008).
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Com o processo de imobilizagdo algumas caracteristicas da enzima podem sofrer
alteracOes, tais como atividade catalitica e a sua conformacdo, isso ird variar conforme
método escolhido de imobilizacdo, podendo ser retencdo (quimica ou fisica), como também
das forcas da interacdo que ocorre entre a enzima e o suporte utilizado, ao qual causar
distorcOes estruturais na proteina, assim podendo ocorrer uma possivel ineficiéncia do método
aplicado (NEKTARIA MARKOGLOU, 2003).

Sendo assim diversos protocolos tém sido empregados no processo de imobilizagéo.
Segundo Adlercreutz (2013), a imobilizacdo é uma estratégia que é definida pelo
confinamento da enzima em um suporte so6lido, com finalidade de reutilizacdo do
biocatalisador, tornando o processo menos dispendioso (WALKER et al., 2003).

Esse processo esta ligado a vantagens e desvantagens, sendo vantagem o aumento da
estabilidade térmica do biocatalisador, aplicacdo com maior controle do processo, podendo
ser usadas elevadas concentracOes de enzimas, permitindo a sua reutilizacdo sem perda
significativa da sua atividade catalitica (MENESES et al., 2017; ZHAO et al., 2015). Em
contra partida as suas desvantagens estdo em alteracdo da conformacdo nativa da enzima,
custo do suporte e perda de atividade durante o processo de imobilizagdo (ADLERCREUTZ,

2013). Por essa razao é importante o conhecimento sobre os diferentes tipos de suporte.

3.2.1 Suportes

Os suportes podem ser classificados como orgénicos e inorganicos, em relagdo a
morfologia podem ser classificados em porosos, ndo porosos e estrutura em gel (DALLA-
VECCHIA; NASCIMENTO, 2004). A importancia de conhecer as caracteristicas fisicas do
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suporte (polaridade, razdo molar de hidrofilo para grupos hidrofébicos, tamanho de particula,
area superficial, porosidade e tamanho de poro) ira definir a quantidade de lipase ligada e a
atividade da lipase ap6s a imobilizagdo. (STOYTCHEVA et al., 2011). De maneira geral 0s
suportes que tem caracteristicas de porosidade tem vantagens por conter uma area superficial
maior onde a lipase pode ser adsorvida tanto na parte externa quando interna dos poros
(OZTURK, 2001).

Os polimeros naturais como os sintéticos sdo muito utilizados em processos de
imobilizagcbes (MATEO et al., 2007). Os polimeros naturais apresentam caracteristicas de
serem de baixo custos e degradaveis na natureza, enquanto os polimeros sintéticos sao
versateis e apresentam caracteristicas de variedades em suas formas fisicas como também na
estrutura quimica apresentando-se como um suporte ideal (DALLA-VECCHIA,
NASCIMENTO, 2004).

Com a finalidade de permitir que ocorra 0 aprimoramento das caracteristicas das
enzimas tais como atividade e estabilidade a imobilizacdo e a escolha do suporte sdo
extremamente importantes para eficacia do processo de imobilizacdo (RODRIGUES et al.,
2019).

3.2.2 Lipases

Entre as enzimas de interesse industrial, lipases desfrutam de uma posicéo privilegiada
e destacam-se por sua importancia, devido ao grande numero de reacdes que sdo catalisadas
por elas em sistemas organicos, com elevada estabilidade, e baixo custo comercial
(MENESES et al., 2017; RODRIGUES et al., 2019).

As lipases (triacilglicerol acil-hidrolases, EC 3.1.1.3) sdo enzimas ubiquas, que s&o
encontrados na maioria dos micro-organismo, plantas e reino animal. Pertencem a um
grupo de enzimas que é uma ferramenta poderosa para catalisar a hidrélise como também
reacOes de esterificacdo e transesterificacdo envolvendo agua ésteres insoltveis (REIS et al.,
2009) Assim as lipases catalisam a quebra de diversas moléculas tais como moléculas de acil
glicerol de maneira aleatoria, e assim produzindo intermediarios como acidos graxos livres,
glicerol, monoacilglicerodis e diacilglicerois (POHANKA, 2019).

As lipases possuem uma propriedade estrutural particular que é presenca de uma
“tampa” ou “borda”, que pode mudar a sua conformagao de maneira a controlar o acesso das
moléculas de substrato ao sitio ativo da enzima, na figura 2 encontra-se uma ilustracdo do

mecanismo de ativacdo interfacial de lipases em suportes hidrofobicos.
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Figura 2: Mecanismo de ativacdo interfacial de lipases em suportes hidrofobicos (BASSI et
al., 2016).
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A “tampa” ¢ uma cadeia polipeptidica que possui duas conformagdes em meio aquoso:
quando em forma fechada o subdominio cobre o sitio ativo de forma que a lipase se mantenha
inativa. Porém em forma aberta o sitio ativo fica acessivel as moléculas de substrato, sendo
ativa, com isso a enzima expBem uma larga superficie hidrofobica que facilita a ligacdo da
lipase ao substrato. Através dessa propriedade de rearranjos que as lipase possue na sua
conformagdo que de forma geral induzem a adsor¢do da enzima em uma interface hidrofdbica
ou a um substrato de ligagdo dando origem ao mecanismo de ativacao interfacial de lipase
(BASSI et al., 2016).

Através das caracateristicas que a lipase apresenta, a figura 3 demonstra as ligaces

que essa enzima realiza através da catalise.
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Figura 3: ReacOes Catalisadas por lipases (WIERMANN; ALVES, 2006).
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Conhecendo essas caracteristica a imobilizacdo € essencial a sua aplicacdo, pois estas

|

dependem das caracteristicas que a enzima possua, ao qual pode-se determinar a aplicacdo e
as condi¢des que a enzima atua. Sendo assim o método a ser escolhido deve ser avaliado, para
determinar qual o melhor a ser aplicado e adaptado ao processo, levando em consideracao
custo e tempo, para viabilizar o método, pois estes parametros influenciam diretamente no
processo, bem como no custo do produto final (FERNANDES; LIMA; LOPES, 2010).

3.3 Lipases imobilizadas
Para utilizagdo das lipases se faz necessario a imobilizacdo, para serem aplicadas,

contudo, é importante conhecer os métodos de imobilizacdo para melhorar as propriedades
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das lipases, conhecendo vantagens, desvantagens e custos de cada processo (RODRIGUES et
al., 2019).

3.3.1 Imobilizacdo por adsorcéo fisica

A adsorcdo fisica é considerado o método mais simples de imobilizacdo (Figura 4),
pois se trata uma mistura com condig¢des apropriadas envolvendo o suporte insolivel em uma
determinada solucdo enzimética, ao qual é realizado posteriormente uma separacdo do
derivado. Esse processo ocorre devido as interagfes dos grupos superficiais da enzima com os
grupos superficiais do suporte através de atracdes eletrostaticas e interacfes ndo-covalentes
estdo envolvidos nesse processo de imobilizacdo: interacdes eletrostaticas, interacdes
hidrofébicas, forca de VVan der Waals, interacGes ibnicas, adsor¢do fisica (ZHAO et al., 2015).
Comparando a imobilizacdo por adsorcdo fisica com as demais técnicas, a adsorcdo é
vantajosa por seguintes aspectos: custo baixo dos materiais e procedimento, condi¢Bes de
faceis operacdes, facil regeneracdo para a reciclagem, recuperacdo de elevada atividade da
lipase e nenhuma necessidade de utilizagdo de aditivos quimicos no processo de imobilizacéo.
(ZHAO et al., 2013)

Figura 4: Imobilizacdo de lipases por adsor¢éo fisica em suportes hidrofébicos. Adaptado de
(MATEO et al., 2007).

Suporte Hidrofébico

y - y (__ -

Forma fechada Forma aberta
Lipase Adsorvida

A partir da hidrofobicidade do suporte é encontrado a influéncia da atividade da lipase
apos a imobilizacdo. Ja a atividade relativa da lipase aumenta conforme a enzima é adsorvida
de forma seletiva no suporte hidrofébico, uma vez que as lipase conseguem reconhecer as
superficies e também aos dos seus substratos naturais e que sofrem ativacdo interfacial
durante a imobilizagdo. (BASSI et al., 2016; ZHAO et al., 2015). Foi relatado por Wu (2007),
que a estabilidade e atividade da lipases imobilizadas, podem ser melhoradas por tratamento
com uso de solventes polares, que auxilia na ativacdo dos sitios da enzima. Outros parametros

no processo de imobilizacdo como, pH e forca idnica do meio e a relagdo entre concentracdo
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da enzima e o suporte também sdo importantes na eficiéncia da imobilizacdo. A influéncia da
forca ibnica pode afetar diretamente a capacidade de ocorrer uma adsorcao eficiente, como
também o pH do tampdo é igualmente importante uma vez que as interacdes idnicas sdo
cruciais para a imobilizacdo. De maneira geral a adsor¢do maxima é observada a valores de
pH perto do ponto isoelétrico da enzima. (CHELARU et al., 2008) No processo de
imobilizacdo a interacdo eletrostatica e hidrofébica é a forca motriz que direciona a
imobilizagdo (ZHAO et al., 2015)

3.3.2 Imobilizacéo por ligagado idnica

Ocorre no processo de imobilizacdo por ligacdo ibnica a ligacdo feita através de
ligagdo de sal, onde o suporte possui grupos funcionais ionizaveis que interagem
especificamente com os grupos funcionais da enzima. Também nesse processo podem ocorrer
interacdes por adsorcdo, porém prevalecem as ibnicas por serem mais fortes e ligacdes
quimicas (FERNANDES; LIMA; LOPES, 2010).

Nesse processo 0s suportes idnicos sdo carregados negativamente (suportes catidnicos)
ou positivamente (suportes anionicos) e a eficiéncia da imobilizacdo por ligacdo ibnica pode
ser analisada de acordo com as condicdes de operacdo do processo, como propriedade
tamponantes do meio que devem ser compativeis com o suporte ao qual devera favorecer a
substituicdo dos seus ions pelos grupos ionizados da enzima (VICHENEWSKI, 1995).

Assim para que ocorra a imobilizacdo via ligacdo idnica, é necessario que ocorra o
controle principalmente do pH e da forca i6bnica do meio onde a preparacdo sera realizada
(LIM et al., 2001). J& como desvantagem, esse método faz com que a ligacdo idnica promova
pequenas alteragdes na conformacao e o local ativo da lipase, retendo a atividade da lipase na
maioria dos casos. (ZHAO et al., 2015). Contudo, dentre as vantagens de se aplicar esse
método, esta na sua reutilizacdo, simplicidade do processo e diminuicdo na lixiviacdo. Porem
alguns estudos ja demonstraram que diferentes niveis de estabilizacdo podem ser efetivos
utilizando diferentes métodos de imobilizagédo (RUEDA et al., 2016).

3.3.3 Imobilizacéo por Ligacao Covalente
A ligacdo covalente refere-se ao processo de imobilizar enzimas através da reacdo
quimica entre os residuos de aminoacidos ativos fora do sitio catalitico e de ligacéo ativo da

enzima para com 0s grupos ativos da transportadora (STOYTCHEVA et al., 2011).
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A imobilizacdo enzimatica pelo método de ligacdo covalente € um dos métodos mais
utilizados e estudados (MOHAMAD et al.,, 2015a). Assim a forca que ocorre pela
imobilizacdo por ligacdo covalente é a mais estavel dentre todas as interacfes possiveis nos
processos de imobilizagdo. Ocasionam melhorias na estabilidade da enzima, ao qual dentre
suas vantagens estdo que a metodologia de imobilizacdo por ligacdo covalente evita o
fendmeno de dessorcdo, que ndo é desejado nesse processo, além de favorecer o aumento da
vida dtil e da estabilidade térmica da enzima, ocorrendo a diminuicdo da velocidade de
desativacao espontanea enzimética (PEREZ et al., 2007).

Além disso, esse procedimento favorece a rigidez na estrutura da enzima, o que
consequentemente limita 0 seu movimento quando submetida as altas temperaturas ou
mudancas de pH (KIM et al., 2006). Entretanto as condi¢es de pré-paracdo para imobilizacéo
covalente € rigoroso com o uso de alguns e a enzima pode perder a sua atividade durante o
processo de imobilizacdo, assim pode ocorrer uma facilidade de alteracdo na estrutura
terciaria nativa da enzima, assim causando subsequente reducdo da atividade catalitica
enzimatica. Ocorre nesse processo as condi¢cGes mais drasticas e 0 maior nimero de etapas de
reacdo, levando a mais tempo para a sua realizagdo, sdo inconvenientes deste método de
imobilizacdo, portanto, o custo dessa imobilizacdo é alta (ZHANG; WENG; XU, 2012).

3.3.4 Imobilizacéo por aprisionamento (encapsulacéo)

A imobilizacdo por aprisionamento esta relacionada a captura de enzimas dentro de
uma rede polimérica ou microcapsulas de polimeros que permite que o substrato e os produtos
a passar através dela, a enzima fica livre no meio reacional, mas restrita a um espaco
fisico(ZHANG; WENG; XU, 2012).

Contudo, ap6s o aprisionamento das enzimas, a lipase ndo ficam ligadas na matriz
polimérica ou capsula, mas a sua difusdo € limitada. Comparando com as lipases fisicamente
adsorvidas, as lipases imobillizadas via encapsulacdo sdo mais estaveis devido a ndo correr
interacdes fisicas ou ligagbes quimicas estabelecidas entre a enzima e o suporte. Com isso a
disponibilizagdo de grande &rea superficial para o contato entre o substrato e a enzima no
interior de um volume relativamente pequeno, aumenta a atividade catalitica da enzima
(MENDES et al., 2011).

Também podem ocorrer possibilidade de imobilizagdo simultanea de diferentes
enzimas em uma Unica etapa, sendo assim uma grande vantagem oferecida pela utilizacao

deste método de imobilizacdo (VILLENEUVE et al., 2000). Esse processo é considerado
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simples e a atividade da lipase € mantida. Porém, a desvantagem estd em que a lipase
imobilizada mostram em um aprisionamento relativamente diminuindo a sua estabilidade. Em
producdo de biodissel a taxa de conversdo é baixa, de vido a proteinas que contem elevadas
massas molares sdo impedidas de penetrar no interior de uma cépsula, porem 0s substratos e
produtos de menor massa molar pode passar livremente pela membrana semipermeavel.
Como resultado somente substrato de baixa massa molar podem ser empregados com este tipo
de enzima imobilizada, e esta € uma das principais desvantagens deste tipo de imobilizacéo
(ROSEVEAR et al., 1987).

3.3.5 Imobilizacéo por reticulacdo

O processo de imobilizacdo por reticulacdo refere-se ao processo para imobilizar a
enzima utilizando formacdo de ligacBes cruzadas intermoleculares. Essa ocorre através da
adicdo reagentes de reticulacdo multifuncionais, tais como o glutaraldeido (OZTURK BANU,
2001).

De maneira geral esta técnica de imobilizacdo ocorre de maneira livre, sem o apoio,
envolve unir enzimas uns aos outros para formar uma estrutura tridimensional. Assim apenas
as lipases podem ser imobilizadas diretamente do seu caldo fermentativo e recuperados como
reticulados agregados de enzimas (GUPTA et al., 2009).

Com todas as vantagens, do processo de ligacdo cruzada, essas reacfes sdo geralmente
realizadas em condicdes relativamente severas, fazendo uso de reagentes de ligacdo cruzada
gue podem alterar a conformacéo de lipases e potencialmente ocasionar a significativa perda
de escala de atividade. Outras desvantagens desse processo sao 0s baixos rendimentos de
imobilizacdo, como também a auséncia de propriedades mecénicas desejaveis. Com
finalidade de minimizar estes dois problemas, a reticulagdo deve ser sempre combinada com

outras técnicas de imobilizacdo, tendo como exemplo a adsorc¢éo fisica (ZHAO et al., 2015).

3.4 AplicagOes das enzimas imobilizadas

A reacdo natural das lipases é catalisar a hidrolise de ligacdes éster o que permite que
estas enzimas sejam utilizadas em diversas reagdes (BON et al., 2008). E quando essas
enzimas encontram-se imobilizadas em suportes, as suas caracteristicas tornam vantajosas,
pois sdo mais promissoras na aplicacdo industrial em relagdo as enzimas sollveis
(FERNANDES et al., 2006).
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Assim as lipases tém se destacado em aplicagdes nas industrias de enzimas
imobilizadas ao qual esta a producdo de xarope de glicose e frutose utilizando o amido de
milho, a producdo de acido 6-amino penicilinico, penicilina semi sintética com o uso da
enzima penicilina-G ou L-acilase, producdo de acrilamida em que empregando células
imobilizadas na producdo de aspartame com a termolisina imobilizadas. Também ocorre a
utilizacdo de enzimas imobilizadas para a producdo de varios L-aminoacidos (como a L-
alanina, L-isoleucina, L-metionina, L-fenilalanina, L-triptofano e L-valina), usados com
finalidade de aumentar o valor nutricional de alimentos industrializados e para hidrdlise da
lactose presente no soro do queijo (BON et al., 2008).

Atualmente a economia, estima que a producdo e venda de lipase é de cerca de 10% de
todas as enzimas comercializadas (GUERRAND, 2017). Na aplicacdo na industria de
produtos alimentares, bebidas e alimentos para animais é o mais tipico para lipase ao qual
representa cerca de 55% de lipase comercializados. J& na utilizacdo de fabricacdo de produtos
de limpeza € de cerca de 25% do mercado de lipase e a producdo de biocombustiveis é de
10%. Na aplicacdo em biotecnologia moderna, as lipases microbianas prevalece como o tipo
mais comercializado de lipase. Estima-se que 90% das lipases vendido tém uma origem
microbiana (POHANKA, 2019).

3.4.1 Producao enzimatica de ésteres por esterificacdo

A partir da reacdo de esterificacdo, ésteres alifaticos sdo obtidos. Estes sdo
considerados de cadeia curta sdo considerados os principais componentes de alguns sabores e
fragrancias naturais que sdo amplamente utilizados em comidas, industrias de bebidas,
cosméticos e farmacéutica (OLIVEIRA et al., 2018). A lipase Burkholderia cepacia foi
imobilizada em suporte Accurel MP 1000 e utilizadas na hidrolise de triacetina e
metilmandelato, na esterificacdo de acido oleico e etanol, alcancando conversdo de 99% apds
24 h (MANOEL et al., 2015).

Ja Lima e colaboradores (2018), compararam a eficiéncia da imobilizacao da lipase de
Candida antarctica tipo B, Pseudomonas fluorescens e Thermomyces lanuginosus em
suportes como contas de acrilico secas e silica macroporosa aplicando em ésteres com
propriedades de sabor e foram sintetizados por esterificacdo de acidos acético e butilico.
Corradini e colaboradores (2017), relataram a sintese enzimatica aprimorada de valerato de
etila imobilizando lipase de Thermomyces O lanuginoso em particulas de poli-hidroxibutirato,

obtendo 82% apds 120 min de reacao.
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A pesquisa de Oliveira e colaboradores (2018), imobilizaram a lipase de Rhizomucor
miehei em quitosana e testou na sintese dois ésteres de aromas de frutas, butilato de metila e
etila, obtendo sucesso nos éstres butirato de etila e butirato de metila com 92 e 89% de
esterificagdo.

Assim a literatura expde as diversas aplicacdes que podem ser realizadas através do

biocatalisador utilizando lipases.



32

REFERENCIAS

ABNT. Introducdo a abnt nbr iso 14001. Environmental Compliance: A Web-Enhanced
Resource. p. 41, 2015.

ADLERCREUTZ, P. Immobilisation and application of lipases in organic media . Chem. Soc.
Rev., V. 42, 2013.

ALVES, M. D. et al. Kinetic, thermodynamic, optimization and reusability studies for the
enzymatic synthesis of a saturated wax ester. Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic,
2016.

ANTONY, N.; MOHANAN, P. V. Biocatalysis and Agricultural Biotechnology Template
synthesized polypyrroles as a carrier for diastase alpha amylase immobilization. Biocatalysis
and Agricultural Biotechnology, v. 19, p. 101164, 2019.

BASSI, J. J. et al. International Journal of Biological Macromolecules Interfacial activation of
lipases on hydrophobic support and application in the synthesis of a lubricant ester.

International Journal of Biological Macromolecules, v. 92, p. 900-909, 2016.

CASTRO, A. M. C. et al. Reducdo enzimética do 4-(dimetilamino)benzaldeido com pedagos
de cenoura (daucus carota): um experimento simples na compreensao da biocatélise. Quimica
Nova, v. 37, n. 4, p. 699-708, 2014.

CHELARU, C. et al. Adsorption and activities of lipases on synthetic beidellite clays with

variable composition. Microporous and Mesoporous Materials, v. 109, p. 350-361, 2008.

CORRADINI, M. C. C. et al. Improvement of the enzymatic synthesis of ethyl valerate by
esterification reaction in a solvent system. Preparative Biochemistry and Biotechnology, v.
47,n.1, p. 100-109, 2017.

DALLAS-VECCHIA, R.; Nascimento, M. G.; Soldi, V. Aplicacdo sinteticas de lipases
mobilizadas em polimeros. Quimica Nova, v.27, p. 623-630, 2004

FERNANDES, K. F.; LIMA, C. S.; LOPES, F. M. Técnicas de Imobilizacdo de Enzimas.
Revista Processos Quimicos, v. 4 (7), p. 53-58, 2010.



33

GROGER, H. Enzyme catalysis in the synthesis of pharmaceuticals. Bioorganic &
Medicinal Chemistry. v. 26, p. 1239-1240, 2018.

GUERRAND, D. Lipases industrial applications: focus on food and agroindustries. TWB
Toulouse White Biotechnology, v. 24, n. 4, 2017.

GUPTA, P. et al. Bioresource Technology Characterization of cross-linked immobilized
lipase from thermophilic mould Thermomyces lanuginosa using glutaraldehyde. Bioresource
Technology, v. 100, n. 18, p. 4074-4076, 2009.

JEGANNATHAN, K. R.; ABANG, S. Production of Biodiesel Using Immobilized Lipase —
A Critical Review Eng Seng Chan and Pogaku Ravindra. p. 253-264, 2008.

LAGE, F. A. P. et al. Enzyme and Microbial Technology Preparation of a biocatalyst via
physical adsorption of lipase from Thermomyces lanuginosus on hydrophobic support to
catalyze biolubricant synthesis by esterification reaction in a solvent-free system. Enzyme
and Microbial Technology, v. 84, p. 56-67, 2016.

LIMA, L. C. D. Kinetic and thermodynamic studies on the enzymatic synthesis of wax ester
catalyzed by lipase immobilized on glutaraldehyde-activated rice husk particles. Bioprocess
and Biosystems Engineering, 2018.

MANOEL, E. A. et al. Accurel MP 1000 as a support for the immobilization of lipase from
Burkholderia cepacia: Application to the Kkinetic resolution of myo -inositol derivatives.
Process Biochemistry, v. 50, n. 10, p. 1557-1564, 2015.

MATEO, C. et al. Improvement of enzyme activity , stability and selectivity via

immobilization techniques. Enzyme and Microbial Technology, v. 40, p. 1451-1463, 2007.

MENDES, A. A. et al. Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic Immobilization and
stabilization of microbial lipases by multipoint covalent attachment on aldehyde-resin
affinity : Application of the biocatalysts in biodiesel synthesis. Journal of Molecular
Catalysis. B, Enzymatic, v. 68, n. 1, p. 109-115, 2011.

MENDES, A. A. et al. International Journal of Biological Macromolecules Evaluation of
immobilized lipases on poly-hydroxybutyrate beads to catalyze biodiesel synthesis.
International Journal of Biological Macromolecules, v. 50, n. 3, p. 503-511, 2012.



34

MENESES, A. C. DE et al. Trends in Food Science & Technology A review on enzymatic
synthesis of aromatic esters used as fl avor ingredients for food , cosmetics and

pharmaceuticals industries. Tends in food science & technology, v. 69, 2017.

MOHAMAD, N. et al. Simple Adsorption of Candida rugosa Lipase onto Multi-walled
Carbon Nanotubes for Sustainable Production of the Flavor Ester Geranyl Propionate.

Journal of Industrial and Engineering Chemistry, 2015.

Nbr iso 9000. Sistemas de gestdo da qualidade - fundamentos e vocabuldrio. Instituto

portugues da qualidade, v. 7, p. 1-46, 2000.

Nektaria. M, et al. Immobilized enzyme reactors in liquid chromatography: on-line
bioreactors for use in synthesis and drug discovery. Bioanalytical separations, v. 4, n. 1, p.
233-234, 2003.

OLIVEIRA, U. M. F. DE et al. Efficient biotechnological synthesis of flavor esters using a
low-cost biocatalyst with immobilized Rhizomucor miehei lipase. Molecular Biology
Reports, 2018.

OMORI, ALVARO TAKEO, V. B. P. E C. DE S. DE O. Revis&o. Quimica Nova, v. 35, n. 2,
p. 435437, 2012.

OZTURK BANU. Immobilization of Lipase from Candida rugosa on Hydrophobic and
Hydrophilic Supports. izmir Institute of Technology, 2001.

Pauling, I. I. N. U. S. Molecular architecture and biological reactions. Chem eng news, v. 24,
p. 1375-1377, 1946.

PEREZ, V. H. et al. Influence of the functional activating agent on the biochemical and
Kinetic properties of Candida rugosa lipase immobilized on chemically modified cellulignin.

Biochemical Engineering Journal, v. 34, p. 13-19, 2007.

POHANKA, M. Biosensors and Bioassays Based on Lipases, Principles and Applications, a
Review. Molecules, v. 24 (3), 2019.

REIS, P. et al. Lipases at interfaces : A review. Advances in Colloid and Interface Science,
v. 147-148, p. 237-250, 2009.



35

RODRIGUES, R. C. et al. Immobilization of lipases on hydrophobic supports :
immobilization mechanism , advantages , problems , and solutions. Biotechnology Advances.
Biotechnol Advances, v. 37 (5), p. 0-1, 20109.

RUEDA, N. et al. Chemical Modification in the Design of Immobilized Enzyme Biocatalysts
Drawbacks and Opportunities. Biotechnology Advances, p. 1436-1455, 2016.

SCHMID A et al. Industrial biocatalysis today and tomorrow. Nature, v. 409, n. January, p.
258-268, 2001.

STOYTCHEVA, M. et al. The Immobilized Lipases in Biodiesel Production. Intechop,
2011.

SUN, H. et al. Bioorganic & Medicinal Chemistry Biocatalysis for the synthesis of
pharmaceuticals and pharmaceutical intermediates. Bioorganic & Medicinal Chemistry, v.
26, n.7,p. 1275-1284, 2018.

VILLENEUVE, P. et al. Customizing lipases for biocatalysis : a survey of chemical , physical
and molecular biological approaches. Journal of Molecular Catalysis B Enymatic, v. 9 (4-
6), p. 113-148, 2000.

Wiermann, f.; alves, g. Lipases de latex vegetais: propriedades e aplicacfes industriais
fernanda. Quimica nova, v. 29, n. 1, p. 93-99, 2006.

WIERMANN, F.; ALVES, G. Lipases de latex vegetais: propriedades e aplicacdes
industriais. Quimica Nova, v. 29, n. 1, p. 93-99, 2006.

WU, J. C. et al. Enhanced activity and stability of immobilized lipases by treatment with polar
solvents prior to lyophilization. Brazilian Archives of Biology and Technology, v. 45, p.
108-112, 2007.

ZHANG, B.; WENG, Y.; XU, H. Enzyme immobilization for biodiesel production. Applied
Microbiol Biotechnol, p. 61-70, 2012.

ZHAO, X. et al. Enzyme and Microbial Technology Kinetics of lipase recovery from the
aqueous phase of biodiesel production by macroporous resin adsorption and reuse of the
adsorbed lipase for biodiesel preparation. Enzyme and Microbial Technology, v. 52, n. 4-5,
p. 226-233, 2013.



36

ZHAO, X. et al. Lipase-catalyzed process for biodiesel production : Enzyme immobilization ,
process simulation and optimization. Renewable and Sustainable Energy Reviews, v. 44, p.
182-197, 2015.



37

CAPITULO 1

APLICACAO DA LIPASE IMOBILIZADA EM SUPORTE HIDROFOBICO EM
SINTESE DE ESTERES DE AROMAS

Marta Maria Oliveira dos Santos?, Rafaela Santos Gama®, lasnaia Maria de Carvalho
Tavares®, Eduardo Valério de Barros Vilas Boas®, Adriano Aguiar Mendes’, Marise

Silva de Carvalho®, Julieta Rangel de Oliveira®, Marcelo Franco®".

Department of Exact Sciences and Natural, State University of Southwest Bahia, 45700-000,
Itapetinga, Brazil.

®Institute of Chemistry, Federal University of Alfenas, 37130-001, Alfenas, Brazil
‘Department of Food Science, Federal University of Lavras, 37200-000, Lavras, Brazil
YDepartment of Exact Sciences and Technology, State University of Santa Cruz, 45654-370,

IIhéus, Brazil.

*Corresponding Author: Phone = +55 073 3231 4158; Fax = +55 073 3680 5355;

e-mail = mfranco@uesc.br

Artigo publicado no Journal of Biotechnology and Applied Biochemistry em 18/05/2020
paginas 1-9


mailto:mfranco@uesc.br

38

APLICACAO DA LIPASE IMOBILIZADA EM SUPORTE HIDROFOBICO EM
SINTESE DE ESTERES DE AROMAS

Marta Maria Oliveira dos Santos?, Rafaela Santos Gamab, lasnaia Maria de Carvalho
Tavares?, Eduardo Valério de Barros Vilas Boas®, Adriano Aguiar Mendes®, Marise

Silva de Carvalho®, Julieta Rangel de Oliveira®, Marcelo Franco®".

Department of Exact Sciences and Natural, State University of Southwest Bahia, 45700-000,
Itapetinga, Brazil.

®Institute of Chemistry, Federal University of Alfenas, 37130-001, Alfenas, Brazil
‘Department of Food Science, Federal University of Lavras, 37200-000, Lavras, Brazil
YDepartment of Exact Sciences and Technology, State University of Santa Cruz, 45654-370,
I1héus, Brazil.

Resumo

O uso de processos verdes € uma tendéncia da quimica moderna, entre estes processos
existentes destaca-se a biocatélise. Diante disto preparamos biocatalisadores utilizando lipases
de Candida rugosa (CRL), Mucor javanicus (MJL) e Candida sp. (CALA), imobilizadas em
suporte Diaion HP 20 via adsorcéo fisica e posteriormente aplicados nas sinteses dos aromas
de casca de maca e citrus, maca e rosa e damasco e abacaxi. Foram aplicados 0os métodos
microscopia eletronica de varredura (MEV) e analise eletroforese em gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE) para confirmar a imobilizacdo das enzimas que foram evidenciados através das
imagens projetadas. Para obtengdo de um catalisador efetivo, estes biocatalisodores foram
aplicados em sinteses de aromas e entre os trés biocatalisadores estudados, 0 CRL-Diaion HP
20 foi o que apresentou destaque por obter maior carga proteica imobilizada (30,2 £ 2,4
mg/g), processo de imobilizacdo espontanea AG -1,57 e valor de atividade hidrolitica elevado
(34.802,6 = 0,2 U/mL), assim obtendo maiores valores de conversdo na em esterificacdo de
89,09%, 87,33% e 80,01% para os ésteres butirato de hexila, butirato de geraniol e butirato de
propila respectivamente. Este biocatalisador também foi testado em 6 ciclos de reuso,
mantendo 93,8% da sua atividade relativa inicial no fianl do 6° ciclo. Biocatalisador
desenvolvido a partir da imobilizacdo da lipase de Candida Rugosa, utilizando o suporte
Diaion HP 20, tem grande relevancia na producao de ésteres de aromas e demonstra potencial
para ser aplicado na industria de alimentos.

Palavras-chave: Biocatalise, imobilizacdo de lipase, sintese de aromas, quimica verde,
adsorcéo fisica.
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Lista de abreviaturas

AG Energia livre de Gibbs

AE Atividade Especifica

AH Atividade Hidrolitica

BSA Albumina de soro bovino

CALA Lipase de Candida sp. Recombinante, expresso em Aspergillus oryzae
CALB Lipases Candida antarctica B

CRL Lipase de Candida Rugosa

FFA Acidos gordos livres

Ke Constante de equilibrio

LEU Lipase phospholipase Lecitase Ultra

MEV Microscopia Eletrénica de Varredura

MJL Amano Lipase M de Mucor javanicus

Pl Proteina Imobilizada

RI Rendimento de Imobilizagéo

RML Lipase de Rhizomucor miehei

SDS-PAGE  Andlise Eletroforese em gel de poliacrilamida
TLL Lipase de Thermomyces lanuginosus

ul Unidade de Atividade
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1. Introducéo

A biocatalise consiste no uso de catalisadores, onde as rea¢Ges quimicas sdo
catalisadas de maneira altamente seletiva na presenca de proteinas enzimaticas. Devido
a sua versatilidade, quimio e enantio-seletividade os biocatalizadores torna se bastante
promissor nas industria quimicas e de alimenticias [1]-[5]. Com isso, a biocatalise tem
alcancado inumeras aplicagcBes em sintese organica, além do processo ser considerada
uma tecnologia verde e sustentavel. [4], [6], [7].

Lipases (triacilglicerol acil-hidrolases, EC 3.1.1.3) sdo uma ferramenta poderosa
para catalisar a hidrolise como também reacfes de esterificacdo e transesterificacdo
envolvendo &gua ésteres insollveis [8]-[12], destaca-se por exibem um alto grau de
seletividade, assim as tornando uteis [13], [14].

Essas lipases podem ser produzidas por microorganismos e sdo conhecidas na
literatura as lipases Candida rugosa (CRL), Mucor javanicus (MJL) e Candida sp.
(CALA), por terem sido aplicadas em diversas reagdes como a CRL aplicada em
sinteses de oleato de etila em meio hexano [15], acetato de geranil em solvente organico
[16], polimerizacdo e producdo de acido polilatico [17]. A MJL aplicada em producao
de éster cetoprofeno-trifluoroetilico [18], éster propionato [19] e oleato de n-octilo [20].
E a CALA utilizado na producdo de oleato de etila [21], transesterificacdo 2-fenilbut-3-
in-2-ol racémica em isooctano [22] e resolucéo cinética de (%) -1,2-propanodiol [23].

Devido a essas caracteristicas as proteinas enziméticas no processo de
imobilizagéo estdo cada vez mais sendo aplicadas como biocatalisadores em ambientes
industriais [6]. Atualmente estas sdo usadas para aplicacdes biocataliticas que
representam um numero limitado de participacdo no mercado global de enzimas, que
em 2015 representou US $ 8,18 bilhdes e deve chegar a US $ 17,50 bilhdes até 2024.
[5].

Varios métodos de imobilizacdo foram estudados, incluindo reticulagdo,
aprisionamento, adsorcdo e ligacdo covalente. [24]. O método de imobilizagdo por
adsorcdo é 0 mais comum, pois apresenta baixo custo, condi¢bes de faceis operacdes,
poucos efeitos deletérios para a atividade, seletividade da enzima, recuperagdo de
elevada atividade da lipase e nenhuma necessidade de utilizacdo de aditivos quimicos
no processo de imobilizagéo [25], [26].

A adsorcdo fisica ocorre devido as interacdo dos grupos superficiais da enzima

com os grupos superficiais do suporte através de atraces eletrostaticas (interagdes
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eletrostatica, interaces hidrofobicas, forca de Van der Waals, interagdes ionicas,
adsorcéo fisica [24], [27].

Com finalidade de obter uma boa estabilizagcdo no processo de imobilizagéo a
escolha do suporte € essencial [28], como caracteristicas fisicas do suporte (polaridade,
razdo molar de hidrofilo para grupos hidrofébicos, tamanho de particula, area
superficial, porosidade e tamanho de poro) sdo caracteristicas importantes na escolha do
suporte [24], [29].

Atualmente polimeros sintéticos sdo muito utilizados em processos de
imobilizacbes, uma vez que o0s polimeros sintéticos sdo versateis e apresentam
diversidade em suas formas fisicas como também na estrutura quimica objetivando
obter um suporte ideal no processo de imobilizacdo, ou seja, aprisionamento da enzima
para posterior reutilizacdo em processo industrial [7], [11], [30]. Entre os suportes
sintéticos, o Diaion HP 20, polimero altamente poroso [31], se destaca, por ser utilizado
como suporte para a imobilizagdo das lipases, enzimas dos fungos: Geotrichum
candidum [32], Candida rugosa, Pseudomonas fluorescens, Burkholderia cepacia,
Penicillium camembertii [33], Thermomyces lanuginosus [34], [35].

Nesse contexto, e devido a busca insessante de novas tecnologias para redugdo
de custo e maoir retabilidade no pocesso, o trabalho teve como objetivo desenvolver
biocatalisadores a partir do suporte hidrofébico Diaion HP 20, utilizando as enzimas
Candida rugosa (CRL), Mucor javanicus (MJL), Candida sp. (CALA). Foram
determinados varios parametros de imobilizacdo, como concentracdo de proteinas,
rendimento, atividade hidrolitica, atividade especifica e energia de Gibbs. Os
biocatalisadores foram aplicados em sintese de ésteres de aromas: butirato de hexila
(aroma de casca de maca e citrus), de geranila (aroma de maca e rosa) e de propila
(aroma de damasco e abacaxi). Com base em nosso conhecimento a imobilizacdo dessas
lipases em suporte Diaion HP 20 para posterior aplicacdo na sintese desses ésteres ainda

ndo foi relatada na literatura.

2. Materiais e Métodos

2.1 Materiais
O suporte Diaion HP 20, com média de diametros de particulas de 300—700 um

e tamanho de poro de 170 A (Supelco technical informacdes), adquiridos da Supelco
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(Bellefonte, PA, EUA). A Lipase de Candida rugosa, Lipase de Candida sp.
recombinante, expresso em Aspergillus oryzae, Amano Lipase M de Mucor javanicus e
albumina de soro bovino (BSA) foram adquirida da Sigma Aldrich Chemical Co. (St.
Louis, MO, EUA). Goma arabica foi adquirida da Synth® (Sao Paulo, SP, Brasil). O
azeite de Carbonell baixa acidez (Cérdoba, Espanha) foi comprado no comércio local
(Alfenas MG e Itabuna BA, Brasil). Reagentes de eletroforese foram obtidos da Bio-
Rad (Itapevi, Brasil). Os demais reagentes quimicos e solventes organicos e foram
adquiridos da Synth (Sao Paulo, SP, Brasil).

2.2 Métodos

2.2.1 Determinacdo da concentracdo de proteinas

As concentracdes de protéinas das preparacdes enzimaticas comerciais foram
determinadas pelo método de Bradford [36], a albumina de soro bovino (BSA), foi
usanda como padré&o na construcio da curva de calibraco na faixa de 0 a 0,6 mg.mL™.

2.2.2 Determinacdo da atividade hidrolitica

A atividade hidrolitica foi determinada de acordo com os métodos utilizando
azeite e titulometria [37]-[39].

Em frascos de Erlenmeyer de 125 mL foram adicionados 5 mL do substrato
preparado 15 g de azeite, 45 g de solucdo de goma arabica a 3% m/v) e 5 mL de solucdo
tampao fosfato de sédio (100 mM, pH 7) e adicionado quantidade de 0,1 mL da enzima
livre e 0,1 g de enzima em forma imobilizado semparadamente e para o controle 0,1
mL de H,O. A reacdo de hidrolise foi realizada a 37 ° C por 5 min em um agitador
orbital QUIMIS (Diadema, BR) sob agitacdo (240 rpm). Apos o periodo de incubacdo a
reacdo foi interrompida pela adicdo de 10 mL de uma solugdo etanol a 95%. A
concentracdo de acidos graxos livres (FFA) liberado foi medido por titulagdo com
NaOH 30 mM, usando fenolftaleina. Uma unidade de atividade de lipase (Ul) foi
definida como a quantidade de lipase necessaria para liberar 1 pmol de acido graxo por

minuto sob as condicdes do ensaio.

2.2.3 Imobilizagéo de lipases em suportes hidrofobicos via adsorgéo fisica
O procedimento de imobilizacdo via adsorcdo fisica foi realizado e adptado de

acordo com a metodologia descrito por Mendes e colaboradores [40]. O suporte Diaion
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HP 20 (1 g) foi imergido em 25 mL de etanol (95%) sob condicOes estaticas por 24h em
temperatura ambiente. Os suportes foram lavados com agua destilada e filtrados em um
funil de Buchner sob vacuo. Foi preparado 19 mL de solucdo enzimética (tampéo
fosfato de sdédio 5mM pH 7,0), contendo a proteina (carga proteica de 40 mg/g de
suporte) e centrifulgado em centrifuga CentriBio (Piracicaba, Brasil) a 4000 rpm por 10
min. Suportes umidos foram incubados na solucdo proteica em um agitador orbital
QUIMIS (Diadema, Brasil), (200 rpm) & temperatura ambiente (25°C) por 12h. Os
biocatalisadores foram filtrados (papel de filtro Whatman) em um funil de Buchner sob
vacuo, lavados com agua destilada (relacdo de volume 1:5) e armazenados a 4°C por

24h antes da aplicagéo [40]. Todas as experiéncias foram realizadas em triplicata.

2.2.4 Calculo dos parametros de imobilizacéo
A concentragdo de proteina imobilizada (PI) foi determinada através da equacéo

(Eq.1):
PI (mg/g) = V.(C-Cr). 1)
m

Onde: PI: Proteina imobilizada, V: Volume da Solucdo, C,: Concentracdo Proteina

inicial; Cs. Concentracdo Proteina final e m: massa do suporte imobilizado.
A atividade hidrolitica foi medida atraves da equacéo abaixo (Eq.2):

AH (U/g) = (Va-Vi) X M(naon) X1000 (2)
txm

Onde: V, = volume do NaOH da amostra titulada; Vp = volume do NaOH do branco
titulado; M(naony = molaridade da solugdo padronizada do NaOH; t = tempo de reagdo;

m (enzima) = quantidade da aliquota da solucéo enzimética que foi usada.

Para medir o rendimento de imobilizacdo (Eq.3), e atividade especifica foram

aplicados as equacdes abaixo (Eq.4):

RI (%) = (Ag-A) X100% 3
Ao

Onde: A,: Atividade Inicial e As: Atividade final.
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A atividade especifica foi medido conforme equacdo abaixo:

AE(U/mg) = AH 4)
PI

Onde: AE: Atividade Especifica, AH: Atividade Hidrolitica e PI: Proteina Imobilizada.

A variacdo da energia livre de Gibbs foi calculada como mostrado nas Eq. (5 e
6).

Ke= M{imob) (5)
AH(res)

Onde: K¢: Constante de equilibrio, AHmob): Atividade hidrolitica do solido imobilizado

e AHes): Atividade hidrolitica do sobrenadante residual.

AG (kJ/imol) = RT.InK, (6)

Onde: AG (kJ/mol): Variagdo da energia livre, R: constante dos gases ideais (8,314 x
10 kJ / mol.K), T: temperatura em Kelvin e In(Ke): Logaritmo natural da constante de

equilibrio.

2.2.5 Analise eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Amostras contendo 20 ul de proteinas e foram adicionadas a 5 ul de tampéo
(glicerol 10% m/v, B-mercaptoetanol 5% m/v, SDS 2,3% m/v, Tris-HCI pH 6,8 0,0625
M), desnaturadas no termociclador protbmica por sete minutos e aplicadas no gel. Os
géis de 12,5% m/v de SDS poliacrilamida [41]

Conforme metodologia de Laemmli [41], com 1 mm de espessura foram
submetidos a uma corrente de 30 mA, com voltagem constante por 4 h, em um sistema
de mini-gel GE Healthcare (Amersham Pharmacia Biotech - Reino Unido). Aplicamos
0 gel confome Kirsch [42] em seguida os géis foram imergidos em Coomassie Brilliant
Blue e posteriormente digitalizados no scanner One touch, da Visioneer.
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2.2.6 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Amostras do Diaion HP 20 foram fixadas a um suporte “Stub” e em seguida
foram metalizadas com uma fina camada de ouro, cerca de 20 a 30 nm de espessura por
um sistema de evaporagdo “sputtering” utilizando equipamento JSSM-6610LV, da JEOL

(Peabody, Massachusetts, USA), conforme procedimento padréo.

2.2.7 Producéo de aromas

A sintese de ésteres de aroma por esterificacdo direta de acidos carboxilicos e
alcoois em meio de solvente organico foram conduzidas em frascos fechados (frascos de
Duran) de 25 mL, contendo 4 mL de meios reacionais. Foram preparados trés meios
reacionais, sendo o aroma de casca de magcé e citrus (butirato de hexila) preparado com
acido butirico e hexanol, o aroma de maca e rosa (butirato de geranila) com o acido
butirico e geraniol e 0 aroma de damasco e abacaxi (butirato de propila), com acido
butirico e propanol. Todos os meio reacionais foram preparados na razdo molar
acido:alcool de 1:1 (500 mM de cada reagente em meio ao solvente organico heptano).
O biocatalisador imobilizado e os meios de reacionais (10% m/v) foram incubados em
shaker orbital QUIMIS - BR com controle de temperatura 40 °C a 200 rpm e por 30 h.
Aliquotas de 200 pL foram retiradas e diluidas em 10 mL da mistura etanol:acetona
(1:1) (v/v) para a quantificacdo do &cido residual por titulagdo com solucdo de NaOH 30
mM, empregando fenolftaleina como indicador. Todos os experimentos foram
realizados em triplicata. A porcentagem de conversdo em ésteres foi determinada de
acordo com a Eq. 7 para medir a concentracdo de acido butirico residual apds dado

tempo de reacéo [43].

AN AiniciaI_AfinaI
Conversdo (%) =| ————= |x100 (7

inicial

Em que: Ainicial € Asinal € concentracdo de acido graxo inicial e final no meio reacional
(mM).

2.2.8 Testes de estabilidade do biocatalisador
A estabilidade e reutilizacdo do biocatalizador foi realiados a partir da escolha

do biocatalisador que obteve melhor rendimento de conversdo nos ésteres testados,
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aplicando as mesmas condicdes citadas em 2.2.4. Formam realizados 10 ciclos por 180
min. Ao final de cada ciclo o biocatalisador foi removido do meio reacional e lavado
com hexano a frio. [20], [44].

2.2.9 Estatistica
Todas as anélises e procedimentos descritos anteriormente foram realizados em
triplicata, e todos os valores foram expressos como média + DP. Microsoft Excel (2010)

e Origin Pro 8.0 foram utilizado para realizar todas as analises estatisticas.

3. Resultados e Discussao

3.1 Determinacéo da concentracdo de proteinas

Para caracterizar as enzimas estudadas (CRL, MJL e CALA) foram analisadas a
concentracdo de proteinas que apresentaram resultados de 27,42 m/g para CRL, 126,10
m/g para MJL 17,70 m/g, para CALA conforme material suplementar.

Através dos dados apresentados o célculo de carregamento enzimatico de 40
mg/g de suporte, foi aplicado na imobilizacdo das enzimas. O aumento da carga
enzimatica no processo de imobilizacdo promove a aceleracdo da esterificacdo, mas
levam a um custo mais alto [45], por isso a escolha da carga fixa para todas as enzimas

estudadas.

3.2 Determinacéo da atividade hidrolitica

A atividade hidrolitica foi medida para caracterizar as enzimas obtendo os
seguintes resultados 37.591,20 U/g para CRL, 1.375,26 U/g MJL e 12.503,16 U/g
CALA.

3.3 Imobilizagéo de lipases em suportes hidrofdbicos via adsorc¢ao fisica

O suporte Diaion HP 20 possui uma massa especifica de 1,09 g/cm?®, diametro de
particula de 300 a 700 m, &rea de superficie especifica de 500 m?/g e tamanho médio de
poros de 170 A (informacdes técnicas da Supelco), o que resulta em condicdes
fundamentais para o processo de imobilizacdo. A partir da cada proteica disponibilizada
(40 mg/g de suporte), resultados obtidos de rendimento imobilizacdo foram de CRL
(75,5%), MJL (48,25%) e CALA (45,82%).
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Tabela 1: Parametros de Imobilicdo de Diferentes Enzimas no suporte hidrofébico
Diaion HP 20

Enzima Pl (mg/g) % RIAH ¢p AH (U/gsp) AE (U/mg) AG (kJ/mol)
CRL 30,2+24 93+0,6 126 +19 4,17+0,04 -1,569
MJL 19,3+0,1 100+0,9 5332+34 2,76+0,.2 -9,85

CALA 18,33+ 1,6 885+05 6404+20 349+0,8 -1,16

PI, Proteina imobilizada; RIAH, Rendimento de imobilizacdo da atividade hidrolitica; AH,
Atividade Hidrolitica observada no suporte; AE Atividade especifica no suporte; AG, Variagdo de energia

livre.

A carga de proteinas imobilizadas PI, foi observado o resultado com valor
maximo para a imobilizacdo da CRL (30,2 + 2,4 mg/g de suporte), seguidos MJL >
CALA, esse resultado evidenciam que os materiais porosos sao geralmente preferidos
em processo de imobilizacdo, devido a sua alta area superficial, o que permite uma
maior carga enzimatica imobilizada [20].

As lipases imobilizadas demonstraram possuir didmetro molecular menor que os
poros presente no suporte, assim favorecendo o processo de imobilizacdo, porém a
diferenca de percentual imobilizado esta relacionado ao fato da afinidade da enzima
com o suporte, em que a CRL se destacou [20] [46].

Estudos como o de Cunha e colaboradores [47] afirmaram que suportes a base
de poliestireno, indicaram que a composicao quimica do material pode exercer efeito
significativo sobre desempenho do biocatalisador contribuindo para o processo de
imobilizacdo. Ja Ferreira e colaboradores[32] imobilizou a lipase de Geotrichum
candidum em Diaion Hp 20 e obteve PI de 28,54. Por fim Bassi e colaboradores ?°*©)
imobilizou quatro enzimas: lipases de Pancreas porcino (PPL), Mucor javanicus
(MJL), Candida sp. (CALA), Rhizomucor miehei (RML) e Thermomyces lanuginosus
(TLL) no suporte Diaion HP 20 e obteve carga de proteina imobilizada variando de 17,1
a 27,3 mg/g de suporte. Assim afirmando que os resultados obtidos séo semelhantes e
superiores aos demais relatados na literatura até 0 momento.

A atividade das enzimas CRL, MJL e CALA imobilizadas em suporte foi testada
através da hidrolise da emulsdo de azeite, onde a atividade desaparecida no
sobrenadante da imobilizacdo foi atribuida a adsorcdo de lipases na superficie de
suporte. Conforme tabela 1, rendimento imobilizado da atividade hidrolitica RIAH
foram apresentados de 93% CRL (34.802,60 U/mg), 100% MJL (1.375,26 U/mg) e
88,5% CALA (11.066,40 U/mg). A enzima CRL demonstrou que quase toda a atividade
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da lipase disponivel na solucdo enzimatica foi imobilizadas no suporte por meio de
adsorcdo fisica (ativacdo interfacial na superficie de suporte), confirmando a afinidade
da enzima para o suporte hidrofobico (Diaion HP 20).

A enzima MJL apresentou total imobilizacdo da lipase no suporte, isso ocorreu
devido ao mecanismo de ativacdo interfacial realizado pela lipase em superficies
altamente hidrofébicas como a do suporte.

A literatura relata que lipases comerciais sSdo0 comuns conterem outros
compostos como uma baixa concentracdo de proteinas contaminantes em sua
composicao (proteinas e carboidratos) e no processo de adsorcao ocorre a preferéncia de
lipases por suportes hidrofébicos o que é considerado um processo de purificacdo
parcial de lipase durante a adsorcéao [48].

Com base nessa afirmacdo o processo de imobilizacdo via adsorcdo fisica
contribuiu para purificar a lipase MJL.

A atividade hidrolitica AH do suporte imobilizado apresentou valores baixos
comparados a quantidade de atividade oferecida no processo de imobilizacao, isso deve
a limitacédo difusional moléculas grandes do substrato (goticulas de azeite) para acessar
a superficie interna do suporte, éo importante o contato superficial e areas internas dos
poros para medir a atividade hidrolitica das enzimas que encontra-se imobilizadas
dentro desses poros, e conforme o resultado demonstrado na tabela 1, a atividade do
suporte imobilizado ndo quantificou a atividade das enzimas que encontra-se
imobilizadas nos poros do suporte. Bassi e colaboradores [20], definiu que esse tipo de
resultado sdo explicados devido a adsorcdo de moléculas de enzimas estarem na
superficie interna do suporte e a efeito de impedimentos estéricos. Os resultados
também demonstraram que a AH da enzima CRL foi aproximadamente trés vezes
maior que a MJL e duas vezes maior que a CALA.

De acordo com os resultados exibidos na Tabela 1 e materiais suplementar a
atividade especifica AE iniciais (preparacdes de lipase livre liquida ou em pd)
apresentaram valores de CRL 1.370,90 + 1,40 Ul/mg, MJL 10,90 + 1,60 40 Ul/mg e
CALA 706,39 £ 1,90 Ul/mg e apds a imobilizacdo os valores foram de CRL 4,17
Ul/mg = 0,04, MJL 2,76 + 0,2 Ul/mg e CALA 3,49 + 0,8 Ul/mg de unidades de
enzimas / mg total de proteina. Valores de AE ap0s a imobilizagdo semelhantes a este
também foram encontrados por Bassi e colaboradoes [20] que antes da imbobilizacéo
encontrou os valores de MJL 49,1 £ 0,9 Ul/mg e CALA 50,1 £ 1,7 Ul/mg) e apds a
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imobilizacdo das enzimas via adsorcao fisica em suporte Diaion HP 20 encontrou os
valores MJL 1,21 + 0,06 Ul/mg e CALA 1,17 + 0,10 Ul/mg.

As variacOes desses resultados ocorrem possivelmente devido a algumas
moléculas de lipase serem adsorvidas na area interna dos poros e por efeitos e
impedimento estérico, ndo possibilitaram o contato com a goticula de azeite que
apresenta tamanho maior que a abertura dos poros do suporte. [20]. A atividade
especifica varia de acordo com 0 metodo imobilizado, como a influéncia pela natureza
do suporte. [49]

A imobilizacdo de lipase via adsorcdo € considerado um método, onde a
diminuicdo a energia de ativacdo proporciona a espontaneidade do processo que é
comprovado através dos valores encontrados pela energia de Gibbs, conforme esperado
a imobilizacdo realizada confirmaram serem processos espontaneos em que a
imobilizacdo de lipase via adsorcdo é considerado um método, onde a diminuicdo a
energia de ativagdo proporcionando a espontaneidade do processo [48]. Devido a isso
obtivemos o melhor resultado para o biocatalisador MJL-Diaion HP 20 valor AG - 9,85
+ 1,2 kJ/mol, confirmando a afinidade da lipase pelo suporte Diaion HP 20. Esse
resultado é superior aos demais biocatalisadores, devido a atividade da enzimatica e %
RIAH ter sido completamente imobilizada no suporte, seguida dos bicatalisadores CRL-
Diaion HP 20 e CALA-Diaion HP 20.

3.4 Analise eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

A figura 1 demonstra a presenca de enzimas nos liquidos. Sendo o primeiro
marcador aliquotas da solucdo enzimatica antes de imobilizar e o segundo marcador
referente ao sobrenadante apds o processo de imobilizacdo, nesta figura, a enzima CRL
apresenta variacGes nas marcacdes (a) e (b) evidenciando a imobilizacdo conforme os
dados do RIAH de 93% enzima imobilizado. Observando as marcagdes (c) e (d), nota-
se que o segundo marcador (d) para a lipase MJL néo apresentou banda aparente o que
confirma o RIAH de 100% enzima imobilizado e para a lipase CALA, comparando as
marcacOes (e) e (f) também foi possivel observar que houve imobilizagdo conforme
valores de RIAH de 88,5% enzima imobilizado. Essa analise confirma que houve
imobilizacéo efetiva das lipases no suporte.

Observamos também nessa figura que as massas moleculares foram
representadas, sendo CRL de 58 kDa, Pernas e colaboradores [50] informou que a CRL

possuem de 58 a 62 kDa, a enzima MJL apresentou 32 kDa e Garcia-Galan e
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colaboradores [51], descreveram a massa molecular dessa enzima de 21 a 42 kDa e por
fim a CALA apresentou a banda em 45 kDa e Kruis e colaboradores [52] afirmou que
esta enzima possui massa molecular de 45 kDa. Também foi possivel observar que
essas enzimas apresentaram marcacfes de outras bandas, confirmando a presenca de
materiais contaminantes junto as enzimas estudada [48].

Na literatura também foram encontrados trabalhos semelhantes que utilizaram a
analide de SDS-PAGE para confirmar o processo de imobilizacdo em biocatalisadores.
Rios e colaboradores [53] confirmaram a imobilizacdo em biocatalisadores tendo por
suporte glioxil-octilagarose e lipase Pseudomonas fluorescens. Também fori aplicado o
método SDS-PAGE por Arana-Pefia e colaboradores [54] usando a lipases Candida
antarctica (CALB), lipase de Rhizomucor miehei (RML) e phospholipase Lecitase

Ultra (LEU) em suporte glioxil-octil agarose.

Figura 1: Perfil de eletroforese em Analise eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-
PAGE das solucBes enzimaticas: lipase de C. rugosa (CRL), lipase de Mucor javanicus
(MJL) e lipase de Candida sp.(CALA). (a) CRL, (c) MJL e (e) CALA antes
imobilizacédo e (b) CRL, (d) MJL e (f) CALA apds imobilizacéo.
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3.5 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A utilizacdo da microscopia eletronica de varredura (MEV) quando aplicado
na imobilizacdo é uma tecnologia pertinentes que pode avaliar a eficicia de uma
determinada técnica de imobilizacdo enzimatica e desenvolvimento de futuras
estratégias [55].

Neste trabalho a microscopia eletrénica de varredura demosntrou a estrutura
do suporte e a interagdo suporte-enzimas. Conforme a imagem (Fig. 2A) o suporte
Diaion HP 20 possui estrutura com superficies porosas, que servem como locais de
fixacdo para as enzimas. A figura (2B) a qual é referente a enzima CRL imobilizada
nesse suporte, a figura permite observar que houve uma uniformidade na estrutura
imobilizada preenchendo os poros com a enzima, comprovando o que foi obtido no
valor calculado de proteina imobilizada Pl ao qual foi superior as demais enzimas
imobilizadas. A figura (2C) mostra a imobilizada da enzima MJL e a figura (2D) é
referente a enzima CALA, em ambas foram observados na estrutura do suporte a
presenca das enzimas, devido ao preenchimento parcial de poros presentes no suporte.
O conjunto de enzima e suporte passa a ser chamado de biocatalisador.

Trabalhos semelhantes também foram observados por Francolini e
colaboradores [56], que aplicaram o MEV para medir o desempenho da imobilizagéo da
lipase de candida rugosa em suportes de nanocompdsitos magneticos, observando
agregados da enzima na superficie do suporte testado. Também foi possivel observar o
uso do MEV por Szokol e colaboradores [57] que aplicaram a técnica para visualizar a
lipase amano em silicas, demonstrando que as particulas do seu biocatalisador

apresentaram monodispersao e imobilizacéo efetiva.
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Figura 2: Microscopia eletrénica de varredura da resina adsorvente Diaion HP 20,
usada como suportes hidrofébicos na imobilizacdo de enzimas: superficie dos poros da
estrutura do Diaion HP 20 sem enzima imobilizada (A), com a enzima lipase de C.
rugosa - CRL (B), com a enzima lipase de Mucor javanicus - MJL (C), e com a enzima
lipase de Candida sp. - CALA (D) imobilizadas.
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3.6 Esterificacdo enzimatica

Os biocatalisadores CRL-Diaion HP 20, MJL-Diaion HP20 e CALA-Diaion
HP20 foram testados em sinteses de esteres.

Os esteres de butirato hexila (aroma de casca de maga e citrus), butirato de
geranila (aroma de maca e rosa) e butirato de propila (aroma de damasco e abacaxi),
obtiveram resultados conforme figura 3). O biocatalisador CRL-Diaion HP 20 foi o
mais eficiente, devido ao processo de imobilizacdo em que foi o biocalizador com maior
percentual de rendimento de imobilizacdo e atividade hidrolitica [58], [59]. Tendo
como resultados a converséo para as trés reagdes de esteres (fig. 3A, 3B, 3C) ocorrendo
em curto periodo de tempo sendo para o butirato de hexila 89,09% de conversdo de
éster em 150 min, butirato de geranila 87,33% em 240 min e butirato de propila 80,01%
em 180 min). Corradini e colaboradores [58] também afirmaram que podem ocorrer
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variabilidade na eficacia de enzimas de diferentes fontes, e conforme os diferentes tipos
de alcoois (hexanol, geraniol e propanol) podem ter causado diferentes efeitos na
sintese, sendo assim confirmados pelo resultados dos demais biocatalisadores, como o
MJL-Diaion HP 20 a esterificacdo se mostrou eficiente na producdo apenas da sintese
de butirato de hexila com 26,58% de conversdo de éster em 1.440 min, j4 o
biocatalisador CALA-Diaion HP 20, foi efetivo para as reagdes de butirato de hexila,
com baixo percentual de converséo de 7,58 % em 540 min e butirato de geranila 23,9%
de conversdo de éster em 480 min (material complementar).

Welsh e colaboradores [60] afirmaram que preparacdes de lipases de
diferentes fontes, resultam em diferentes resultados, onde testaram 27 tipos de lipases
comerciais, assim observaram a varia¢do por afinidade no processo de esterificacdo de
acetato de isopentil, butirato de etil e butirato de isopentil. Larios e colaboradores [61],
utilizaram a lipase candida antartica e obtiveram resultados de convesdes de esteres
também utilizando o acido butirico (77 e 76% em 10 h, respectivamente), e estes
afirmaram que diferencas de conversdo estd atribuido a possivel diferenca de
polaridade entre alcoois que sdo usados nas reacdes de esterificacdo. Por sua vez Sa e
colaboradores [59], justificam que a a diferenca de conversdo esta atribuidos a fonte da
enzima, a imobilizacdo (método e suporte), assim como ocorreu neste trabalho a
utilizagdo de trés tipos de enzimas diferentes, assim podendo ter ocorrido a modificagao
das propriedades enzimaticas e atividades, ao qual em condicGes similares de reagdo
afeta a eficiéncia do bicatalisador.

A figura 3, demonstra quéo evidente e promissor o biocatalisador CRL-Diaion

HP 20 se destaca nas trés reagoes testadas.
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Figura 3: Reac0es catalisadas por biocatalisadores CRL-Diaion HP 20, MJL-Diaion HP
20 e CALA-Diaion HP 20. Em sinteses de ésteres de aromas. As reagdes foram
realizadas a 500 mM de cada reagente em meio de heptano, 40 ° C e concentragdo de
biocatalisador de 10% m / v. Os valores sdo representados como media + desvio padrao
de trés repeticdes. (A) Butirato de Hexila, (B) Butirato de Geranila e (C) Butirato de
Propila.
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3.7 Testes de estabilidade operacional

O biocatalisador CRL-Diaion HP 20 configurou as melhores condi¢fes de
sintese de butirato de hexila e devido a isso foi submetido a teste operacional.

O teste de estabilidade operacional foi realizado para determinar a capacidade
que o biocatalisador tem de ser reutilizado em esterificacdo sucessivas. A figura 4
ilustra a estabilidade operacional do biocatalisador CRL-Diaion HP 20 testado por 6
ciclos sucessivos, assim determinando a capacidade que este biocatalisador tem de ser
reutilizado em esterificacdo. A atividade méxima do biocatalisador (1° reagdo manteve

89,09% de conversdo apds 150 min de reacdo) foi definido como 100% de atividade
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relativa. Assim a atividade ap6s os 6 ciclos subtedito obteve atividade de 93,8% da sua
atividade incial.

O processo de diminuicdo da atividade catalitica € comum, ao qual ocorre
devido a inativacdo da enzima, por efeitos das moleculas reagentes, temperatura ou
demais efeitos que podem promover a dessorcao de algumas proteinas no suporte [58].

Esse resultado representa que a lipase CRL teve uma boa interacdo com a
superficie do suporte Diaion HP 20, obtendo uma estabilidade na sua conformacao,
assim avitando o processo de dessor¢do ou inativacdo da enzima [11]. O resultado
obdito configura que esse biocatalizador pode ser reutilizado por ser estavel em ciclos
de reuso.

Gao et al. [62] utilizaram a enzima CRL na imobilizagdo por reticulagéo e testou
a estabilidade da enzima imobilizada por 6 ciclos, obtendo o resultado atividade inicial
de 80,5% da atividade inicial. J& Wu e colaboladores [63] utilizou a CRL imobilizada
em silica vesicular e o biocatalisador passou por 6 ciclos e obtendo 35% da atividade
inicial, assim demonstrando ter baixa estabilidade, concluindo que isso ocorra devido a

interacdes fracas entre suporte e enzima.

Figura 4. Estudos de reutilizacdo de CRL-Diaion HP 20 apds ciclos sucessivos de
butirato de hexila sintese em meio heptano. As reacdes foram realizadas por 150 min de
incubacdo a 500 mM de cada reagente, 40 ° C, 10% m / v de biocatalisador e agitacao
de 200 rpm. Todos os valores sdo representados como média < desvio padrao de trés
repeticoes.
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4. Concluséo

O preparo dos biocatalisadores utilizando lipases em suporte Diaion HP 20
demonstrou eficiéncia devido as caracteristicas porosas e a capacidade de aprisionar
enzimas. O processo de imobilizacdo das lipases de Candida rugosa (CRL), Mucor
javanicus (MJL) e Candida sp. (CALA), permitiu a preparacdo de biocatalisadores
ativos. O uso de métodos como SDS-PAGE e MEV confirmaram a imobiliza¢do das
enzimas no suporte.

O biocatalisador CRL-Diaion HP 20 destacou por ser ativo para reacdo de
esterificacdo. Obtendo resultados de conversdo em sinteses de ésteres butirato de hexila
(89,09%), butirato de geraniol (87,33%) e butirato de propila (80,01%), assim
evidénciando a eficiéncia do biocatalizador CRL-Diaion HP 20 que por sua vez
manteve 93,8% da sua atividade inicial ap6s 6 ciclos sucessivos. Com base nos
resultados obtidos da esterificacdo, podemos afirmar que o biocatalizador CRL-Diaion
HP 20 ¢é apropriado para aplicacGes em industrias.
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Material suplementar

Tabela 2. Conteido de proteinas, atividade de lipase e estudo de atividade especifica para lipases (CRL, MJL e CALA) livre e imobilizada,

determinada a partir das solucbes contendo proteinas e enzimas antes e depois do processo de imobilizag&o.

Teor de Proteina Total Atividade Total da Lipase Atividade Especifica da Lipase
Enzima Carga Inicial Imobilizado Proporcéo Carga Inicial Imobilizada IrFr)lgobF;(I)irz%%oa Carga Inicial Iggmﬁgia
(mg/g) (mg/q) Imobilizado (%) (U/mg) (U/mg) (%) (U/mg) (U/mg)
CRL 40 302+24 75,5 37591,20 + 0,20 34802,6 £ 0,2 93+0,6 1370,90 + 1,40 1152,4 £ 0,32
MJL 40 19,3+0,1 48,25 1375,26 + 0,03 1375,26 + 0,3 100+ 0,9 10,90 £ 1,60 71,25+0,71
CALA 40 18,33+ 1,6 45,82 12503,16 + 2,40 11066,4 + 0,2 88,5+ 0,5 706,39 + 1,90 682,11 + 0,22

Os valores séo dados como valor médio + desvio padréo.

Tabela 3. Converséo de sintese de ésteres de acido carboxilico de cadeia curta a 40°C durante 30 h, catalizados por suporte Diaion HP 20 e lipases

comerciais CRL, MJL e CALA. Concentracdo da reacdo: 0,5 M em heptano para acidos e alcoois.

Reagentes e Produtos Conversao (%) por Biocatalizador
. CRL- .. CALA-
Acido  Alcool FEMA Perfll de GRAS  nionwp MIL-Diaion nyiin Hp
aroma Ref. 20 HP 20 20
Butirico Hexanol Casca de macé e citrus 2568 89,09+ 0,00 26,58+0,01 7,58+0,2
Butirico Geraniol Maca e rosa 2512 87,33%0,19 0 23,9+ 0,04
Butirico Propanol  Damasco e abacaxi 2934 80,01 +0,67 0 0

' Flavor & Extract Manufactures  Association (FEMA), available in
https://www.femaflavor.org/flavor-library
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Resumo

A producédo do éster butirato de hexila (aroma casca de maca e citrus) foi otimizado com o
auxilio do planejamento experimental Box-Behnken, para avaliar o efeito de varios
parametros do processo conversdo de reacdo (temperatura, carregamento enzimatico e razao
molar). O biocatalisador aplicado foi preperado por adsorcao fisica da lipase Candida rugosa
(CRL) em suporte hidrofébico (Diaion HP 20), obtendo o biocatalisador CRL-Diaion HP20.
Através do experimento o aumento na conversdo do éster de butirato de hexila aumentou
conforme as combinagdes enperimental sendo determinadas pelo tempo: 60 min (proporcao
acido/alcool 1:1,4, temperatura 47,25°C e carregamento enzimatico 17,65%) previstos para
87,15% de conversdo do éster, e o valor obtido foi de 90,86%, para 180 min (proporcdo
acido/alcool 1:2, temperatura 59,5°C e carregamento enzimatico 15,8%) previstos para 100%
de conversdo do éster, e o valor obtido foi de 94,6%, para 480 min (proporcao acido/alcool
1:2, temperatura 47°C e carregamento enzimatico 16,9%) previstos para 100% de conversao
do ester, e o valor obtido foi de 95,01%. Assim a sintese de ésteres empregando MSR
demonstrou ser promissor devido ajuste do modelo. Oteste de reuso demosntraram que apos
dez ciclos o biocatalisador manteve atividade de 59,44, 44,63 e 25,99% , variando conforme o
tempo (60, 180 e 480 min. O uso da cromatografia a gas confirmou o pico sendo o éster
sintetizado butirato de hexila semelhante ao padréo.

Palavras-chave: Box-Behnken, biocatalisador enzimatico, esterificacao, ésteres de sabor.
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1. Introducéo

O butirato de hexila € um éster de cadeia curta e pertence ao grupo dos compostos
aromatizantes de odores frutados chamados de notas verdes (Shieh & Chang, 2001), e
atualmente séo aplicados em alimentos, bebidas (Chang, Shaw, & Shieh, 2003) e produtos
farmacéuticos, por possuir odor frutado de casca de maca e citrus.

A obtencéo desse éster tradicionalmente a partir das suas fontes naturais, porém estes
ndo sdo geralmente utilizados, pois tem um custo elevado e baixo rendimento de extracéo
consequentemente um maior gasto de matéria-prima (Gawas, Lokanath, & Rathod, 2018).
Outra forma de obatencdo € por via sintética, utilizando acidos sulfdrico e para-tolueno-
sulfonico como catalisador gerando um éster que nao tem grande aceitacdo na industrias, por
ndo serem considerados naturais. Ao serem sintetizados através reacdo de esterificacdo na
presenca acido carboxilico, lcool, e presenca de enzimas assim sendo considerados aromas
produzidos atraves de uma rota verde (Gawas et al., 2018).

Em contra partida os éster de sabores sintetizados a partir da utilizacdo de enzimas séo
rotulados e semelhantes aos naturais e tém enorme demanda de mercado (Corradini et al.,
2016). Assim a busca por tecnologias para producdo de ésteres utilizando enzimas em
processos industriais, favoreceu a busca por tecnologias da aplicacdo de enzimas com o
objetivo de estabelecer de padrGes em sua qualidade e assim reduzir o consumo energético e
impactos ambientais dos processos, (Fernandez-Lorente et al.,, 2008). Com isso, a
imobilizacdo dessas enzimas surge como a ferramenta que fornece a producdo de um
bicatalisador potente, com caracteristicas de ndo ser solivel e ser um catalisador heterogénio
com reuso, facilidade para separacdo do produto final (Mateo, Palomo, Fernandez-lorente,
Guisan, & Fernandez-lafuente, 2007).

A lipase (triacilglicerol acil-hidrolases, EC 3.1.1.3) se destaca como enzima por sua
importancia, devido ao grande numero de reaces que sdo catalisadas por elas em sistemas
organicos, com elevada estabilidade, e baixo custo comercial. (Meneses, A, Henrique, &
Araujo, 2017), sendo capaz de catalisar a hidrdlise como também reacGes de esterificacdo e
transesterificacdo (dos Santos et al., 2020)

Precisamente, a lipase € um catalisador de enzimas proficiente devido a sua ampla
variedade de substratos (Gawas et al., 2018; Jaiswal & Rathod, 2018) e também por seu
potencial catalitico heterogéneos devido a suas caracteristicas promissoras, como alta
atividade, especificidade para substratos naturais e sintéticos e exigéncia de condicOes leves

de reagéo (Bassi et al., 2016)
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A sintese do éster de butirato de hexila pode se avaliada através de metodos
estatisticos de analise multivariada, por se destacar em relacdo aos métodos univariados, pois
é possivel avaliar diferentes variaveis independentes, tais como temperatura, carga
enzimética, rmp e tempo, além de minimizar o nimero de testes experimentais, assim
reduzindo os custos (de Brito et al., 2017).

Com finalidade de melhorar o desempenho na producdo da sintese do butirato de
hexila (aroma de casca de maca e frutas citricas) e aumentar o rendimento do processo de
producdo sem aumentar o custo, a otimizacdo a partir da ferramenta estatisticas metodologia
da superficie de resposta (MSR) pode ser aplicado (Ba & Boyaci, 2007), sendo o design de
Box-Behnken ferramenta capaz de definir melhores condi¢bes nas quais aplicar um
procedimento que produz a melhor resposta possivel (Almeida, Erthal, Padua, Silveira, &
Am, 2008; Gawas et al., 2018).

O presente trabalho objetiva aplicar o biocatalisador obtido partir da enzima lipase de
candida rugosa (CRL) imobilizada no suporte Diaion HP 20 utilizados como catalisador na
sintese de butirato de hexila, utilizando o design de Box-Behnken analisando os parametros
que afetam a sintese catalisar tal como: a razdo molar do substrato, a carga de enzima e a

temperatura de reacao.

2. Materiais e métodos

2.1 Materiais

A Lipase de Candida rugosa, Acido butirico, hexanol e de Candida rugosa contendo
preparacdo de lipase com 40 mg de proteina = 18 mL de solucdo enzimaética, foram adquirido
da Sigma Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA). Particulas mesoporosas de Diaion HP
20, com média de didmetros de 250-850 um e tamanho de poro de 260 A (Informacdes
Tecnicas Supelco), adquiridos da Supelco (Bellefonte, PA, EUA). Todos 0s outros reagentes
guimicos, incluindo solventes organicos hexano e heptano, foram de grau analitico fornecido
pela Synth®. (Sao Paulo, SP, Brasil).

2.2 Métodos

2.2.1 Preparacdo de biocatalisadores por adsorcéao fisica em suporte hidrofébico
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O suporte Diaion HP 20 (19 g) foi submerso em 475 mL de solucdo de etanol (95%)
por 24 h sob temperatura de 25°C. Ap0s esse periodo o suporte foi filtrado com agua destilada
em funil de Buchner a vacuo. O suporte umedecido (19 g) foram inseidos em erlenmeyer de
500 ml contendo 361 mL de solucdo enzimatica (14,06 mg de proteina em tampéo fosfato de
sodio 5mM pH 7,0), esse material foi incubado em agitador orbital a 200 rpm e temperatura
ambiente (25°C) por 12 h, seguindo a metodologia descrito por Mendes e colaboradores
(2012). O material preparado foi filtrado em um sistema funil Buchner sob vécuo, lavado com
agua destilada (volume proporcao 1:5) e armazenada a 4 ° C por 24 h antes do uso. Todas as

experiéncias foram realizadas em triplica.

2.2.2 Determinacao da atividade hidrolitica e parametros de imobilizacao

A determinacdo da atividade hidrolitica da lipase soluvel e imobilizada foi
determinada na hidrélise da emulsdo com azeite de oliva por titulometria (Carvalho et al.,
2016). A emulsdo/substrato foi preparada através da mistura de 15 g de azeite (0,5 de acidez
da Carbonell, Coérdoba, Espanha) com 45 g de solucdo de goma arabica a 3% m/v. Em
erlenmeyer de 125 mL foram adicionados 5 mL de emuls&o e 5 mL de solugdo tampao fosfato
de sodio 100 mM, pH 7 juntamente com 0,1 mL da solucdo enzimatica ou 0,1 g de sélido
com a enzima imobilizada. Essa mistura foi incubada em agitor orbital QUIMIS (Diadema,
SP, Brazil) por 5 min a 37 ° C, sob agitacdo a 240 rpm. A reacao foi interrompida por adigédo
10 mL solucéo etanol a 95%. A mistura foi titulada com uma solu¢do padrdo de NaOH 30
mM usando fenolftaleina como indicador. Ensaios de controle sem a adicdo da solucédo
enzimatica também foram realizada. Uma unidade internacional (Ul) de atividade hidrolitica,
foi definida como a massa de enzima necessario para liberar 1 mmol de &cidos graxos (FFA)
por minuto de reacdo, nas condi¢des experimentais descritas acima. A atividade hidrolitica foi

determinada pela Eq. 1:

AH (U/g) = (Va-Vp) X M(naor) X1000 1)

txm
Onde: V, = volume do NaOH da amostra titulada; Vy = volume do NaOH do branco titulado;
Mnaor) = molaridade da solugdo padronizada do NaOH; t = tempo de rea¢do; m (enzima) =
quantidade da aliquota da solucdo enzimatica que foi usada.

A concentracdo de proteina imobilizada (P1) foi determinada pelo método de Bradford

(Bradford, 1976), sendo baseado pela ligacdo do corante Coomassie Brilliant Blue G-250 a
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proteina e monitorando a evolucdo da absorbancia a 595 nm. A albumina de soro bovino
(BSA), foi usanda como padrdo na construcdo da curva de calibracdo na faixa de 0 a 0,6

mg.mL™. Sendo calculado da seguinte forma (Eq. 2):
P1(mg/g) = V.(Co-Cr). (2)
M

Onde: PI: Proteina imobilizada, V: Volume da Solugdo, C,: Concentracdo Proteina inicial; Cy:

Concentracéo Proteina final e m: massa do suporte imobilizado.

2.2.3 Sintese de esterificacdo do aroma de casca de magca e citrus (Butirato de hexila)

A configuracdo experimental consistiu em um frasco de vidro fechado (frascos de
Duran) de 25 ml contendo um meio reaciona composto pela razdo molar estequiométrica de
n-hexanol e &cido butilico diluido em heptano. A reacdo foi iniciada pela adicdo do
biocatalizador CRL-Diaion HP 20 e 6 mL do meio reacional em agitador orbital QUIMIS
(Diadema, SP, Brazil) sob agitacdo continua de 200 rpm, por temperatura controlada.
Aliquotas de 200 pL foram retiradas e diluidas em mistura etanol:acetona (1:1) para a
quantificacdo por titulacdo do acido butilico residual. O método de titulacdo foi aplicado
usando a solucdo de NaOH 30 mM, empregando fenolftaleina como indicador. Todos os
experimentos foram realizados em triplicata. A conversdo em ésteres foi determinada pela Eq.
3 (Alves, Aracri, Cren, & Mendes, 2016).

x _ AiniciaI_AfinaI
Conversao (%)=| ———  |x100 (3)

inicial

2.2.4 Design experimental Box-Behnken

A otimizacdo da conversao do éster de butirato de hexila de acordo com a metodologia
do projeto experimental, foi aplicado o design Box-Behnken, a matriz consistia em 15
experimentos (Tabela 1), incluindo trés repeti¢des no ponto central. Os niveis das variaveis
foram escolhidos com base em ensaios preliminares e estudos anteriores realizados no nosso
laboratério e de parceiros (Gawas et al., 2018). As varidveis independentes (fatores)
analisadas foram: Temperatura (30, 45, 60 °C), % biocatalisador (1, 10, 19%) e razdo molar
(&cido:alcool) (1:2, 1:1, 2:1). A partir dos valores experimentais obtidos em resposta, um

modelo em condic¢Bes Otimas para Z foram validadas experimentalmente em triplicado. As
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reacOes foram realizadas utilizando 500 mM de cada reagente sob agitacdo continua num
agitador orbital variando a o tempo de 60 min, 180 min e 480 min. A percentagem de
consumo de &cido foi tomado como a resposta. O nivel de significancia estatistica do modelo
gerado foi avaliado pela analise de (ANOVA, p <0,05), e os coeficientes de regressdo foram
avaliados a partir do teste de Fisher ( F- teste) valoriza a nivel significancia 5%, e a qualidade
do modelo avaliado pelo coeficiente de R?, e o coeficiente de determinacéo ajustado (R*-adj).

Os resultados foram analisados usando o software Statistica versdo 12.5 (StatSoft Inc.,
Tulsa, OK, EUA).
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Tabela 1: Matriz Box-Behnken com os valores reais e codificados para os variaveis temperatura (° C), biocatalisador (% m/v) e razdo molar
(&cido:alcool) para a sintese de butirato de hexila em 60, 180 e 480 min.

Tempo

Variaveis 60 min 180 min 480 min
N2 Ensaios Temperatura Carregamento Razao molar Conversao Conversao Conversao Conversao Conversao Conversao
(eC) enzimatico (% m/v) (acido:alcool) atual (%) Predito (%) atual (%) Predito (%) atual (%) Predito (%)
1 -1(30) -1(1) 0(1:1) 08,20+0,19 9,97 08,22+1,56 14,31 37,14+2,04 40,06
2 1(60) -1 (1) 0(1:1) 28,10+ 0,35 29,79 24,29 +1,03 24,57 40,00 £ 2,54 37,71
3 -1(30) 1(19) 0(1:1) 85,71+0,10 84,02 84,29+0,78 84,01 80,00+1,74 82,29
4 1 (60) 1(19) 0(1:1) 82,86 +0,11 81,09 81,43+ 0,96 75,34 84,29 + 2,02 81,37
5 -1(30) 0(10) -1(1:2) 52,30 £ 0,04 54,09 86,96+1,03 79,58 92,75+1,79 83,8
6 1(60) 0 (10) -1(1:2) 67,60 + 0,21 69,47 91,30+2,34 89,74 88,41+0,67 84,67
7 -1(30) 0(10) 1(2:1) 44,60 + 0,64 42,73 53,96 £0,89 55,52 43,17+0,82 46,91
8 1(60) 0(10) 1(2:1) 46,04 £ 1,58 44,25 39,57 +2,04 46,95 33,81+1,92 42,76
9 0 (45) -1 (1) -1(1:2) 13,04 + 0,07 9,48 14,50+1,93 15,79 28,98 + 2,05 35,01
10 0 (45) 1(19) -1 (1:2) 81,16 +1,67 81,06 89,86+1,47 97,52 94,20+2,33 100,86
11 0(45) -1 (1) 1(2:1) 00,00 0,00 0,10 11,51+0,96 3,86 25,18+1,89 18,52
12 0 (45) 1(19) 1(2:1) 50,30 £ 0,53 53,86 43,88+ 1,65 42,60 44,60+0,07 38,57
13 0(45) 0(10) 0(1:1) 70,00 £ 0,79 71,43 80,50%+1,35 80,83 82,86+1,03 81,91
14 0 (45) 0(10) 0(1:1) 72,86 + 1,02 71,43 81,20%0,86 80,83 81,43+0,81 81,91
15 0(45) 0(10) 0(1:1) 71,43 £0,98 71,43 80,80+ 1,07 80,83 81,43+0,05 81,91
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2.2.5 Teste de reutilizagcdo

Para os teste de reutilizacdo foram realizados 10 ciclos, em que a partir do tempo
6timo de cada design Box-Behnken e aplicado a metododologia descria em 2.2.3 ao
reuso, sendo que apds a concluséo de cada reacdo de esterificacdo, o biocatalisador foi
recuperado por filtracdo em um Funil de Buchner sob vacuo, lavado com hextano
refrigerado (200 mL) para remover o reagente residual ou as moléculas do produto
acumulado em seu microambiente e, posteriormente, usado para a proxima reacgéo. O

rendimento da conversao foi determinado no final de cada ciclo (Bassi et al., 2016).

2.2.6 Purificacdo do éster (butirato de hexila)

O biocatalisador foi separado do meio reacional por filtragdo em funil Buchner
sob vacuo. O sobrenadante foi transferido para o funil de gotejamento de 50 mL, para
remocao do &cido butilico e alcool hexanol foram realizados através de lavagem com
agua destilada a 50 ° C por 5 vezes. O éster purificado ainda com agua foi seco por 24
horas em temperatura ambiente 25° C, usando 20% (m/v) do sal sulfato de magnésio

seco em agitador orbital QUIMIS (Diadema, SP, Brazil) com rotacao de 200 rpm.

2.2.7 Cromatografia gasosa

A conversdo do butirato de hexila foi confirmada por GC usando Cromatdgrafo
Gasoso GC-2010 Plus - SHIMADZU (kyoto — Japao)- equipado com um detector de
ionizacdo de chama (DIC), uma coluna de enchimento Restek (0,25 mm de didmetro,
0,25 um de comprimento). A temperatura da coluna: 260 °C e temperatura do DIC 250
° C, sendo a temperatura inicial:100 °C em 1 min até 170 °C em 2 mincomr =5, em
seguida, a temperatura constante. O tempo de corrida foi de 17 min. O método de

cromatografia de gas foi utilizado para a identificacdo do produto.

2.2.8 Estatistica

Todas as analises e procedimentos descritos anteriormente foram realizados em
triplicata, sendo os resultados obtidos submetidos a analise de variancia (ANOVA), e
todos os valores foram expressos como média + DP. GraphPad Prism (2007) , Microsoft
Excel (2010) e Statistica verséo 12.5.
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3. Resultados e discussao

3.1 Determinacdo da atividade hidrolitica e parametros de imobilizacao

As propriedades cataliticas dos biocatalisadores preparados foram primeiramente
determinada a partir de uma carga inicial oferecida de 40 mg por grama de suporte,
obtendo o resultado de proteina imobilizada de 29,7 mg/g correspondendo a 74,2%. A
atividade de hidrdlitica da emulsdo de azeite apresentou 32.157,6 U/mg de imobilizacédo

correspondente a 92,4% no suporte Diaion HP 20.

3.2 Otimizacdo da sintese do butirato de hexila pelo planejamento Box-Behnken

Para analise da producdo de butirato de hexila, se fez necessario a realizacao de
trés superficies de respostas. O diagrama de Pareto (Figura 1) para a producdo de ésteres
em tempos variados 60, 180 e 480 min, demonstram que os comprimentos das barras
sdo proporcionais a influéncia relativa desse fator sobre a analise. Isto significa que as
interacBes das varidveis em duas dimensfes (2D) foram significativas para o nivel de
confianca de 95%, comprovando o ajuste do modelo, sendo os termos quadraticos
significativos. O diagrama de pareto demonstrou que a % do biocatalisador foi a
variavel que demonstrou maior influéncia no processo de otimizagdo do éster butirato
de hexila. A razdo molar do acido: alcool sugere que a variavel investigada foi
importante para producdo do butirato de hexila. A variavel temperatura demonstrou ser
significativa para a figura 1(a) (tempo de 60 min) e (b) (tempo de 180), enquanto para
figura 1 (c) (tempo de 480 min) a temperatura ndo foi um variavel influente.

Figura 1. Diagrama de Pareto, (a) 60 min, (b) 180 min e (c) 480 min.
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(2)% Biocatalyst(L) -73 56606
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Assim os termos ndo significativos foram removidos do modelo. Assim um novo
modelo foi construido por andlise de regressdo e submetido a ANOVA (p <0,05)
(Tabela 2) para os respectivos tempos 60, 180 e 480 min. A aceitabilidade e
significancia deste modelo foram verificados pelo teste F (valores de F calculado maior
que F tabelado), realizados pelo modelo ANOVA conforme na Tabela 3.

Observado a tabela foi possivel verificar a aproximacdo dos valores reais aos
valores previstos, 0 que mostra que os residuos eram relativamente baixos e distribuidos
aleatoriamente, tornando o modelo valido para construcdo da superficie de resposta e
previsdo das regides desejadas.

Os valores de R? (60 min - 0,986, 180 min — 0,938 e 480 min — 0,890)
demonstraram, que houve uma boa correlacdo entre os resultados experimentais e
valores previstos, com os valores de R? -adj (60 min - 0,995, 180 min — 0,978 e 480 min
—0,961) préximo ao valores de R? destacando a significancia do modelo.

J& as equacdes 1, 2 e 3 representam 0s modelos reduzidos, ajustados com base
no modelo experimental em que o rendimento representado por Z = conversdo de éster
produzido (resposta) enquanto as varidveis independentes como x = temperatura, y = %
biocatalisador e k = razdo molar sdo valores codificados. Respectivamente nos tempos
60 min (Eq.1), 180 min (Eq.2) e 480 min (Eq.3):

Z = 71,43 + 31,34y + 4,33%%- 2,89x% + 19,29y - 9,09xy - 17,97xy? - 5,75xk Eq.(1)
Z =180,83 + 0,39x - 1,63x% + 30,11y - 29,64y* - 4,73xy - 4,68k - 10,74y Eq.(2)
Z=81,91 + 21,47y - 18,92y* - 19,69x - 14,74x* + 11,45kx Eq.(3)
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Tabela 2. Analise de variancia para ajuste do modelo quadratico com um nivel de
confianca de 95 %. Em tempos de (60, 180 e 480 minutos)

Tempo 60 min

Fonte de variacéo SS df MS Fcalc. Ftab.
Modelo 11037.51 9 1226,4 111,83 4,772
Residuo 54,83 5 10,97
Erro puro 4,09 2 2,045
Total 11092,3 14
R? 0,995
R2-adj] 0,986

Tempo 180 min
Fonte de variacdo SS df MS Fcalc. Ftab.
Modelo 13681.21 9 1520.13 24,61 4,772
Residuo 308.88 5 61.78
Erro puro 0,25 2 0,123
Total 13990,1 14
R? 0,978
R?-adj 0,938
Tempo 480 min

Fonte de variacdo SS df MS Fcalc. Ftab.
Modelo 9307.63 9 1034.18 13,65 4,772
Residuo 378.82 5 75.76
Erro puro 1.36 2 0,68
Total 9686.44 14
R? 0,961
R®-adj] 0,890

SS - Soma quadratica; df - grau de Liberdade; MS - media quadréatica
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Os graficos da superficie de resposta na figura 2, elaborados a partir
equacbes 1, 2 e 3

das
ilustram o efeito das varidveis e suas interacdes. As superficies

geradas a partir do modelo indicam que as condigdes experimentais analisadas estéo
dentro das areas de rendimento maximo do éster.

Figura 2. Superficie de resposta entre as variaveis independentes: temperatura, %
biocatalisador e razdo molar. Nos tempos 60 min (a), (b) e (c), 180 min (d), (e) e (f) e
480 min (g), (h) e (i). As figuras foram obtidas no STATISTICA® v.12.
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Sendo assim a partir dos resultados tedricos, foi possivel prever um valor
maximo para rendimento de butirato de hexila nos tempos de 60, 180 e 480 min. A
tabela 3 informa os valores teodricos e reais validando (triplicata) pelo modelo

estatistico.

Tabela 3: Modelo proposto pela MSR com pontos 6timos descodificados em diversos

tempo.

Pontos Otimos
Variaveis 60 min 180 min 480 min % Pred. %o Obs.
Temperatura (°C) 0,16 (47,25) 0,97 (59,5) 0,15(47,0) 87,15 90,86

Biocatalisador (% m/v) 0,86 (17,65) 0,66 (15,8) 0,88 (16,9) 100,00 94,50
Razdo molar (acido:alcool) -0,42(1:1,4) -1(1:2) -1(1:2) 100,00 95,01

Assim o modelo determinou que o ponto 6timo obitido (Tabela 3) para o tempo
de 60 min apresentou porcentagem de conversdo teorica de 87,15%, aplicando
condicdes forncedidas o resultado obtido foi de 90,86%, semelhante ao previsto
conforme Eq. (1). Para o tempo de 180 min a converséo prevista foi de 100%, aplicada
as condicdes o que também se assemelha ao previsto obtivemos 94,5%, o que também
se assemlha ao previsto conforme Eg. (2). Por fim, no tempo de 480 min o modelo
predisse 100%, aplicarmos as condi¢Oes a conversdao foi de 95,01%, semelhante ao
previsto conforme Eq. (3). Podendo afirmar que o modelo fornecido pelo design Box-
Behnken prevé a conversédo percentual apropriada.

Em termos de compraragdo Chang e colaboradores (2003) utilizaram a
metodologia de superficie de resposta para producdo do ester de butirato de hexila,

usando como biocatalisador a lipase (Lipozyme IM-77) de Rhizomucor miehei
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imobilizada em resina anidnica fraca macroporosa. Estes obteveram as condicdes ideais
de sintese em tempo de reacdo 8,3 h, temperatura 50 °C, quantidade da carga enzimatica
de 42,7%, proporcao de quantidade de substrato (em mol) 1,8: 1. O valor previsto era de
96,2% e o valor experimental real de 95,3% da quantidade (em mol) converséo.
Comprando o resultado da literatura podemos observar que Chang e colaboradores
(2003) necessitaram de duas vezes mais a quantidade de biocatalisador para a producao
de 95% de ester. Enquanto que no presente trabalho foram realizados com valores
menores que 19% de biocatalizador foi possivel produzir a mesma quantidade de éster.
Para a indrustria o tempo é um falor determinante, onde em comparacdo com 0s
tempos de reacdo obtidos no trabalho deste mesmo autor, podemos concluir que no
nosso tempo foi um fator que ndo determinou grandes alteragcdes. Em 1 hora de reacdo
obtivemos producdo maxima do éster que de 91% enquanto em 8 horas a producéo
méaxima foi de 95%. A temperatura (50 °C) encontrada por Chang e colaboradores
(2003) como ponto 6timo, foi semelhante ao que encontramos em nossa trabalho (47 —
59 °C). Quanto a razdo molar os valores relatados também foram semelhantes aos

encontrados nesse trabalho.

3.3 Reuso

Neste estudo, os testes de reutilizagdo foram realizados para determinar a
capacidade que o biocatalisador tem de ser reutilizado em esterificacdo sucessiva. As
reacOes foram realizadas sob condi¢bes experimentais ideais informadas pelo designer
Box-Behnken.

A Figura 3 mostra a variagdo da atividade relativa do biocatalisador ap6s dez
ciclos sucessivos. Para o tempo de 60 min observamos que o biocatalisador no primeiro
ciclo o biocatalisador obteve 90,86 % de conversdo foi definido como 100% de
atividade relativa. No termino do décimo ciclo o biocatalisador ainda reteve 59,55% da
atividade inicial. No tempo de 180 min, o biocatalisador obteve 94,5% de converséo no
primeiro ciclo e no décimo ciclo o biocatalisador reteve ainda 44,63% da atividade
inicial e por fim no tempo de 480 min a conversao inicial foi de 95,01% e no termino do
décimo ciclo o biocatalisador manteve 25,99% da atividade inicia.

Observamos o declinio na perda da atividade de acordo com o tempo que 0
biocatalisador fica exposto a reacédo. A reducdo da atividade catalitica pode ser atribuido
a inativacdo das moléculas enzimaticas influenciado pela temperatura. Esses resultados

estdo em concordancia com estudos anteriores relatados na literatura para testes de



83

reutilizacdo da sintese enzimatica de ésteres de (dos Santos et al., 2020; Gawas et al.,
2018).

Figura 3. Testes de reutilizacdo da reacdo de esterificacdo do éster butirato de hexila,
catalisada por CRL — Diaion HP 20 ap0s dez reacbes consecutivas em sistemas
descontinuos. As reacGes foram realizadas nas condi¢des 6timas informada pelo modelo
de designer Box-Behnken. Todos os valores sdo representados como desvio padréo
médio de trés repeticdes.
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3.4 Cromatografia gasosa

Gromatografia gasosa (CG) € realizada por técnicas analiticas baseadas em
separacdo, que produzem resultados aceitaveis devido ao seu alto poder de resolucéao e
automacdo (Shahwar, Young, Young, & Reaney, 2019). De acordo com o espectro
detector de ionizagdo por chama CG (FID), aplicando o éster butirato de hexila (éster
sintetizado e padrdo). Na figura 4 (éster sintetizado e purificado) destacou um pico
intenso no tempo 5,7 min caracteristico do composto CH3(CH,),COO(CH;)sCH3
butirato de hexila. Observamos o mesmo pico no tempo 5,7 min para a figura 5b (éster

padrdo). Este resultado comprova a sintese do éster butirato de hexila.
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Figura 4. Cromatograma CG — FID de éster butirato de hexila. (a) cromatograma
ilustrativo do éster butirato de hexila sintetizado, (b) cromatograma ilustrativo do
padréo butirato de hexila.
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Concluséo

A sintese butirato de hexila usando o biocatalisador de particulas de Diaion HP
20 imobilizando lipase de candida rugosa foi realizada com sucesso, utilizando a
modelagem da estatistica e planejamento Box Behnken.

A NOVA demosntrou que o modelo havia sido satisfatorio e que os fatores
temperatura, razdo molar e carregamento enzimatico demonstraram efeito significativo
na esterificacao.

Esses resultados mostram que a aplicacdo do modelo estatistico Box-Behnken,
por meio da MSR é vantajoso, pois reduz o nimeros de experimentos e resultados que
promovem um aumento na conversdo de ésteres.

A confirmacgdo da sintese do éster foi comprovado pelo uso do CG-FID que
identificou o pico do éster sintetizado confirmando com o padréo.

O uso das metodologias aplicadas MSR junto ao biocatalisador preparado e CG-
FID sdo estratégias interessantes na producdo de éster de sabor como casca de maca e

citrus.
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