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RESUMO

Enzimas sdo biocatalisadores protéicos que em condicdes O6timas de
temperatura e pH aceleram as reagdes quimicas. As enzimas podem ser
imobilizadas em varios suportes que estdo descritos na literatura e assim serem
utilizadas em sintese organica.

Lipases de Pseudonomas sp (LPS), Rhizopus oryzae (LRO), Thermomices
lanuginosus (LTL), Pancreas do Porco (PPL) e Mucor miehei (LMM) foram
imobilizadas em filmes de caseinato de sdédio/glicerol (CS/G), e estes sistemas
utilizados como catalisadores nas reagdes de esterificacdo do acido oleico com n-
pentanol.

Foram avaliados parametros tais como o efeito da imobilizacdo das lipases
LPS, LRO, LTL, PPL e LMM, massa de lipase, imobilizagdo simultanea da LPS e
LRO, solvente orgénico, temperatura, temperatura de estocagem e reutilizagao
dos sistemas.

Os filmes de CS/G com ou sem enzima foram caracterizados através de
Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV). Neste estudo a lipase utilizada foi a
LPS, e aparentemente o aglomerado enzimatico esta adsorvido na superficie dos
filmes de CS/G. Também foi determinado o teor de agua nestes filmes através do
método de titulacdo de Karl-Fischer. Os filmes, com ou sem enzima, apresentaram
12-14% de agua.

As conversdes em oleato de n-pentila (calculadas por RMN-"H), variaram
dependendo do sistema biocatalitico utilizado (livre ou imobilizado). A maior
conversdo em éster obtida foi com a LPS imobilizada em filme de CS/G (60%), e
com a LRO na forma livre ndo houve formacéao de produto.

A conversao em oleato de n-pentila foi altamente dependente da polaridade
do solvente organico (54 e 0%, com heptano e acetona, respectivamente), e foi
praticamente independente da temperatura (48-56%).

A reutilizacao dos sistemas lipase/CS/G mostrou ser um processo vantajoso
podendo ser utilizado varias vezes sem a perda consideravel da atividade
catalitica, formando o produto com boas conversées (33-60%).

A partir dos resultados obtidos, conclui-se que os filmes de caseinato de
sédio/glicerol sdo suportes eficientes para lipases. Os filmes sdo homogéneos, as
lipases permaneceram ativas e o oleato de n-pentila foi obtido com boas
conversoes.

Palavras chaves: Imobilizacéo, lipases, caseinato de sédio e esterificacéo.



1. INTRODUCAO
1.1 - Enzimas

As enzimas sao proteinas especializadas na catalise de reagdes bioldgicas.
Elas estdo entre as biomoléculas mais notaveis devido a sua extraordinaria
especificidade e poder catalitico, que sdo muito superiores aos dos catalisadores
produzidos pelo homem®.

Toda a enzima possui um sitio ativo, o qual constitui somente uma pequena
porgao do volume total e que esta usualmente proximo ou na superficie, de forma
a estar acessivel as moléculas de substratos. O sitio ativo contém aminoacidos
cujas cadeias laterais formam uma superficie tridimensional complementar ao
substrato. Em certos casos, estudos de difracdo de raios X tém revelado na
enzima uma pequena area ou fissura claramente definida, na qual o substrato, ou
mesmo parte dele, pode se fixar'?>. A Figura 1 mostra uma representacéo
esquematica da lipase de Pseudomonas sp (LPS) destacando os residuos do seu

sitio ativo.

Figura 1 - Representagdo grafica da estrutura tridimensional da lipase de

Pseudomonas sp°.



Diferentemente de outras proteinas, as enzimas possuem atividade
catalitica. Isto significa que simplesmente com a sua presenga, e sem serem
consumidas durante o processo, elas conseguem acelerar os processo quimicos,
que de outra maneira ocorreriam muito lentamente ou néo totalmente. Ao contrario
de catalisadores inorganicos, como acidos, bases, metais e 6xidos metalicos as
enzimas sdo muito especificas, por apresentar tais propriedades, elas tém sido
amplamente utilizadas em sintese organica*>®’. As vantagens de se utiliza-las

como catalisadores sao:

- As velocidades das reagbes catalisadas por enzimas sao maiores por
fatores de 10° a 10" vezes do que as correspondentes ndo catalisadas. Para
organismos vivos, aumentos de velocidade desta ordem de grandeza séao
importantes, pois permite a ocorréncia de reagdes a velocidade razoaveis mesmo
nas condicbes normais que existem nas células vivas (isto ¢é, pH
aproximadamente neutro e temperatura na ordem de 35°C)5.

- As reacbes enzimaticas, ao contrario das catalisadas por catalisadores
quimicos, ocorrem em condicdes relativamente suaves: pressao atmosférica,
temperaturas abaixo de 100°C e pH neutro®.

- As enzimas tém um alto grau de especificidade diante dos respectivos
substratos, o que faz com que raramente se formem produtos laterais ou
secundarios®.

- S&o quirais e podem apresentar alta enantiosseletividade”®.

Porém, estes biocatalisadores apresentam algumas desvantagens, tais

como:

- Sao encontradas na natureza somente com uma forma enantiomérica, a
forma L.

- Requerem controle dos parametros reacionais, tais como de temperatura e
pH.

- Apresentam uma maior atividade catalitica em agua;



- S&o propensas a sofrerem inibicao por agentes quimicos e fisicos.
- Podem causar alergias.

Nos ultimos anos tais desvantagens tém sido bastante amenizadas pelo
aperfeicoamento e desenvolvimento de diversas técnicas para reacgdes
biocataliticas. Quando o processo nao for satisfatoriamente seletivo, modificacbes
simples nas condigdes experimentais podem influenciar tanto a estereoquimica
quanto a enantiosseletividade.

As modificagdes mais comuns envolvem o uso de solventes organicos,
adicdo de inibidores, técnicas de imobilizacdo e utilizacdo de enzimas mais

resistentes (extremoenzimas)®'°.

1.2 - Classificacdo das enzimas

No Banco de Dados de Proteinas (PDB), encontram-se catalogados 37.658
tipos de macromoléculas (entre proteinas, peptideos, virus, carboidratos, acidos
nucléicos e complexos proteina/acido nucléico). Varias enzimas tém sua
sequéncia de aminoacidos e estrutura tridimensional determinadas através de
cristalografia de raios- X e RMN-2D 23,

A Uniao Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular (IUBMB) divide as
enzimas em seis grandes classes, e cada uma dessas em subclasses de acordo
com o tipo de reagdo catalisada. Entretanto, a aplicagdo em quimica organica se
restringe a cinco grupos, sendo que e as enzimas hidroliticas sao as mais

utilizadas por ndo requererem cofatores (Tabela 1)".



Tabela 1 — Classificagdo das enzimas de acordo com a I[UBMB.

Namero Classe Tipo de reacéo catalisada Subclasse
1 Oxirredutases Tranferéncia de elétrons ou remogao Hidrogenases,
de hidrogénio oxidases, peroxidases
2 Tranferases Reagobes de transferéncia de grupos Transaldolases,

transcetolases

3 Hidrolases Reacdes de hidrdlise Esterases, lipases,
peptidadases,
fosfatases

4 Liases Reacbes de adicdo de grupos a Descarboxilases,

dupla ligagao ou formagao de duplas cetoacidoliases,
ligacdes por remocéo de grupos hidroliase

5 Isomerases Transferéncia de grupos dentro da Racemases,

molécula para produzir isbmeros epimerases,

oxirredutases, mutase

6 Ligases Formacao e clivagem de ligaces C-
C, C-S, C-O e C-N e ésteres de
fosfato
1.3 - Lipases

As lipases (triglicerol acil-hidrolases, EC.3.1.1.3) s&o classificadas como
hidrolases que atuam sobre ligagdes éster presentes em acilglicerois, liberando
acidos graxos e glicerol, constituindo uma classe especial de esterases'’. A
diferenciacdo de uma lipase e uma esterase (EC.3.1.1.1) estd no fato que a
primeira catalisa rea¢cdes de substratos insoluveis em agua, enquanto que as

1012 Entretanto, a diferenciagdo entre

esterases agem em substratos soluveis
lipases e esterases ainda ndo esta completamente definida. Em 1958, Sarda e
Desnuelle propuseram definir as lipases a partir de sua caracteristica cinética que
€ a propriedade de ativagdo na presenca de substratos insoluveis em agua e
emulsionados, ou seja na presenga de uma interface lipideo/agua. Segundo estes

autores, as lipases seriam ativadas na presenca de ésteres emulsionados,



enquanto as esterases nao apresentariam esta ativagdo, exercendo sua fungao
hidrolitica sobre substratos soltiveis em agua'®.

As lipases sao encontradas em tecido de varios animais e plantas, e podem
ser produzidas por fermentagao usando varias espécies de microorganismos, tais
como os fungos Aspergillus, Mucor, Rhizopus penicillium, Geotrichum sp,
Achromobacter sp e Staphylococcus sp. Destes micoorganismos, as lipases
Aspergillus sp, Mucor sp, Rhizopus e Candida sp estdo comercialmente
disponiveis. Do ponto de vista econdmico e industrial, as lipases de
microrganismos s&o preferiveis as de fontes animais e plantas devido ao alto

custo do seu isolamento'®™,

1.3.1 - Vantagens do uso de lipases em quimica organica

As lipases sdo muito utilizadas em sinteses organicas devido a sua grande
disponibilidade, baixo custo, ndo requerem cofatores, atuarem em faixa de pH
relativamente grande (4,0-8,0), serem muito estaveis em meio organico,
apresentarem especifidade, regiosseletividade, quimiosseletividade e
enantiosseletividade. Possuem a habilidade de catalisar reagdes de esterificacao,
transesterificacdo  (aciddlise, interesterificagdo, alcodlise), amindlise e
tiotransesterificagcdo em solvente organico anidro, sistemas bifasicos e em solugao
micelar com alta especificidade. O deslocamento do equilibrio na reacdo, no
sentido direto (hidrélise) ou inverso (sintese), € controlado pela quantidade de
agua presente na mistura reacional. As lipases tem sido extremamente
investigada com relacdo as suas propriedades bioquimicas e fisiologicas e mais
recentemente para aplicacdes industriais'® 11411617,

Lopes e col."® imobilizaram a lipase de Candida rugosa em microemulsdes
basedas em organogéis preparados com o surfactante catibnico brometo de
hexadeciltrimetilamonio (CTAB). Este sistema foi utilizado como catalisador na
reacao de esterificacdo do acido caprilico com n-pentanol. A maior conversao

obtida em caprilato de n-pentila, foi de 94% em 215h. (Figura 2)
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Figura 2 — Reacéao de esterificagdo do acido caprilico com n-pentanol catalisada

pela lipase de Candida rugosa suportada microemulsao de organogel
(MBG)'®

Kroutii e col.’ investigaram a influéncia dos doadores acilas na
regiosseletividade da lipases de Candida rugosa na esterificagdo do estrepol (1).
Excelente regiosseletividade foi observada na formac&o do 3,7-dissubstituidos.
Com o butirato de vinila e o propionato de vinila obteve-se 100% do 3,7-
dissubstituido com 68% e 46% de rendimento, respectivamente. Com o
metacrilato de vinila foi obtido uma mistura de 71% do 3,7-dissubstituido e 29% do
1,7- dissubstituido (Figura 3).

HO/,,//
Candida rugosa lipase 4

) toluene/DMF=2:1
"OH 36°C, 180rpm

40 equivalents

Figura 3 — Esterificacdo regiosseletiva do estrepol com butirato de vinila

catalisada pela lipase de Candida rugosa'®



Rustoy e col.? realizaram a amindlise enzimatica do 2-amino-etanol com
acrilato de etila. Eles utilizaram cinco lipases comerciais: lipase do pancreas de
porco (PPL), Lipozyme (LIP), lipase imobilizada de Mucor miehei, lipase
imobilizada Candida antartica A e B de (CAL A, CAL B) e de Candida rugosa
(CRL). Os rendimentos obtidos em N-(2-hidroxietil)-acrilamida (2) foram de 26, 37,
44, 93 e 38% respectivamente. Sem lipase nao foi detectado a formagédo de

produto (Figura 4).

H
N
A{ \/\OH
2
o +
H
O lipases /\/N OEt
HO W
+ 18°C
. (0]
H,N(CH,),0H
H H
/\/N N\/\
HO W OH
(0]

Figura 4 — Reacéo de amindlise do 2-amino-etanol com acrilato de etila catalisada
pela lipase de Candida antartica B (CAL B)®

As lipases apresentam a capacidade de preservar sua atividade catalitica
em solvente organico. Devido a esta propriedade, seu potencial para conversao do
excesso de gordura e Oleos em produtos para os usos industriais esta sendo
amplamente investigado. Além destes exemplos, elas apresentam inumeras
aplicagdes na resolucdo de misturas racémicas?', na sintese de farmacos, novos
surfactantes, na bioconversdo de gorduras e de Oleos e na industria

alimenticia’®?2.



Entretanto, a baixa estabilidade, atividade ou seletividade encontrada
ocasionalmente em algumas destas enzimas, e o alto custo da forma nativa ainda
tem dificultado a sua aplicagdo em larga escala na industria'">.

Queiroz e Nascimento?' imobilizaram a lipase de Pseudomonas sp (LPS)
em dois polimeros, poli(oxido de etileno) (PEO) e em gel de agar. Estes sistemas
foram utilizados na resolu¢do do R,S-metil mandelato (3) com acetato de vinila (4)
como agente acilante, em varios solventes organicos. O método foi bastante
efetivo usando a lipase imobilizada em filmes de PEO. O grau de conversao foi de
4 a 50%, e ambos enantibmeros foram obtidos com pureza 6ptica de 100%

(Figura 5).

o}
OH Q)J\CH3
OCH, : OCH;
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5
3 (S)-O-acetil-mandelato de metila
(R,S)- mandelato de metila LPS eep>99‘:’A>
1,5mM — = ¢ =4-50%
’ Solvente (30mL)
T =25°C
t = 96h OH
O
)J\ OCHj;
HaC o X
(¢}
4
acetato de vinila
15mM 6
(R)-mandelato de metila
ees 4-99%

Figura 5 — Reacdo de acilagdo do R,S-mandealto de metila catalisada por
LPS/PEQ?".

Nos ultimos anos, com o intuito de aumentar a atividade catalitica de
lipases, foram apresentados na literatura varios procedimentos de imobilizagdo ou

modificagdes na estrutura nativa, sendo que estes processos envolvem diferentes



graus de complexidade e eficiéncia®*?*?®. Os métodos de imobilizagdo requerem
uma interagdo fraca ou a formagao de ligagcbes covalentes entre a lipase e o
suporte®. A engenharia genética de lipases envolve modificagbes do gene que
codifica para a enzima. Esta tecnologia inclui a habilidade de isolar e expressar os
genes de interesse e modificar alguns aminoacidos que ocupem um sitio
importante para a atividade catalitica®*?" 2.

A selecéo da estratégia de imobilizagdo ou o procedimento de modificagao
estdo baseados no processo especifico, o qual leva em consideragao parametros
como a atividade enzimatica, a eficacia do método, a desnaturagéo da enzima no
meio, o custo no procedimento, a toxicidade dos reagentes usados na

imobilizagdo e as propriedades finais da lipase imobilizada?2.

1.4 - Imobilizacdo de enzimas

A imobilizacdo de enzimas é uma das importantes facetas da biotecnologia,
e varios métodos vém sendo desenvolvidos com este fim, tais como a absorgao
em materiais insoluveis, confinamento em geéis poliméricos, encapsulamento em
membrana, ligagbes cruzadas com auxilio de reagentes bi ou multifuncionais, e
ligacdes em suporte insoluvel em agua®?**°.
A Figura 6 ilustra as principais técnicas de imobilizagdo descritas na

literatura.
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& Enzima ou
el microrganismo
A !'ﬁJK
wll |

Confinamento em
matrizes poliméricas
e Polimeros naturais: gel de agar,
caseinato de sddio, derivados
hidrosoluveis de celulose, amido,

dextrinas; Confinamento em Ligacdes
¢ Polimeros sintéticos: alcool microcapsulas cruzadas
polivinilico (PVA), poli(6xido de e Gelatina, quitosana. e Hexametilenodiamina
etileno) (PEO), polissulfonato de e glutaraldeido.

sodio (PSS), Blendas de PSS/PEO

Sistema bifasico

<«— Solvente organico + Substrato
<«— Agua + Enzima

LigacOes em suporte

eAdsorcgao fisica: PVA, PEO, xantana,
galactomanana, quitosana.

eAdsorgao covalente: silica, alumina,
celulose

eAdsorc¢ao ibnica: resinas de troca
ibnica, p. ex., DEAE-sefadex e CM-
celulose.

Figura 6 — Principais métodos de imobilizacdo de enzima (adaptada da ref. 9).

Para muitas enzimas a imobilizacdo confere uma estabilidade adicional
frente a varias formas de desnaturacdo, reducdo de custos, facilidade de
separacao, recuperacao e reutilizacdo, possibilidade de operagcbes continuas,
aumento na estabilidade e em alguns casos, na atividade enzimatica 8% *'.

A utilizacdo de filmes produzidos a partir de proteinas ou polissacarideos
tem contribuido para que haja um aumento da biocompatibilidade entre suporte e
biocatalisador, criando um micro-ambiente favoravel, e beneficiando desta forma a
atividade enzimatica®>. Dentre as vantagens de utilizar estes biofilmes como
suporte para biocatalisadores em sintese orgénica, destacam-se suas boas
propriedades mecanicas, resisténcia a solvente de baixa polaridade,

hidrofilicidade, atoxicidade, e o fato de serem biodegradaveis e de baixo custo. A
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escolha do suporte é baseada em fungdo das propriedades desejadas e do
biopolimero selecionado. Podem ser produzidos a partir de proteinas tais como
gluten de trigo, zeina do milho, proteina de soja, colageno, ovalbumina, proteinas
do soro do leite, caseina e caseinatos. Estes materiais também podem ser obtidos
de proteinas miofibrilares de peixe ou carne, ou ainda de polissacarideos tais
como os derivados hidrossoluveis de celulose (ex. carboximetilcelulose de calcio)
(7), amilose (8), pectina (9), alginatos (10), carragena (11), dextrinas (12), agar
(13) e outras gomas>>**3>3637  Alem disso, por serem biodegradaveis e sollveis
em agua, estes suportes tornam os processos econOmica e ambientalmente

favoraveis, preenchendo desta forma os requisitos necessarios para o

desenvolvimento de uma “quimica limpa”.
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1.5 - Parametros que influenciam na imobilizacdo de enzima

A heterogeneidade do sistema biocatalitico, em meio orgénico, implica em

uma relagdo mutua entre os diferentes componentes do sistema (Figura 7)°%%.

A
/ solvente
A, A,
enzima substratos
A A /
sueorte - égua

Figura 7 — Relacdo mutua entre os varios componentes envolvidos em uma

reacao biocatalisada na presencga de solventes organicos.

Quando um biocatalisador ou um preparado enzimatico é selecionado para
uma determinada reagdo, o tipo de solvente, a quantidade de agua e a
solubilidade dos substratos e produtos devem ser avaliados e otimizados®.

A 4gua é talvez, o componente mais importante quando o biocatalisador é
utiizado em meio organico. Estd bem documentado na literatura que uma
quantidade minima de agua, que é dependente do tipo de solvente e das
caracteristicas do suporte utilizado, € absolutamente necessaria para a solvatagao
da enzima ou dos substratos e produtos. Normalmente, a atividade enzimatica
aumenta com o aumento da camada de hidratacdo da enzima, o que é devido a
acao lubrificante da agua, que aumenta a flexibilidade interna da enzima.
Entretanto, o excesso de agua pode favorecer a reacado de hidrolise e ndo a

sintese®%°,



13

As enzimas necessitam de uma pequena quantidade de agua para manter
sua conformacdo tridimensional ativa, mesmo quando ligadas covalentemente em
um suporte*®#'4243 A agua contribui ainda para a integridade estrutural, para a
polaridade do sitio ativo e estabilidade da proteina, e ela pode também limitar a
solubilidade de substratos hidrofébicos em torno da enzima®**.

Halling*, sugeriu o uso da atividade termodinamica da agua (a.) para
definir a relagdo entre a agua e os outros componentes do sistema reacional. O
teor de agua no catalisador é mais importante para manter a atividade catalitica do
que a quantidade total contida no sistema. A atividade catalitica da lipase de R.
miehei em diferentes solventes organicos foi muito pequena para valores fixos de
aw.

O efeito da atividade da agua em reagbes biocatalisadas por lipases tem
sido mostrados em varios trabalhos*®*’.

A influéncia da natureza do solvente tem sido interpretada em termos de
varios fendmenos tais como, a mudanga na rigidez causada por solventes com
alta constante dielétrica e interaces idnicas na proteina*®*°. O solvente pode
estabilizar as cargas no estado de transi¢cao através da modificagdo da polaridade
do sitio ativo, bem como da variagdo da energia livre total, associadas com
diferentes energias de solvatagdo do solvente, sdo as possiveis causas do efeito
de solvente®®®',

Do ponto de vista fisico-quimico, os aspectos mais importantes sdo a
capacidade de extragdo (coeficiente de particdo) e solubilizagdo de substratos
e/ou produtos pelo solvente organico. Estas propriedades vao determinar a
facilidade de separacdo das fases e a transferéncia de massa. O solvente
organico deve ser quimica e termicamente estavel; ndo deve formar emulsdo em
meio aquoso para facilitar a separacao de fases; a sua viscosidade deve ser
reduzida, de forma a facilitar a transferéncia de massa; e nao deve ser degradado
pelo biocatalisador. O critério biolégico, que relaciona a toxidade do solvente para
o biocatalisador é, de todos estes o mais restrito®.

Na literatura ndo existe um consenso claro com referéncia a escolha do

parametro para descrever quantitativamente o efeito do solvente, em reacdes
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biocataliticas por enzimas. Porém, o parametro mais freqientemente utilizado
para verificar este efeito € o logaritmo do coeficiente de particdo do solvente num
sistema padréo n-octano/agua (log Poct), conhecido como paréametro de Hansch, o
qual € um indicador do grau de hidrofobicidade do solvente que esta sendo
utilizado®®.

Segundo Laane e col.”®

, solventes com log Poct < 2 s&o hidrofilicos e nao
sao adequados para a biocatalise, porque eles pertubam fortemente a interacéo
agua-biocatalisador, inativando-o ou desnaturando-o. Os solventes com log Pyt
entre 2 e 4 sdo menos hidrofilicos e pertubam fracamente a interacdo agua-
biocatalisador e afetam a sua estrutura de maneira imprevisivel. Os solventes que
possuem log Pyt > 4 sdo hidrofobicos e nédo perturbam a camada de agua,
deixando o biocatalisador no seu estado ativo.

Recentemente, Vecchia e col.>* avaliaram a influéncia do solvente na
reacdo de esterificacdo do acido laurico com n-pentanol utilizando como
catalisador a lipase Rhizopus oryzae, na sua forma livre e imobilizada em filmes
de carboximetilcelulose (CMC) e alcool polivinilico (PVA). As melhores conversdes
em laurato de n-pentila foram obtidas com os solventes mais apolares com log P >
2,5 (78-99%).

Pilissdo e Nascimento® investigaram o efeito do solvente organico e de
liguidos i6nicos na resolugdo enzimatica do (R,S)-metil-mandelato. As
correspondentes amidas foram obtidas com alto excesso enantiomérico
(eep>99%) utilizando uma mistura de cloroférmio ou terc-butanol/liquido i6nico

(10:1v/v). O solvente organico foi o determinante da configuragdo do produto.

1.6 - Caseinato de Sdédio

O caseinato de sodio € um sal derivado da caseina, que é a principal
proteina do leite de vaca, cuja constituicdo € de aproximadamente 3,5% de
proteina, das quais 2,9% sao caseinas e 0,6% sao proteinas do soro. O leite é

uma solugdo aquosa de proteinas, lactose, minerais e algumas vitaminas. A
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caseina € definida como a proteina que precipita quando o leite desnatado é
acidificado a pH 4,6 e temperatura 20°C**°".

Estudos baseados na mobilidade molecular, tais como cromatografia
eletroforese, filtragdo e centrifugacédo, demonstram a existéncia de quatro tipos de
caseina: a caseina as1 (50% do total de caseinas), a caseina B (33%), a caseina k
(15%) e a caseina y em quantidades variaveis. O “s” da caseina a refere-se a
sensibilidade de precipitagdo frente aos ions calcio®®>"°8,

Embora os prefixos as, B, etc., definam as espécies especificas de
proteinas, atualmente reconhece-se que existe uma variedade de caseinas
(variantes genéticos) que possuem pelo menos um residuo de aminoacido
diferente na cadeia polipeptidica. Por exemplo, a caseina as1C difere da caseina
os1B, a variante mais comum apenas porque na posicao 192 da cadeia
polipeptidica tem-se o residuo da glicina no lugar do acido glutamico. Atualmente,
pode-se identificar espécies de vacas através da analise detalhada da uma

amostra de leite, verificando as proporgdes desta variavel®®.

1.6.1 - Micelas de caseina

Cerca de 80-90% de toda a caseina do leite esta na forma de particulas
coloidais aproximadamente esféricas denominadas de micelas, medindo de 50-
200nm de diametro, com massa molar de 10’-10°Da”’.

O conhecimento das micelas de caseina é de grande importancia, visto que
muitos tratamentos em tecnologia do leite influenciam de alguma forma na
estabilidade de suas micelas®®.

Os modelos apresentados para as micelas sao puramente hipotéticos, pois
ainda nao se conhece bem as suas estruturas. Supde-se que essas micelas tém a
forma mais ou menos esférica, formada por um grande numero de sub-unidades
unidas entre elas. Estas sub-unidades medem de 10-20nm de didmetro e contém

de 25-30 moléculas de caseinas o,p e k**°"%®,

Uma primeira teoria sugere que as sub-unidades de caseina as1 e B

formariam nucleos termodinamicamente estaveis em roseta cobertos por camadas
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periféricas de caseina k (Figura 8.a). A segunda apresenta uma estrutura aberta
composta de sub-unidades de tamanho uniforme contendo as caseinas as1 €  no

centro, e a caseina k na periferia (Figura 8.b)*’.

05

q -
qf:f-k -

a

Figura 8 — Modelos sugeridos para as micelas de a e f - caseina®’.
1.7 - Coquetel Enzimético

O termo “coquetel enzimatico” vem sendo aplicado quando dois ou mais
biocatalisadores sdo usados simultaneamente imobilizados ou n&d&o no mesmo
suporte polimérico®®,°.

Kheadr et al®® encapsularam em liposoma de poliposome VPF 012 trés
tipos de enzima (proteases, peptidases e lipases), e utilizaram esses sistemas
para acelerar a maturagao de varios tipos de queijo. Os resultados, para alguns
sistemas, demonstraram que foram obtidos queijos com sabor agradavel (ndo

amargo), sem mofo ou defeitos na textura em um tempo de maturacao curto.
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2. OBJETIVO

2.1 - Objetivo geral

Imobilizar diversas lipases em filmes de CS/G, e utilizar este sistema como

biocatalisador nas reagdes de esterificacdo do acido oleico com n-pentanol.

2.2 - Objetivos especificos

- Caracterizar os filmes de CS/G com e sem lipases imobilizadas através da
Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV), e determinar a quantidade de agua
deste sistema pelo método de titulacdo de Karl-Fischer.

- Utilizas as lipases LPS, LRO, LTL, LPP e LMM na forma livre e
imobilizadas em filmes de CS/G, como catalisador na reacao de esterificacdo do
acido oleico com n-pentanol.

- Avaliar a influéncia da variagdo da massa de lipase nos filmes de CS/G na
reagao estudada.

- Imobilizar simultaneamente duas lipases de procedéncias diferentes no
mesmo suporte. Este método é chamado de “coquetel enzimatico”.

- Analisar a influéncia do solvente organico e da variagdo da temperatura
(25 - 45°C) na sintese do oleato de n-pentila catalisada pelas lipases LRO e LPS
imobilizadas simultaneamente em filmes de CS/G.

- Avaliar o efeito da temperatura de estocagem e reutilizagdo das lipases
LPS e LRO na sintese do oleato de n-pentila.

- Comparar os resultados obtidos com os descritos na literatura.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 - Reagentes, enzimas e solventes utilizados
Todos os reagentes e solventes utilizados foram de grau P.A.
v Alcool:

- n-pentanol (Vetec)

v Acido:
- Acido Oléico (Vetec)

v" Solventes ( Vetec):
- Heptano

- Hexano

- Ciclohexano

- Cloroférmio

- Diclorometano

- Acetona

- Dioxano

v Glicerol (Reagem).

v' Caseinato de Sodio (Tatua CO-OP Dairy Ltda).

v' Enzimas:

Lipase de Pseudomonas sp - LPS (Amano, 30.000U/g)
Lipase de Rhizopus oryzae - LRO (Amano, 150.000U/g)
- Lipase de Mucor miehei - LMM (Lipozyme - Novozymes, 5-6BAUN/Q)

- Lipase de Thermomices lanuginosus — LTL (Lipolase - Novozymes,
100.000Ug™)
- Lipase do Pancreas do Porco - LPP (Sigma,135U/mgq)

v Silica gel DGF Riedl-deHaén max. 400mesh
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3.2 - Preparacdo dos filmes de caseinato de s6dio e imobilizagdo das lipases

Os filmes de caseinato de sodio foram preparados pesando 1,5g deste sal e
0,59 de glicerol, em um béquer de 50mL. A quantidade de glicerol usada foi
baseada em trabalhos anteriores.®’ Adicionou-se 15mL de agua destilada e a
mistura foi mantida sob agitagdo magnética por 3 horas. A seguir adicionaram-se
quantidades variadas de lipases (0-100mg). O sistema foi agitado por mais 10min,
a mistura transferida para uma placa de Petri e o solvente evaporado na capela,
obtendo-se assim os filmes com a enzima imobilizada. Estes entdo foram cortados
em pedagos aproximadamente do mesmo tamanho e transferidos para um

erlenmeyer com solvente organico (Figura 9).

Enzima

Apos @

1,56g de CS 3h ﬁ
0,5g de G
15mL de H,0 L_'> I:> Me

Petri
Agitador

magnético i
e |

~ 2 Filme =
Pedacos de ~2mm de CS

Lipases/CS/G
solvente organico

Figura 9 — Preparacdo dos filmes de caseinato de sodio e imobilizacdo das

lipases.
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3.3 - Caracterizacao dos suportes

3.3.1 - Microscopia Eletrénica de Varredura

A morfologia interna dos filmes de CS/G foi obtida em um microscopio
eletrénico de varredura modelo PHILIPS XL30, do laboratério de Materiais do
Departamento de Engenharia Mecéanica da UFSC. Os filmes com ou sem enzima,
foram fraturados em nitrogénio liquido e as analises forma realizadas na superficie
e fratura (interior) do material. As amostras foram metalizadas, com uma fina
camada de ouro, em um metalizador modelo P-2 DIODE SPUTTERING SYSTEM.

3.3.2 - Determinacédo da quantidade de 4gua

A quantidade de agua presente nos filmes, apds a evaporagdo a
temperatura ambiente, foi determinada por titulagdo pelo método de Karl Fischer
que se baseia na determinagdo quantitativa da agua em uma solugéo anidra de
didxido de enxofre e iodo® (Titulador 633 Automatic Karl Fischer, Metrohm AG
CH-9100 Herisau) (Figura 10).

A massa utilizada dos filmes previamente triturados variou, de 84-95mg.
Os experimentos foram realizados em triplicata e o resultado expresso como

média aritmética dos valores.

Figura 10 — Titulador automatico de Karl Fischer.
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3.4 - Preparacéao do meio reacional

Os substratos (5mmol do &acido e do alcool) foram adicionados aos
erlenmeyers contendo as enzimas imobilizadas e 25ml de solvente. Deixou-se
entdo a mistura reacional, nas temperaturas de 25 a 45°C, agitando por 24h em
banho termostatizado tipo Dubnoff (Figura 11).

A formacao dos ésteres foi acompanhada por cromatografia de camada
delgada (ccd) utilizando como eluente n- hexano: acetato de etila (9:1v/v).

Apos o tempo estipulado para cada reacdo, a mistura reacional foi
decantada, e o filme lavado com 25mL de n-hexano por 24h, quantas vezes
fossem necessarias, até que todos reagentes e produtos fossem retirados do
filme. Cessadas as lavagens, o grau de conversdo em produto foi obtido por
analises de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN-"H).

Para os estudos de estocagem, os filmes foram mantidos a -18°C por 4, 46,
77 e 124 dias, e a 50°C durante 1h em n-hexano. Apds permanecer por este
tempo e temperatura o filme foi estabilizado a temperatura ambiente, e
quantidades equimolares dos substratos (5mmol) foram novamente adicionadas.
Os sistemas foram colocados em banho termostatizado por mais 24h, sob
agitacao a temperatura constante.

Os espectros de RMN-"H foram realizados nos espectrdmetros BRUKER
AC 200MHz e/ou VARIAN 400MHz, usando tetrametilsiiano (TMS) como
referéncia interna e CDCl; como solvente. A conversdo em oleato de n-pentila foi
determinada mediante comparagédo da area dos picos referentes ao hidrogénios
metilénicos ligados ao carbono da hidroxila do alcool (centrado em 3,6ppm) com a
dos hidrogénios metilénicos do carbono ligado ao oxigénio da carbonila do éster
(centrado em 4,2ppm para os ésteres alifaticos). Em alguns estudos as
conversbes foram determinadas por titulagdo com solugdo de KOH 0,010molL,

usando fenolfetaleina como indicador (Figura 12).
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Lipases/CS/G solvente
organico
5mmol &cido oleico
5mmol n-pentanol
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Determinagéo da conversao (%):
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- Titulagdo com KOH 0,010molL

Figura 11 — Preparagao do meio reacional e analise dos produtos.

Figura 12 — Ampliacdo da regido do espectro de RMN-'H correspondente aos

sinais dos hidrogénios metilénicos do acido e do alcool (conv:

59,3%).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho realizou-se a sintese do oleato de n-pentila catalisada por
lipases de diferentes fontes e atividades imobilizadas ou ndo em filmes de
caseinato de sodio/glicerol.

Primeiramente foi realizada a caracterizacdo dos filmes de CS/G com ou
sem lipases, e a seguir foram avaliados diversos parametros na reacéo de
esterificacdo do acido oléico com n-pentanol. Os resultados estao apresentados

abaixo.

4.1 - Caracterizacdo dos suportes
4.1.1 - Microscopia Eletronica de Varredura

A LPS foi imobilizada em filmes de CS/G, e este sistema foi caracterizado
por Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV). As fotomicrografias obtidas estao

apresentadas na Figura 13.
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Figura 13 — Fotomicrografias das amostras de filmes de CS com e sem a LPS
imobilizada. [ampliagdes: (a) sem LPS, 1.000x, superficie, (b) com
LPS, 250x, superficie; (c) com LPS, 2.000x, superficie; (d) com LPS,
300x, fratural.

As analises de MEV mostraram a homogeneidade dos filmes bem como a
presenca do preparado enzimatico de LPS no suporte. As fotomicrografias
(Figuras 13a-d) mostram que o filme € homogéneo (Figura 13a), e que a LPS
esta adsorvida principalmente na superficie, formando aglomerados em
determinadas regides deste filme (Figuras 13b-c). Na Figura 13d, MEV da
fratura, observa-se novamente que o0 Dbiocatalisador esta localizado
preferencialmente na superficie do filme. Estes resultados sugerem que a

imobilizacdo ocorreu por adsor¢cdo. Resultados similares foram observados por
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Crespo e colaboradores na imobilizagdo de diversas lipases em fiimes de
poli(éxido de etileno) (PEO)®2.

4.1.2 - Determinacédo do teor de agua

O teor de agua nos filmes foi determinado pelo método de titulagdo de Karl-
Fischer. Os filmes com ou sem enzima apresentaram 12-14% de agua em massa.

Estes valores estdo mostrados na Tabela 2.

Tabela 2 — Determinac&o do teor de agua nos filmes de caseinato de sodio®.

Sistemas Teor de agua (% m/m)
LRO/CS/G 14
LPS/CS/G 13

CS/G 12

(a) Média de 3 determinagées.

Esses resultados apresentados na Tabela 2 estdo de acordo com os da
literatura, pois tem sido reportado que os biocatalisadores, em geral, séo
circundados por uma microcamada aquosa, sendo esta uma das condigdes
necessarias para a manutencdo da conformagao nativa, e consequentemente da

atividade enzimatica na presenca de solventes organicos®3¢4964,

Sebrio e col.®® determinaram a estabilidade dos filmes de CS/G em varios
solventes organicos. Nao foram observadas mudangas macroscopicas na
maleabilidade e resisténcia destes filmes, permitindo a sua utilizagdo como

suporte para as diversas lipases.
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4.2 - Reacdo estudada

Neste trabalho, foi efetuada reacado de esterificacdo do acido oléico com

n-pentanol, catalisada por lipases imobilizadas em filmes de CS/G (Equacéao 1).

O 0]
)L lipases/CS/G )k
CH3(CH5)7CH=CH(CH,)7 OH ——————» CH3(CH53);CH=CH(CH,); O(CHy)4CH3
solvente organico
acido oleico 24h, 35°C oleato de n-pentila
+ +
CH3(CH,),OH HOH

n-pentanol

Figura 14 — Reacgao de esterificagdo do acido oleico com n-pentanol catalisada

por lipases imobilizadas em filmes de CS/G

Durante a realizacdo da reacédo, a formagdo do oleato de n-pentila foi
acompanhada por cromatografia de camada delgada utilizando como eluente n-

hexano:acetato de etila (9:1v/v).

1) (@) Analito d(cm) Rf
n-pentanol 1,70 0,52
Acido oleico 0,81 0,25
3,25cm

Oleato de n-pentila 2,25 0,70

2 256m solvente 3,25 -

1,70cm

Figura 15 — Placa cromatografica do n-pentanol (padrao 1) e de uma aliquota (2)
da reacao de esterificagdo do acido oleico com n-pentanol catalisada

pelo sistema LPS/CS/G. [4cido oleico (5mmol), n-pentanol (5mmol), n-hexano
(25mL), 24h, 35°C, eluente n-hexano:acetato de etila (9:1v/v), silica gel max.

400mesh].
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Por ser menos polar, o oleato de n-pentila apresentou um Rf maior (0,70)
devido a uma maior interagdo com o eluente de baixa polaridade. O n-pentanol e 0
acido oleico, por possuirem os grupos hidroxila e carbonila, sdo mais polares que
o éster, e portanto apresentam uma menor interacdo com o eluente e

consequentemente um valor de Rf menor (0,52 e 0,25 repectivamente).

A percentagem de conversdo foi determinada através da analise dos
espectros de RMN-"H. O calculo foi obtido pela comparacdo dos deslocamentos
quimicos dos hidrogénios metilénicos do alcool e do éster. Para o n-pentanol e o
oleato de n-pentila, observam-se tripletes centrados em 3,6ppm (2H, CH,OH) e

em 4,1ppm (2H, CH,0), respectivamente (Figura 15).

Figura 16 — Espectro de RMN-'H da aliquota da reacdo de esterificacdo do acido

oleico com n-pentanol ressaltando a ampliagdo da regiao
correspondente aos sinais dos hidrogénios metilénicos do éster e do
alcool. [200MHz, CDCls).
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4.2.1 - Selecéo das lipases

Lipases de diferentes fontes, procedéncias e atividades foram imobilizadas
em filmes de CS/G e utilizadas como catalisador na esterificagdo do acido oleico
com n-pentanol em n-hexano. Para fins comparativos, a mesma reacéo foi
realizada com as lipases na sua forma livre. As conversdes em ésteres estao

apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3 — Conversao em oleato de n-pentila catalisada por lipases livre e

imobilizadas em filmes de CS/G®,

Lipases Conversao® (%)
Imobilizada Livre
LPS 60 33
LRO 47 nd©
LTL 22 26
LMM 33 36
LPP 20 25

(a) n-hexano (25mL), 35°C, 24h, 5mmol acido oléico, 5mmol n-pentanol, 50mg lipase; (b)
determinada por RMN-"H, em CDCl5; (c) nd = nao detectada.

As maiores conversdes em oleato de n-pentila foram obtidas quando a LPS
e a LRO encontravam-se imobilizadas em filmes de CS/G, sendo de 60 e 47%
respectivamente. Utilizando estas lipases livres, as conversdes foram bem
inferiores, sendo de 33% com a LPS e nao foi detectado a formagao de produto
utilizando a LRO. Estes resultados salientam o efeito positivo da imobilizagao.

Utilizando as lipases LTL, LMM e LPP livre, as conversdes foram de 26, 36
e 25%, respectivamente. E interessante observar que estas conversdes s&o
superiores as obtidas com as lipases imobilizadas. Esta diminuigdo na conversao
pode estar relacionada com interagdes desfavoraveis entre os residuos laterais de
aminoacidos destas lipases com o filme de CS/G, alterando a estrutura

tridimensional, ou ainda devido a dificuldade de acesso ao sitio catalitico das
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mesmas. Por outro lado, deve-se considerar também a presengca de outras
proteinas nestes preparados enzimaticos'®®.

A partir destes resultados a LPS foi selecionada para realizar o estudo da
variacdo da massa de lipases na reagao de esterificacdo do acio oleico com n-

pentanol.

4.2.1 - Estudo da variagcdo da massa de lipase

Para verificar se a quantidade do biocatalisador influencia na conversdo em
oleato de n-pentila foram preparados filmes de CS/G contendo de 0 a 100mg da

LPS. Os resultados obtidos estdo mostrados na Figura 16.

100

50

Conversao (%)

O T T T T
0 25 50 75 100

Massa de LPS (mg)

Figura 17 — Efeito da variagdo de massa de LPS imobilizada em CS/G na
conversdo em oleato de n-pentila. [acido oleico (5mmol), n-pentanol

(5mmol), n-hexano (25mL), 24h, 35°C].

Os resultados mostraram que de 0-50mg de LPS houve um aumento na
conversao em éster (0 a 50%), e apos esta massa a conversdo em éster nao
variou muito, permanecendo praticamente constante (60%). Este resultado indicou
que com 50mg da LPS obtém-se o produto com boas conversdes, e que 0 numero

de sitios disponiveis é suficiente para esta quantidade de substrato utilizado.
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A partir destes dados, e em todos os estudos subsequentes foram

utilizados 50mg de lipase.

4.2.3 - Efeito da imobilizacdo simultanea de duas lipases na conversdo em

oleato de n-pentila

As lipases LPS e LRO foram imobilizadas simultaneamente em um mesmo
fime de CS/G, e este sistema utilizado como catalisador na reacdo de
esterificacdo do acido oleico com n-pentanol.

Cada sistema foi preparado mantendo-se constante a massa total das
lipases (50mg) em diferentes propor¢des. Os resultados de conversdo em éster

estdo mostrados na Tabela 4.

Tabela 4 — Efeito da imobilizagdo simultanea das lipases LPS e LRO em CS/G na

conversdo em oleatos de n-pentila®.

Massa de lipase (mg) Convers&o® (%)

LRO LPS

0 50 60

10 40 53

20 30 55

25 25 52

30 20 49

40 10 49

50 0 47

ga) n-hexano (25mL), 35°C, 24h, 5mmol &acido oleico, 5mmol n-pentanol; (b) determinada por RMN-
H, em CDCl3;
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Utilizando o “coquetel” das lipases LPS e LRO pode-se observar que as
conversdes foram de 49-55%, e que com a imobilizagdo simultaneamente destas
lipases ndo houve variagao significativa na formagao do produto. Estes resultados,
porém, nao excluem que a imobilizacdo simultanea de lipases de outras
procedéncias possa conduzir a resultados mais promissores em termos de maior

conversao a produtos.

4.2 .4 - Efeito do solvente

Para verificar os efeitos causados por diferentes solventes na reagao de
esterificacdo do acido oleico com n-pentanol as lipases LRO(25mg) e LPS(25mg)
foram imobilizadas simultaneamente em filmes de CS/G e este sistema utilizado
como catalisador. Os resultados de conversdao em oleato de n-pentila em fungao

dos solventes com os varios valores de log P, estdo mostrados na Tabela 5.

Tabela 5 — Efeito do solvente na conversdo em oleato de n-pentila catalisada pela
LRO/LPS/CS/G (25/25mg) ©@.

Solvente log P® Converséo (%)
RMN-H® Titulacao®

heptano 4,0 54 53
hexano 3,5 52 47
cicloexano 3,2 43 78
cloroférmio 2,0 4 60
diclorometano 1,5 nd® 36
acetona -0,23 nd 47
dioxano -1,1 2 27

a) solventes (25mL), 24h, 35°C, 5mmol acido oleico, 5mmol n-pentanol; (b) determinada por RMN-
H, em CDCIj3; (c) titulagdo com [KOH] 0,010mol/L, (média de 2 valores), (d) nd = ndo detectada,
(e) Ref 53.
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Os resultados obtidos estdo de acordo com os de Laane®, mostrando que
a percentagem de conversdo da reacao estudada foi dependente do solvente
organico. Os solventes com log P acima de 3,2, ou seja os menos polares foram
os mais eficientes, formando os oleatos de n-pentila com maiores conversoes (43-
54%). Usando solventes com log P menores que 3,2, ou seja os mais polares, 0s
produtos foram obtidos em conversdes menores (0-2%).

O efeito do solvente foi também avaliado na reacdo de esterificacdo do
acido laurico com n-pentanol com a lipase de Rhizopus oryzae em diferentes
suportes®, e na resolugdo do (R,S)-mandelato de metila com n-butilamina®.
Neste trabalho foi observada a mesma tendéncia, ou seja, os solventes mais
apolares sao os mais adequados para uso em reagdes biocatalisadas.

A baixa conversdao em éster, em solventes mais polares, se deve
provavelmente ao fato destes retirar a camada de agua essencial ao redor da
lipase, causando distorcdo na conformagdo nativa e, portanto alterando a
atividade catalitica do biocatalisador®3%°%%4,

Pode-se observar que os valores das conversdes em oleato de n-pentila
pelo método de analise por titulagdo, ndo estdo de acordo com os valores de
conversdo por RMN-'H. Estes resultados estdo sendo mais explorados e
otimizados, a fim de obter uma concordancia nos métodos de analise.

A partir deste estudo optou-se em utilizar o solvente n-heptano, para
realizar o estudo da influéncia da temperatura na sintese do oleato de n-pentila, e

0 n-hexano nas reagdes subsequentes.
4.2.5 - Efeito da influéncia da temperatura

Tem sido descrito na literatura que a imobilizagdo pode alterar a
temperatura de atividade maxima de biocatalisadores. Dave e Madamwar®
utilizaram a lipase de Candida rugosa livre e imobilizada em polimero de PVA-
acido bdrico e avaliaram a atividade relativa na esterificagdo do acido hexandico
com etanol, em fungdo do aumento da temperatura. Os autores verificaram que a

lipase na forma livre apresentou atividade relativa maxima a 20-30°C enquanto
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que na forma imobilizada foi na faixa de 20-50°C mostrando assim que a
imobilizagdo provocou uma mudanga no perfil de temperatura, e aumento na
estabilidade.

Neste trabalho para avaliar o efeito da temperatura, as lipases LRO (25mg)
e LPS (25mg) foram imobilizadas simultaneamente em filmes de CS/G, e este
sistema utilizado como catalisador na sintese do oleato de n-pentila em n-heptano.
Para fins comparativos as lipases de Rhizopus oryzae e Pseudomonas sp foram

também utilizadas na forma livre. Os resultados estdo mostrados na Figura 18.

100

80

60

40 ®

Converséo (%)

20

25 3 3 40 45
Temperatura (°C)

Figura 18 — Efeito da variagcdo da temperatura na conversdo em oleato de n-

pentila catalisada pelo “coquetel” LPS/LRO livre (o), LPS/LRO/CS/G

(m). [4cido oleico (5mmol), n-pentanol (5mmol), 25/25mg lipases/1,5g filme, n-

heptano (25mL), 24h].

De acordo com as especificacbes dos fornecedores, as temperaturas nas
quais se obtém a atividade maxima das lipases LRO e LPS sao de 37-40°C e
50°C, respectivamente.®’

Na faixa de temperatura estudada (25-45°C), as conversdes em oleato de
n-pentila catalisada pelo “coquetel” das lipases LRO/LPS (25/25mg) imobilizadas
em CS/G foram de 48-56%, e para o “coquetel’ livre foi de 36-41%.



34

Estes resultados mostraram que a conversdo em éster utilizando o
‘coquetel” das lipases livre ou imobilizadas foi praticamente independente da
temperatura, podendo a reacéo ser realizada em qualquer uma das temperaturas
estudadas sem sofrer grandes alteragdes na conversao. Foi verificado também

que a imobilizagado conferiu uma maior estabilidade as lipases.

4.2.6 - Estudo da reutilizacdo do suporte

Para avaliar o efeito da reutiliagdo, as lipases LRO e LPS livres ou
imobilizadas em filmes de CS/G foram utilizadas por cinco ciclos consecutivos na
reacao de esterificagdo do acido oleico com n-pentanol. Os valores de conversao
em éster estdo mostrados na Figura 19.
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Figura 19 — Efeito da reutilizacdo das lipases na conversdo em oleato de n-
pentila. [acido oleico (5mmol), n-pentanol (5mmol), 50mg lipase/1,5g filme, n-
hexano (25mL), 24h, 35°C].
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Os resultados mostraram que utilizando os sistemas LPS/CS/G, LRO/CS/G
e LPS/LRO/CS/G as conversdes em oleato de n-pentila foram de 36-61%, 33-50%
e 34-53%, respectivamente. Com a LPS livre obteve-se o oleato de n-pentila com
33% de conversao, e apos a primeira reutilizacao apenas 12%. Com a LRO livre
nao foi detectada a formacao de produto, mesmo na primeira utilizagao.

Estes dados sdo interessantes, pois pode-se observar que os filmes de
CS/G conferiram uma maior estabilidade para as lipases LPS e LRO em meio
organico, e apds cinco ciclos ndo houve uma grande redugdo na conversdo em
éster. As lipases LPS e LRO néao foram eficientes quando usadas na forma livre,
provavelmente devido a perda de massa durante a filtracdo e/ou inativagao
causada pela exposigao direta no solvente organico.

Ye e col.®®

realizaram o estudo da reutilizagdo da lipase de Candida
rugosa imobilizada em membranas de nanofibras de quitosana modificada e em
membranas de nanofibras de gelatina modificada. A atividade residual da lipase
imobilizada em membranas de nanofibras de quitosana modificada foi de 55% e
da lipase imobilizada em membranas de nanofibras de gelatina modificada 60%

apo6s 10 ciclos consecutivos.

4.2.7 - Efeito da temperatura de estocagem do biocatalisador

Para avaliar a influéncia da temperatura de estocagem, as lipases LPS e
LRO foram imobilizadas em filmes de CS/G e armazenadas durante 124 dias em
um freezer a -18°C, sendo periodicamente retirados e utilizados para catalisar a
reacao de esterificagdo do acido oleico com n-pentanol a 35°C. Os resultados

estdo apresentados na Tabela 6.



36

Tabela 6 — Valores de conversdao em oleato de n-pentila apds estocagem do

catalisador —18°C durante 124 dias®®.

Converséo (%)

Lipases Tempo (dias)
4 46 77 124
LPS/CS/G 48 48 49 46
LRO/CS/G 45 47 29 30

(a) n-hexano (25mL), 35°C, 24h, 5mmol acido oleico, 5mmol n-pentanol; (b) determinada por RMN-
"H, em CDCls.

Os valores de conversdao em oleato de n-pentila catalisado pelo sistema
LPS/CS/G permaneceram praticamente constantes, mesmo apds 124 dias de
estocagem, sendo de 46-49%. Ao utilizar o sistema LRO/CS/G, as conversdes
diminuiram de 47 a 29%, apo6s 77 dias de armazenamento no freezer.

Em um outro estudo visando avaliar a influéncia da temperatura os
sistemas LPS/CS/G e LRO/CS/G foram mantidos durante 1h a 50°C, e apds a
estabilizacdo a temperatura ambiente foram utilizados como catalisadores na
reacao de esterificagdo do acido oleico com n-pentanol. Os valores de conversao

estdo mostrados na Tabela 7.

Tabela 7 — Valores de conversdao em oleato de n-pentila apés o catalisador

permanecer a 50°C por uma hora®.

lipases Converséo (%)®
12 utilizacdo 22 utilizacao 3autilizacao
LPS/CS/G 50 47 37
LRO/CS/G 46 40 22

ga) n-hexano (25mL), 35°C, 24h, 5mmol acido oleico, 5mmol n-pentanol; (b) determinada por RMN-
H, em CDCls.
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Os dados apresentados na Tabela 7 mostraram que as conversdes em
oleato de n-pentila foram de 37-50% quando utilizado o sistema LPS/CS/G e de
22-46% com o sistema LRO/CS/G.

Estes resultados sdo bastante importantes e mostraram que mesmo apos o
armazenamento dos filmes a baixas ou altas temperaturas, as lipases
permaneceram ativas, nao perderam a eficiéncia catalitica e ainda podem ser
reutilizadas por varias vezes.

Os resultados obtidos neste trabalho mostraram que os filmes de CS/G séo

materiais eficientes e promissores para a imobilizagao de enzimas.
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5. CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente trabalho permitiram obter-se as

seguintes conclusdes:

v" As lipases estao localizadas na superficie dos filmes de CS/G, e sugere-
se que o processo de imobilizagao ocorreu por adsorgao.

v" Os filmes de CS/G contém cerca de 12% de agua, antes e depois da
imobilizagdo, conferindo uma maior estabilidade as lipases imobilizadas.

v" Os sistemas LPS/CS/G e LRO/CS/G mostraram-se os mais eficientes na
sintese do oleato de n-pentila com conversdes de 60 e 47%, respectivamente.

v' 50mg de LPS imobilizada em CS/G foi suficiente para obter o produto
com boas conversdes (60%).

v" A imobilizagdo simultdnea das lipases LPS e LRO, nao influenciou
significativamente nos graus de conversdo em oleato de n-pentila.

v" A reacao de esterificacdo do acido oleico com n-pentanol foi dependente
do solvente organico, e as maiores porcentagens (~50%) foram obtidas utilizando
solventes com log P 3,2 - 4,0.

v" O estudo da influéncia da temperatura na reacdo de esterificagdo do
acido oleico com n-pentanol em n-heptano catalisada pelo “coquetel’” das lipases
LPS e LRO, mostrou que na faixa de 25-45°C as conversdes em éster
mantiveram-se praticamente constantes (48-56%) para o “coquetel” imobilizado e
de (36-41%) para o “coquetel” livre.

v' Os sistemas LPS/CS/G, LRO/CS/G e LPS/LRO/CS/G, puderam ser
utilizados cinco vezes sem grandes perdas da atividade catalitica e das
propriedades macroscoépicas (conversao 61-36%).

v Apdés o armazenamento dos sistemas LPS/CS/G e LRO/CS/G a altas ou
baixas temperaturas, as lipases permaneceram ativas e o oleato de n-pentila foi

obtido com conversdes de 50-22%.
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6. PERSPECTIVAS

v" Avaliar as possiveis interagdes entre os filmes de CS/G e as lipases
através de espectroscopia de IV e analises térmicas (DSC, TGA).

v" Preparar blendas de CS com outros materiais poliméricos e testar a sua
utilizacdo na imobilizagdo de enzimas.

v Investigar a estabilidade das lipases LPS e LRO imobilizadas ou ndo em
filmes de CS/G, em reagdes de esterificacdo de aminoacidos (D,L-alanina, L-
cisteina e L-histidina) com alcoois alifaticos.

v" Realizar a otimizacdo das condigbes experimentais da reacdo do acido

oleico com n-pentanol através da metodologia de superficie de resposta®.
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