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RESUMO

Os ésteres de aromas séo utilizados como ingredientes em varios produtos nas
industrias de alimentos, farmacéutica e cosmética, para conferir odores florais e
frutados. A preparacdo em condicBes normais € lenta, sendo importante a presenca de
um catalisador. Nas ultimas décadas, tém sido relatados métodos de esterificacdo com
0 uso de biocatalisadores, principalmente as lipases.

Quando utilizadas na forma livre, as lipases podem ser tornar instaveis e nao
suportar temperaturas elevadas ou solventes organicos. Estas desvantagens, podem
ser superadas através da imobilizacdo, e a escolha do suporte é de grande
importancia. O amido de lirio-do-brejo (Hedychium coronarium) (ALB) € uma excelente
opcdo para a preparacdo dos filmes e/ou blendas para imobilizar enzimas, pois
apresenta baixo custo, e € renovavel. Nesse trabalho, foi realizada a extracao do
amido, preparacgéo de filmes e/ou de blendas de ALB juntamente com proteina isolada
de soja (PIS) e a imobilizacdo de lipases nestes suportes para a preparacdo do n-
propionato de benzila (7). A formagdo e a quantficagdo dos produtos foram
determinadas por *H-RMN.

Usando as lipases FAP-15 e LAY-30, as conversdes ao éster 7 foram moderadas
(15-30%). Quando as lipases, LCR, LAK20, LAK, LAYS, LAN12 foram utilizadas o
éster foi obtido com conversdes de 53-66%. Os melhores resultados foram obtidos
com a lipase LPS-SD (77%). Os valores de conversdo foram de 22, 50 e 56%
utilizando as lipases LAY-30, LCR e LPS-SD imobilizadas em filme de ALB,
respectivamente.

Ao utilizar a blenda ALB/PIS (50:50) para imobilizar estas mesmas lipases, 0s
valores conversao foram de 47, 53 e 88%, respectivamente, e ao usar 0 sistema
LPS/PIS as conversdes foram de 30, 66 e 77%, respectivamente. Ao variar as
temperaturas de 25°- 45° C, as conversdes em 7 foram de 28-88%.

Ao usar o coquetel LPS/LCR na proporgédo 15:15 m/m, o valor de conversao foi de
77%. O éster 7 foi obtido com conversfes de 32-88% na presenca de acetona,
acetonitrila, ciclohexano, diclorometano, DMF, etanol, éter etilico, éter diisopropilico, n-
hexano, iso-octano, MTBE e THF. O estudo da reutilizacdo do suporte com as lipases
LPS/LCR imobilizadas mostrou que o sistema pode ser armazenado em n-hexano a
temperatura ambiente, por 60 dias sem perder sua atividade catalitica, formando o
éster com até 80% de conversdo. Salienta-se que este suporte (ALB/PIS) € barato e

de fonte renovéavel, sendo, portanto, uma das vantagens deste método.

Palavras-chave: lipases, imobilizacao, Hedychium coronarium.
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1 - INTRODUCAO
1.1 - Enzimas

Enzimas sao, em geral, proteinas de estrutura complexa, que atuam como
biocatalisadores verséateis e aumentam a velocidade das reac¢des quimicas sob condi¢des
suaves de temperatura e pH.! Quase sempre as reacdes catalisadas por enzimas atingem
velocidades de reacdo bastante superiores as obtidas por catalisadores quimicos
convencionais.?

Assim como as outras proteinas as enzimas sao formadas por subunidades de a-
aminoacidos ligados entre si através de ligagbes peptidicas formando uma extensa cadeia
(estrutura primaria) Figura 1a, com a tor¢ao resultante das cadeias polipeptidicas (estrutura
secundaria) Figura 1b, se enovela (estrutura terciaria) Figura 1c, resultando na formacao
de arranjos estruturais. Caso a enzima contenha mais de uma unidade polipeptidica, a
estrutura quaternaria Figura 1d sera a responsavel pela relagcdo espacial entre as

subunidades. *®

m Q re
o o "g ‘;)_ 1 ‘
9 {
Pog 4 &
o9
(a) (b)
(c) (d)

Figura 1. Representacao grafica das estruturas tridimensionais de uma enzima. (Adaptado da

referéncia 1)

Os reagentes que participam nas reacdes catalisadas por enzimas sdo chamados de
substratos, e cada enzima tem um carater especifico, atuando sobre um determinado
substrato convertendo-o em um determinado produto. Sendo assim, a atividade enzimética
depende de diversos fatores, tais como a estrutura do substrato, podendo este ser

substituido por outros similares.
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Apenas uma regido restrita da estrutura tridimensional da enzima esta envolvida no
processo de catdlise, que é denominada sitio ativo. O sitio ativo constitui uma parte
relativamente pequena da estrutura e esta, em geral, situado numa cavidade na superficie,
na qual o substrato interage com determinados residuos de aminoacidos carregados. Esta
fenda deve possuir um formato definido para aceitar apenas algumas moléculas especificas
como os substratos e inibidores.

A especificidade de uma enzima por seu substrato é descrita através de dois modelos?.
O primeiro foi proposto por Emil Fischer em 1894, é o modelo “chave-fechadura” (Figura
2a). Neste modelo, considera-se que o substrato encaixa ha enzima exatamente como uma
chave em uma fechadura. Um modelo mais refinado para explicar as propriedades das
enzimas € o modelo do “ajuste induzido” (Figura 2b) proposto por Koshland em 1958, que
propde que o sitio ativo é uma regido flexivel cuja forma pode ser induzida para alojar
compostos estruturalmente semelhantes. No entanto, somente o substrato capaz do

alinhamento correto com o grupo catalitico, & que sofre a acéo da enzima®.

SUBSTRATO

ENZIMA ENZIMA

@

o

SUBSTRATO

SUBSTRATO

ENZIMA ENZIMA

(b)

Figura 2. Representacdo do modelo chave-fechadura (a), e do modelo de ajuste induzido(b).
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1.2 - Nomenclatura e Classificacdo das Enzimas

Para padronizar a nomenclatura das enzimas, a Enzyme Comimission (EC) da Unido
Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular (UIBBM) adotou um sistema de
classificacdo. O sistema UIBBM desigha um nome sistematico para cada enzima, definindo
0 substrato no qual a enzima ira atuar e a reacao catalisada. Além de nomear as enzimas,
este mesmo sistema identifica cada enzima por um codigo numérico EC contendo quatro
algarismos separados por pontos decimais. O primeiro algarismo situa a enzima em uma

das seis classes observadas na Tabela 1.

Tabela 1 - Classificagéo das enzimas segundo a UIBBM.*®

Classe da Enzima Tipo de reacdo catalisada Exemplos de enzimas
1. Oxido-redutases Oxidacéo-reducgéo Lactato desidrogenase
2. Transferases Transférencia de grupos (ex. Homocisteina
aldeidos, cetonas, metilas) metiltransferase
3. Hidrolases Hidrolise/formacéo de ésteres, Quimotripsina, papaina,
amidas, lactonas etc. lipases, esterases
4. Liases Adicao ou remocao de grupos Fumarase

pequenos em C=C, C=N, C=0
5. Isomerases Isomerizagéo Mandelato racemase

6. Ligases Ligacdo de dois substratos Asparagina sintetase

O segundo algarismo do codigo EC representa a subclasse e o terceiro é referente ao
substrato catalisado e o Ultimo digito € o numero especifico para cada enzima. Um exemplo
€ a ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase oxigenasse (RuBisCO), a enzima mais abundante no
planeta, responsavel pela incorporacdo de CO, nas moléculas orgéanicas, esta enzima €
catalogada como 4.1.1.39.°

As enzimas sao muito Uteis para a realizacdo de rea¢cBes quimicas importantes devido a
sua alta seletividade (quimio-, regio- e enantiosseletividade) e em geral por serem muito
especificas, formam os produtos com boas conversdes ao final do processo, ndo havendo
formacdo de reacbes paralelas. Um exemplo de aplicagdo das enzimas, onde estas
necessitam ser seletivas € na sintese de produtos farmacéuticos de alto valor agregado,
pois estas conseguem promover a transformacdo de varios substratos em produtos
dificilmente obtidos por rotas quimicas ou ainda atuar em reagcfes nas quais nao existem

alternativas quimicas viaveis.” Dentre as enzimas mais versateis quanto & especificidade
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pelo substrato, e de maior disponibilidade comercial estdo as lipases, juntamente com as

proteases e amilases, sendo que estas trés sdo as mais utilizadas no setor industrial.®

1.3 - Lipases

As lipases (triacilglicerol éster hidrolase — E.C. 3.1.1.3.) tem o papel biolégico de atuar
em ligacBes éster do grupo carboxilico de triglicerideos catalisando a hidrélise para formar
mono e di-glicerideos, liberando glicerol e &cidos graxos.*?*

As lipases podem ser obtidas a partir de origem animal (pancreética, hepética e pré-
gastrica), plantas (Carica papaya) e podem ser produzidas por fermentagdo usando varias
espécies de microrganismos, tais como os fungos Aspergillus, Mucor, Rhizopus, Penicillium,
Geotrichum sp, por leveduras de Tulopis sp e de Candida sp e bactérias como
Pseudomonas sp, Achromobacter sp e Staphylococcus sp.*® Os microrganismos sdo mais
valorizados do que as enzimas de origem animal porque produzem enzimas extracelulares,
0 que facilita a recuperacdo destas do meio fermentativo e sdo ideais para a producdo
comercial de lipases em grande escala.™

De modo geral a massa molar das lipases varia entre 20.000 a 60.000 g mol™, o ponto
isoelétrico na faixa de pH 4,0 a 7,5 e a atividade 6tima esta entre pH 6,5 e 8,5.%' Na
Figura 3, observa-se a representacédo esquematica da estrutura tridimensional da lipase de

Candida antarctica.?

Figura 3. Representacdo esquematica da estrutura tridimensional da lipase de C. antarctica.

(Adaptado da referéncia 12).
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Dependendo das condicBes, as lipases também podem catalisar reacfes de sintese
como de esterificacdo, transesterificacdo, tiotransesterificacdo, lactonizagdo (esterificacdo
intramolecular), peridrélise, oximdlise, epoxidacédo, amindlise, amidacgéo e transamidacao em
meios NAo aquosos, sistemas bifasicos e em liquidos idnicos puros (LIs) ou misturas. ***°

Somente com o surgimento da técnica de cristalografia de raios-X, a partir do inicio do
século XX, foi que as primeiras estruturas de lipases foram elucidadas, e estes estudos
foram importantes para entender o mecanismo de acéo das lipases.

Todas as lipases sdo serina-hidrolases, ou seja, possuem um residuo de serina
nucleofilico em seu sitio ativo, em conjunto com um residuo de histidina e um aspartato,

17,18

formando uma triade catalitica. A Figura 4, ilustra a atuagdo desempenhada pelos

residuos de aminoéacidos do sitio ativo.?®

OH
Sergo—/
152 ) &O er152_/ Serisp—/ J<—
Ser, 52—/

v
HH*\ }‘-W S H?l

Hisogs His Hiszgz /_\‘
?\ Hiszea %9 OH /OC )C—)I\
A5p176/\0 Asp /&O ASPWBAO Aspizs” O H

176
INTERMEDIARIO ACIL-ENZIMA
0 (n (1) (V)

% O . j\io/_Q a@jzof@ e @»oﬂ\/

\‘ Lo o
Serjs—/ H Serjgo—/ Serygp—/ )
Ser152_/ -)
o y o
\ }N
Hiszgs NH v Hi }N Hiszgs ,\
o° Hisogs A—;‘a 1263 OH oH
Ay
ASPﬂYG/&O ASPWE A\O Aspﬁs O Asp1re ©
(V) (VI) (VII) (VI

Figura 4. Representacé@o esquematica do mecanismo de uma reagéo de transesterificacdo catalisada

por uma lipase de Candida rugosa. (Adaptado da referéncia 3)
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Durante a primeira parte do processo catalitico, dois estados de transicdo estdo
envolvidos no rearranjo das ligactes. Neste exemplo, o primeiro estado de transicao (IV) é
gerado na etapa de transformacdo do complexo de Michaelis-Menten entre a enzima e o
éster vinilico em uma espécie intermediaria denominada enzima acilada.” Normalmente sdo
empregados ésteres vinilicos como doadores acila. Nestes casos, o enol formado apos a
acilacao do residuo de serina, é rapidamente transformado em seu tautémero (acetaldeido),
gue é mais estavel e volatil. Reacdes de transesterificacdo realizadas com excesso de
doador acila em solventes organicos s&o irreversiveis.>*® Este método desloca o equilibrio
da reacdo na direcdo dos produtos, impedindo uma possivel competicao nucleofilica entre o
alcool formado nesta etapa, e o substrato (alcool benzilico). O segundo estado de transi¢éo
(VI) ocorre quando a espécie intermediaria enzima acilada reage com o alcool benzilico,
formando um éster como produto (VIII).

O elevado potencial de aplicagbes das lipases é atribuido ao fato de que estas séo
exclusivamente estaveis em solventes organicos apolares. O seu esqueleto de proteinas
flexiveis assume uma variedade de conformacdes, e lhes dao a capacidade de aceitar uma
ampla gama de substratos de tamanhos variaveis e de grande complexidade
estereoquimica.?® %

D. Gérard e col.?? realizaram a resolucédo de racematos do ibuprofeno utilizando a

lipase de C. rugosa. (Figura 5)

Lipase

enantiosseletiva B (
o)
R%ro acido-(S) éster-(R)

s
RJTOH+ ~r° g

acido-(R) éster-(S)

0
a) etil-ibuprofeno
R= ou ou O O b) etil-naproxeno
o}
a b c

c) etil-cetoprofeno

Figura 5. Transesterificacdo enantiosseletiva de ésteres derivados do ibuprofeno em meio organico.

(Adaptado da referéncia 22).

Aplicacdes mais detalhadas das lipases podem ser observadas na Tabela 2.



Tabela 2 - Aplicagdes de lipases conforme o tipo de reacéo catalisada. **'%#

Tipos de Reacbes Areas de Aplicacdes Produtos
Aplicacao
Hidrolise Alimentos Hidrolise de Agentes flavorizantes
(laticinios) gorduras do leite para queijos e
derivados
Quimica Hidrolise de 6leos Acidos graxos,
(processamento e gorduras diglicerideos e
de 6leo). monoglicerideos
(emulsificantes,
reagentes para analise
de lipideos).
Quimica Remocéo de Detergentes de uso
(detergentes) manchas de 6leos em lavanderias e
domeésticos
Medicina Dosagem de Kits para diagndsticos
triglicerideos no
sangue

Esterificacéo Industria fina Sintese de ésteres

geral
Industria Esterificacdo ou
alimenticia transesterificacao
IndUstria Sintese de
farmacéutica intermediarios em

medicamentos

Transesterificagéo Industria fina Transesterificagdo

Intermedidrios quirais,
ésteres,
emulsificantes.

Oleos ou gorduras,
aromatizantes.

Anti-inflamatoérios

Producéo de
Biodiesel,
aromatizantes

O uso de duas ou mais lipases simultaneamente para realizar algum processo, tem

sido relatado recentemente, e serd descrito a seguir.
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1.4 - Coquetel Enzimético

A busca por biocatalisadores cada vez mais eficientes e que se ajustem as condicdes
necessarias para um processo catalitico tem se intensificado nos ultimos anos. Geralmente
refere-se ao termo “coquetel enzimético”, uma mistura de duas ou mais enzimas de
diferentes fontes e que sdo utilizadas simultaneamente imobilizadas ou ndo no mesmo
suporte e atuam na mesma reacgéo.?*

Um exemplo sdo os coquetéis de lipases produzidas por organismos separados e
fornecidas por diferentes fabricantes. Devido & natureza evolutiva, procedéncia, meio de
cultura, método de isolamento e purificacdo, e quando comparadas, as lipases de origens
diferentes ndo possuem as mesmas propriedades fisicas, quimica e biolégicas, como a
massa molar, pH 6timo e temperatura ideal. Estes fatores refletem diretamente na atividade
e seletividade frente aos substratos, o que justifica a eficacia de determinados coquetéis
enzimaticos sobre a catalise de uma determinada reacdo. Pesquisas recentes tém
demonstrado as vantagens da biocatalise utilizando misturas de lipases.

Lee e col.® verificaram que o coquetel enziméatico de C. rugosa (LCR) e Rhizopus
oryzae (LRO) imobilizada em silica, catalisou a reacdo de transesterificagdo de ésteres
graxos com metanol para formar biodiesel em di6xido de carbono supercritico. Foi
observada que a mistura (LCR:LRO 1:1 m/m), foi mais eficiente do que as lipases
individuais. A conversao em biodiesel foi de 99,2 % em 3h.

Poppe e col.?® utilizaram trés lipases imobilizadas disponiveis comercialmente. Uma
mistura equivalente de Novozym 435 (CALB), Lipozyme TL-IM (TLL) e Lipozyme RM-IM
(RML) catalisou a conversao do 6leo de palma em biodiesel. O valor de conversdo obtido
para os ésteres etilicos foram de 80% em 18h, enquanto que ao utilizar somente a TLL no
mesmo tempo de reacao, a conversao foi de apenas 44%.

Na reacédo de etanolise do 6leo de palma, Tongboriboon e col.?” utilizaram as lipases
AY (C.rugosa) e de AK (Pseudomonas fluorescens), e foi observado que o coquetel foi mais
eficiente que usar somente a lipase AK. Em todos estes trabalhos o conceito de coquetel
enzimatico foi utilizado com o objetivo de diminuir a quantidade de enzima empregada e
consequentemente reduzir os custos do processo, oferecendo oportunidades para o
desenvolvimento de novas metodologias e aplicagdes industriais.

Entretanto, as enzimas nem sempre sdo catalisadores ideais para sintese quimica e
aplicag6es industriais. Argumenta-se que algumas séo instaveis, e ndo podem ser utilizadas
em temperaturas elevadas ou em solventes organicos. Deve-se considerar também que o
custo de isolamento e purificacdo ainda é elevado. Além disso, € muito caro recuperar a
enzima do meio reacional ao final do processo quando estas s&o utilizadas na forma livre.”®

Portanto, para tornar o uso das enzimas mais econémico e eficiente, desde o final dos anos
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60, o foco das pesquisas tem sido no desenvolvimento de métodos de imobilizacdo, uma
vez que estas técnicas sdo importantes, pois proporcionam a recuperacgédo e reutilizacdo do
biocatalisador, facilitam a separacdo dos produtos, reduzem a inibicdo pelo meio reacional,
aumenta a estabilidade em solventes organicos e podem ser estocados por longos
periodos.?

1.5 - Imobilizacédo de Enzimas

A imobilizacdo de enzimas consiste na fixagdo das mesmas em um determinado
material, este procedimento € muito vantajoso, pois substitui a utilizacdo destes
catalisadores na forma sollvel, evitando a etapa de remoc¢édo da enzima do meio reacional
para posterior aplicagdo, a utilizacdo de enzimas imobilizadas diminui os custos do
processo.?®*® Este método pode ocorrer através de diferentes técnicas e cada uma delas
envolve diferentes graus de complexibilidade e eficiéncia. Os véarios métodos de
imobilizacdo podem ser divididos em duas categorias principais, métodos quimicos quando
a enzima é fixada no suporte por ligagdo covalente ou por ligagdo cruzada com auxilio de
reagentes bi- ou multifuncionais, e os métodos fisicos quando a enzima fica confinada no
interior de um gel insolavel, em fibras porosas, materiais adsorventes ou
microencapsuladas.” A Figura 6 mostra, esquematicamente, a classificacdo dos métodos
utilizados para imobilizacdo de enzimas.

Métodos para Imobilizagio de Enzimas
I

I l

Encapsulagio Ligagia

| 1
I I
| Por Higagho
Em matriz Em rmembrana Por adsorcio Covalente
(fisica ou i0nica) I

L

%%%F mea-psulﬁ Enu-emal:ubranas o= Mo suporie Por ligagiio cruzada
==L - entre a enzima

MACTOSCOPIcAs
LS J_.r""‘..l (1= ! [N S'.I-pOﬂE
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o  —

2,31,32

Figura 6. Classificacdo dos métodos de imobilizacao.
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1.6 - Método da oclusdo em matriz polimérica

Este método envolve o confinamento (aprisionamento) da enzima dentro das cavidades
internas existentes na estrutura de um polimero sélido.** A escolha do suporte é baseada
em funcdo das propriedades desejadas e do material selecionado. Podem ser produzidos
filmes poliméricos a partir de proteinas tais como gluten de trigo, zeina de milho, proteina de
soja, colageno, caseinas e caseinatos, ou ainda de polissacarideos como o amido, pectina,
alginatos, carragena, dextrinas, agar e outras gomas.***® A matriz polimérica formada deve
possuir boas propriedades mecénicas, boa permeabilidade, pois a velocidade com qual o
substrato e os produtos formados difundem-se através da membrana é um fator limitante
deste método. A vantagem deste método, é que a reacao entre o substrato e a enzima a ser
aprisionada ndo sofre modificacdo, pois a imobilizagdo praticamente nédo altera sua
estrutura. Além disso, o suporte deve possuir forma, tamanho e rigidez adequados para
garantir a estabilidade quimica em solventes orgéanicos e viabilizar o armazenamento e a
reutilizacdo.*’

Como ja citado, um dos suportes que pode ser utilizado para a imobilizagdo de
biocatalisadores, sdo os polissacarideos e dentre eles destaca-se o amido que pode ser

obtidos de diferentes fontes vegetais (exs: milho, mandioca, batata entre outros).*

1.7 - Amido

O amido é a substancia mais importante na reserva de energia nas plantas superiores,
ocorrendo principalmente em sementes, tubérculos, rizomas, e inclusive em poélen. Trata-se
de uma matéria-prima renovavel, biodegradavel e ndo-toxica. Pelo fato de ser facilmente
hidrolisado e digerido é uma das substancias mais importantes na alimentacdo humana e de
animais.®®

O amido é constituido essencialmente por uma mistura de dois polissacarideos,
amilose e amilopectina. As propor¢des dos componentes sdo dependentes da genética do
vegetal e do tempo de maturagdo, mas, de maneira geral, a relagédo € de 17-28% de amilose

e 72-83% de amilopectina.* A Figura 6, apresenta as estruturas destes biopolimeros.
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Figura 7. Estruturas da amilose (A) e amilopectina (B).*

A amilose é constituida por 500 a 2 mil monémeros de glicose unidos entre si por
ligacdes do tipo a-1-4, formando uma cadeia linear, que na sua forma cristalina possui uma
conformagéio helicoidal.”® Esta conformacéo possibilita a formacéo de complexos de iodo

(utilizado como indicador da presenca de amido).

A amilopectina é a fracdo altamente ramificada do amido. E formada também por
unidades de glicose ligadas de forma a-1-4, porém com cadeias laterais unidas a cadeia
principal a cada 24-30 unidades de glicose de forma a-1-6. Pela forma a qual organizada,
sua conformac&o espacial é esférica®.

A medida que a planta produz moléculas de amilose e amilopectina, estes se
depositam em camadas sucessivas ao redor de um ponto central, para formar um granulo
compacto.*’ Os granulos séo considerados particulas semi-cristalinas e insoliveis em agua
fria. Em meio aquoso e com aquecimento e agitacdo ocorre a difusdo da amilose para fora
do granulo e a agua é incorporada na estrutura, este processo € chamado de
gelatinizacd0.®® Com a gelatinizacdo do amido h4 um aumento na viscosidade do meio,
formando uma espécie de gel.

O gel de amido ao ser misturado com poliéis (glicerol, sorbitol) pode ser transformado
em filme. Quando a suspensado resultante do processo de gelatinizagdo € deixada em
repouso, ocorre um processo conhecido como retrogradagdo do amido. As moléculas de
amido gelatinizado comegcam a se reorganizar de forma ordenada em uma rede
macromolecular, estas redes podem ser utilizadas para o “aprisionamento” da enzima.

ApOGs a remocado da dgua por evaporacgdo, o gel resulta em uma pelicula transparente,
brilhante, com boas propriedades mecéanicas (maleabilidade e resisténcia a ruptura) e é

totalmente biodegradavel.*

Neste caso o0 aprisionamento pode ser uma boa escolha, porque
resulta em um ambiente relativamente biocompativel dentro da matriz e causa relativamente

poucos danos a estrutura tridimensional da enzima.
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Com relacdo a origem vegetal dos amidos, pode-se dizer que as propriedades das
diferentes fontes sdo atribuidas principalmente ao teor de amilose e amilopectina nos
granulos. Outras caracteristicas que variam conforme a origem boténica séo a cristalinidade,

forma e tamanho do granulo. Uma fonte boténica alternativa de amido é o lirio-do-brejo.

1.8 - Lirio-do-brejo (Hedychium coronarium)

O lirio-do-brejo € uma planta aquatica, oriunda da Asia tropical, e seu habitat natural &
em areas alagadicas como brejos e beiras de rios. Esta espécie foi introduzida no Brasil em
1987 com finalidade ornamental, mas devido ao seu intenso desenvolvimento em locais de
elevada umidade e temperatura, acabou se tornando uma planta invasora e agressiva,
competindo com a flora nativa por espaco, luz solar e nutrientes.*

O H. coronarium, Figura 8, apresenta uma ampla dispersdo por propagacédo de
sementes e rizomas. Seus frutos sdo de coloragéo atrativa e podem ser transportados por
longas distancias por passaros e morcegos. Os fragmentos dos rizomas podem se dispersar
pela agua, através dos rios e formar novas colénias com varios individuos de mesma

caracteristica genética.

Figura 8. H. coronarium. (a) flores, folhas e hastes. (b) rizomas. (c) frutos

Por ser uma planta invasora, esta apresenta acentuados aspectos negativos como,
agressiva infestacdo em lavouras de cacau e banana, potencial para desviar cursos d’agua

e impedir o trafego de barcos pesqueiros, prejudicando a economia.*

Porém, seu atributo benéfico se inclui principalmente na alimentacdo animal, o rizoma
feculento pode ser utilizado como alimentagdo humana alternativa em situacdes de pobreza
extrema e falta de alimentos. Seus 6leos essenciais possuem propriedades medicinais, séo

usados no tratamento de problemas pulmonares, tosse, possui acdo antibacteriana e
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antifingica.** Estudos recentes mostram a acdo larvicida do extrato aquoso de H.
coronarium contra o Aedes aegypti.*®

No entanto, apesar do consideravel teor de amido nos rizomas do lirio-do-brejo, ndo
existe na literatura relatos sobre o uso deste amido natural para a elaboracéo de filmes e/ou
blendas para imobilizacdo de lipases, tornando-se necessarios estudos sobre suas
aplicacdes em biocatalise. Outro polimero natural que pode ser usado é a proteina de soja.

1.9 - Proteina Isolada de Soja

As proteinas de origem vegetal estdo entre os maiores biopolimeros encontrados na
natureza. H4 muitas aplicacdes para as proteinas tais como: desenvolvimento de fibras e
materiais plasticos que sado produzidos a partir caseinas e zeinas. Dentre estas proteinas, a
proteina de soja tem a vantagem de ser economicamente, viavel, biodegradavel e de facil
disponibilidade*. Além disso, o Brasil € o segundo maior exportador de soja do mundo
(CONAB).*

A Proteina Isolada de Soja (PIS) é a forma mais refinada entre os derivados proteicos
mais comuns da soja (entre eles a farinha de soja, a proteina texturizada e a proteina
concentrada). Com mais de 90% de proteina, a PIS é um po de coloragéo creme, preparado,
a partir da fracdo proteica dos gréos de soja, e separado dos demais componentes n&do
proteicos através de um processo de purificagcdo em etapas baseado na sua reatividade
quimica e solubilidade.*®

Experimentos recentes mostram que a proteina de soja sozinha ou misturada com
outros bhiopolimeros, como o amido, por exemplo, pode ser moldada como constituinte dos
plasticos como embalagens descartaveis, utensilios, e brinquedos. Os plasticos moldados
demonstram propriedades mecanicas e resisténcia a 4gua, adequados para muitos produtos
disponiveis comercialmente. Depois de consumidos, os materiais usados podem ser
coletados, processados e utilizados como racdo animal ou adubo para o solo, 0 que
compete uma completa utilizacdo do material e soluciona os problemas de poluicdo
ambiental.®**® A proteina de soja pode formar géis e filmes, similar aos obtidos com outros
polissacarideos tal como o amido, e estas propriedades tornam este biopolimero um
material interessante para ser explorado como suporte para imobilizacdo de lipases e/ou de
outros biocatalisadores, especialmente as lipases, viabilizando o uso em reacfes de
esterificacdo e transesterificacdo. Através destas reacdes, é possivel preparar ésteres de
cadeias curtas, também conhecidos como “ésteres de aroma”. Estes sdo amplamente

usados nas industrias de alimentos e de fragrancias.
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1.10 - Esteres de aroma

Os ésteres sdo compostos de ocorréncia muito comum na natureza. Muitos ésteres de
cadeia curta tém frequentemente um odor agradavel e frutado, os quais estdo associados
com propriedades organolépticas (aroma e sabor).*® Consequentemente, estes ésteres tém
significancia comercial notavel nas industrias de fragrancias, cosméticos, alimentos e
farmacéutica. A indastria quimica utiliza os ésteres para uma variedade de propdsitos, por
exemplo, o acetato de etila € um solvente muito comum em sintese quimica, o acetato de
octila (1) é a base para o aroma artificial de laranja >* e o acetato de isoamila (2), é um dos

constituintes do 6leo de banana.>?

3Lk

(1) (2)
) 0
PN 5
OH
3) (4)

O acetato de cinamoila (3) € um importante ingrediente usado na indudstria de
perfumes, e o salicilato de benzila (4) é utilizado como solvente de almiscar sintético e em
cosméticos como fixador de composicoes florais.>

A preparacdo de ésteres de sabor por métodos quimicos ndo é ecologicamente
amigavel, pois ha a necessidade de se utilizar reagentes em excesso, além de possuir
alguns efeitos tdxicos na saude que incluem a utilizacdo de catalisadores agressivos como,
por exemplo, acido sulfurico. O desenvolvimento de pesquisas sobre processos que
empregam enzimas esta sendo muito discutida nas ultimas décadas.”® Essas reacdes usam
condigbes operacionais suaves, tém alta especificidade com reagfes laterais reduzidas e
produzem compostos de alta pureza evitando técnicas de separacao dispendiosas.

Sendo assim, a obtencdo destes compostos é de interesse, e sera explorada neste
trabalho. Como catalisador serdo usadas lipases imobilizadas em filmes e/ou blendas de
amido do lirio-do-brejo (ALB) e PIS, e a reacdo sera feita em condi¢cdes brandas. Sera
preparado principalmente o n-propionato de benzila (7) a partir do n-propionato de vinila (5)

7

e alcool benzilico (6). Este € um éster artificial que compde a mistura de compostos
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responsaveis pelo aroma floral/frutado.”® O Esquema 1 mostra a equacio quimica para a

preparagao deste composto.

lipases
imobilizadas

0]
)]\/ OH 0
i on > ©/\° R % —
H <4—
+ H
/\OJK/ ©/\ u

solvente organico

(5) (6) (7) (8)

Esquema 1. Reagédo de transterificagdo do n-propionato de vinila com &lcool benzilico para obter o éster 7.
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2 - OBJETIVOS

2.1 - Objetivo geral

Imobilizar lipases em filmes e/ou blendas de amido de lirio-do-brejo e proteina
isolada de soja, plastificados com sorbitol, contendo (-CD e utilizar estes sistemas
como catalisadores em reacoes de transesterificacao.

2.2- Objetivos especificos

Extrair, separar e purificar o amido procedente do rizoma do lirio-do-brejo (H.
coronarium).

Preparar filmes de amido e proteina isolada de soja, plastificados com sorbitol,
contendo B-CD, com e sem enzima.

Verificar a influéncia da imobilizacéo de lipases de diferentes procedéncias na blenda
polimérica de ALB/PIS (50:50 m/m) na reacao de transesterificacdo do n-propionato
de vinila com o &lcool benzilico.

Avaliar o efeito da imobilizagéo das lipases, LAY-30, LCR e LPS-SD em diferentes
filmes e/ou blendas de ALB e PIS, bem como avaliar a reacdo na auséncia de
enzima ou o uso das mesmas na forma nao imobilizada.

Verificar a influéncia da temperatura (25 - 45° C) na sintese do n-propionato de
benzila catalisada pelas lipases LAY-30, LAK-20, LAN-12 e LPS-SD.

Imobilizar simultaneamente pares de lipases LAY-30/LCR e LCR/LPS-SD (coquetel
enzimético) em filmes e/ou blendas de ALB/PIS, verificar a eficiéncia destas lipases
na reacdo de transesterificagdo do n-propionato de vinila com o &lcool benzilico.

Avaliar a utilizacdo de diferentes solventes organicos, efeito do tempo e razdo molar
do doador acila, na reagcdo de transesterificacdo do n-propionato de vinila com o
alcool benzilico, catalisada pelo coquetel enzimatico LCR/LPS-SD, a 35°C.

Avaliar o efeito de diferentes reagentes acilantes de cadeia longa nas reacdes de
transesterificagdo com o &lcool benzilico catalisada pelo coquetel enzimético
imobilizado em filme de ALB

Verificar a reutilizacdo e o tempo de estocagem dos filmes e/ou blendas de ALB/PIS
(50:50 m/m) contendo o coquetel enziméatico LCR/LPS-SD imobilizado, na reacao
para obtencéo do éster.

Comparar os resultados obtidos com outros ja descritos na literatura.
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3 - PARTE EXPERIMENTAL
3.1 - Materiais

Para a preparacdo dos suportes, foi utilizado o amido proveniente de tubérculos do

lirio-do-brejo (H. coronarium). Este foi extraido conforme descrito no item 3.5.1 na pagina 28.
As lipases utilizadas neste trabalho estdo apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3 - Lipases de diferentes fontes usadas neste trabalho.

Fontes das lipases Sigla Atividade Fornecedor
Aspergillus niger LAN-12 120.000U g ®@ Amano
Burkholderia cepacia LPS-SD 30.000 U g*®@ Amano
Candida rugosa LAY-30 30.000 U g*®@ Amano
Candida rugosa LCR 746 Umg™*® Sigma
Candida rugosa LAY-S 30.000 U g*®@ Amano
Mucor javanicus LM-10 10.000U g™ @ Amano
Pancreas suino PPL 10 a 30.000 U g* Sigma
Pseudomonas fluorescens LAK 20.000 U g*®@ Amano
Pseudomonas fluorescens LAK-20 20.000 U g*®@ Amano
Rhizopus oryzae FAP-15 150.000 U g*®@ Amano

Por definicdo ® 1 unidade de lipase (U) é a quantidade de enzima que libera 1 ymol de acido graxo
por minuto, utilizando-se 6leo de oliva como substrato, a pH 7,0 e 37 °C.

Por definicdo ®)'1 unidade de lipase (U) é a quantidade de enzima que libera 1 pmol de acido graxo
por minuto, utilizando-se 6leo de oliva como substrato, a 37 °C, sendo o pH 7,2, tempo de incubagéo

30 minutos.

Solventes: acetato de etila (Grupo Quimica 99,5%), acetona (Carlo Herba 99,5%),
acetonitrila (Vetec 99,5%), t-butanol (Vetec 99%), diclorometano (Vetec 99,5%), etanol
(Grupo Quimica 99,5), éter etilico (Dinamica 99%), éter diisopropilico (Vetec 99%),
ciclohexano (Vetec 99%), hexano (Synth 98.5%), MTBE (Vetec 99,5%), DMSO (Grupo
Quimica 99%), iso-octano (Merck 99%).

Reagentes: Proteina isolada de soja (Supra), alcool benzilico (J.T. Baker 98%),
n-propionato de vinila (Aldrich 98%), laurato de vinila (Aldrich 99%), estearato de vinila
(Aldrich 95%), sorbitol (Vetec 99,0%) e B-ciclodextrina (Aldrich 97%).
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3.2 - Equipamentos

Os equipamentos utilizados neste trabalho estédo descritos a seguir:

o Espectrébmetro Varian AC 400F, 400 MHz

e Espectrofotémetro IR Shimadzu Prestige — 21

e Titulador 633 Automatico Karl Fischer, Metrohm AG CH-9100 Herisau
*Lab 202/204 (Polimat —DQ)

Estes equipamentos estéo localizados na Central de Andlises, e os seguintes disponiveis
nos laboratérios 301/306 ambos do Departamento de Quimica — UFSC.

e Agitador com banho termostatizado: Technal TE-0532

e Agitadores magnéticos e chapas de aquecimento: Dist

e Balangas analiticas: Adventurer Ohaus-AR2140 e -EK200i
o Rotaevaporador: R Il Buchi

e Ultrassom: Thornton Unique UltraSonic Cleaner T1440

3.3 - Caracterizagdo dos compostos

Os compostos, alcoois e ésteres, foram caracterizados por ressonancia magnética
nuclear de hidrogénio (*H-RMN), obtidos no espectrémetro Varian AC 400 ou 200 MHz,
utilizando como referéncia interna o tetrametilsilano (TMS, & = 0,00). O solvente utilizado foi

o cloroférmio deuterado (CDCIs). O éster foi também caracterizado por infravermelho (filme).

3.4 - Determinacdo do teor de agua nos filmes pelo método de Karl-Fischer

A determinacéo do teor de agua nos filmes de amido de lirio-do-brejo (ALB), proteina
isolada de soja (PIS) e na blenda ALB/PIS (50:50 m/m), foi realizada na Central de Andlises
do Departamento de Quimica — UFSC, utilizando-se o Titulador 633 Automatico Karl Fischer,
Metrohm AG CH-9100 Herisau. Este método baseia-se na determinacdo quantitativa da
a4gua em uma solucéo anidra de diéxido de enxofre e iodo.”” Os resultados obtidos serdo

apresentados e discutidos no item 4.2, pag 32.
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3.5 - Procedimentos experimentais

3.5.1 - Extracdo do amido

Os rizomas de lirio-do-brejo foram obtidos de plantas sadias da cidade de Santa Cecilia,
SC. Aproximadamente 1,5 Kg de tubérculos foram selecionados para extracdo do amido. Os
rizomas foram lavados, descascados e posteriormente picados e colocados em contato com
uma solucéo de metabissulfito de potassio (5 g L™) para evitar o escurecimento do amido. A
trituracdo foi realizada em um liquidificador comercial, obtendo-se uma massa que foi
passada em peneiras e lavada com agua sucessivamente para separacdo do amido por
decantacao.

O filtrado contendo o amido foi deixado em repouso na geladeira por 24h para decantar.
Apés esse periodo, o sobrenadante foi descartado e o amido colocado na estufa a 50°C por
8h para secagem (Esgquema 2). Apdés este processo, obteve-se 80g de amido. A

caracterizacao do amido foi feita pelo teste do iodo.

Esquema 2. Extracao do amido de lirio-do-brejo (H. coronarium).

3.5.2 - Preparacéo dos filmes e imobilizacdo das lipases

Os filmes de ALB/PIS foram preparados seguindo-se a metodologia descrita a seguir.
Em um béquer de 50mL foram adicionados 0,0-1,0g de ALB e 0,0-1,0g de proteina isolada
de soja dissolvidos em 15mL de agua destilada com 0,3g de sorbitol como plastificante e
0,1g de B-CD como agente espacador. A solucéo foi mantida sob agitacdo magnética e com

agquecimento brando por 5 min. Os mesmos foram preparados com as lipases, adicionando-
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se 0-30mg das varias lipases na solucdo do filme apdés o resfriamento do mesmo
(temperatura ambiente), e o sistema foi agitado por mais 10 min. A solugcdo foi entdo
transferida para uma placa de Petri e colocada na capela para evaporacao da agua (~24h).

Apos evaporacgdo da agua, os filmes com as enzimas imobilizadas foram cortados em
quadrados pequenos com aproximadamente 0,5 cm? e transferidos para um erlenmeyer de
250 mL contendo o solvente orgéanico. A preparacao dos filmes de amido esta representado
no Esquema 3.

Resfriamento +

| 1 m’ - adicdo da enzima
15 mL de agua E~ a3s°C
e —
=  ——— “"H g ——> - ——> & )
ALB e/ou PIS + Ultrassom AqitacEo ~70° C
sorbitol + B-CD 6 min grac Secagem

Esquema 3. Preparacéo do filme de amido do lirio-do-brejo e imobiliza¢éo de lipases

3.5.3 - Preparacéo do meio reacional

Para as reacgfes de transesterificagcdo, inicialmente foram adicionados 5 mmol de
alcool benzilico, 5 mmol de n-propionato de vinila e 25 mL de n-hexano em um erlenmeyer
de 250 mL contendo as lipases imobilizadas. A mistura foi colocada em banho
termostatizado com agitacdo (Technal TE-0532) por 24h (ou em diferentes tempos) e na
temperatura requerida para cada analise.

As reagfes foram monitoradas por ccd, usando como eluente hexano:acetato de etila (7:3
v/v). ApOs 24h, a mistura reacional foi separada e transferida para um baldo de fundo
redondo. Os filmes foram lavados com solvente até que ndao houvesse mais a presenca dos
reagentes (conferindo por ccd), e o solvente evaporado em rota-evaporador. A quantificacdo
do produto foi feita por anélises de *H-RMN. (Figura 9a)

As regides analisadas no espectro de RMN de *H foram as de 4,60 ppm e 5,10 ppm. Na
regido de 4,60 ppm, é observado o singleto dos hidrogénios do grupo metilénico vizinho a
hidroxila do alcool, e a regido de 5,10 ppm se refere ao singleto dos hidrogénios do grupo
metilénico proximo ao oxigénio do éster. (Figura 9b)
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Figura 9a. Espectro de RMN 'H de uma aliquota da reacdo de transesterificacdo do n-propionato de
vinila com o alcool benzilico catalisada pela lipase LPS-SD imobilizada na blenda ALB/PIS (50:50
m/m). Conversdo: 88,0% [Condi¢cdes de reacdo: n-propionato de vinila (5mmol); alcool benzilico

(5mmol), massa total de enzima: 30mg, n-hexano (25mL), 35° C, 24h].
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Figura 9b. Ampliacéo do espectro de '"H-RMN (Figura 8a), mostrando as regides entre 4,5 ppm e 5,5

ppm.

O valor de conversao em éster foi calculado a partir da Equacéo 1.

” integral do sinal dos hidrogénios metilénicos do éster
Converséo = X100% 1

soma das integrais dos hidrogénios metilénicos do éster e do alcool
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho, lipases de diferentes procedéncias foram imobilizadas em filmes de
amido de lirio-do-brejo (H. coronarium) extraido de fontes renovaveis, e de proteina isolada
de soja, obtida comercialmente. Foram realizados alguns testes usando os diferentes
suportes para imobilizar as lipases e avaliar o mais eficiente. A seguir, estudou-se a
influéncia da procedéncia das lipases, efeito da temperatura, influéncia de diferentes
solventes organicos, reutilizagdo do suporte e do tempo de estocagem na obtencao do éster
de aroma, n-propionato de benzila. Os préximos itens apresentardo e discutirdo o0s

resultados obtidos.
4.1- Preparacdao do filme de amido de lirio-do-brejo/proteina isolada de soja

Conforme descrito no item 3.1, utilizou-se o lirio-do-brejo como fonte de amido, da qual
a partir de 1500 g obteve-se 80g de amido. O amido depois de seco foi triturado e peneirado
para ser utilizado na preparacdo dos filmes. A caracteriza¢cdo do amido, a partir do teste do
iodo, evidenciou a presenca deste polissacarideo visto que houve a formacdo de um
complexo de coloragdo azul escuro. Esta coloracédo é resultado da interagéo do iodo com o
amido.*® A proteina isolada de soja foi obtida comercialmente.

Com o objetivo de definir as melhores condi¢des para formacéo de um filme de ALB/PIS
mais estavel e maleavel, foram feitos alguns testes a partir da adicdo de diferentes
proporcdes destes polimeros. Foi feita também a comparagéo entre dois tipos de agentes
plastificantes, glicerol e sorbitol, onde se concluiu que o sorbitol foi o mais eficiente e formou
filmes mais maleéaveis. Portanto, o sorbitol foi usado como agente plastificante. A Tabela 4
apresenta 0os aspectos macroscopicos para os filmes obtidos com diferentes massas (em
gramas) de ALB e PIS.

Tabela 4 - Aspectos macroscopicos dos filmes usando diferentes proporgdes de ALB/PIS.

ALB (9) PIS (9) Aspecto macroscopico®
1,0 0,0 Filme maleavel e resistente
0,8 0,2 Filme maleéavel e resistente
0,6 0,4 Filme maleavel e resistente
0,5 0,5 Filme maleavel e resistente
0,4 0,6 Filme maleavel e resistente
0,2 0,8 Filme maleavel e resistente
0,0 1,0 Filme maleéavel e resistente

(a) apoés evaporagdo da agua a temperatura ambiente, massa de sorbitol 0,39

Analisando os resultados obtidos, foram escolhidas as quantidades de 0,5g de amido de

lirio-do-brejo e 0,59 de proteina isolada de soja, 0,3g de plastificante sorbitol e também foi
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introduzido um agente espacador B-CD na estrutura do suporte, este aditivo aumenta a
porosidade do filme e permite uma melhor difusdo dos substratos através da matriz
polimérica.

Nestas condi¢cbes, o filme obtido é maleavel e resistente, além de trabalhar em
condi¢cBes o menor custo. Menciona-se que a obtencdo do amido de lirio-do-brejo é de baixo
custo, pois pode ser facilmente obtido a partir de fontes renovaveis como brejos e terrenos
baldios.

4.2 - Determinacao do teor de 4gua

O teor de agua nos filmes e/ou blendas de ALB e/ou PIS, utilizando sorbitol como
plastificante, contendo B-CD foi determinado pelo método de titulagdo Karl-Fischer. Os
filmes preparados com 30mg de lipase e sem a mesma, apresentaram de 2,67-9,08% de

agua. Estes valores estao mostrados na Tabela 5.

Tabela 5 - Determinacao do teor de agua nos filmes e/ou blendas de ALB e/ou PIS

Sistemas © Teor de agua (%)®
Filme de ALB 2,67
Filme de PIS 9,08
Filme de ALB/PIS 6,74
Filme de AL/PIS/LCR 5,88

() Filmes de amido: 1,0g de ALB, 0,3g de sorbitol, 0,1 de B-CD. Filme de proteina de soja: 1,0g
de PIS, 0,3g de sorbitol, 0,1g de 3-CD. Blenda: 0,5g de ALB, 0,59 de PIS, 0,3g de sorbitol,
0,1g de B-CD, lipase LCR 30 mg (b) Determinado pelo método de Karl-Fischer.

O filme de amido de lirio-do-brejo apresentou um baixo teor de &gua quando
comparado a outros resultados. Um estudo realizado por Ascheri e col.>®, descreveu que o
amido dos rizomas de lirio-do-brejo possui elevada temperatura de empastamento (73-
78°C), tendéncia ao inchamento e indice de solubilidade baixo. O gel apresenta elevada
estabilidade frente ao aquecimento com agitacdo mecéanica, e mostra alta tendéncia a
retrogradacdo, fendmeno no qual a rede do amido comeca a se contrair e
consequentemente provoca a expulsao de grande parte da agua. Estas observacdes ajudam
a explicar o baixo contetdo de 4gua no filme de ALB (2,67%).

A adicdo de proteina isolada de soja na composi¢do do biopolimero provoca um
aumento no teor de agua, pois se sabe que biomoléculas como esta, apresentam residuos

de aminoacidos carregados que podem formar interacdes eletrostaticas e ligacbes de
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hidrogénio com moléculas de agua e, por consequéncia, formar uma camada de
hidratac&o®. Esta caracteristica é responsavel pelo maior valor no teor de agua observado
neste filme (9,08%). Esta informac&o € importante, pois ja estd documentado na literatura,
gue as enzimas necessitam de uma quantidade minima de agua para manter sua
conformagdo tridimensional, a integridade estrutural do sitio ativo e consequentemente a

atividade catalitica.?

4.3 - Preparacdo via enzimatica do n-propionato de benzila

4.3.1 - Uso de lipases de diversas procedéncias

Conforme citado, neste trabalho foi estudada a reacdo de transesterificagdo do n-
propionato de vinila com o &lcool benzilico. (Esquema 4)

A reagédo foi realizada utilizando como biocatalisadores, dez lipases imobilizadas
individualmente na blenda ALB/PIS (50:50 m/m), com sorbitol e B-CD. As porcentagens de
conversdo em n-propionato de benzila foram determinadas através de andlises dos
espectros de *H-RMN.

lipases
de diferentes
procedéncias

0
Jk/ 1§ i
a > H —_—
Jk/ o ° \%\H « )j\
o + solvente orgéanico, 35 °C, + Y H

24h

(7)

Esquema 4. Reacéo de transesterificagdo do alcool benzilico com n-propionato de vinila utilizando

lipases de diferentes procedéncias.

A Tabela 6 apresenta os dados de conversdo em n-propionato de benzila, apos 24h

de reacéo.
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Tabela 6 - Influéncia do uso de diversas lipases na conversdo em n-propionato de benzila ©

Lipases Origem Atividade Converséo (%)®
LPS SD Burkholderia cepacia 30.000 U g* 88,0
LCR Candida rugosa 746 U mg* 53,4
LAY 30 Candida rugosa 30.000 U g* 30,0
LAYS Candida rugosa 30.000 U g* 64,0
F-AP15 Rhizopus oryzae 30.000 U g* 15,0
LAN 12 Aspergillus niger 120.000U g* 66,0
LAK Pseudomonas fluorescens 25.000 U g* 62,0
LAK20 Pseudomonas fluorescens 25.000U g* 59,0
LM 10 Mucor javanicus 10.000 U g* 5,0
PPL Pancreas suino 10 a 30.000 U g* 3,0

(a) alcool benzilico (5mmol), n-propionato de vinila (5mmol), lipases (30 mg), hexano (25 mL), 35
°C, 24h. (b) determinada por *H-RMN.

Observa-se pelos dados da Tabela 6, que ao utilizar lipases de diferentes procedéncias a
conversdo em n-propionato de benzila apresentou uma grande variagdo. Ao utilizar as
lipases do péancreas suino (PPL) e de Mucor javanicus (LM10), o éster foi formado com
baixas conversdes, sendo que os valores foram de 3 e 5% respectivamente. Usando as
lipases F-AP15, e LAY30, as conversdes em éster foram moderadas com valores de 15-
30%. Quando as lipases, LCR, LAK20, LAK, LAYS, LAN12 foram utilizadas como
biocatalisadores na reacéo de transesterificacdo, o éster 7, foi obtido com conversdes de 53-
66%. Os melhores resultados foram obtidos quando a lipase LPS-SD foi usada, formando o
éster com 88% de conversao.

Esses resultados mostram que as lipases mais eficientes apresentam bom potencial
para serem usadas nesta reacdo. Portanto, as lipases LAY-30, LCR e LPS-SD foram
selecionadas para dar continuidade aos estudos do melhor suporte para imobilizacdo, e as
lipases LAY-30, LAK20, LAN12 e LPS-SD foram escolhidas para verificar o efeito da
temperatura nesta reacao de transesterificagcao.

Nas reac0Oes realizadas na auséncia de lipase, nao foi observado a formacéo do éster
7 utilizando apenas o filme de ALB, ou foram minimos (7-3%) utilizando os filmes de
ALB/PIS e PIS, respectivamente. Esta observacdo de deve principalmente a presenca de
outras enzimas como esterases ou lipases, envolvidas no metabolismo da germinacdo do

grédo de soja.*
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4.3.2 - Caracterizacédo do éster (7) por IV

Através da observacao e identificacdo das bandas do espectro de IV do n-propionato
de benzila, é possivel confirmar a formacao do éster de interesse, sabendo que o reagente
de partida era o alcool benzilico. Na Figura 10, pode-se observar a presenca de uma banda
em 1740 cm™, referente & carbonila do éster. A auséncia de uma banda larga na regiso de
3500 cm™ evidencia a formag&o do propionato, pois mostra que ndo ha mais grupo —OH na
molécula. Observa-se também as bandas entre 2840 e 3120 cm™, referentes as vibracdes
de estiramento C-H, e em 1180 cm™ referente ao estiramento C-O. Estes dados s&o

concordantes com os citados na literatura.®?
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Figura 10. Espectro de IV do n-propionato de benzila.
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4.3.3 - Influéncia do suporte naimobilizacéo das lipases

A combinacgdo de dois ou mais polimeros é chamada de blenda polimérica. Esta técnica
fornece propriedades especificas ao material formado, obedecendo a critérios de custos,
processabilidade e reciclagem.®®

Portanto, avaliou-se o efeito da utilizacdo de dois biopolimeros e a mistura destes na
propor¢ao 1:1 na preparagdo do suporte. Estes filmes e/ou blendas foram usados para
imobilizacdo de trés lipases para posterior aplicacdo na catdlise da reacdo de
transesterificagdo do alcool benzilico (6) com n-propionato de vinila.

Os resultados de conversdo (%) obtidos para esta reacdo, utilizando as lipases
imobilizadas em diferentes suportes estédo apresentados na Figura 10.

100
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LIVRE ALB ALB/PIS PIS
Suporte

Figura 11. Influéncia do suporte na imobilizagéo das lipases e obtencdo do éster 7. [Alcool benzilico

(5mmol), n-propionato de vinila (5mmol), lipases (30 mg), hexano (25 mL), 35 °C, 24h].

Em geral, observa-se um aumento na conversdao em éster utilizando a enzima
imobilizada, com algumas excec¢fes. Ao observar os resultados de conversdo em éster com
a lipase LAY-30 verifica-se que quando esta é utilizada na sua forma livre, o valor de
conversao de 47% é praticamente igual ao obtido com a lipase imobilizada em filme de
ALB/PIS, e menor quando imobilizada em filme de ALB e PIS, sendo de 22 e 30%
respectivamente. Porém, o uso de enzimas livre ndo é um método vantajoso, pois a
recuperacao do biocatalisador ao final da reacdo pode ser dificultada, aumentando os custos
do processo.

Quando a LCR foi utilizada na forma livre, a conversao ao éster 7 foi de apenas 21%.

Com a imobilizacdo da LCR, a conversdo em éster foi dependente do suporte. Ao usar o
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filme de ALB a converséo foi de 50%, e quando utilizada a blenda ALB/PIS (50:50 m/m) o
valor foi de 53%. A maior conversdo em éster foi obtida quando a LCR foi imobilizada no
filme preparado somente com PIS, sendo de 66%.

A utilizacdo da LPS-SD mostrou-se eficiente nas reacfes de transesterificacdo. As
conversdes em produto aumentaram em relagdo ao suporte, na auséncia de suporte. Ao
usar a LPS-SD livre, o éster 7 foi obtido com 40% de conversado. A técnica de imobilizacdo
promoveu um aumento na conversao, e ao imobilizar a LPS-SD no filme de ALB e de PIS,
as conversoes foram de 56 e 77%, respectivamente. Utilizando a LPS-SD imobilizada na
blenda ALB/PIS (50:50 m/m), o éster foi obtido com 88% em 24h.

Com bases nestes resultados, observa-se uma tendéncia experimental, demonstrando
gue ao imobilizar as lipases em filme de proteina isolada de soja, o éster 7 foi obtido em
maior conversdo. A influéncia da PIS na atividade enzimatica é devida principalmente a sua
natureza proteica que auxilia na estabilidade conformacional da lipase, protegendo-a da
desnaturagdo. Como citado no item 4.2, o tipo de suporte pode modificar o teor de agua
necessaria para a atividade enzimatica.

A comparacdo dos resultados obtidos na Figura 10 permite estabelecer algumas
diferencas entre o tipo de suporte utilizado para a imobilizagdo. Uma diferenga notavel foi
observada ao utilizar a mistura de ALB E PIS na proporgéo 1:1, e portanto este suporte foi
selecionado para dar continuidade aos estudos. Dentre eles, a influéncia da temperatura

nesta reacao.

4.3.4 - Efeito da temperatura

A temperatura desempenha um papel importante em rea¢6es quimicas de modo geral, o
aumento pode reduzir a viscosidade da mistura, aumentar a solubilidade e melhorar o
processo de difuséo, entre outros fatores. Em reacdes biocatalisadas, a temperatura elevada
pode alterar a conformacdo da enzima, o que pode levar a perda de atividade e
seletividade.?®

Para avaliar a temperatura ideal neste sistema, e a influéncia nas reacdes de
transesterificacdo do n-propionato de vinila com 6, foram utilizadas 30 mg das lipases, LAY-
30, LAK20, LAN12 e LPS-SD imobilizadas em filme de ALB/PIS (50:50 m/m). As reacdes
foram realizadas em hexano a 25, 35 e 45 °C. A Figura 11 mostra os resultados obtidos dos

valores de conversdo em 7, em fungéo da temperatura.
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Figura 12. Variacdo da conversdo em 7 em funcdo da temperatura. [Alcool benzilico (5mmol), n-

propionato de vinila (5mmol), lipases (30 mg), hexano (25 mL), 25-45 °C, 24h].

Na Figura 11 é possivel observar que as maiores conversdes em éster (88%) foram
obtidas utilizando a LPS-SD imobilizada na blenda ALB/PIS (50:50 m/m), nas temperaturas
de 35 e 45° C. Quando a temperatura de 25° C foi utilizada, as conversées em éster foram
menores, sendo de 30-56%. Na temperatura de 45° C provavelmente a estabilidade da
lipase LAN12 foi menor, e consequentemente a conversdo em éster diminuiu
significativamente de 66% a 35° C para 28% a 45° C. Ao utilizar a LAK20, a temperatura de
45° C foi favoravel para a formacao do produto, pois esta enzima apresenta atividade 6tima
na temperatura de 60° C. Quando a LAY-30 foi utilizada a 45° C, os valores de converséao
foram similares aos obtidos nas reagdes a 25 e 35° C, sendo de 29-30%. Estes resultados
destacam que cada lipase tem uma temperatura 6tima de atuacgéo.

Portanto, a partir destes dados, a temperatura de 35° C foi selecionada para dar
continuidade aos estudos. Dentre eles, verificar a influéncia da imobilizacdo de duas lipases
simultaneamente, “coquetel enzimatico”, efeito do solvente organico, razdo molar do doador
acila e o uso de diferentes agentes acilantes.
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4.4 - Preparacgéo do n-propionato de benzila com duas lipases imobilizadas

4.4.1 - Escolha do coquetel enziméatico

Conforme citado, neste trabalho foi estudada a reacdo de transesterificacdo do n-
propionato de vinila com o alcool benzilico. A reacdo foi também realizada utilizando o
coquetel enzimético de LCR e LAY-30 (diferentes propor¢des) imobilizadas em blendas de

ALB/PIS como catalisadores da reacao.

Inicialmente, foram imobilizadas as lipases de C. rugosa (LCR) e (LAY-30)
simultaneamente no filme de ALB/PIS (50/50 m/m). Cada sistema foi preparado mantendo-
se constante a massa total das lipases (30mg) em diferentes proporcbes. A Tabela 7
apresenta os dados de conversdo em 7, apés 24h.

Tabela 7 - Converséo em 7 utilizando o coquetel enziméatico ® formado pelas lipases LCR e
LAY-30 imobilizadas em blendas de ALB/PIS (50:50 m/m).®

Massa das lipases (mg) Converséo (%)®
LCR LAY-30 | e
0 30 27
10 20 43
15 15 35
20 10 26
30 0 28

Condic¢des de reagao: alcool benzilico (5mmol); n-propionato de vinila (5mmol); massa total de lipases 30mg;
hexano (25mL); 35° C; 24h; (a) (15:15 m/m) ; (b) determinada por '"H-RMN.

As maiores conversdes em éster, utilizando n-hexano como solvente, foram obtidas ao
usar as lipases LCR/LAY-30 na proporcdo de 10:20 m/m, com conversao de 43,0%. Nao foi
observada uma relacéo direta entre a composicao do coquetel enzimatico e a conversao em
7. Estes resultados, porém, ndo excluem que a imobilizacdo simultdnea de duas ou mais
lipases de outras procedéncias possa conduzir a resultados mais promissores em termos de
maiores valores de conversdo aos produtos.

A partir destes resultados, utilizou-se outro coquetel enzimético, com as lipases de B.
cepacia (LPS) e de C. rugosa (LCR). Os resultados de conversdo ao n-propionato de benzila

estdo apresentados na Tabela 8.
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Tabela 8 - Conversdo em n-propionato de benzila (7) utlizando o coquetel
enziméatico @ das lipases B. cepacia (LPS) e de C. rugosa (LCR), imobilizadas em blendas
de ALB/PIS (50:50 m/m).

Massa das lipases (mg) Conversao (%)®
LPS L[ CR | -
0 30 48
10 20 62
15 15 77
20 10 77
30 0 88

Condi¢des de reacgdo: &lcool benzilico (5mmol); n-propionato de vinila (5mmol); massa total de lipases 30mg;
hexano (25mL); 35° C; 24h; (a) (15:15 m/m) ; (b) determinada por *H- RMN.

Os resultados apresentados na Tabela 8 mostram que os valores de conversédo em éster
foram dependentes da composi¢do do coquetel enzimatico.

Quando a LCR foi imobilizada isoladamente no filme preparado com amido de lirio-do-
brejo e proteina de soja, obteve-se o éster com conversédo de 48%. Com a adicdo de 10mg
da LPS no filme de ALB/PIS a conversao aumentou para 62%. Em geral, as conversdes em
éster aumentaram com o aumento da quantidade de LPS na composicdo do coquetel
enzimatico, sendo de 77 a 88%. O aumento na conversao ao utilizar a LPS pode estar
relacionado com a atividade desta lipase (30.000U/g) que é maior do que a LCR (746 U mg
1. A mistura da LPS/LCR na propor¢do 1:1 (m/m) foi selecionada para estudos
subsequentes, sendo estes, o efeito do melhor suporte para a imobilizacdo, o do solvente

organico e razdo molar do doador acila, bem como a reutilizacdo do suporte.

4.4.2 - Efeito do solvente organico

Neste estudo, foi avaliada a influencia do solvente orgéanico na reacdo do
n-propionato de vinila com o alcool benzilico catalisada pelo coquetel enzimético LPS/LCR
(15:15 m/m) imobilizado na blenda ALB/PIS (50:50 m/m).

Sabe-se que a quantidade de agua em contato com a enzima é essencial para a catalise
em solventes organicos, isto € explicado pelo fato da 4gua aumentar a mobilidade e a
flexibilidade dos sitios ativos e a polarizagdo da estrutura proteica.

Laane e col.®

discutiram amplamente par@metros de diversos solventes organicos, tais
como a constante dielétrica, 0 momento dipolar e o logaritmo do coeficiente de particdo log

P (coeficiente de particdo, que indica a hidrofobicidade do solvente, e é determinado pela
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razao entre a concentracdo do 1-octanol sobre a concentracdo em agua) e concluiram que
este Ultimo, o log P, era o que melhor se correlacionava com a atividade enziméatica.

Os solventes hidrofébicos com log P maiores ou igual a 4 sado considerados os mais
adequados para as reacOes biocatalisadas. Solventes com log P entre 2 e 4 séo
considerados moderados, e 0os mais polares, com log P menores que 2 sdo frequentemente
desfavoraveis para as reacdes catalisadas por lipases.

A polaridade do solvente pode também alterar a quantidade de agua que mantém a

estabilidade da enzima. A Tabela 9 apresenta os valores de conversao (%) ao éster 7.

Tabela 9 - Efeito do solvente orgénico na conversdo em n-propionato de benzila, catalisada
pelo coquetel enzimatico LPS/LCR® imobilizado em filme de ALB/PIS (50:50 m/m)

Solvente LogP® Parametro de Conversao (%)@
saude®

Iso-octano 4,51 4 78,0
Hexano 3,5 4 77,0
Ciclohexano 3,2 7 66,0
Eter diisopropilico 1,52 8 76,0
MTBE 1,43 5 63,0
Diclorometano 0,93 4 48,0
Eter etilico 0,83 5 68,0
THF 0,49 8 28,0
Acetona -0,23 8 32,0
Etanol -0,24 8 35,0
Acetonitrila -0,33 6 32,0
DMSO -1,3 7 30,0

Condi¢des de reagédo: alcool benzilico (5mmol); n-propionato de vinila (5mmol); massa total de lipases 30mg;
solvente (25mL), 35° C, 24h. (a) (15:15 m/m) (b) ref 63 (c) ref 64 (d) determinada por 'H-RMN.

Para possibilitar uma conformacédo enzimatica catalitica funcional em meio organico, a
enzima deve possuir uma camada de hidratacdo que separe o solvente do contato com a
superficie da proteina e auxilie na sua flexibilidade interna. Quando a 4gua é substituida por
um solvente orgéanico, a conformacdo nativa da enzima pode sofrer alteracdes tanto na

estrutura terciaria como na estrutura secundaria, levando a desestabilizacao.
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Os resultados obtidos mostram que a porcentagem de conversdo em éster, foi
dependente do solvente organico. Usando solventes com valores de log P menores que 0,5,
ou seja, 0s mais polares, os produtos foram obtidos em conversdes menores (28-35%).

Os solventes com log P acima de 1,0, ou seja, os menos polares foram 0s mais
eficientes, formando o éster 7 com maiores conversdes (63-78%). Como comentado
anteriormente, nas enzimas ha uma pequena camada essencial de agua que recobre
microambiente enzimatico, servindo de protecdo entre a superficie da enzima e o solvente
organico. Em reagdes conduzidas em ambientes ndo aquosos, a interagdo entre o solvente
e as moléculas de dgua presentes na enzima, controla a atividade enzimatica. Os solventes
gue sao capazes de alterar a quantidade de 4gua da estrutura proteica inativam a enzima,
alterando a atividade catalitica.?

Isto explica porque os solventes apolares aumentam a atividade das lipases, pois ndo
h& interacdo significativa com a agua necessaria para manter a conformacdo nativa,
enguanto que os solventes hidrofilicos removem esta camada de dgua ao redor da enzima,
causando a perda da atividade.

Além dos critérios citados acima para a escolha do solvente em reacfes catalisadas por
enzimas, também é importante a biocompatibilidade.

Por razbes tanto ambientais quanto de saude, a Quimica tem a obrigacdo de
aperfeicoar seus métodos de sintese, de forma a obter o produto desejado com 0 maximo
de conversdo e a minima agressao ao meio ambiente. Dentro do conceito de quimica limpa
(Quimica verde), sempre que possivel devem ser utilizados solventes que possuem pouca
ou nenhuma toxicidade a saude humana e ao ambiente. Uma maneira de medir a toxicidade
de um solvente é usando o parametro de satde. *

O parametro de saude é uma escala que mostra o nivel de toxicidade dos solventes para
o corpo humano durante longos periodos de exposi¢cao. Como valor maximo na escala tem-
se a agua com parametro igual a 10, sendo o mais benéfico para a saude humana. Os
solventes ideais sdo aqueles com valores entre 8 e 10. Os valores de 4 a 7 sao
considerados intermediarios em relacdo a exposicdo, e <4 devem ser abandonados e
substituidos por outros solventes menos toxicos.

Observa-se que os valores do parametro de salde apresentados na Tabela 9 mostram
gue o n-hexano e o iso-octano estdo no limite de toxicidade (4) e estes solventes formaram
0 éster 7 com maiores porcentagens de conversao, sendo de 77 e 78% respectivamente.
Para a reacdo utilizando o éter diisopropilico, cujo parametro de saude é 8, o valor de

conversao em éster também foi elevado, sendo de 76%.
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4.4.3 - Efeito da razdo molar do doador acila

A afinidade entre o doador acila e a enzima é de grande importancia para a formacao do
intermediario acil-enzima. Devido as suas caracteristicas, os ésteres vinilicos (acetatos e
propionatos de vinila) sdo amplamente usados como agentes acilantes em reagdes de
transesterificacdo.” Normalmente, sdo empregados ésteres vinilicos, pois o enol formado
apoés a acilagédo do residuo reativo da triade catalitica é rapidamente transformado em seu
tautdbmero (acetaldeido), que é mais estavel e volatil. Esta estratégia desloca o equilibrio da
reacdo na dire¢cdo dos produtos por impedir uma possivel competicdo nucleofilica entre o
alcool formado nesta etapa e o substrato. A razdo molar entre o alcool e doador acila
também é um parametro importante a ser investigado, pois espera se que um aumento na
concentracdo do doador acila desloque o equilibrio para formacéo dos produtos.

Na acilacdo alcool benzilico (6) catalisada pelo coquetel enzimético de LPS/LCR, foi
utilizado como doador acila o n-propionato de vinila. Além disso, foi também avaliada a
variacdo da razdo molar entre (6) e do doador acila nas proporcdes de 1:1, 1:2, 1:4,1:8 e
1:10. A Figura 10 mostra a variacao na conversao (%) em funcdo da razdo molar do doador
acila.
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Figura 13. Efeito da razdo molar alcool:doador acila. [alcool benzilico (5mmol), n-propionato de vinila

(5-50mmaol), lipases (30 mg) (LPS/ LCR 15:15 m/m), hexano (25 mL), 35 °C, 24h].

Na Figura 12, observa-se que a conversdo em éster aumentou conforme as razées
molares aumentaram. Na propor¢éo 1:1 dos reagentes, a conversdo em produto foi de 77%

em 24h, e ao usar as outras raz6es molares (1:2, 1:4, 1:8, 1:10), foi >99%, no mesmo tempo
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reacional. Em todas as reacOes estudadas utilizando os ésteres vinilicos, observou-se
mudanca de coloragéo dos filmes e/ou blendas que continham a PIS. Provavelmente, este
efeito de mudanca de cor do filme, é resultado da reacéo do acetaldeido com os residuos de
lisina presentes na proteina de soja.

4.4.4 - Efeito do tempo

Para avaliar a influéncia do tempo na conversdao em 7, foram preparadas seis reacdes
idénticas, com quantidades equimolares (5 mmol) de alcool benzilico e de n-propionato de
vinila, utilizando o coquetel LPS/LCR (15:15 m/m) imobilizado em filme de ALB/PIS (50:50
m/m) a 35 °C, n-hexano como solvente, e tempos reacionais de (4, 8, 12, 18, 24 e 48h). A

Figura 13 mostra os resultados obtidos de conversdo em 7 em fungéo do tempo.
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Figura 14. Efeito do tempo. [alcool benzilico (5mmol), n-propionato de vinila (5mmol), lipases (30

mg) (LPS/ LCR 15:15 m/m), hexano (25 mL), 35 °C, 4-48h].

Apos quatro horas de reacdo, o éster 7 foi obtido com 43% de conversdo. Esta
conversao foi aumentando com o tempo sendo que em 12h foi de 72%. Apés 18 e 24h de
reacao, as conversdes forma similares sendo de 85 e 88 %. Apds 48h o éster 7 foi obtido

com 93% de conversao. Salienta-se que as condi¢fes reacionais sdo suaves.
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4.4.5 - Reutilizacdo e estocagem dos sistemas biocataliticos

Uma das principais vantagens da utilizacdo de métodos de imobilizag&o para as enzimas
em reacdes biocatalisadas é a possibilidade de reutilizacdo destes sistemas cataliticos.
Para avaliar a eficiéncia da reutilizagdo do coquetel enzimético imobilizado, foram feitas
reutilizagbes, apds estocagem do sistema em n-hexano em periodos distintos e avaliou-se a
manutencédo da atividade catalitica das lipases de Burkholderia cepacia e de Candida rugosa
imobilizadas simultaneamente nos filmes de amido de lirio-do-brejo, proteina isolada de soja
e na blenda ALB/PIS (50:50 m/m). Estes sistemas foram utilizados, apés 7, 48 e 60 dias de
armazenamento em n-hexano a temperatura ambiente. A Tabela 10 mostra os resultados

obtidos ap0s reusos do suporte para a obtencéo de 7.

Tabela 10 - Efeito da reutilizacdo do coquetel enzimatico LPS/LCR ® imobilizado no

suporte de ALB na conversdo em n-propionato de benzila.®

Massa das lipases Converséo 1° Reuso™ 2°Reuso™  3°Reuso®
(mg) (%)

LPS LCR e e s s
0 30 53 52 50 42
10 20 70 52 48 45
15 15 63 51 48 45
20 10 74 63 59 53
30 0 76 62 60 55

Condi¢des de reacgdo: alcool benzilico (5mmol); n-propionato de vinila (5mmol); massa total de lipases 30mg;
hexano (25mL); 35° C; 24h. (a) (15:15 m/m). (b) Convers&o da primeira utilizacdo determinada por *H-RMN. (c)
Estocagem: 7 dias. (d) Estocagem: 48 dias. (e) Estocagem: 60 dias.

Na primeira utilizagdo, as conversbes em 7 variaram de 53-76%, dependendo da
massa de LPS presente no coquetel enzimatico . A menor conversdo no primeiro uso foi de
53,0% com 30 mg de LCR e a maior de 76% com 30 mg LPS. Este resultado demonstra que
a conversdo em éster foi dependente da atividade da lipase utilizada. ApGs esta primeira
reacdo, foram feitas mais trés reutilizacdes, também em 24h de reacdo. As conversdes
variaram de 52-63%, sendo que a menor foi de 51% com o sistema LCR/LPS (50:50 m/m)
no primeiro reuso, apods 7 dias de estocagem, e a maior foi de 60% com 30 mg de LPS-SD,
no segundo reuso, apos 48 dias. Para a terceira reutilizacdo, os filmes foram estocados com

n-hexano por um periodo de 60 dias. Apds esse periodo, as conversfes variaram de 42-
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55%, sendo que a menor conversdo em 7 foi de 42% ao utilizar 30 mg de LCR e a maior de
55% com 30 mg da LPS, em 24 h. Ao utilizar a mistura destas enzimas na proporgao 1:1
“coquetel enzimatico”, o produto foi obtido com 51, 48 e 45% de converséo, apos 7, 48 e 60
dias de armazenamento, respectivamente. Resultados semelhantes foram obtidos quando

as lipases foram imobilizadas em filme de PIS, plastificado com sorbitol. (Tabela 11).

Tabela 11 - Efeito da reutilizagéo do coquetel enzimético LPS/LCR® imobilizado no suporte

PIS na convers&o em n-propionato de benzila.®

Massa das lipases Converséo 1° Reuso™ 2°Reuso™  3°Reuso®™
(mg) (%)

LPS LCR e e s e
0 30 33 42 30 28
10 20 59 60 65 60
15 15 59 55 66 65
20 10 70 65 60 58
30 0 82 80 75 71

Condi¢des de reagédo: alcool benzilico (5mmol); n-propionato de vinila (5mmol); massa total de lipases 30mg;
hexano (25mL); 35° C; 24h. (a) (15:15 m/m). (b) Conversédo da primeira utilizacdo determinada por tH- RMN. (c)
Estocagem: 7 dias. (d) Estocagem: 48 dias. (e) Estocagem: 60 dias.

Pode-se observar que na primeira utilizacdo, apds 24h de reacdo, as conversdes ao
produto 7 variaram de 33-82%, sendo que a menor foi de 33% com 30 mg de LCR e a maior
de 82% com 30 mg de LPS-SD. O coquetel na proporcdo 1:1, imobilizado neste suporte
formou o produto com 59% de conversdo, em 24h. Apds este primeiro uso, foi realizado
mais trés reuso. O primeiro foi apés 7 dias, o segundo apés 48 dias, e o Ultimo apos 60 dias.
As conversdes variaram de 28-80%, sendo que a menor foi de 28% com 30 mg de LCR na
terceira reutilizacdo, e a maior de 80% com 30 mg da LPS-SD na primeira reutilizag&o.

Nota-se que em algumas reutilizacbes dos sistemas LCR/LPS/PIS obtiveram-se
conversdes ao produto 7 maiores do que no uso anterior. Este € um resultado inesperado,
pois € previsto a manutencdo ou diminuicdo da atividade catalitica da enzima ap6s 0 uso.
Pode-se explicar esse fato atraves da lavagem ndo adequada dos filmes, podendo ter ficado
produto e/ou reagentes das reacdes anteriores.

As blendas ALB/PIS também foram estocadas em n-hexano, a temperatura ambiente

para serem reutilizadas novamente em um periodo de até 60 dias de estocagem. Tabela 12.
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Tabela 12 - Efeito da reutilizagdo do coquetel enzimatico LPS/LCR® imobilizado no suporte

ALB/PIS (50:50 m/m) na convers&o em n-propionato de benzila.®

Massa das lipases Converséo 1° Reuso™ 2°Reuso™  3°Reuso®™
(mg) (%)

LPS LCR o i T =
0 30 48 45 42 28
10 20 62 66 62 46
15 15 77 75 86 60
20 10 77 70 88 80
30 0 88 78 77 60

Condi¢des de reagdo: alcool benzilico (5mmol); n-propionato de vinila (5mmol); massa total de lipases 30mg;
hexano (25mL); 35° C; 24h. (a) (15:15 m/m). (b) Conversédo da primeira utilizacdo determinada por *H-RMN. (c)
Estocagem: 7 dias. (d) Estocagem: 48 dias. (e) Estocagem: 60 dias.

A conversdo em 7 variou de 45-78% no primeiro reuso, mantendo os valores de
conversao proximo aos da primeira utilizagdo que foram de 48-88%

Com a reutilizagdo das lipases imobilizadas apos 48 dias, observou-se um pequeno
aumento na conversdo em 7. Pode-se explicar este resultado devido a presenga de tragos
dos substratos oriundos das utilizagbes anteriores e que ndo foram totalmente removidos,
mesmo apos as sucessivas lavagens dos filmes.

Ap6s um tempo maior de armazenamento, 0S sistemas apresentaram-se menos
eficientes, formando o éster 7, com conversoes de 28-80%. Os resultados mostraram a
possibilidade de reutilizar o coquetel enzimatico mesmo apds 60 dias de estocagem
evidenciando a vantagem da imobilizacdo das lipases nos biopolimeros testados. A
atividade catalitica das duas lipases pode ter diminuido em razdo da liberacdo in-situ de
acetaldeido que ao reagir com os residuos de aminoacidos presentes na enzima causa a
desnaturagéo. No entanto, as lipases mantiveram-se ativas devido a prote¢do conferida pelo
suporte e a presenca de certa quantidade de agua nos filmes é importante para preservar a

estrutura terciaria da enzima, bem como a do sitio ativo.
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4.4.6 - Efeito de diferentes agentes acilantes

A afinidade entre o doador acila e a enzima é de grande importancia para a formacao
do intermediario “acil-enzima”. Devido as suas caracteristicas, os ésteres vinilicos sao
amplamente usados como agentes acilantes em rea¢des de esterificacdo, transesterificacdo,
devido & alta reatividade e irreversibilidade da reacao.?

Para a reacao de transesterificacdo do alcool benzilico, além do n-propionato de vinila,
foram usados também outros doadores acila, sendo estes o laurato e o estearato de vinila.
Nas reac6es do alcool benzilico com laurato e estearato de vinila, foi utilizada a razdo molar
alcool:doador acila 1:1, a 35° C em n-hexano. Utilizou-se o coquetel enzimatico de LPS/LCR
(15:15 m/m) imobilizadas no filme de amido de lirio-do-brejo como catalisador. ( Esquema 5)

o)
o)
O lipases/ALB PR
SotR 4 ©/\OH @O R+ oy = ~H
n-hexano, 24h, 35°C
R=w #T(CHp)gCH; ~N(CHa)1sCHa
(5) (9) (10)

Esquema 5. Reacéo do alcool benzilico com diferentes agentes acilantes.
Os resultados da conversédo em éster em 24h estdo apresentados na Tabela 13.

Tabela 13 - Influéncia do doador acila na obtencéo de diferentes ésteres derivados do alcool

benzilico.
Doador acila Conversao (%) ®
1° Uso Reuso ®
n-propionato de vinila (5) 63 51
laurato de vinila (9) 36 30
estearato de vinila (10) 28 14

Condicdes de reagdo: doador acila (5mmol), alcool benzilico (5mmol), lipases 30mg, hexano (25mL), 35° C, 24h.
(a) determinada por RMN de 1H. (b) Estocagem: 7 dias.

Conforme os resultados apresentados na Tabela 13, observa-se que ao usar reagentes
acilantes com cadeias maiores tais como o laurato (C12) e estearato (C18) de vinila, as
conversdes aos correspondentes ésteres foram menores, sendo de 36 e 28%,
respectivamente, quando comparados com o obtido na reacdo com n-propionato de vinila
(C3), sendo de 63%. Este resultado, provavelmente é devido ao impedimento estéreo da
cadeia alquilica do doador acila e a dificuldade de acesso destas moléculas ao sitio ativo da

enzima.
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5 - CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho permitiram obter as seguintes conclusées:

A extracdo do amido de lirio-do-brejo (Hedychium coronarium) mostrou-se viavel,
sendo possivel obter 80g deste polissacarideo a partir de 1,5Kg de rizomas.

Os filmes de amido de lirio-do-brejo (ALB), proteina isolada de soja (PIS) e das
misturas de (ALB/PIS) foram preparados contendo sorbitol e pB-—ciclodextrina,
mostraram-se resistentes e maleaveis, e foram eficientes na imobiliza¢do das lipases
LPS-SD, LCR, LAY30, LAYS, F-AP15, LAN-12, LAK, LAK-20, LM 10, PPL.

A quantidade de &agua nos filmes com e sem a lipase, variou de 2,67-9,08%,
contribuindo para a manutencao da atividade catalitica.

Ao usar as lipases LAY-30, LCR, LPS-SD imobilizadas ou n&o nos filmes e/ou
blendas de ALB e PIS, as conversdes em 7 foram de moderadas a boas. As maiores
conversodes foram obtidas ao usar o filme de ALB/PIS com a LPS-SD, sendo de 88%.
Em quantidades equivalentes de proteina de soja (50%) no filme, as conversdes
aumentaram.

A temperatura mais adequada para a reacao de obtencgéo de 7, foi de 35° C e tempo
reacional de 24h.

Quando imobilizadas simultaneamente na mesma proporgcao as lipases LPS-SD e
LCR mostraram-se eficientes, formando 7 com conversao de 77%.

O uso de diferentes solventes influenciou na conversdo em 7. Usando DMSO,
acetonitrila, acetona, diclorometano, etanol e THF, as conversfes foram moderadas
(28-48%). Ao usar éter etilico, éter diisopropilico, ciclohexano, hexano, iso-octano e
MTBE, as conversdes em 7 foram maiores (63-78%).

Nas reacOes do alcool benzilico com diferentes doadores acilas, os laurato e
estearato de vinila, foram obtidos com conversdes de 36-28%, respectivamente.

A reutilizacdo do sistema enzima/ALB/PIS na reacdo de transesterificagdo mostrou
ser eficiente. Foram obtidas boas conversdes em 7 (48-88%) apoOs 60 dias de
estocagem, mostrando pouca alteracdo na atividade catalitica das lipases apoés
imobilizacéo.

A partir dos resultados obtidos neste trabalho comprova-se que a utilizagao de filme
de ALB/PIS como suporte para imobilizacao de lipases é altamente benéfico. Além
de desempenhar a funcéo na imobilizacéo de lipases, o amido de lirio-do- brejo € um
material sem custo. Este pode ser obtido de fontes renovaveis e é biodegradavel, o
gue faz deste suporte economicamente viavel e sem grandes impactos para o meio
ambiente.

Finalizando, foram avaliados e verificada a influéncia de diversos parametros
reacionais nas reac0fes catalisadas por lipases livres e/ou imobilizadas.
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