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A aplicagdo de lipases em grande escala de processos industriais requer
investigacdo cuidadosa de técnicas adequadas para a reutilizacdo e aumento
da estabilidade da enzima, tal como a purificagdo e processos de imobilizacao.
A finalidade do presente trabalho consistiu na producao de extratos enzimaticos
lipoliticos por dois micro-organismos isolados e selecionados previamente
(fungo filamentoso Penicillium crustosum e da levedura Sporidiobolus
pararoseus), seguido da subsequente concentragao e imobilizagao dos extratos
enzimaticos em diferentes suportes, para posterior aplicagdo como
catalisadores em reagbes de sintese. A enzima comercial de pancreas suino
também foi testada. A fermentagcdo em estado sélido (FES) foi a técnica
utilizada para a producéo dos extratos a partir de farelo de soja, para posterior
obtengdo dos extratos enzimaticos em diferentes formas de apresentagéo:
Extrato enzimatico bruto (EEB), extrato enzimatico precipitado (EEP), extrato
enzimatico imobilizado (EEIl) e extrato enzimatico precipitado imobilizado
(EEPI), de ambos os micro-organismos, sendo que os mesmos foram

concentrados com sulfato de aménio e imobilizados em alginato de sddio com
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carvao ativado e em argila Pogo A. Posteriormente, realizou-se a avaliagdo em
termos de atividade de sintese (U/g) e aplicagdo dos mesmos como
catalisadores em diferentes reacdes de interesse: transesterificacdo de 6leos
vegetais em meio organico, esterificagdo de acido oleico e etanol e
esterificacdo de geraniol e acido propidnico. Melhores atividades de sintese
foram encontradas para o extrato enzimatico de Penicillium crustosum bruto
imobilizado (EEBI) (240,59 U/g), seguido do extrato enzimatico precipitado
imobilizado (EEPI) (228,76 U/g), ambos imobilizados em alginato com carvéo.
Por apresentar atividades inferiores, nao prosseguiu-se os experimentos com o
suporte argila pogo A. Melhores conversdes foram obtidas para os extratos de
Penicillium crustosum imobilizados em alginato com carvao: transesterificacéo
enzimatica 4,68% (para EEBI), esterificagdo enzimatica de acido oleico e
etanol, 64,48% (para EEBI) e esterificacdo enzimatica de geraniol e acido
propiébnico 38,89% (para EEB), seguido de 37,09% (para EEBI). Apds os
experimentos preliminares, a maximizacdo da producdo do sistema reacional
de geranil propionato foi avaliada, usando o EEBI, a partir da técnica de
planejamento de experimento, mantendo fixas as condi¢des: razdo molar entre
os substratos de 3:1, 150 rpm de agitagdo e 6 horas de reacdo. Melhor
conversado (53,28%) foi atingida no ensaio relativo a temperatura de 60 °C e
concentragao de enzima (m/m substrato) 50%. O estudo do efeito da razéo
molar geraniol:acido propionico na cinética da produgdo demonstrou que a
maxima conversao (51%) foi obtida na razdo molar 5:1, em temperatura de
40°C, em um curto tempo de reacgao (50 minutos), o que é favoravel, levando

em conta a diminuicdo de custos no processo de sintese.

Palavras-chave: Extrato enzimatico lipolitico, imobilizacdo, sintese enzimatica,

geranil propionato.
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The use of lipases in large scale industrial processes require careful
investigation of techniques that permits the reuse and increasing the stability of
the enzyme, such as purification and immobilization processes. The purpose of
this work was the production of lipolytic enzyme extract isolated by two
previously selected microorganisms (filamentous fungus Penicillium crustosum
and vyeast Sporidiobolus pararoseus), followed by concentration and
subsequent immobilization of enzyme extract in different media, for later
application as catalysts in synthesis reactions. The commercial enzyme porcine
pancreas was also tested. Solid-state fermentation (SSF) was the technique
used for the production of extracts from soybean meal for later obtaining the
enzyme extract in different forms of presentation: crude enzymatic extract
(CEE), precipitated enzyme extract (PEE), immobilized enzyme extract (IEE)
and precipitated immobilized enzyme extract (PIEE) of both microorganisms,
considering that they were concentrated using ammonium sulfate immobilized
on sodium alginate and activated carbon and Poco A clay. Subsequently, we
performed the evaluation in terms of synthesis activity (U/g) and tested the

enzymes as catalysts in different reactions of interest: transesterification of



vegetable oils in organic medium, esterification of oleic acid and ethanol and
esterification of geraniol and propionic acid. Interesting synthesis activities were
found for the crude extract of immobilized enzyme from Penicillium crustosum
(240.59 U/qg), followed by precipitate immobilized enzyme extract (228.76 U/g),
both immobilized in alginate coal. Considering the lower activities presented,
the experiments using Poco A clay as immobilization support was not
continued. Best conversions were obtained for the extracts of Penicillium
crustosum carbon immobilized in alginate: 4.68% transesterification
esterification of oleic acid and ethanol 64.48% and esterification of acid and
geraniol propionic 38.89%, followed by 37.09%. After preliminary experiments,
the maximization of the production of reactive system geranyl propionate was
assessed using crude enzymatic extract immobilized, using experimental
design methodology, and keeping fixed conditions: molar ratio of 3:1 between
the substrates, 150 rpm of agitation and 6 hours of reaction. Best conversion
(53.28%) was reached in the experiment using 60°C of temperature and the
enzyme concentration of 50%. The kinetics study of the effect of molar ratio of
geraniol:propionic acid on the production showed that the highest conversion
(51%) was obtained in the molar ratio 5:1 at 40°C in a short reaction time (50
minutes) which is a promise result since it causes a cost reduction in the

synthesis process .

Keywords: Extract lipolytic enzyme immobilization, enzymatic synthesis,

geranyl propionate.
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Capitulo 1 - Introdugao

1. INTRODUCAO

As enzimas s&o macromoléculas de proteinas que atuam como
catalisadores de alta eficiéncia durante o transcurso das complexas reacoes
bioquimicas que formam parte do metabolismo dos seres vivos, considerando
que estas sao produzidas dentro das células destes organismos (Hasan et al.,
2006).

Além de serem ativas e versateis, as enzimas sao biocatalisadores
altamente requisitados, devido as suas propriedades, o que as difere dos
catalisadores nao enzimaticos, levando em consideracédo que toda enzima
catalisa transformagdes moleculares sem ocorréncias de reacbes paralelas,
devido a sua especificidade. Nessa classe especial de proteinas, a atividade
bioldgica surge a partir de um sitio ativo, unido pela configuragao tridimensional
da molécula, onde pequenas mudancas neste sitio podem alterar a
funcionalidade da enzima, considerando que a desnaturagao destas proteinas
esta diretamente associada a mudancas conformacionais de sua estrutura
protéica (Borzani et al., 2001; Hendrickx et al., 1998; Mateo et al., 2007).

O aumento da preocupacao com questdbes ambientais, qualidade do
produto e reducdo de gastos em setores industriais, alavancou o interesse por
enzimas em diferentes aplicagdes. A tecnologia enzimatica € uma alternativa
para substituir processos quimicos por biocatalisados, uma vez que estes
ultimos possuem menor impacto ambiental, sdo mais limpos e apresentam-se
como ferramentas promissoras para sintese de compostos de alto valor
agregado (Hasan et al., 2006).

As lipases destacam-se entre as principais enzimas utilizadas em
biocatalise, pois apresentam capacidade de catalisar rea¢des tanto em meio
agquoso como em meio organico, onde o teor de agua é limitado. Além disso, o
elevado potencial de aplicacédo das lipases ¢é justificado pela sua capacidade de
utiizacdo de uma ampla gama de substratos, sua estabilidade frente a
temperatura, pH e solventes organicos e sua quimio-regio e

enantiosseletividade (Kapoor et al., 2012; Krieger et al., 2004).
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Atualmente, as lipases tém apresentado grande importancia no cenario
biotecnoldégico, econdmico e industrial. Essas enzimas sao utilizadas como
ferramenta tecnoldgica, representando uma perspectiva de desenvolvimento
nos processos para obtengdo de uma grande gama de produtos, entre eles os
monoglicerideos, acidos graxos, agentes biotensoativos, compostos de aroma
e sabor e lipidios estruturados ou modificados (Treichel et al., 2010).

O potencial de aplicagbes industriais dessas enzimas abrange, além da
industria de alimentos, como aditivos (modificagdo de aromas), a quimica fina
(sintese de ésteres), detergentes (hidrdlise de gorduras), tratamento de
efluentes (decomposicdo e remogao de substancias oleosas), couro (remogao
de lipidios das peles dos animais), farmacéutica e a area médica (remédios,
digestivos e enzimas para diagndsticos) (Kapoor et al., 2012).

Apesar das excelentes perspectivas que apresentam as enzimas como
catalisadores, sua aplicacédo industrial ndo é tado imediata porque, apesar das
possiveis vantagens, as enzimas apresentam outras caracteristicas que limitam
a sua utilizagdo em escala industrial. Dentre estas destacam-se a solubilidade
das enzimas no meio de reacao, o que inviabiliza economicamente sua
separacao dos produtos, a utilizacdo destas como matéria-prima nao reciclavel,
gerando elevagcdo do custo operacional do sistema e a instabilidade
operacional, restringindo a aplicagao deste biocatalisador (Burton et al., 2002;
Lorenz e Eck, 2005).

Neste contexto, o uso de lipases ndo comerciais, obtidas a partir de
matérias-primas renovaveis e de baixo custo, pode também ser relevante para
o desenvolvimento de processos utilizando enzimas como catalisadores, que
sejam economicamente viaveis (Salihu et al.,, 2012). Com a finalidade de
aproveitar o potencial catalitico das enzimas, e reunir as vantagens dessas
proteinas sobre os catalisadores quimicos, tem-se estudado formas de torna-
las insoluveis ao meio reacional (Treichel et al., 2010).

A imobilizagcado apresenta-se como uma alternativa atraente. Ao se obter
uma enzima imobilizada ativa e estavel, e com boa especificidade ao substrato,

a maioria das desvantagens dos biocatalisadores é eliminada e as enzimas
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podem ser utilizadas nos processos industriais de forma similar aos
catalisadores quimicos (Zanin e Moraes, 2004).

As razdes para a escolha de um derivado imobilizado podem variar
dependendo da aplicacao, incluindo: utilizacdo da atividade catalitica por um
maior periodo de tempo; possibilidade de opera¢do continua do processo, com
maior facilidade de controle; facilidade de separacdo do produto final; em
alguns casos, ocorre modificagdo favoravel das propriedades cataliticas da
enzima como, por exemplo, maior estabilidade ao pH e a temperatura, entre
outros (Mendes et al., 2011).

Tendo em vista a viabilidade de obtencéo de lipases de diferentes fontes
associadas as vantagens da utilizacido de enzimas imobilizadas e ao potencial
de aplicacdo destas como biocatalisadores em reagdes de interesse a proposta
deste trabalho foi consolidada, cujos objetivos foram tragados e seréo

apresentados a seguir.

1.1. Objetivos

O objetivo geral do presente trabalho consiste na producao de lipases
utilizando dois micro-organismos isolados e selecionados previamente como
potenciais produtores desta enzima, seguido da subsequente imobilizagdo dos
extratos enzimaticos obtidos em diferentes suportes para a posterior aplicacéo
destes como catalisadores em reagdes de sintese, na obtencéo de produtos de

interesse cientifico e tecnoldgico.

Com base no objetivo geral, os seguintes objetivos especificos foram
delineados:
1. Producéo de lipases através da fermentagdo em estado solido (FES)
utilizando Penicillium crustosum e Sporidiobolus pararoseus e residuo
agroindustrial como substrato em condi¢cbdes previamente otimizadas em

termos de atividade de sintese;
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. Concentracao dos extratos enzimaticos obtidos das diferentes fontes

microbianas, por precipitacdo com sulfato de amonio;

. Imobilizagdo dos extratos enzimaticos nos suportes: alginato de sodio

com carvao ativado e montmorrolonita Pogo A;

. Imobilizacdo da lipase comercial de pancreas suino em alginato de sodio

com carvao ativado e montmorrolonita Pogo A;

. Aplicacao das lipases nas diferentes formas de apresentacao na catalise

de reacgdes de interesse industrial.

. Maximizacdo da producdo de geranil propionato usando extrato

enzimatico com maior atividade de sintese.

7. Caracterizagao parcial do catalisador empregado.

1.2. Descrigao das Etapas da Pesquisa de Tese de Doutorado

O atual interesse pela obtencdo de enzimas capazes de superar 0s

desafios ainda encontrados nas areas de aplicacdo em bioprocessos, como

os custos de producdo e especificidade das mesmas, motiva o esbogo dos

principais objetivos pretendidos com a realizagdo desta pesquisa de

Doutorado. A seguir, cada objetivo especifico sera detalhado apresentando

as etapas a serem executadas.

1.

Producdo de lipases através da fermentagcao em estado solido (FES)
utilizando Penicillium crustosum e Sporidiobolus pararoseus e farelo de
soja como substrato em condi¢cdes previamente otimizadas em termos
de atividade de esterificagao.

a. Liofilizagdo dos extratos enzimaticos obtidos através do fungo
filamentoso Penicillium crustosum e da levedura Sporidiobolus
pararoseus.

b. Avaliacdo quantitativa, através da medida de atividade de
sintese, sobre a capacidade destes em produzir lipases.

Concentracdo dos extratos enzimaticos obtidos das diferentes fontes

microbianas, por precipitagdo com sulfato de amonio;
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a. Estudo da pré-purificagdo do extrato enzimatico bruto, através
da avaliacdo de diferentes concentracbes de saturacio,
utilizando o sulfato de aménio como sal, variando o tempo de
precipitacdo das proteinas.

b. Liofilizacdo dos extratos enzimaticos concentrados obtidos
através do fungo filamentoso Penicillium crustosum e da
levedura Sporidiobolus pararoseus.

3. Imobilizagdo dos extratos enzimaticos nos suportes: montmorrolonita
Poco A e alginato de sédio com carvao ativado;

a. Imobilizagdo do extrato enzimatico bruto e concentrado do fungo
filamentoso Penicillium crustosum e da levedura Sporidiobolus
pararoseus nos diferentes suportes.

b. Acompanhamento das técnicas de imobilizagcdo, através da
medida de atividade de sintese.

4. Imobilizagao da lipase comercial de pancreas suino em montmorrolonita
Poco A e alginato de sédio com carvao ativado;

a. Imobilizacao da lipase comercial de pancreas suino.

b. Acompanhamento das técnicas de imobilizagdo, através da
medida de atividade de sintese.

5. Aplicacao das lipases nas diferentes formas de apresentagéo na catélise
de reacgoes de interesse industrial.

a. Obtengdo dos extratos enzimaticos provenientes do fungo
Penicillium crustosum e da levedura Sporidiobolus pararoseus
nas diferentes formas:

v’ Extrato enzimatico bruto (EEB),

v Extrato enzimatico bruto imobilizado (EEBI),

v Extrato enzimatico precipitado (EEP)

v Extrato enzimatico precipitado imobilizado (EEPI)

b. Aplicacado dos diferentes extratos enzimaticos obtidos do fungo e
da levedura, bem como, da lipase comercial de pancreas suino

livre (ECL) e imobilizada (ECI), na catalise das reacdes de:
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v' Transesterificagdo enzimatica em meio organico
para producao de biodiesel
v’ Esterificagdo enzimatica para producgdo de etil oleato
v’ Esterificagdo enzimatica para producado de geranil
propionato.
6. Maximizagdo da producdo de geranil propionato através da tecnica de
planejamento de experimentos.
a. Avaliacao do efeito das variaveis (temperatura e concantragéo
de enzima) no processo de esterificagao.
b. O estudo do efeito da razao molar geraniol:acido propionico na
cinética da producéo.
c. Avaliacdo do reuso do extrato enzimatico ndo comercial de
Penicillium crustosum imobilizado.
7. Caracterizacao parcial do catalisador empregado na maximizagao da

producao de geranil propionato.

1.3. Estrutura de apresentagcao da Tese

A descrigao do presente estudo foi realizada em capitulos, sendo que o
Capitulo 1 apresenta a introdugdo do trabalho, os objetivos e as etapas
envolvidas no desenvolvimento desta tese. O Capitulo 2 aborda uma breve e
consistente revisdo da literatura acerca dos temas a serem abordados no
desenvolvimento do trabalho, onde sera apresentado o estado da arte a
respeito da producdo, concentracdo e imobilizacdo de enzimas, bem como a
aplicacido de enzimas de interesse, em especial, as lipases.

No Capitulo 3 sao descritos os materiais empregados nos experimentos,
bem como as metodologias empregadas em todo o processo de imobilizagdo e
no estudo da aplicacido dos imobilizados em reacdes de sintese.

Os resultados obtidos sao relatados e discutidos no Capitulo 4. No

Capitulo 5 serdao apresentadas as conclusdes obtidas apds a realizacdo dos
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experimentos e discussao dos resultados e, finalmente, as sugestées para

trabalhos futuros referentes a presente pesquisa.

As referéncias consultadas para a proposicdo e embasamento desta

proposta sdo apresentadas no Capitulo 6.

A Figura

1 apresenta um fluxograma

esquematico para melhor

visualizacdo das etapas desenvolvidas neste trabalho.

Producao de Lipases por Fermentagdao em

Estado Sélido

Sporidiobolus Penicillium
pararoseus (SP) crustosum (PC)

Lipase comercial de
pancreas suino (PS)

Concentragao dos
Extratos Enzimaticos

Figura 1. Fluxograma esquematico com o

melhor suporte

Imobilizagdo em: montmorrolonita Pogo A e
Alginato com Carvao Ativado para selegdo do

sintese (U/g)

Acompanhamento das diferentes
etapas em termos de atividade de

Aplicacdo dos extratos nas diferentes
formas em reag6es para produgao de
Biodiesel, Etil oleato e Geranil propionato

Selegao do sistema
potencialmente
biocatalisado e maximizagao
em fungado dos substratos e
condicdes de reacao

desenvolvidas neste trabalho.

resumo das atividades



Capitulo 2 — Revisao Bibliografica 25

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Grande parte das enzimas sao moléculas de proteinas complexas que
agem como catalisadores em reacdes bioquimicas. Elas sao formadas por
células de todos os seres vivos. Estes catalisadores bioldgicos sao
extremamente eficientes e muito especificos nas suas fungdes, desta forma, o
uso de enzimas para novas aplicagcdes industriais vem crescendo muito nos
ultimos tempos, vindo de encontro ao apelo da diminuicdo a agressdes
ambientais (Treichel et al., 2010).

Enzimas lipoliticas, como lipases e esterases, constituem um importante
grupo de enzimas associadas com o metabolismo de degradagao de lipidios.
Os micro-organismos produtores de lipase podem ser encontrados no solo e
em diversos residuos oleosos. Os aspectos biolégicos, fisioldgicos e de
aplicacio industrial das lipases vém sendo bastante estudados devido a sua
acao sobre substratos insoluveis em agua (Treichel et al., 2010).

Neste capitulo sera apresentada uma breve revisdo sobre o estado da
arte no que concerne a imobilizagdo e estudo da concentracéo de lipases, bem
como aplicacbes em reagbes de interesse. Com base no exposto
anteriormente, levando em consideracdo os objetivos delineados para este
trabalho, énfase especial sera dada a lipases microbianas obtidas por meio do
fungo Penicillium crustosum e da levedura Sporidiobolus pararoseus, via
fermentacdo em estado solido (FES) e, a lipase comercial obtida de pancreas
suino (Sigma-Aldrich). Resultados da literatura concernentes as etapas

realizadas nesta pesquisa apresentam especial destaque.

2.1 Enzimas

As enzimas constituem um grupo de substéncias orgéanicas de

natureza normalmente protéica (existem também enzimas constituidas de
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RNA, as ribozimas), com atividade intra ou extracelular que tém fungbes
catalisadoras (Tabela 1.), catalisando reagdes quimicas que, sem a sua
presenca, dificimente aconteceriam. Isso €& conseguido através do
abaixamento da energia de ativagdo necessaria para que se dé uma reagao
quimica, resultando no aumento da velocidade da reagcdo e possibilitando o
metabolismo dos seres vivos. A capacidade catalitica das enzimas torna-as
adequadas para aplicagdes industriais, como na industria farmacéutica ou de

alimentos.

Tabela 1. Classificassao das enzimas e tipos de reagdes catalisadas.

Classe de Algumas Tipos de Reagoes Catalisadas
Enzimas Subclasses
Oxidoredutases Desidrogenases Formacgao de ligagdo dupla por eliminagao de H,
Oxidases Oxidacao
Redutases Reducgéao
Transferases Quinase Transferéncia de um grupo fosfato
Transaminase Transferéncia de um grupo amino
Hidrolases Nucleases Hidrolise de um grupo fosfato
Lipases Hidrélise de um grupo éster
Proteases Hidrdlise de um grupo amino
Liases Descarboxilases Eliminacao de CO,
Desidrases Eliminacao de H,0O
Isomerases Epimerases Isomerizagao de um centro estereogénico
Ligases Carboxilases Adicdo de CO,
Sintetases Formacao e clivagem de ligagdes C-O, C-S, C-
N, C-C.

Em sistemas vivos, a maioria das reagdes bioquimicas da-se em vias
metabdlicas, que sdo sequéncias de rea¢cdes em que o produto de uma reacao
é utilizado como reagente na reacao seguinte. Diferentes enzimas catalisam
diferentes passos de vias metabdlicas, agindo de forma sincronizada de modo
a nao interromper o fluxo nessas vias. Cada enzima pode sofrer regulacado da
sua atividade, aumentando-a, diminuindo-a ou mesmo interrompendo-a, de
modo a modular o fluxo da via metabdlica em que se insere (Patel, 2002;
Pizarro e Park, 2003).

Além de serem muito ativas e versateis, as enzimas sao biocatalisadores

altamente requisitados, devido as suas propriedades, executando uma série de




Capitulo 2 — Revisao Bibliografica 27

transformagdes de modo seletivo, rapido e em condi¢cdes brandas de reacao, o
que as difere dos catalisadores nao enzimaticos. A facilidade de regular a
atividade enzimatica € mais um ponto positivo na utilizacdo de enzimas. Para
isso basta apenas que se modifique a natureza do meio de reacéo, altere o pH
ou adicione algum efetor. Toda enzima ainda catalisa as transformacdes
moleculares sem ocorréncia de reacgbes paralelas, comuns em sinteses
quimicas, devido a sua especificidade (Patel, 2002; Pizarro e Park, 2003).

As enzimas industriais s&o em sua maioria obtidas de micro-organismos
(Sharma et al., 2001). As enzimas microbianas sao normalmente mais uteis
que as enzimas derivadas de plantas e animais, devido a grande variedade de
atividades cataliticas disponiveis, aos altos rendimentos possiveis, a facilidade
de manipulagdo genética, ao fornecimento regular devido a auséncia de
flutuagbes sazonais e ao rapido crescimento dos micro-organismos em meios
de baixo custo. As enzimas microbianas sdo também mais estaveis e sua
producdo € mais conveniente e segura. Contudo, apenas cerca de 2% dos
micro-organismos existentes foram testados como produtores de enzimas
(Hasan et al., 2006).

Muito da histéria da bioquimica refere-se a pesquisa em enzimas. Em
1926, James Sumner’s isolou e cristalizou a primeira enzima, a urease, que
catalisa a hidrélise da uréia em NH3 e CO; (Voet et al., 2000).

Segundo Medeiros et al. (1999) a aplicagao tecnolégica de enzimas é
bastante vantajosa quando comparada aos processos quimicos por nao
necessitar de condicdes de temperatura e pressdo drasticas. Uma das
vantagens da producdo microbiana de enzimas é que se pode utilizar
substratos de baixo custo e as mesmas exigirem um tempo relativamente curto
de producéo.

O interesse industrial por tecnologias enzimaticas vem aumentando
gradativamente, principalmente nas areas de engenharia de proteinas e
enzimologia em meios ndo convencionais, 0s quais ampliaram
consideravelmente o potencial de aplicacdo de enzimas como catalisadores em

processos industriais (Castro et al., 2004).
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A aplicagédo das enzimas em produtos e processos industriais ganhou
maior importancia a partir do inicio do século XX, com os avangos tecnoldgicos
e cientificos em areas como a bioquimica. Com isso, 0 mercado de enzimas
tornou-se mais atrativo, sendo as mesmas comercializadas e empregadas em
larga escala (Said e Pietro, 2004).

De acordo com Said e Pietro (2004), aproximadamente 75% das enzimas
aplicadas industrialmente sdo hidrolases, utilizadas na despolimerizacdo de
substancias naturais. Entre as enzimas classificadas como hidrolases, as proteases
dominam o mercado enzimatico, representando cerca de 40% de todas as enzimas
comercializadas. As proteases sdo empregadas em varios setores como a industria
de alimentos, detergentes, couro e farmacéutica. O segundo grande grupo de
hidrolases com aplicacao industrial € composto pelas carbohidrases, utilizadas em
cervejarias, panificagdo, na industria do amido, téxtii e de papel. Além destes
setores, estas enzimas tém sido utilizadas na fabricagcdo de ragdo animal, em
biotransformacao de produtos quimicos, em andlises diagndsticas e no tratamento
de residuos. Outras classes de enzimas encontram aplicagdo industrial pontual,
como a glicose isomerase, as oxidases, glicose oxidase, colesterol oxidase e

algumas enzimas usadas em técnicas de biologia molecular.

2.1.1 Lipases

As lipases (triacilglicerol éster hidrolases, E.C. 3.1.1.3) constituem um grupo
de enzimas que catalisam a hidrélise de triglicerideos em glicerol e acidos graxos
livres na interface lipidio-agua (Treichel et al., 2010; Rajendran e Thangavelu, 2009),
em sistemas biologicos (Rodrigues et al., 2008). Sendo assim, as lipases catalisam
a transesterificacdo de ésteres, bem como a sintese destes compostos, além de
apresentarem propriedades enantiosseletivas. Sdo também capazes de catalisar
reacdes de lactonizacao (esterificagdo intramolecular), além de agirem sobre
compostos que causam rangos (Levy et al, 2003; Pastore et al, 2003). A
capacidade de lipases para realizar transformagdes quimicas muito especificas

(biotransformacgdes) tornou-as interessantes em alimentos, detergentes, sinteses,
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cosméticos organicos, produtos farmacéuticos e industriais (Treichel et al., 2010;
Rodrigues et al., 2008).
De acordo com a Unido Internacional de Bioquimica (IUB), a lipase catalisa a

seguinte reagao:

Triglicerideos + H,O —» diglicerideos + monoglicerideos + acidos graxos
livres

As lipases ainda tém sido pouco empregadas industrialmente, embora
sejam estudadas ha anos e possam ser produzidas em larga escala. Pesquisas
tém sido realizadas com o intuito de otimizar os processos de modificacdo de
Oleos e gorduras catalisados por lipases. Tais pesquisas incluem estudos
cinéticos, desenvolvimento de biorreatores e imobilizacdo de enzimas
(Carvalho et al., 2003).

Estes catalisadores tornaram-se parte integrante da industria alimentar
moderna, e um grande numero de lipases sdo produzidas em escala industrial
para o desenvolvimento de aromas em produtos lacteos, processamento de
alimentos, como carnes, legumes, frutas, assados e cerveja (Treichel et al.,
2010; Rajendran e Thangavelu, 2009).

2.2 Aplicagoes de Lipases

As lipases tém recebido atencado especial por parte do meio industrial
devido a sua estabilidade, seletividade e ampla especificidade ao substrato e
representam a classe de enzimas mais amplamente empregada em aplica¢des
biotecnoldgicas e quimica orgéanica (Treichel et al., 2010).

O potencial de aplicagdes industriais que as lipases possuem abrange a
industria de alimentos, como aditivos (modificagcdo de aromas), quimica fina
(sintese de ésteres), detergentes (hidrolise de gorduras), tratamento de
efluentes (decomposigcdo e remogao de substancias oleosas), couro (remogao
de lipidios das peles dos animais), farmacéutica e a area médica (remédios,

digestivos e enzimas para diagnosticos) (Burkert, 2002; Burkert et al., 2004).



Capitulo 2 — Revisao Bibliogréfica 30

Diversas técnicas tém sido desenvolvidas e aprimoradas para a
obtencdo de maiores rendimentos de producdo, além de enzimas mais
robustas e altamente especificas para cada tipo de aplicacdo, ampliando as
possibilidades de aplicagbes industriais destes biocatalisadores (Soccol e
Vandenberghe, 2003).

Segundo Bon et al. (2008), as enzimas lipoliticas constituem o mais
importante grupo de biocatalisadores para aplicacdes biotecnologicas. A
producao de lipases microbianas requer um entendimento detalhado do
mecanismo molecular que governa a sua secrecao e formacao. A otimizacao
de propriedades das lipases industrialmente relevantes tem sido estabelecida
com sucesso utilizando lipases para a sintese de biopolimeros e biodiesel, a
producao de farmacéuticos enantiopuros, agroquimicos e flavors.

Devido as suas caracteristicas biocataliticas, as lipases sao utilizadas
em diversos campos de aplicagdo. A Tabela 2 sintetiza as principais aplicagcbes
das lipases em diferentes segmentos (Martins et al., 2008; Hasan et al.,
2006), considerando as reagdes de hidrélise e a esterificagao.

A reacédo de hidrélise envolve o ataque na ligagdo de éster do
triglicerideo na presenga de moléculas de agua para produzir glicerol e
acidos graxos. A alta especificidade das lipases pelo triglicerideo com
relacdo ao tipo e a posicao estereoespecifica do residuo de acido graxo
propicia um grande numero de aplicagdes dentro da area de alimentos.
Aromatizantes para uso em alimentos destinados ao consumo humano e
animal tém sido obtidos através da hidrdlise parcial de triglicerideos (Malcata
et al., 1990).

A reacao de esterificacdo entre polidis e acidos graxos livres é,
em sua esséncia, a reagcdo inversa da hidrélise do glicerideo
correspondente. As velocidades relativas da reacdo direta (hidrdlise) e
inversa (esterificagdo) sdo usualmente controladas pela atividade de agua da
mistura reacional.

As principais aplicagbes das lipases em diferentes segmentos da

industria estdo apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2. Principais aplicagbes de lipases em diferentes segmentos.

Indastria Aplicagoes Produtos
Hidrolise
Alimentos Hidrolise da gordura do leite Desenvolv’|mento de "flavour” em
produtos lacteos
Hidrolise de 6leos e gorduras
Biorremediacéao - S .
Acidos graxos, mono diglicerideos;
- Tratamento efluente .
Quimica Biossurfactantes

Quimica (detergentes)

Médica

Farmacéutica,
agroquimica

gorduroso
Analise de acidos graxos de
TGC

Remogéo de manchas de
gorduras

Analise de triglicerideos do
sangue

Hidrolise estéreo-especifica

Reducao de solidos

Detergentes (roupas e superficies)

Kits de diagnostico

Resolugédo misturas racémicas

Esterificagao

Quimica (quimica fina)

Alimentos, Quimica,
Farmacéutica
Téxtil

Alimentos

Sintese de ésteres

Transesterificagao (6leos
naturais)

Sintese de poliésteres

Sintese de ésteres

Compostos quirais intermediarios
terapéutico; Esteres e
emulsificantes; “Flavour”,
Fragrancia para cosméticos

Oleos e gorduras: analagos de
manteiga de cacau, Biodiesel

Poliésteres biodegradaveis,
aromaticos,

Aromas para alimentos e bebidas

Fonte: Rigo, 2009

Exemplos de produtos quimicos de alto valor obtidos pelo uso de lipases
para esterificacao incluem a sintese de ésteres de acido oléico com alcoois
alifaticos primarios e secundarios e alcoois terpénicos e a producgao de ésteres
dos alcoois geraniol e mentol com acido propibnico e acido acético,
respectivamente (Oliveira, 1999; Paroul et al., 2010, Chiaradia et al., 2011).

O termo interesterificagao refere-se a troca de radicais acil entre um éster
e um acido (aciddlise), um éster e um alcool (alcodlise) ou um éster e
outro éster (transesterificacdo). Nessas reagdes, o triglicerideo reage com
um acido graxo, um alcool ou outro éster, resultando em um rearranjo dos
grupos de &acidos graxos do triglicerideo de forma a produzir um novo

triglicerideo. O rearranjo € o resultado de reacdes concorrentes de
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hidrolise e esterificagdo. A concentracdo 6tima de agua no meio reacional
deve ser suficientemente baixa de forma a minimizar a formacao de
produtos de hidrdlise indesejaveis, mas deve ser suficiente para que a
enzima permaneca totalmente ativa (Malcata et al., 1990).

O biodiesel é formado pelos ésteres monoacil de 6leos e gorduras e
pode ser utilizado como mistura com os combustiveis derivados de
petroleo, o diesel. Recentemente, as pesquisas tém sido voltadas para
utilizacao das lipases na transesterificagdo de moléculas de acidos graxos de
elevado peso molecular. A lipase catalisa a reacdo do alcool com 6dleos
vegetais e gordura animal. Sabendo-se que varias matérias-primas
agropecuarias sao ricas em gorduras e 0Oleos, o emprego delas como
fontes de biocombustiveis ganha uma notavel importancia tecnoldgica,

social e econdmica (Lee et al., 2002).

2.2.1. Lipases Microbianas como Biocatalisadores

Lipases sao produzidas por varias plantas, animais e micro-organismos.
As Ultimas representam a classe mais utilizada de enzimas em aplicacbes
biotecnolégicas e quimica orgénica. Micro-organismos com potencial para
producao de lipases tanto em fermentagdo submersa (FS) como em estado
sélido (FES) tém sido relatados (Treichel et al., 2010).

Aproximadamente cem anos atrds, o microbiologista C. Eijkmann
reportou que diferentes cepas bacterianas poderiam produzir e secretar lipases
(Jaeger e Eggert, 2002). Entao, a partir de 1906, iniciaram-se os estudos sobre
producdo de lipases utilizando-se diversos micro-organismos como bactérias,
fungos e leveduras (Hasan et al., 2006).

As lipases microbianas tém recebido atencdo especial devido as suas
diversas propriedades, como relativa facilidade de preparagdo e ampla
especificidade pelo substrato, estereosseletividade (Treichel et al., 2010;
Rajendran e Thangavelu, 2009) além de facilidade de produgcao em grandes

quantidades (Hansan et al., 2006). Uma revisdao dos micro-organismos mais
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recentemente citados como produtores de lipase por FS (fermentagao
submersa) e FES (fermentacdo em estado sélido) e respectivas referéncias
estao representados na Tabela 3.

Nas ultimas décadas, o interesse na producdo de lipases microbianas
tem aumentado devido a versatilidade da estrutura molecular e propriedades
cataliticas. Estas enzimas tém um amplo potencial de aplicacao em diferentes
setores industriais, conforme ja citado anteriormente (Damaso et al., 2008).

Na produgdo de alimentos (laticinios, peixe e produtos carneos) e
bebidas alcodlicas, os micro-organismos vém desempenhando um papel
importante. Além disso, varios produtos de fermentacdo microbiana também
séo incorporados em alimentos como aditivos e suplementos (antioxidantes,
aromas, corantes, conservantes, edulcorantes e outros).

Ha grande interesse no desenvolvimento e utilizacdo de alimentos
naturais e aditivos derivados de micro-organismos, uma vez que S&0 mais
desejaveis do que os sintéticos produzidos por processos quimicos (Couto e
Sanroman, 2006).

As enzimas apresentam varias propriedades que as tornam atrativas
como catalisadores para biotransformacdes. Sao catalisadores versateis,
existindo um processo enzimatico equivalente para cada tipo de reacao
organica (Dallavechia et al., 2004).

A biotransformacao pode ser aplicada as modificacdes especificas ou
interconversdes da estrutura quimica realizadas por catalisadores bioquimicos.
O interesse industrial por tecnologias enzimaticas vem aumentando
gradativamente, principalmente em &areas de engenharia de proteinas e
enzimologia e em meios n&o convencionais, as quais ampliaram
consideravelmente o potencial de aplicacdo das enzimas como catalisadores

em processos industriais (Castro et al., 2004).
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Tabela 3. Micro-organismos produtores de lipases e respectivas referéncias.

Micro-organismo Tipo Referéncia
Fs* FES**

Rhizopus arrhizus Fungo Rajendran et al (2009)
Candida cylindracea Levedura  D’Annibale (2006)
Rhizopus sp. Fungo Martinez-Ruiz et al (2008),
Pseudomonas sp. Bactéria  Cheirsilp et al (2009)
Yarronia lipolytica (cepa mutante) Levedura Fickers et al (2009)
Bacillus coagulans Bactéria Alkan et al (2006)
Rhizopus homothallicus Fungo Rodriguez et al (2006)
\Aspergillus niger Fungo Dutra et al (2008)
R. oryzae Fungo Kawakami et al (2009)
Candida antarctica Levedura  Vahla et al (2008)
Penicillium verrucosum Fungo Kempka et al (2008)
\Aspergillus Niger Fungo Damaso (2008)
IAspergillus fumigatus Fungo Martins et al (2008)
Phialemonium sp. Fungo Martins et al (2008)
Mucor miehei Fungo Shamel et al (2007)
Yarronia lipolytica Levedura  Mingrui Yu (2007)
\Aspergillus oryzae (geneticamente modificado) Fungo Dizgea et al (2009)
Pseudémonas aeruginosa Bactéria Gupta et al (2008)
Candida Antarctica Levedura Rodrigues et al (2008)
Pseudomonas cepacia Bactéria Al-Zuhair et al (2009)
Candida antarctica Levedura Al-Zuhair (2009)
Bacillus subtilis Bactéria  Takag et al (2008).
Bacillus sp. Bactéria  Ertugrul et al (2007)
Rhizopus oryzae Fungo Hama et al (2009)
Rhizopus chinensis Fungo Sun & Xu (2009)
Rhizopus chinensis Fungo Sun & Xu (2009)
Yarronia lipolytica Levedura Destain et al (2008)
Candida cylindracea Levedura Brozzoli et al (2009)
Thermomyces lanuginosa Fungo Xie e Ning Ma (2009)

Teng et al (2009)
Rhizopus chinensis Fungo Xu et al (2009)
lAureobasidium pullulans (isolada do mar) Levedura Liu et al (2008)
Penicillium simplicissimum Fungo Vargaset al.(2008)
Sporobolomyces ruberrimus Levedure Ferraz et al.(2012)

FS*- Fermentacao submersa; FES**- Fermentagdo em estado sélido.

Fonte: O autor

A especificidade € uma caracteristica importante das lipases.

Aproximadamente, quatro classes de especificidades podem ser definidas. A
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primeira é a especificidade em relagao a classe de lipidios. A enzima pode ser
especifica em relacdo ao tipo de éster, como por exemplo, tri-, di- ou
monogliceridios, colesterol éster, metil éster, etc. A segunda ¢é a
regioespecificidade, que promove a seletividade da enzima pela posigdo da
ligacao éster numa molécula. O terceiro tipo € a especificidade em relagao ao
residuo de acido graxo, na qual a lipase é especifica em relagcdo ao
comprimento da cadeia ou em relacdo a presenca de dupla ligacdo nesta
cadeia. Finalmente, merece referéncia a estereoespecificidade, ou seja,
algumas lipases catalisam apenas a hidrélise ou a esterificagdo de um ou dois
estereoisdbmeros (Van der Padt, 1993).

Entretanto, sob condi¢cdes microaquosas, elas sdo capazes de catalisar
a sintese de ésteres a partir de alcoois e acidos carboxilicos, como

representado na Figura 2.

( HY) o
/O Esterificacdo /
R—C\ + R{—OH R—C\ +  HO
Hidrdlise
OH . O_Rl
( H)

Figura 2. Esquema geral da reacao de esterificagéo.

Uma combinagéo destes dois processos basicos em sequéncias légicas
pode resultar em reagdes de interesterificacdo (aciddlise, alcodlise ou
transesterificacado), Figura 3, a depender dos reagentes de partida. (Castro et
al., 2004).

H,C——OCOR R1COOR4 H,C —OH
catalisador *
H,C —OCOR; + 3R4;—OH R,COOR4 H,C—OH
+
HoC T OCOR; R3COORy H,C—OH
Triacilglicerideo Mistura de ésteres Glicerol

Figura 3. Esquema geral da reagao de transesterificagao.
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O processo de transesterificagdo, representado na Figura 3, também
chamado de alcodlise, consiste no deslocamento do alcool e de um éster em
um processo similar a hidrdlise, exceto pelo emprego de um alcool ao invés da
agua. Alguns alcoois sao empregados de modo satisfatério na reagéo, dentre
estes pode-se citar, metanol, etanol, propanol e butanol, sendo que o
mais amplamente utilizado é o metanol devido ao baixo custo e as

vantagens fisicas e quimicas deste reagente (Fukuda et al., 2001).

2.3. Pré-purificagao dos Extratos Enzimaticos

A etapa de purificagéo € importante para a obtengdo de enzimas com
alto grau de pureza e com maiores atividades enzimaticas. O processo de
purificacéo é fundamental na obtengéo e aplicagéo industrial de uma enzima, ja
que, apds a fermentacdo, a enzima encontra-se no meio contendo uma série
de outros compostos que podem nao ser de interesse. Independentemente da
fonte de lipase ou da técnica empregada, a purificagdo tem uma capacidade
limitada no que se refere ao aumento da atividade especifica (Menoncin et al.,
2009).

Diversas técnicas tém sido empregadas para a purificagao de lipases, a
precipitacdo de proteinas muitas vezes é usada como primeiro passo de
purificacéo e neste caso o sulfato de amdnio é o agente de precipitagcdo mais
utilizado (Gupta e Roy, 2004).

De acordo com Martins et al. (2008), a técnica de precipitacdo das
proteinas com sais, aplicada como pré-tratamento do meio contendo a enzima
de interesse, facilita os processos subsequentes devido a auséncia de
possiveis interferentes. Esta metodologia consiste em uma das técnicas de
concentracéo de proteinas, para separagado das mesmas dos outros compostos
do meio. A concentracao pela adicdo de sais, como sulfato de amoénio, baseia-
se no aumento da forga ibnica, de tal forma que as moléculas proteicas se
agregam e precipitam. O sal é adicionado ao sobrenadante até uma

porcentagem de saturagdo em que a enzima de interesse € precipitada e
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separada por centrifugagdo. A composigdo do extrato, sua concentragao e
temperatura podem influenciar a precipitacdo, no caso das enzimas a
temperatura deve ser mantida baixa (4°C). A adi¢cado do sal deve ser lenta e
sob agitacédo para favorecer a homogeneidade. Apds a centrifugagédo, o
precipitado deve ser redissolvido em tampdo adequado, utilizando-se um
volume de aproximadamente duas vezes o volume de precipitado (Borzani et
al., 2001).

A avaliacdo do uso de diferentes concentracdes de sulfato de ambnio
para precipitagdo da lipase produzida através do sistema de FES com
Penicillium verrucosum e Sporidiobolus pararoseus foi estudada através
planejamento experimental, abrangendo a faixa de 32 a 88% de saturagao.

Reducédo da atividade enzimatica, alteragdes de temperatura e pH 6timo
de atuacéo e de estabilidade sao algumas das caracteristicas que podem
ser afetadas com o processo de purificagdo, apesar da importancia do
estudo da purificacdo da enzima € preciso considerar que por mais
adequado que seja o0 processo escolhido, este sempre vai causar

alteragdes na enzima (Maldonado, 2006).

2.4. Imobilizagao de Enzimas

De um modo geral, as enzimas estao sujeitas a inativagéo por fatores
quimicos, fisicos ou bioldgicos, podendo ocorrer quando estocadas ou durante
0 uso. Para que a catalise seja eficiente em um determinado processo, ha
necessidade de proteger as enzimas da interacdo com o solvente, meio no qual
€ realizada a reacdo, pois 0 mesmo poderia provocar a inativacao,
impossibilitando a catalise da reacdo. Frente a este problema, a técnica da
imobilizacdo é utilizada para fornecer estabilidade as enzimas e facilitar sua
recuperacao e reutilizagao (Villeneuve et al., 2000).

Enzimas na sua forma nativa (enzimas livres) tém sido estudadas, por
varios séculos, na industria de alimentos e mais recentemente nas industrias

farmacéuticas e quimicas. Sua estrutura e modo de acdo vém sendo
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gradativamente elucidados por métodos experimentais bem estabelecidos,
como técnicas classicas de difragao de raios-X e avangadas de Ressonancia
Magnética Nuclear (RNM). Metodologias modernas de engenharia genética
tém possibilitado a producédo de enzimas em larga escala ou a modificagdo de
sua estrutura primaria, alterando, portanto algumas de suas caracteristicas
fisico-quimicas e bioldgicas. De igual significancia séo as recentes técnicas de
evolugao direcionada, as quais tem permitido, via modificacdo do DNA, a
preparagdo de enzimas especialmente dirigidas para uma determinada
finalidade, enzimas que atuam em valores extremos de pH e temperatura, bem
como em presenca de meios ndo convencionais (solventes organicos, fase
gasosa, CO; supercritico).

Enzimas imobilizadas sdo aquelas que se encontram ligadas
covalentemente ou ndo em um suporte que possa proteger a capacidade
catalitica da enzima (Brigida, 2006). O processo de imobilizagdo consiste em
circundar o material com atividade biolégica em uma matriz polimérica
envolvida por uma membrana semipermeavel. Esta membrana permite a
difusdo de nutrientes, oxigénio e protegem de perdas internas da célula de
ambos, stress mecéanico e compostos toxicos (Qi et al., 2006).

De interesse particular € o aumento do uso de enzimas imobilizadas,
termo empregado por Katchalski-Katzir na primeira Conferéncia de Engenharia
Enzimatica realizada em Henniker, NH, EUA em 1971, para designar enzima
fisicamente confinada ou localizada numa certa regiao do espago com retengao
de sua atividade catalitica, podendo ser usada repetidamente e continuamente.
Nesta técnica, a enzima fica retida no interior (poros) ou na superficie de um
material que é utilizado como suporte. O complexo, enzima—suporte, mantém
as caracteristicas fisicas do suporte e ao mesmo tempo, retém a atividade
bioldégica da enzima na forma soluvel. O termo enzima imobilizada inclui: (a) a
modificagdo das enzimas de forma a torna-las insoluvel em agua; (b) a
utilizacao de enzimas na forma soluvel em reatores equipados com membranas
de ultrafiltracdo, que permitem o escoamento dos produtos da reacdo, porém

retendo a enzima no interior do reator; e (c) a restricdo da mobilidade da
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enzima pela ligacdo a outra molécula que torna o sistema insoluvel no meio
reacional (Miranda, 2004).

O principal interesse em imobilizar uma enzima ¢é obter um
biocatalisador com atividade e estabilidade que ndo sejam afetadas durante o
processo, em comparagao a sua forma livre. Idealmente, a enzima imobilizada
devera exibir uma atividade catalitica superior. Além disso, ndo deverao ocorrer
alteragbes estruturais, bem como modificagdes no sitio ativo. A imobilizacao
pode inibir ou aumentar a atividade e estabilidade da enzima, porém nao existe
uma regra que prediga a manutencido destes parametros apos o processo de
imobilizacado (Dalla-Vecchia et al., 2004).

O sistema imobilizado permite a condugcao de reacdes em reatores
continuos, com facil separagcdao de catalisador-produto, e aumento da
produtividade do processo (massa de substrato/ massa de biocatalisador).

A tecnologia de imobilizacdo une os conhecimentos da quimica,
bioquimica e biologia celular com aqueles da engenharia, buscando sempre
ampliar as aplicagbes das enzimas na conversao de matérias-primas,
normalmente de baixo custo, em produtos de maior valor agregado. Dessa
forma, a imobilizacdo de enzimas é realizada ndao s6 com o propdsito de
atender aplicagbes puramente cientificas, onde sao utilizadas como modelos
para estudar a relacao entre a atividade catalitica e a estrutura proteica, mas
principalmente visando o uso comercial em processos continuos (Miranda,
2004).

A escolha de um processo de imobilizagdo para uma dada enzima
depende de fatores essenciais do processo, tais como os substratos utilizados,
os tipos de reagdes e as configuracbes do reator, exigindo um projeto
adequado para atender as necessidades da reagdo. Um dos principais fatores
€ a selecdo de um suporte adequado para a fixagcdo da enzima. Assim, o
meétodo escolhido deve atender a duas necessidades, a catalitica, expressa em
produtividade, rendimento, estabilidade e seletividade e a né&o-catalitica,
relativa a controle e down-streaming process (Dalla-Vecchia et al., 2004).

Segundo Assis (2004), as enzimas imobilizadas apresentam uma série

de vantagens em relagdo as enzimas soluveis. Entre elas, pode-se citar a
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capacidade de reutilizacdo da enzima, maior facilidade de separacao do
produto final, diminuindo as etapas posteriores de purificacdo do mesmo. A
imobilizagdo enzimatica permite a operagdo continua, facilita o controle da
reacao, reduz o volume desta e possibilita uma alta concentragao catalitica no
reator. A reagdo pode ser interrompida no momento desejado pela simples
remogao da enzima, em processos de batelada, ou pelo ajuste do tempo de
residéncia, em reatores continuos. O processo de imobilizacdo ainda permite a
modificagdo favoravel das propriedades cataliticas de algumas enzimas, as
quais passam a apresentar maior estabilidade ao pH e a temperatura.

Como as enzimas nao sao consumidas na reagao, sua agao catalitica &
semelhante aos catalisadores inorganicos. Porém, ¢é diferente dos
catalisadores sintéticos comuns pela forma amena que realiza a catalise,
geralmente em solugdes aquosas neutras, temperatura e pressao ambiente e,
principalmente, com elevado grau de especificidade em relagao ao substrato. O
processo de imobilizagcdo tem sido bastante estudado para viabilizar o uso de
enzimas industrialmente, permitindo a recuperacdo e o reaproveitamento da
mesma, pois o uso da enzima livre é, em varias situagdes, inviavel
economicamente (Segel, 1979; Ribeiro, 1989; Coutinho Filho, 1996; Vicente,
2000).

A partir de 1960, foi observado um aumento progressivo nas publicagoes
de trabalhos cientificos com enzimas imobilizadas, refletindo o interesse
mundial despertado por esta tecnologia. Entretanto, o primeiro processo
industrial de imobilizacdo enzimatica foi implantado no Japao em 1969, para a
producdo de L-aminoacidos; seguido da aplicacdo de glicose isomerase
imobilizada, implantada nos Estados Unidos em 1972, para a isomerizagao de
glicose em frutose. Desde entdo, novos processos de imobilizacdo e novas

aplicagdes industriais tém sido relatados na literatura (Zanin e Moraes, 2004).

2.4.1. Métodos de Imobilizagao de Enzimas em Suportes
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A selecao do método de imobilizacdo deve ser baseada em parametros
como atividade global do derivado imobilizado, caracteristicas de regeneracao
e desativacdo, custo do procedimento de imobilizacdo, toxicidade dos
reagentes de imobilizagdo e propriedades finais desejadas para a enzima
imobilizada. Os principais métodos de imobilizacdo sdo: adsorcdo, ligacao
covalente, quelagdo e encapsulagdo, conforme Figura 4 (Haider e Husain,
2009; Girelli e Mattei, 2006; Malcata et al., 1990; Kennedy et al., 1988 ).
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Figura 4. Métodos de imobilizacdo de enzimas em suportes: (a) adsorgao; (b)

ligacao covalente; (c) quelacao; (d) encapsulacgéao.

(a) Adsorgéo Fisica

E o método mais simples e utilizado para imobilizacdo de enzimas. A
enzima é imobilizada sobre um suporte solido por ligagdes fracas, tais como
interacbes de van der Waals, interagbes hidrofobicas, pontes de hidrogénio e
ligagbes idnicas.

A escolha do suporte depende de suas propriedades que sao
importantes para aplicagbes industriais como: resisténcia mecanica e
estabilidade fisica, carater hidrofdbico e custo. Suportes como pérolas de vidro
poroso, Celite e biopolimeros sao muito utilizados nestes processos (Villeneuve
et al., 2000).
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(b) Ligagdo Covalente

Neste método, a enzima é covalentemente ligada a um material
insoluvel, em agua, pela reagcédo entre grupos funcionais da proteina e grupos
reativos do material ativado. Esta técnica ndo € comum como o método de
adsorcao fisica, mas apresenta a vantagem de evitar o fendmeno de
dessorcao. Neste caso, sao envolvidos os residuos de aminoacidos nao
essenciais a catalise enzimatica e grupos reativos da superficie do suporte.
Entre os grupos funcionais de residuos de aminoacidos que podem participar
da reacdo encontram-se: grupos carboxilicos dos acidos aspartico e glutamico;
grupos amino da lisina e da hidroxilisina; hidroxila da serina e outros (Dalla-
Vechia et al., 2004; Taylor, 1991; Kennedy et al., 1988).

(c) Quelacéo

Esta técnica envolve o uso de compostos de metais de transicdo que
compde como uns dos meios ativadores da superficie do suporte, permitindo a
unido direta da enzima, sem pré-derivacao do suporte ativado, formando assim
os quelantes. Os suportes usados sao: vidro, quitina, celite, gelatina e celulose.
Uma extensdo para este processo € a derivatizacao do suporte ativado com o
acido 5-aminosalicilico para aumentar a forga de ligagéo da enzima ao sistema.
Também é possivel formar o hidréxido ou éxido hidrico na presenga de metais
de transicdo. Enzimas imobilizadas ativas tém sido preparadas utilizando-se a
técnica da ativagcdo da superficie do suporte com metais de transicao,
formando ao final, um quelato entre a enzima e a superficie ativa do suporte,

como apresentado na Figura 4c.

(e) Encapsulagéo

Este método esta fundamentado na diferengca de tamanho entre a
molécula do catalisador e do soluto, e aqui duas aproximagdes tém sido
adotadas: (a) a formacdo de uma estrutura porosa na presenga da enzima,
envolvendo-a numa estrutura tridimensional, ou (b) o biocatalisador é retido em
uma membrana porosa. Nestes casos a enzima tem sua mobilidade mantida,

pois ndo sdo envolvidas ligagbes fisicas ou quimicas entre a enzima e o
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suporte. Consequentemente, somente substratos de baixa massa molecular
podem ser empregados com este tipo de enzimas imobilizadas. Este método
pode compreender a encapsulagdo em gel, fibras e a microencapsulagado. Na
Figura 3d é mostrado um esquema de encapsulagéo em géis.

As principais vantagens da encapsulagcdo de enzimas referem-se a
grande area superficial para contato do substrato e da enzima, no interior de
um volume relativamente pequeno, e a possibilidade de imobilizacéo
simultdnea de diferentes enzimas em uma unica etapa. Como principais
desvantagens, tém-se: (a) a restricdo de que os biocatalisadores somente
podem ser aplicados com substratos de baixo peso molecular; (b) a possivel
inativagcdo da enzima durante o procedimento de imobilizacdo; (c) a alta
concentracao de enzima necessaria para garantir a encapsulagao; e, (d) os
possiveis efeitos de inibicdo por produtos ou substrato no interior da matriz
porosa.

Na Tabela 4, apresenta-se um resumo das dificuldades de cada método

de imobilizacao, citados anteriormente.

Tabela 4. Comparacgao entre os diferentes métodos de imobilizacao.

Adsorgao Ligagao
Caracteristica Fisica covalente Quelagao Encapsulagao
Dificuldade de preparacao Simples Dificil Simples Dificil
Forca de ligacao Fraca Forte Intermediaria Intermediaria
Atividade enzimatica Intermediaria Alta Alta Baixa
Regeneragao do suporte Possivel Rara Possivel Impossivel
Custo de imobilizagao Baixo Alto Intermediario Intermediario
Estabilidade Baixo Alta Intermediaria Alta
Aplicabilidade geral Sim Néo Sim Sim

Apesar da grande diversidade de métodos desenvolvidos, para cada
aplicagao de uma enzima imobilizada, é necessario se escolher o procedimento
mais simples e mais barato, que resulte numa enzima imobilizada com boa

retencao de atividade e alta estabilidade operacional.

2.4.2. Imobilizagao em Alginato de Sédio com Carvao Ativado
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A imobilizagao via microencapsulamento consiste em confinar a enzima
em um polimero insoluvel (envolvido em fibra ou gel) ou em uma microcapsula
(microencapsulamento). Desta forma, moléculas grandes, tais como enzimas,
nao sao capazes de se difundir através desta membrana, enquanto que
pequenas moléculas, como subprodutos e produtos, difundem-se. A vantagem
da utilizagdo desta técnica é que a enzima interage quimicamente com o
polimero, evitando, assim, a desnaturagdo. Contudo, a velocidade de difusao
dos substratos e produtos através da membrana, bem como a massa molar
dos mesmos, sao fatores limitantes (Dalla-Vecchia et al., 2004; Gongalves,
2007).

O encapsulamento celular representa um método promissor para varias
proteinas e antibidticos. A biocompatibilidade das microcapsulas é claramente
importante, bem como o0s requerimentos para 6tima biocompatibilidade,
incluindo uma otima microgeometria da estrutura da membrana, um
procedimento de encapsulamento com uma étima capacidade para envolver as
células com granulos perfeitos e 0 uso de materiais apropriados (Orive et al.,
2002).

Polimeros naturais e sintéticos sao utilizados como suporte na
imobilizagdo de inumeros tipos de recheio incluindo proteinas, enzimas, micro-
organismos, aditivos alimenticios, pesticidas e compostos com atividade
farmacoldgica. Alguns polimeros gelificam por geleificagdo idnica, geleificagao
térmica ou por uma combinagdo desses dois mecanismos. A preparacdo de
microcapsulas através da geleificacdo ibnica envolve a geleificagcdo de uma
solucdo polimérica aquosa com um ion de baixa massa molar, onde
polieletrolitos de cargas opostas interagem formando um complexo. Mediante
essa técnica, o material de recheio é extrusado como gota dentro de uma
solugao, formando uma gota gelificada.

Entre os hidrocoléides utilizados na forma de microcapsulas, encontram-
se pectinas de baixo teor de esterificacado, carragena e alginato de calcio, todos
requerendo um ion para a reticulagdo da matriz. A principal vantagem do gel de
alginato é sua habilidade de ser termoestavel, podendo ser armazenado a

temperatura ambiente. O alginato tem sido o polimero mais utilizado para
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encapsulagao celular (Rocha e Grosso, 2006; Orive et al., 2002). Com a adigéo
de glutaraldeido a enzima se torna mais estavel, ou seja, mantém seu potencial
catalitico por mais tempo.

Dentre os fatores que contribuem para a queda de potencial catalitico
durante os consecutivos ciclos destaca-se: desprendimento da enzima do
suporte, desativacdo da enzima pelo substrato; obstrucdo dos poros por
impurezas ou produtos secundarios; perda do suporte por atrito ou dissolugéo;
obstrucdo do leito fixo causando canais preferenciais e crescimento de micro-

organismo (Brigida, 2006).

2.4.3. Imobilizagao em Argilas do tipo Pogo A

O uso de argilas como suportes para imobilizagao consiste na presenca
de grupos silanol que, apos ativagédo por diferentes grupos funcionais, atuam
como sitios de ligagao para espécies bioativas. Além disso, as argilas possuem
a possibilidade de serem sintetizadas, podendo, dessa forma, fornecer uma
série reprodutivel de materiais inorganicos solidos cujas propriedades fisicas
e/ou quimicas podem ser alteradas de forma sistematica para identificar o
suporte inorganico mais adequado para uma determinada aplicagdo como
suporte biocatalitico (Yesiloglu, 2005). Por essa razdo, a sintese de algumas
argilas como bentonitas e esmectitas torna-se um assunto de relevancia
cientifica, devido a produgdo de argilas com alta pureza quimica e a
capacidade de ajustar a sua composicdo e estrutura para as mais diversas
aplicagdes tais como: clarificagcdo de tintas e 6leos minerais, fabricacdo de
cosméticos e produtos farmacéuticos e, no caso particular deste estudo, para a
imobilizacdo de enzimas. Segundo Yesiloglu (2005), a bentonita € uma matriz
barata para a imobilizacao de enzimas e tem sido frequentemente utilizada
para esse fim. Além do seu baixo custo, a bentonita possui varias vantagens
para utilizacdo como suporte, incluindo a sua baixa toxicidade e reatividade
quimica, permitindo, facilmente, desta forma, a fixacdo e permanéncia das

enzimas sob sua estrutura. A bentonita € uma particula de argila mineral
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composta de 2 folhas tetraédricas de silicio (Si) e uma central octaédrica de
aluminio (Al), unidas entre si por atomos de oxigénio comuns as folhas.
Apresenta uma granulometria muito fina (inferior a 0,03% do grdo médio da
caulinita) que geralmente aumenta de volume de modo substancial em meio
aquoso. Consiste principalmente de montmorillonita (de 60 a 80%), podendo
conter outras argilas em menor proporgédo (normalmente, ilita e caulinita), além

de quartzo, feldspato, pirita ou calcita (Rossetto et al., 2009).

2.5. Aplicacao de Enzimas Imobilizadas

Embora as enzimas apresentem muitas vantagens em relagdo aos
catalisadores inorganicos, como alta especificidade, condicbes brandas de
reagao, baixo consumo de energia, e maior atividade catalitica, sua utilizagcao
em processos industriais tém sido limitada. Isto se deve, principalmente, a
baixa estabilidade operacional, ao elevado custo de obtencao e a dificuldade
de separagao do produto final, impedindo seu uso em processos continuos.
Com a finalidade de aproveitar as vantagens da catalise enzimatica e superar
as deficiéncias deste processo, tém-se estudado métodos para tornar enzimas
insoluveis ao meio de reacgdo, resultando nas técnicas de imobilizacéo
enzimatica (Zanin e Moraes, 2004; Ladero et al., 2002).

Dentre as aplicagbes das enzimas imobilizadas em larga escala, pode-
se citar a producéo de xaropes de glicose e frutose a partir do amido de milho;
a producdo do acido 6-amino penicilinico e penicilina semi-sintética, com a
enzima penicilina-G ou L-acilase; produgao de acrilamida empregando células
imobilizadas; produ¢ao de aspartame com termolisina imobilizada; e a hidrélise
de lactose presente no soro de leite.

Apesar do grande numero de trabalhos publicados no campo da
imobilizacdo enzimatica, poucos processos sdo aplicados em escala industrial.
Tal fato deve-se ao elevado custo dos suportes e reagentes utilizados no

processo de imobilizacao, baixa eficiéncia de retencao catalitica da maioria dos
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processos, baixa estabilidade operacional de muitas enzimas imobilizadas e
pouca versatilidade em equipamentos de operacao continua. Além disso, a
pequena demanda do produto normalmente ndo incentiva a produgéo em larga
escala (Zanin e Moraes, 2004).

InuUmeros métodos tém sido descritos na literatura para contornar os
possiveis problemas de instabilidade da enzima livre, e otimizar as varias

aplicacgoes.

2.6. A Importancia Industrial de Esteres de Acidos Graxos

Os ésteres sao importantes compostos orgénicos com um numero
crescente de aplicagbes comercial. Estes compostos sdo amplamente
utilizados para a preparacdo de compostos aromaticos, cosméticos,
detergentes, sabores e produtos farmacéuticos. Os ésteres também podem ser
utilizados como plastificantes e lubrificantes. O oleato de etila é utilizado, por
exemplo, como aditivo biolégico, plastificante e fluido hidraulico. Os ésteres
obtidos a partir de fontes naturais ndo estdo disponiveis em grandes
quantidades, e sdo normalmente demasiado caro para serem utilizados em
aplicacbes comerciais.

Portanto, muitos dos ésteres disponiveis sdo produzidos por sinteses
quimicas ou enzimaticas. A produgao biotecnologica de ésteres utilizando
lipases tem recebido grande atencéo devido as condi¢cdes de reacdes brandas
(temperatura, pH e pressao) envolvidas, o elevado grau de pureza alcangado,
bem como a aceitacdo destes produtos na industria de alimentos (Martinez-
Ruiz et al., 2008).

Os ésteres podem ser obtidos através de diferentes metodologias: 1)
reacao entre alcoois e acidos carboxilicos (esterificagdao) com a eliminagao de
agua; 2) reagdes de interesterificagdo, onde ocorrem trocas de grupos acilas
entre ésteres e acidos carboxilicos (aciddlise), entre ésteres e alcoois
(alcodlise) ou glicerdis (glicerdlise) e entre ésteres (transesterificagdo); 3)

através de fontes naturais por destilacdo e extracido com solventes adequados
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OU por processos quimicos e, mais recentemente por biocatalise (Adachi e
Kobayashi, 2005; Glvenca et al., 2002; Chowdary et al., 2001; Alvarez-Macarie
e Baratti, 2000).

Os processos enzimaticos apresentam inUmeras vantagens em relagéo
aos processos quimicos industriais. Por isso, a sintese enzimatica do oleato de
etila e de outros ésteres do acido oleico em solventes organicos tém sido
estudada utilizando-se lipases de pancreas suino e de varias fontes
microbianas, como as de Mucor miehei, Chromobacterium viscosum, Rhizopus
oligospores, R. delemar, R. arrhizus, Candida rugosa, Penicillium simplicissium
e Pseudomonas cepacia (Burkholderia cepacia) (Bucala et al., 2006; Foresti e
Ferreira, 2005; Foresti et al., 2007; Hazarika et al., 2002; Maria et al., 2002).

Os produtos resultantes de acidos e alcoois de cadeia curta (2-8 atomos
de carbono) sao importantes componentes de aromas e flavorizantes utilizados
nas industrias de alimentos, bebidas, cosméticos e medicamentos. Ja os
produtos de esterificacdo de acidos carboxilicos de cadeia longa (12-20 atomos
de carbono) com alcoois de cadeia longa sao utilizados como lubrificantes e
plastificantes em maquinas de alta precisdo. Os ésteres resultantes das
reacdes entre acidos de cadeia longa com alcoois de cadeia curta (2-8 atomos
de carbono) sado utilizados nas industrias como aditivos em alimentos,
detergentes, cosméticos e em medicamentos (Guvenga et al., 2002). Os
ésteres de sacarose, por exemplo, sdo conhecidos como bons emulsificantes
no campo da industria alimentar, farmacéutica e cosmética; o palmitato de
isopropila € usado em preparacdes medicinais para cosméticos, nas quais é
necessaria uma boa absor¢do do produto através da pele. Os ésteres de
acidos graxos de cadeia longa, como os oleatos, palmitatos e linolenatos sao

os principais constituintes do biodiesel (Hazarika et al., 2002).

2.7. Consideragoes Parciais

Na revisdo bibliografica apresentada neste capitulo, procurou-se

apresentar o estado da arte a respeito da producido, concentracdo e
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imobilizacdo de enzimas, bem como a aplicacdo de enzimas de interesse, em
especial, as lipases.

Também pode-se citar que o uso de lipases obtidas a partir de micro-
organismos isolados e pré-selecionados, como catalisadores, apresenta-se
como uma rota promissora na area biotecnoldgica, incluindo o estudo da sua
producdo em meios de baixo custo, sendo assim, de grande importancia a
utilizacdo de enzimas nao-comerciais.

Neste contexto, o presente trabalho tem por objetivo abordar, a
concentracdo e imobilizacdo de lipases microbianas produzidas no proprio
Laboratério de Biotecnologia de Alimentos-URI-Campus de Erechim e a
aplicacido dessas enzimas e também da lipase comercial de pancreas de
porco, na catalise de reacbes de interesse para a industria quimica e de

alimentos.
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3. MATERIAL E METODOS

Neste capitulo serdo descritos os materiais e métodos utilizados, bem
como os procedimentos laboratoriais realizados durante a fase experimental
relacionado a obtencdo dos extratos enzimaticos brutos e concentrados
liofilizados e a imobilizagcdo dos mesmos. As metodologias e equipamentos
empregados nos testes de aplicacdo das lipases na catalise em reacgdes de

interesse também serdo apresentados.

3.1. Producdao de lipase de Sporidiobolus pararoseus e

Penicillium crustosum

3.1.1. Micro-organismos

Levedura Sporidiobolus pararoseus

Este micro-organismo (Figura 4a) foi isolado previamente por Griebler et
al. (2009), a partir de farelo de soja, e selecionado como um potencial produtor
de lipases. O micro-organismo foi identificado no Laboratério de Biologia
Molecular e Celular do CENA-USP-Piracicaba como a levedura Sporidiobolus

pararoseus.

Manutencgéo da cepa

Para a manutengao da levedura, esta foi incubada em meio PC (% m/v
em agua destilada 0,5% de peptona; 0,1% de dextrose; 0,25% de extrato de
levedura) a 27 °C por 24 h. Apds o desenvolvimento da levedura foi adicionado
aos microtubos estéreis de 1,5 mL, o0 meio com a cultura e o glicerol na
proporgao (1:1). Os tubos foram mantidos em freezer a -18 °C. A levedura foi

também conservada em tubos com PDA inclinado com camada de 6leo mineral
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sob refrigeragdo. Foram realizados repiques semanais em placas de Petri
contendo meio PDA incubando-se a 27 °C por 3 a 5 dias; sendo as placas

armazenadas sob refrigeracao por até uma semana apds a incubagao.

N,

(a) (b)

Figura 5. Aspecto da levedura Sporidiobolus pararoseus (a) e do fungo

Penicillium crustosum (b) semeados em meio PDA.

Fungo Filamentoso Penicillium crustosum

O fungo filamentoso Penicillium crustosum (Figura 5b) foi isolado
previamente por Griebeler et al. (2009). Este fungo foi selecionado como bom
produtor de lipases utilizando-se metodologias de selecdo em meios sélido de

producéo (Freire et al., 1997).

Manutencéo da cepa

A cepa isolada foi crescida em meio PDA durante sete dias a 27 °C e
entdo as colbnias foram raspadas usando algca de platina e adicionadas em
tubos com solugéo aquosa estéril contendo glicerol na proporgéo (1:1), Tween
80 (0,1% v/v) e NaCl (0,9% m/v). A solugao contendo os esporos foi transferida
para criotubos de 1,5 mL estéreis e conservada a -18 °C.

O fungo filamentoso também foi conservado em tubos com PDA
inclinado com camada de 6leo mineral sob refrigeracdo. Foram realizados

repiques semanais em placas de Petri contendo meio PDA incubando-se a 27
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°C por 7 dias; sendo as placas armazenadas sob refrigeracdo por até uma

semana apdés a incubagéo.

3.1.2. Inéculo e substrato

Levedura Sporidiobolus pararoseus

Utilizou-se o meio PC para a produgdao do indculo. Inicialmente
preparou-se o pré-inodculo adicionando o micro-organismo das placas em tubos
de ensaio com tampa contendo 10 mL de meio PC previamente esterilizado a
121 °C por 15 minutos. A mistura foi incubada a 27 °C por 24 horas.

O indculo foi preparado pela adigdo do pré-indculo em erlenmeyer de
250 mL, tampado com bucha de algoddo contendo 90 mL de meio PC
previamente esterilizado. Os frascos foram incubados em agitador orbital
(Marconi MA410) a 30 °C e 150 rpm por 24 horas. Esse caldo (inéculo) foi
utilizado para a inoculagdo do meio fermentativo sélido, bem como para o

ajuste de umidade (concentragdo média de 0,3 g/L de massa celular seca).

Fungo filamentoso Penicillium crustosum

O meio para produgcdo do indculo do fungo constituiu de frascos
Erlenmeyer de 500 mL contendo 100 mL de meio (PDA). O meio esterilizado
foi inoculado com 0,5 mL de suspensao de esporos obtida a partir de estoques,
sendo entao incubado por 7 dias a 27 °C. A coleta dos esporos foi realizada
adicionando-se 10 mL de solugéo aquosa de Tween 80 (0,1% v/v) e pérolas de
vidro estéreis ao frasco para uma melhor remogao dos mesmos.

A suspensao resultante foi armazenada a 4 °C até sua utilizagao, por um
tempo maximo de 15 dias. Para contagem dos esporos, 1 mL da suspensao
era retirado assepticamente e diluido de 10 a 1000 vezes em solugdo aquosa
estéril de Tween 80 (0,1% v/v). A suspensao resultante era entdo transferida

para camara de Neubauer (Prolab) para contagem dos esporos. A
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concentragcao da suspensao foi ajustada em 1,0x10® esporos/g de substrato
seco (Rigo et al., 2010).

Substrato

O substrato utilizado como suporte no processo fermentativo com os
micro-organismos Penicillium crustosum e Sporidiobolus pararoseus, para a
producao de lipases por fermentacdo em estado sdlido (FES) foi o farelo de
soja. Este consiste em um residuo da extracdo do éleo de soja, obtido apos a
prensagem de grados e extracdo com solventes, oriundo de uma industria de
oleo de soja local (Olfar, Erechim, RS). O substrato foi estocado a -15 °C e foi

utilizado como recebido, sem tratamento prévio.

3.1.3. Fermentacao em Estado Sélido (FES)

Para a producédo de lipase de Sporidiobolus pararoseus foram utilizados
béqueres de polipropileno de 600 mL tampados com manta acrilica hidrofébica,
contendo 10 g de farelo de soja seco e umidade ajustada para 60% em forma
de indculo. Apds esterilizagao (121 °C, 15 min) os béqueres foram inoculados e
incubados em camara climatizada (Tecnal TE-410) a 30 °C por 48 horas de
fermentacao (Ferraz et al., 2012).

O mesmo procedimento foi seguido para a producédo de lipase de
Penicillium crustosum sendo que a umidade foi ajustada, com agua destilada,
para 55%, a temperatura de incubagéao foi de 27 °C e o tempo de fermentacao

de 48 horas, conforme estabelecido por Vargas et al. (2008).

3.1.4. Processo de Extragao da Enzima
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O processo de extragao foi realizado em erlenmeyers de 250 mL, onde
ao meio fermentado era adicionado tampao fosfato de sédio 100 mM pH 7,0 na
razdo 1:4 (10 g de farelo fermentado para 40 mL de tamp&o). Estes frascos
foram incubados por 30 min a 35 °C e 150 rpm em agitador orbital. Apds a
incubacao, as amostras foram filtradas, utilizando-se tecido de nylon e pressao
manual obtendo-se o extrato enzimatico bruto (Vargas et al., 2008; Freire et al.,
1997).

3.1.5. Liofilizagao

A determinagado da atividade de esterificacdo deve ocorrer em sistema
com baixo conteudo de umidade. Assim, foi necessario realizar a desidratagao
do extrato aquoso obtido apds o processo de extracdo da enzima da matriz
sélida. Para tanto, foi empregado o processo de liofilizagao.

Os extratos foram dispostos em camadas de um centimetro de
espessura em placas de Petri e entdo submetidas ao congelamento a -80 °C
por no minimo 24 h, como fase preparatéria do procedimento de liofilizacdo
(Persson et al., 2002). As amostras foram entdo levadas ao liofilizador, por
cerca 48 horas, onde através do processo de sublimacdo em condicdes de

vacuo, a agua livre presente no congelado foi removida.

3.2. Concentragcdo do Extrato Enzimatico Bruto das Lipases

Produzidas

O ensaio de precipitacdo foi realizado com a adicdo de 150 mL do
extrato enzimatico bruto em um béquer de 500 mL onde foi acrescentado o
sulfato de aménio (Vetec) até a concentragcdo desejada da condi¢cdo de
saturagao (Tabela 5). O béquer contendo a mistura foi mantido a 4 °C em

banho de gelo, com agitacdo constante, controlando-se o pH em 7,0 com
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adicao de NaOH 20%, de acordo com metodologia adaptada por Menoncin et
al. (2009).

O extrato enzimatico acrescido do sal foi transferido para tubos de
centrifuga e mantido a -10 °C para precipitagdo das proteinas, este
procedimento foi realizado por um periodo que variou de 5 a 13 h de acordo
com o planejamento de experimentos descrito na Tabela 5. Apds, o mesmo foi
centrifugado (4 °C; 5400xg durante 30 minutos), para promover a
separacao da fracdo proteica. O sobrenadante foi descartado e o precipitado
removido com 5 mL de tampao fosfato de sédio 100 mM pH 7,0 (Menoncin et
al., 2009 ).

As amostras foram entdo congeladas a -80 °C e liofilizadas por 48 horas
para posterior medigdo da atividade enzimatica de esterificagao.

A Tabela 5 demonstra as variaveis e niveis estudados no planejamento
de experimentos para a analise da porcentagem de saturacdo, aplicadas no

processo de precipitacdo das enzimas obtidas.

Tabela 5. Variaveis e niveis estudados no planejamento DCCR para o

processo de precipitacao da lipase.

Niveis
-1,41 -1 0 1 1,41
% saturacao 32 40 60 80 88
Tempo (h) 5 6 9 12 13

3.3. Lipase Comercial

A enzima comercial empregada neste estudo foi a lipase Tipo Il em
estado bruto obtida de pancreas suino (Sigma-Aldrich), também conhecida
como triacilglicerol acilhidrolase, com aspecto fisico na forma de po liofilizado,
na cor amarelo claro, pH 6timo na faixa de 6,5 a 7,5 e com caracteristica de

hidrossolubilidade moderadamente soluvel.
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3.4. Imobilizagao de Enzimas: métodos e suportes

Os extratos enzimaticos brutos e precipitados obtidos da levedura e do
fungo filamentoso foram imobilizados em alginato de s6dio com carvao ativado
conforme metodologia de Risso (2004), com algumas modificacbes e
posteriormente em argila Poco A (Coghetto et al., 2012). O mesmo
procedimento foi adotado para a lipase comercial de pancreas suino,

igualmente, imobilizada nos dois suportes.

3.4.1. Imobilizagcao em Alginato de Sédio com Carvao Ativado

Apos a obtencdo das enzimas foi preparada uma mistura contendo
solugcado de gel com a solugédo enzimatica (3g de extrato enzimatico liofilizado
em 5 mL de tampéao fosfato de sédio 100 mM pH 7,0). Para o preparo da
solugéo de gel foi adicionado 10 g de agua destilada e 0,26 g de alginato de
sbédio, os quais foram aquecidos para a dissolugdo total do alginato. Em
seguida 6,5 g de sacarose foram adicionadas a solucéo.

Depois da dissolugdo do alginato de sodio e do resfriamento da solugéo
de gel, foi adicionado 3 mL da solugdo enzimatica com a atividade pré-
estabelecida, 0,65 mL de glutaraldeido e 0,39 g de carvao ativado (Risso,
2004).

Para a formagao das esferas, foi utilizado a bomba peristaltica modelo
7518-10, marca Masterflex L/S (Figura 6), para fazer o bombeamento da
mistura sobre uma solugao de cloreto de calcio 0,2 M em tampé&o acetato 0,1 M
a pH 4,8 com 3,5% de glutaraldeido a 10 °C, sob agitagao (Risso, 2004).
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Figura 6. Aparato experimental utilizado no processo de imobilizagao.

As enzimas imobilizadas e em solugao, foram deixadas em descanso na
geladeira por 24 horas. A seguir, lavadas com agua destilada, e a sua ultima
lavagem foi realizada em tampao acetato 0,1 M a pH 4,8.

Com o objetivo de manter a estrutura das enzimas, as esferas foram
imersas em solugao de cloreto de calcio 0,05 M e tampéao acetato 0,1 M a pH
4,8.

3.4.2. Imobilizacao em Argila Poco A

O outro suporte testado foi o suporte inorganico montmorillonita natural
poco A, fornecida por Colorminas Colorificio e Mineragao S/A.

O processo de imobilizagao foi realizado conforme pesquisa realizada
por Coghetto et al. (2012): 2 g do suporte - argila montmorillonita Pogo A, com
adicdo de 60 mL de uma solugcdo contendo o extrato enzimatico e tampéao
acetato de sédio 0,1 M pH 4,8, em uma diluicdo extrato enzimatico/tampao
(3:10). Esta solugéo foi mantida sob agitagdo magnética em temperatura de 4

°C (banho de gelo), por um tempo reacional de 10 minutos. Apds o término do
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processo de adsorcdo, a solugcao foi filtrada a vacuo, permanecendo

posteriormente 48 horas em dessecador.

3.5. Determinagao da Atividade Enzimatica de Sintese

A atividade de esterificacdo das lipases nas diferentes formas de
apresentagao foi quantificada através da reacédo de sintese do acido oleico e
etanol (razdo molar 1:1) (Langone et al., 2002; Bernardes et al., 2007). A
reacao foi conduzida a 40 °C, 160 rpm por 40 min. Esta foi iniciada pela adicao
da enzima (0,1 g) ao meio reacional, em frascos de vidro com tampa, mantidos
em agitador orbital. Aliquotas de 500 pL foram retiradas do meio reacional em
triplicata no inicio da reagao (branco) e tituladas. Apos transcorrido o tempo de
reacao (40 min), aliquotas de 500 pL foram retiradas em triplicata e tituladas. A
cada amostra foram adicionados 20 mL de uma solucdo de acetona-etanol
(1:1) (v/v) para paralisar a reagao e para extragao do acido oleico.

A quantidade de acido consumida foi determinada por titulagcao (até pH
11) com NaOH 0,02 M. Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como
a quantidade de enzima que consome 1 ymol de acido graxo por minuto, nas
condicoes do ensaio. A atividade enzimatica foi calculada utilizando a Equagao
1.

(v, =V, )x M x1000xV,
tM, <V,

AE =

Equacgéao 1

Onde:

AE = atividade de esterificagao (U/g);

V, = volume de NaOH gasto na titulagdo da amostra retirada ap6s 40min (mL);
V), = volume de NaOH gasto na titulagdo da amostra retirada no tempo 0 (mL);
M = molaridade da solugdo de NaOH,;

V¢ = volume final de meio reacional (mL);



Capitulo 3 — Material e Métodos 59

t = tempo (min);
Mg, = massa da preparagao enzimatica liofilizada utilizada na reagéo (g);

V. = volume da aliquota do meio reacional retirada para titulagéo (mL).

3.6. Aplicagao de Lipases na Catalise de Reagoes de Interesse

Nesta etapa s&o apresentadas as metodologias e equipamentos
empregados nos testes relativos a aplicacdo das lipases na catalise em

reacdes de interesse.

3.6.1. Transesterificagdao Enzimatica de Oleos Vegetais em Meio Organico

Para a produgéo de ésteres etilicos usando solvente organico, pesou-se
0,2315 g (20% (p/p)) de ambas as enzimas nao-comerciais, de Penicillium
crustosum e de Sporidiobolus pararoseus, nas diferentes formas de obtencao:
EEB, EEBI, EEP, EEPI e a enzima comercial de pancreas suino livre (ECL) e
imobilizada (ECI), e adicionou-se a mistura de 1 g de 6leo comercial SOYA,
0,1579 g de etanol MERCK (99,9% de pureza) na razdo molar 1:3 e 40 mL
de n-hexano MERCK (solvente com 99,9% de pureza), em erlermeyers de
250 mL, fechados com tampa de vidro. Os mesmos foram incubados em
agitador rotativo (shaker) a 200 rpm a temperatura de 40 °C por 8 horas.

As condigbes experimentais apresentadas foram otimizadas em
trabalhos anteriores do grupo (Faccio, 2004). Decorrido o tempo de reagao, as
amostras foram filtradas com n-hexano, objetivando a retencdo da enzima, e o
meio reacional levado a evaporagao do solvente em estufa a temperatura de £
60 °C, até peso constante. As amostras foram mantidas sob refrigeragao para

posterior injecdo em cromatdgrafo gasoso, conforme descrito no item 3.6.4.
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3.6.2. Esterificagio Enzimatica de Acido Oleico em Sistema Livre de

Solvente

Para as reacbes de esterificagdo enzimatica para a producao de etil
oleato, livre de solvente organico, pesou-se (20 %(p/p) em relagdo aos
substratos) de ambas as enzimas n&o-comerciais, de Penicillium crustosum e
de Sporidiobolus pararoseus, nas diferentes formas de obtencao: EEB, EEBI,
EEP, EEPI, e a enzima comercial de pancreas suino livre (ECL) e imobilizada
(ECI), e adicionou-se acido oleico SIGMA-ALDRICH e etanol MERCK (99,9%
de pureza) na razao molar de 1:3, em erlermeyers de 250 mL, fechados
com tampa de vidro. Os mesmos foram incubados em agitador rotativo
(shaker) a 200 rpm a temperatura de 40 °C por 8 horas (Zinevicz, 2011).
Decorrido o tempo de reagado, as amostras foram filtradas com n-hexano, e o
meio reacional levado a evaporagao do solvente em estufa a temperatura de £
60 °C, até peso constante. As amostras foram mantidas sob refrigeragao para
posterior preparo e injegdo em cromatdgrafo gasoso, conforme descrito no item
3.6.4.

3.6.3. Esterificagdo Enzimatica de Geraniol e Acido Propiénico

A esterificacdo enzimatica para a producado de geranil propionato foi
realizada conforme condigbes otimizadas em trabalho anterior (Paroul, 2011),
onde misturou-se alcool (geraniol, 99% de pureza, da VETEC) e &acido
(propidnico, 99% de pureza, QUIMEX) na propor¢ao molar de 3:1. Esses
substratos foram adicionados em erlemeyers de 50 mL com volume médio
racional de 5 mL.

Pesou-se 0,5 g (10%(p/p) em relagao aos substratos) de ambas as
enzimas obtidas nas suas diferentes formas de apresentacao, adicionou-se ao
meio reacional e o tempo de reacao foi fixado em 6 horas.

Todos os experimentos foram realizados em shaker com agitacéao

constante de 150 rpm e temperatura de 40 °C. Apds o término da reagao, o
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biocatalisador foi filtrado em papel filtro. Todas as amostras foram mantidas na
geladeira, para posterior diluicdo e transferéncia para os vials, dando

sequéncia a analise em cromatografo gasoso, conforme descrito a seguir.

3.6.4. Preparo das Amostras e Determinagao da Conversao das Reagoes

Producéao de biodiesel e etil oleato

Foram coletadas 0,250 g de amostra reacional em baldo volumétrico de
10 mL, completando o volume de diluicdo com n-heptano, (amostra). Retirava-
se uma aliquota de 50 yL da solugdo da amostra para um baldo de 1 mL, no
mesmo adicionava-se uma solucdo de 50 pyL de padrdo interno
(heptadecanoato de metila) na concentragcdo de 5000 mg/L, completando o
mesmo com n-heptano. A amostra era agitada e uma aliquota (cerca de 1 mL)
transferida para os vials, dando sequéncia a analise cromatografica (Zinevicz,
2011).

As amostras foram injetadas em triplicata em um cromatdgrafo gasoso
(Figura 7) conforme EN14103 (2001), com detector de ionizagdo de chama
(CG/FID Shimadzu modelo 2010) equipado com uma coluna capilar apolar
modelo RT-WAX (contendo polietileno glicol na fase estacionaria), de 30 m de
comprimento, didmetro interno de 0,32 mm e com as seguintes condigdes
cromatograficas: temperatura inicial da coluna de 150 °C, permanecendo por 1
minuto nesta condi¢cdo, taxa de aquecimento de 10 °C/min até atingir a
temperatura final a coluna de 250 °C, permanecendo por 1 minuto nesta
condicao. A temperatura do injetor e do detector foi estabelecida em 250 °C. A

quantidade da solugcao de amostra injetada foi de 1 L.
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Figura 7. Cromatografo gasoso utilizado para determinagcdo das conversdes

em ésteres.

A Equacédo 2 apresenta a expressao utilizada para o calculo da

conversao em ésteres etilicos de éleo de soja e em etil oleato:

YA)— Aei Ceix Vei
X X
Aei

C=( 100

Equacao 2
Onde:
> A = area total de picos entre os padrées C14 e C24: 1;
Aei = é a area correspondente ao pico do padrao interno, C17: 0;
Cei = é a concentragao, em mg/mL, da solugao de padrao interno, C17:0;
Vei = é o volume da solucdo de padrao interna adicionada a amostra;

W = é a massa, em mg, da amostra.

Producéao de geranil propionato

Para a quantificagdo dos ésteres, os meios reacionais obtidos foram
injetados em cromatografo gasoso com detector de ionizagdo de chama
(GC/FID Shimadzu modelo 2010), equipado com processador de dados. As

analises foram realizadas utilizando coluna capilar modelo RT-WAX de 30m de
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comprimento, didmetro interno de 0,25mm e com a seguinte programacao:
temperatura inicial da coluna de 40 °C (permanecendo por 8 minutos nesta
condigao), 220°C (7 °C/min), 250°C (10 °C/min, por 10 minutos), temperatura
do injetor 250 °C, detector a 275 °C, modo de injegao split, razdo de split 1:100,
gas de arraste H, (56 kPa) e amostra diluida em n-hexano (1:10). A
determinagao da conversao das reagdes foi feita acompanhando a reducgao da

area do agente limitante.

3.7. Estudo da Producao de Geranil Propionato

Apos os testes preliminares, optou-se por dar continuidade ao estudo de
producdo do geranil propionato a partir do extrato enzimatico imobilizado em
alginato de sédio com carvao ativado do fungo filamentoso Penicillium
crustosum.

A técnica de planejamento de experimentos é uma ferramenta estatistica
que permite determinar os fatores que exercem maior influéncia no
desempenho de um determinado processo, assim como avaliar as possiveis
inter-relacdes entre as variaveis de um processo. Além disso, permite otimizar
o sistema em estudo, com o objetivo de maximizar ou minimizar uma

determinada resposta (Rodrigues et al., 2005).

3.7.1. Efeito da Temperatura e Concentragao de Enzima

Os ensaios foram conduzidos com base em um planejamento fatorial 22,

o qual buscou investigar as variaveis de forma a verificar os efeitos destas
sobre o processo.

A Tabela 6 apresenta as varidveis e a faixa de estudo para o

delineamento experimental realizado nesta etapa. Todos os experimentos

foram conduzidos em duplicata, a resposta avaliada foi a conversdo em geranil

propionato e os resultados foram tratados por meio do software Statistica.
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Tabela 6. Variaveis e niveis dos fatores investigados no planejamento

experimental.

Variavel Niveis
-1 0 1
[ 1Enzima % 10 30 50
Temperatura (C°) 40 50 60

3.7.2. Efeito da Razdo Molar Geraniol:Acido Propiénico na Cinética de

Esterificagao Enzimatica

A partir da analise dos resultados do planejamento experimental, novos
testes reacionais foram realizados, fixando a temperatura em 60°C, em acordo
com a melhor conversao verificada (ensaio 4 Tabela 13), e variando apenas a
concentracao de enzima em 60 e 70% (m/m substratos).

Na sequéncia do presente trabalho, novos experimentos foram
conduzidos para o estudo cinético do efeito da razdo molar geraniol:acido
propidnico para dois pontos do planejamento experimental desenvolvido
(ensaios 2 e 4, Tabela 13). Os ensaios adotados para este estudo
apresentaram niveis extremos em conversao, sendo que nos dois casos foram
usados 50% de extrato enzimatico (m/m substratos), a agitagao foi de 150 rpm
e o tempo foi de 6 horas de reagao, justificando assim, a necessidade do
estudo cinético, a fim de esclarecer as diferentes conversdes obtidas.

As razdes molares, concentragao da enzima [E] (%) (m/m substratos) e

temperaturas utilizadas nesta etapa, s&o apresentadas na Tabela 7.

Tabela 7. Efeito da razdo molar entre os substratos na produgao enzimatica de

geranil propionato.

Temperatura [E] Razao Molar
(°C) (% m/m substratos) (mol/mol) (alcool/acido)
40 50 1:1; 3:1; 5:1

60 50 1:1; 3:1; 5:1
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3.7.3. Avaliagdo do Reuso do Extrato Enzimatico nao Comercial de

Penicillium crustosum Imobilizado

ApoOs estabelecidas as condicbes de maximizacdo da produgao de
geranil propionato, o estudo do reuso do extrato enzimatico ndo comercial
imobilizado foi realizado. Os testes preliminares realizados para determinar
como seria feito a lavagem do imobilizado foram conduzidos com etanol,
hexano e tampéao acetato 0,1 M a pH 4,8 e avaliados em termos de atividade
de sintese.

Na sequéncia, prosseguiu-se com os experimentos para estudo do reuso
do imobilizado em questado, em termos de atividade de sintese e conversdao em
geranil propionato.

Todas as determinacdes foram realizadas sobre a mesma amostra de
extrato enzimatico imobilizado de Penicillium crustosum, em shaker com
agitagdo constante de 150 rpm, temperatura de 40 °C, razdo molar de 5:1 e
50% (m/m) de enzima. Os experimentos foram conduzidos por um tempo de 50
minutos. Apds o término da reacdo, as enzimas foram recuperadas, por no

minimo 24 horas, para serem reutilizadas em nova batelada.

3.8. Caracterizacao Parcial do Catalisador Empregado

A analise textural do extrato enzimatico de P. crustosum imobilizado em
alginato com carvdo ativado empregado como catalisador no estudo da
maximizacdo da producao de geranil propionato foi realizada a partir das
isotermas e adsorcao/dessor¢cdo de N,. As medidas foram realizadas para a
determinagdo das areas superficiais, volume total de poros, volume de
microporos e diametro medio de poros e distribuicdo de tamanhos de poros e
os resultados foram comparados com a enzima comercial Novozym 435.

Foi empregado o equipamento AUTOSORB-1 da Quantachrome (Nova-
2200e). Antes da anadlise, as amostras foram tratadas a vacuo, a uma

temperatura de 100 °C para garantir a secagem completa. As medidas foram
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realizadas na temperatura do N liquido (-196 °C). Os parametros texturais
foram determinados a partir das isotermas obtidas. A area superficial especifica
foi determinada pelo método BET e para o didmetro médio dos poros utilizou o

método BJH (Barret, Joynere, Halenda) na faixa da adsorgao.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos ao
longo do estudo referente aos extratos enzimaticos ndo comerciais de
Sporidiobolus pararoseus e de Penicillium crustosum e a enzima comercial de
pancreas suino, em termos de atividade de esterificacao, em diferentes formas
de obtencdo. Os resultados e discussdes relativos a produgcdo enzimatica de
ésteres etilicos, etil oleato e geranil propionato, aplicando as lipases obtidas em
diferentes formas e a maximizagédo de producao de geranil propionato também

ser&o apresentados.

4.1. Concentracao dos Extratos Enzimaticos Brutos

A técnica de precipitacdo com sais é considerada uma ferramenta
importante para concentracdao de proteinas. O processo de concentracio
promove a separacdo das proteinas da maioria dos demais compostos do
meio, facilitando os processos subsequentes (Martins, 2008). A concentragao
pela adicdo de sais, como sulfato de amdnio, baseia-se no aumento da forga
ibnica, de tal forma que as moléculas proteicas se agregam, e precipitam
(Borzani et al., 2001).

A precipitacdo de proteinas pela adigdo de sais baseia-se na diminuicéo
da sua solubilidade em altas concentracdes de sal. O sulfato de amoénio é o sal
mais utilizado, por ser inofensivo para a enzima (é usualmente empregado na
conservacgao de enzimas) e bastante soluvel, o que proporciona forgas idnicas
suficientemente elevadas para precipitar quase todas as proteinas presentes
no meio (lllanes, 2008).

Para o estudo da precipitacdo, fermentacdes foram conduzidas para

obtencdo dos extratos enzimaticos conforme condicbes ja estabelecidas em
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trabalho anterior para a levedura (Ferraz et al., 2012) e para o fungo
filamentoso (Vargas et al., 2008).

A concentragao foi entdo realizada com os extratos brutos provenientes
dos micro-organismos avaliados (a levedura Sporidiobolus pararoseus e 0
fungo filamentoso Penicillium crustosum), utilizando o sulfato de ambénio como
sal para conduzir a precipitacdo das proteinas, segundo planejamento de
experimentos.

As atividades de esterificacdo dos extratos enzimaticos brutos (EEB)
inicialmente obtidos foram 290,63 U/g para a levedura e 202,67 U/g para o
fungo. Posteriormente a medida de atividade do extrato bruto, partiu-se para o
estudo da concentracdo de proteinas dos mesmos. A Figura 8 (a e b)
demonstra os niveis de saturacédo dos extratos enzimaticos (levedura e fungo,
respectivamente) com sulfato de aménio, estudados no presente trabalho e as
respectivas atividades de esterificacdo para 48 horas de fermentacgao.

Através da Figura 8 observa-se que para os extratos enzimaticos obtidos
por meio de FES a partir da levedura Sporidiobolus pararoseus (Figura 8 a) e
para o fungo Penicillium crustosum (Figura 8 b), utilizando farelo de soja como
substrato, as mais altas atividades de esterificacdo dos extratos precipitados
foram de 295,67 e 209,28 Ulg, para a levedura e para o fungo,
respectivamente, quando se realizou a precipitacdo da proteina com 60% de
saturagdo com sulfato de aménio e mantido 9 horas de repouso em tubos de
centrifuga a -10 °C para precipitacao das proteinas.

A faixa de concentracao de 60-70% de saturacdo foi descrita como
adequada para precipitacdo de enzimas produzidas com diferentes micro-
organismos e substratos (Silva et al., 2011b).

Silva et al. (2011b) encontraram para o extrato concentrado, com 60 % de
saturagao com sulfato de aménio, obtido a partir da FES de P. brevicompactum
em farelo de mamona, atividade de esterificagdo de 111,30 U/g, na
condicdo de 70% de umidade, meio suplementado com 2% de d6leo de soja

a 30 °C e 96 h de fermentagéo.
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Figura 8. Comportamento dos extratos enzimaticos obtidos a partir da levedura
Sporidiobolus pararoseus (a) e do fungo Penicillium crustosum (b) em termos
de atividade de esterificacdo em relacao a concentracao de sulfato de amoénio

utilizado para a precipitacéo.
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De acordo com estudos apresentados por Silva (2010), a precipitacéo de
lipases com sulfato de amonio em distintas concentragdes varia de acordo com
as referidas pesquisas. As concentracdes indicadas variam de 80 a 20% de
saturagdo do sal. Para lipases produzidas por Pseudomonas aeruginosa,
Pseudomonas fluorescens e Aspergillus niger, foi usada a concentragdo de
sulfato de aménio de 80% de saturagdo. Algumas lipases foram ainda
precipitadas com 70% de saturagcdo, como a de Antrodia cinnamomea e
Bacillus sp. RSJ-1; 60% a de Bacillus coagulans MTCC-6375; 40% para a de
Clostridium tetanomorphum e 20% a proveniente de Favobacterium odoratum.

Observa-se, portanto, que ha uma diferenca entre as atividades
encontradas na literatura, variando de acordo com a condi¢cdo experimental e o
micro-organismo utilizado, o que justifica o confronto criterioso que deve ser
realizado entre os resultados obtidos neste trabalho e os citados na literatura.

Como qualquer método de precipitacédo, a adigdo de sais como o sulfato
de aménio ndo € muito seletiva e geralmente a preparagéao final ndo apresenta
pureza elevada, o que limita o uso desse método (Bon et al., 2008). E, contudo,
util como uma etapa inicial de concentragao, ja que a proteina precipitada pode
ser prontamente dissolvida em uma pequena quantidade de agua (Smaniotto,
2010).

A partir da escolha do melhor nivel de precipitacdo com sulfato de aménio,
60% de saturacao, partiu-se para a imobilizacdo dos extratos obtidos de ambos
0s micro-organismos brutos e precipitados. As enzimas produzidas foram entao
avaliadas em termos de atividade de esterificacdo, nas diferentes formas de

obtencédo, de acordo com a metodologia descrita no item 3.5.

4.2. Técnicas de Imobilizagao

A fim de obter as lipases em diferentes formas e avaliar os diferentes
suportes, para posterior estudo da aplicacédo, os extratos enzimaticos brutos e
precipitados produzidos em FES a partir da levedura e do fungo filamentoso

foram imobilizados em alginato de so6dio com carvao ativado e em suporte
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inorganico Poco A. A lipase comercial foi também imobilizada em ambos os

suportes.

4.2.1. Imobilizagao em Alginato de Sédio com Carvao Ativado

Os extratos enzimaticos das lipases de Sporidiobolus pararoseus e
Penicillium crustosum (Figura 9) foram submetidos ao processo de imobilizagéo
utilizando carvdo ativado e alginato de sédio como suporte, conforme ja
descrigcdo no capitulo anterior. A lipase comercial de pancreas suino também
foi imobilizada com o mesmo suporte e avaliada em termos de atividade de
sintese, ndo apresentando atividade significativa (Tabela 7), quando

comparada as atividades de sintese dos extratos microbianos.

Figura 9. Aspecto do extrato enzimatico do fungo filamentoso Penicillium

crustosum imobilizado em alginato de sdédio com carvao ativado.

A Tabela 8 demonstra os resultados obtidos, em termos de atividade de
sintese para extratos enzimaticos brutos e precipitados obtidos a partir de
Sporidiobolus pararoseus e Penicillium crustosum antes e depois da

imobilizacao.
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Tabela 8. Atividade de sintese (U/g) dos extratos enzimaticos brutos e

precipitados antes e depois da imobilizagdo em alginato de soédio com carvao

ativado.
Micro-organismo Ativide de sintese (U/g)
EEB' EEBI® EEP? EEPI*
Sporidiobolus pararoseus 290,63 209,46 295,67 203,03
Penicillium crustosum 202,67 240,59 209,28 228,76
ECL ECI
Lipase comercial 124,19 154,46

EEB" — extrato enzinatico bruto, EEP? — extrato enzimatico precipitado, EEBI - extrato enzinatico bruto imobilizado,
EEPI- extrato enzinatico precipiado imobilizado, ECL — enzima comercial livre, ECI — enzima comercial imobilizada

Ao avaliar a Tabela 8 é possivel observar que para os extratos
provenientes da levedura, as atividades lipasicas para EEBI e EEPI tiveram um
decréscimo, comparadas as atividades do EEB. Isto provavelmente se deve a
pouca afinidade da enzima por este suporte tanto na forma bruta quanto na
forma precipitada com sulfato de aménio.

Ja os extratos provenientes do fungo Penicillium c. apresentaram um
acréscimo nas suas atividades lipasicas, para EEBI e EEPI, quando
comparadas ao EEB, sendo ainda que a melhor atividade obtida foi para EEBI,
demonstrando que a técnica de concentracao de proteinas neste caso nao
apresentou efeito significativo para a imobilizacdo da enzima.

De acordo com alguns relatos encontrados na literatura (Bryjak et al.,
2006; Moreno et al., 1997) imobilizacdo € um método de fixagcdo ou
encapsulacdo de uma enzima, que possibilita diversas aplicacbes deste
catalisador com manutencao da atividade catalitica. O principal interesse em
imobilizar uma enzima é obter um biocatalisador com atividade e estabilidade
que nao sejam afetadas durante um processo, em comparagéo a sua forma
livre. Além disso, ndo deverao ocorrer alteragdes estruturais, nem modificagdes
no sitio ativo. Desta forma, levando em conta as vantagens de imobilizar
enzimas para utilizacdo como catalisadores em reacdes de interesse, os
resultados obtidos neste, em termos de atividade de esterificagdo para EEBI e

EEPI (Tabela 8) podem ser considerados satisfatorios, pois o carvao ativado
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tem baixo custo, despertando assim, um aumento no interesse quanto ao uso
deste suporte na imobilizacdo de enzimas como as lipases (Kaewthong et al.,
2005).

O processo de imobilizagcao pode ser influenciado pelo pH do meio e o
tampéao utilizado (Rocha et al., 2006; Kaewthong et al., 2005). Sendo assim,
para que nao ocorresse nenhum tipo de interferéncia devido ao tampéo
utilizado e o pH do mesmo no processo de imobilizagao, fez-se uso somente do
tampao acetato 0,1 M a pH 4,8.

O suporte pode conferir uma maior estabilidade térmica e aumentar o
tempo de uso das enzimas em reacgdes de biocatalise (Mendes et al., 2011).
Por outro lado, de acordo com Foresti e Ferreira (2005), a imobilizacdo de
lipases pode conduzir a uma diminuicdo na sua estabilidade (se o suporte
interagir negativamente com a proteina), e também reduzir a atividade catalitica
se a conformacao da enzima for alterada durante o processo de imobilizagao,
ou seja, alguns dos aminoacidos do centro ativo se envolvem nos lagos
estabelecidos com o suporte.

Segundo estudos da literatura (Betancor et al., 2006), o controle de
suportes ativados com glutaraldeido € muito importante, pois os monémeros e
os dimeros presentes no glutaraldeido apresentam reatividade diferente:
enquanto o dimero imobiliza rapidamente proteinas por ligagdo covalente, o
mondémero diminui a taxa de imobilizacdo. Isto ocorre devido a presenca de
compostos idnicos (grupos aminas), que promovem uma troca ibnica com o
suporte, alterando a forga ibnica durante a imobilizagcado e alterando a regiéao

(sitio ativo) onde a enzima faz interagdo com o suporte.

4.2.2. Imobilizagao em Argila Pogco A

Os extratos enzimaticos microbianos, bem como a lipase comercial de
pancrea suino (Figura 10) foram também submetidos ao processo de
imobilizacdo em argila Pogo A, conforme descrito no item 3.4.2. A avaliacao foi

realizada em termos de atividade de sintese para posterior aplicagcédo dos
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resultados mais relevantes, em termos de fonte de enzima e suporte, na

catélise de diferentes reagdes.

Figura 10. Aspecto da enzima comercial de péncreas suino imobilizada em

argila Poco A.

Os resultados em termos de atividade sintese dos extratos lipoliticos
obtidos por mico-organismo e lipase comercial livre (ECL) antes do processo
de imobilizagdo e do extrato comercial imobilizado (ECI) sdo demonstrados na
Tabela 9. Para os extratos microbianos as atividades observadas foram muito
inferiores aos encontrados anteriormente quando imobilizadas em alginato com
carvao, sendo que o fungo filamentoso apresentou as mais altas atividades
(para EEBI, 169,42 U/g e para EEPI, 179,26 U/q).

Tabela 9. Atividade de sintese (U/g) dos extratos enzimaticos brutos e

precipitados antes e depois da imobilizagdo em Poco A

Micro-organismo Ativide de sintese (U/g)
EEB' EEBI® EEP? EEPI*
Sporidiobolus pararoseus 290,63 124,75 295,67 137,08
Penicillium crustosum 202,67 169,42 209,28 179,26
ECL® ECI°
Lipase comercial 341,18 443,57

EEB" — extrato enzinatico bruto, EEP? — extrato enzimatico precipitado, EEBI - extrato enzinatico bruto imobilizado,
EEPI- extrato enzinatico precipiado imobilizado, ECL — enzima comercial livre, ECI — enzima comercial imobilizada.
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Ao avaliar a Tabela 9 observa-se que a atividade lipasica da enzima
comercial apds o processo de imobilizagao teve um acréscimo, o que pode ser
considerado promissor em se tratando de imobilizagao. Este resultado pode
estar provavelmente relacionado a area superficial deste suporte e interagao
com a enzima comercial, conduzindo a maior acessibilidade dos substratos ao
sitio ativo da enzima, levando assim a maiores atividades enzimaticas
(Scherer, 2010).

De acordo com estudos, algumas argilas tém um enorme potencial para
serem utilizadas como adsorvente, devido ao seu baixo custo, uma vez que as
mesmas estao disponiveis naturalmente e possui uma elevada area superficial
(Yesiloglu e Yesim, 2005). De um modo geral, as enzimas imobilizadas em
suportes inorganicos sao mais estaveis do que as imobilizadas em suporte
organico (Chibata, 1978).

No estudo de Scherer (2010), utilizando diferentes suportes inorganicos
para imobilizacao de lipase de pancreas suino, foi observado que o processo
de imobilizagdo demonstrou-se mais eficiente para as argilas KSF, Pogo A e K-
10, com rendimentos de imobilizacao superiores e préximos a 50% em relagao
a quantidade de enzima utilizada no inicio do processo. Segundo o autor, isto
provavelmente se deve a maior afinidade da enzima por estes suportes.

Em geral, a imobilizagdo oferece uma série de vantagens e as razdes
para a escolha de um derivado imobilizado variam de aplicacao para aplicacao,
incluindo: utilizacdo da atividade catalitica por um maior periodo de tempo;
possibilidade de operagcdo continua do processo, com maior facilidade de
controle; facilidade de separagdo do produto final; em alguns casos, ocorre
modificagdo favoravel das propriedades cataliticas da enzima como, por
exemplo, maior estabilidade ao pH e a temperatura, entre outros; facilidade de
interrupcao da reagdo, em um nivel desejado, pela remogéo da enzima, caso o
processo seja batelada, ou ajuste do tempo de residéncia se € usado um reator
continuo (Mendes et al., 2011).

Apesar da grande diversidade de métodos desenvolvidos e aplicados na
imobilizacdo de enzimas, ndo ha um método aplicavel para todas as enzimas.

Portanto, para cada aplicagdo de uma enzima imobilizada é necessario
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escolher o procedimento mais simples e mais barato e que resulte em um
derivado com boa retengcdo de atividade e alta estabilidade operacional
(Mendes et al., 2011).

4.3. Aplicagoes das Lipases como Catalisadores de Reagoes de

Interesse

Nesta etapa sdo apresentados e discutidos os resultados referentes a
consecucao de reagdes de interesse através da aplicacdo dos extratos
enzimaticos nao-comerciais, de Penicillium crustosum e de Sporidiobolus
pararoseus, nas suas diferentes formas de obtencédo: EEB, EEBI, EEP, EEPI; e

a enzima comercial de pancreas suino livre (ECL) e imobilizada (ECI).

4.3.1. Transesterificagdo Enzimatica de Oleos Vegetais em Meio Organico

Com o intuito de explorar o potencial de aplicacdo de lipases
microbianas e da lipase de pancreas suino como catalisadores de reacdes de
transesterificacdo enzimatica para produgdo de biodiesel, nesta etapa serao
apresentados e discutidos os resultados de conversdo em biodiesel em
solvente organico (n-hexano).

Os resultados obtidos para a producdo de ésteres etilicos, utilizando
diferentes lipases como catalisadores, sdo apresentados na Tabela 10 (a, b e
c, utilizando os extratos de Sporidiobolus pararoseus, Penicillium crustosum e
da lipase comercial de pancreas suino, respectivamente em suas diferentes

formas de apresentacéao).
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Tabela 10. Conversdes em ésteres etilicos utilizando os extratos em diferentes
formas de obtencéo de Sporidiobolus pararoseus (a), de Penicillium crustosum

(b) e da lipase comercial de pancreas suino (c).

Atividade de Convers&o (%)
Sporidiobolus pararoseus sintese (U/g) °
Extrato enzimatico bruto (EEB) 290,63 0,18
Extrato enzimatico precipitado (EEP) 295,67 0,15
Extrato enzimatico bruto imobilizado (EEBI) 209,46 0,21
Extrato enzimatico precipitado imobilizado (EEPI) 203,03 0,74
(a)
Penicillium crustosum Atmdade de Conversao (%)
sintese (U/g)
Extrato enzimatico bruto (EEB) 202,67 3,86
Extrato enzimatico precipitado (EEP) 209,28 0,64
Extrato enzimatico bruto imobilizado (EEBI) 240,59 4,68
Extrato enzimatico precipitado imobilizado (EEPI) 228,76 0
(b)
Lipase comercial de pancreas suino At|V|dad(eU;jge) sintese Conversao (%)
Enzima comercial livre (ECL)
341,18 1,21
Enzima comercial imobilizada (ECI) 443,57 4,58
(c)

A partir dos resultados da Tabela 10, pode-se observar que a maior
conversdo em biodiesel foi de 4,68%, obtida com o extrato enzimatico bruto
imobilizado (EEBI) de Penicillium crustosum, seguida de 4,58%, obtida com
ECI de pancreas suino. Resultados estes, considerados insatisfatorios, estando
de acordo com alguns trabalhos encontrados na literatura, quando utilizado os

mesmos substratos e lipases nao comerciais.
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Silva et al. (2007) sugerem que razdes molares mais altas de 6leo:alcool
podem resultar em uma reacao de transesterificacdo mais eficiente, devido
talvez ao aumento da area de contato entre o &lcool e os triglicerideos.
Zenevicz (2011), avaliando a producao de ésteres etilicos, utilizando diferentes
lipases como catalisadores em diferentes formas de obtengdo, em meio
organico utlizando a lipase comercial Novozym 435 imobilizada, como
catalisador, obteve 22,3% de conversdo em biodiesel.

Os mesmos autores, em sequéncia ao trabalho descrito anteriormente,
obtiveram resultados similares de producdo de ésteres etilicos em solvente
organico utilizando lipases ndao comerciais obtidas por fermentagcdo em estado
sélido de Penicillium brevicompactum e Rhizopus sp. Neste, os extratos
enzimaticos em suas diferentes formas de obtencéo, conduziram a producgdes
insignificantes de biodiesel, variando numa faixa de 0,1 a 3,7% de converséo.
Isto se deve, segundo os autores, ao fato da auséncia de possiveis
interferentes que se liguem ao sitio ativo da enzima fazendo com que ela perca
sua atividade, diminuindo a producao de ésteres.

Predrabon (2011) realizou um estudo testando a alcodlise enzimatica de
diferentes Oleos vegetais utilizando lipase de Penicillium brevicompactum
fermentada em diferentes misturas de farelos. As maiores conversdes foram
obtidas na amostra de extrato obtido utilizando a mistura de farelo de arroz e
casca de arroz como substratos (2,88%) e na amostra de extrato da mistura
farelo de soja mais casca de arroz obteve-se 2,48% de conversdo, ambas
utilizando 6leo de oliva como substrato para a alcodlise.

Os extratos enzimaticos brutos de Penicillium brevicompactum obtidos a
partir de torta de babacgu e farelo de mamona foram estudados por Silva (2010),
como catalisadores para a producdo de biodiesel. Conversées de 1,21 e
0,93% em biodiesel foram obtidas, respectivamente para cada extrato testado.
Porém, quando os extratos de torta de babagu (80% de umidade, 72 h) e de
farelo de mamona (70% de umidade, 96 h) foram precipitados, conversdes de
15,05 e 6,47% foram obtidas, respectivamente.

Melhores resultados foram obtidos, porém, por Chang et al. (2005), em

estudo de alcodlise enzimatica usando Novozym 435 imobilizada como
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catalisador, 6leo de canola e metanol como substratos e n-hexano como
solvente. Os autores verificaram que, entre varios tratamentos, a maior
conversao em biodiesel metilico (96,5%) foi obtida apds 12 h de reagéo, 45 °C,
50% de enzima, razdo molar metanol:6leo de 4:1. A menor converséo
(22,4%) foi obtida apds 16 h de reagao, 55 °C, 20% de enzima e razdo molar
entre os substratos de 5:1 com adigao de 5% de agua.

Rampim (2007), em seu trabalho, verificou que o metanol foi mais
conveniente para a conversdo das lipases de Penicillium fluorescens e R.
miehei. A lipase de Penicillium fluorescens apresentou mais de 90% de
conversao para o 6leo de girassol enquanto a lipase de R. miehei foi capaz de
conduzir a 80% de conversao.

De acordo com Silva (2008), apesar de o metanol propiciar melhores
rendimentos em condigdes mais amenas de temperatura, o contexto brasileiro
sugere a utilizacdo do etanol, devido a grande capacidade produtora no pais e

por esse alcool ser obtido de uma fonte renovavel de energia.

4.3.2. Esterificagcao Enzimatica de Acido Oleico e Etanol

Nesta etapa serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos nas
reacdes de esterificacdo enzimatica para a producao de etil oleato. Realizou-
se esta etapa a fim de estudar o comportamento das diferentes enzimas para
reacdes de esterificagdo, j4 que as mesmas apresentam atividades
significativas.

A Tabela 11 (a, b e c, extratos de Sporidiobolus pararoseus, Penicillium
crustosum e da lipase comercial de pancreas suino, respectivamente)
apresenta os resultados obtidos para a esterificagdo enzimatica a partir dos
extratos nas suas diferentes formas de obtencéao.

Pode-se observar que as conversdes de etil oleato para a lipase obtida
da levedura (Tabela 11 a) nas diferentes formas, sofreram variacao entre 24,69

e 42,31%, sendo que a maior conversao apresentada foi para EEBI.
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Tabela 11. Esterificacdo enzimatica utilizando os extratos em diferentes formas
de obtengao de Sporidiobolus pararoseus (a), de Penicillium crustosum (b) e da

lipase comercial de pancreas suino (c).

Atividade de sintese

Sporidiobolus pararoseus (Ul) Conversao (%)
Extrato enzimatico bruto (EEB) 290,63 27,24
Extrato enzimatico precipitado (EEP) 295,67 24,87
Extrato enzimatico bruto imobilizado (EEBI) 209,46 42 .31
Extrato enzimatico precipitado imobilizado (EEPI) 203,03 24,69
(a)

Atividade de sintese Conversio (%)

Penicillium crustosum (U/9)
Extrato enzimatico bruto (EEB) 202,67 56,44
Extrato enzimatico precipitado (EEP) 209,28 52,41
Extrato enzimatico bruto imobilizado (EEBI) 240,59 64,48
Extrato enzimatico precipitado imobilizado (EEPI) 228,76 57,86
(b)
Atividade de

Lipase comercial de pancreas suino Converséo (%)

sintese (U/g)

Enzima comercial livre (ECL) 34118 5472

Enzima comercial imobilizada (ECI) 443,57 57,75

(c)

Para os extratos enzimaticos obtidos a partir do fungo (Tabela 11 b) e da
lipase comercial (Tabela 11 c), maiores conversdes foram encontradas, quando
em comparacdo com os extratos provenientes da levedura sendo que, a maior
conversao obtida foi de 64,48% para extrato enzimatico bruto imobilizado
oriundo de Penicillium crustosum. Isso se deve, provavelmente devido a

especificidade da enzima pelos substratos.
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Tendo em vista que, as maiores conversdes apresentadas para as duas
diferentes reagdes (transesterificagdo enzimatica e esterificacdo enzimatica)
foram para extratos imobilizados, ressaltamos a importancia da imobilizagao.

As enzimas estao sujeitas a inativagdo por fatores quimicos, fisicos ou
biolégicos, podendo ocorrer quando estocadas ou durante o uso. Para que a
catalise seja eficiente em um determinado processo, ha necessidade de
proteger as enzimas da interacdo com o solvente, meio no qual € realizada a
reacao, pois 0 mesmo poderia provocar a inativagao, impossibilitando a catalise
da reacdo. Frente a este problema, a técnica da imobilizacdo é utilizada para
fornecer estabilidade as enzimas e facilitar sua recuperagdo e reutilizagcao
(Villeneuve et al., 2000).

O principal interesse em imobilizar uma enzima ¢é obter um
biocatalisador com atividade e estabilidade que ndo sejam afetadas durante o
processo, em comparagao a sua forma livre. ldealmente, a enzima imobilizada
devera exibir uma atividade catalitica superior. Além disso, ndo deverao ocorrer
alteracbes estruturais, bem como modificacbes no sitio ativo. A imobilizagao
pode inibir ou aumentar a atividade e estabilidade da enzima, porém néo existe
uma regra que prediga a manutengao destes parametros apos o processo de
imobilizagéo (Dalla-Vecchia et al., 2004).

O oleato de etila é um éster formado pela condensacido dos acidos
graxos, acido oleico e etanol. E um liquido incolor ou amarelado claro. E
produzido pelo corpo durante a intoxicacdo de etanol. Usado como solvente
para preparagao farmacéutica de drogas envolvendo lipofilica substéancia como
esterdide, também é usado como um lubrificante e um plastificante. Também o
oleato de etila é regulamentado como um aditivo alimentar pelo Food and
Administration em aditivos alimentares autorizados para Adi¢cdo Direta de
Alimentos para Consumo Humano.

No estudo realizado por Zenevicz (2011), conversdes em etil oleato
semelhantes, variando entre 23,1 e 32,8%, foram encontradas para a
esterificacdo enzimatica em GLP pressurizado com enzima microbiana de P.
brevicompactum em suas diferentes formas de obtencdo. Esse mesmo autor

observou conversoes variando entre 26,1 e 28,7% com extratos enzimaticos de
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Rhizopus sp., nas suas diferentes formas de obtencdo em mesmas
condicoes.

Segundo o autor, a esterificagdo do acido oleico utilizando as lipases de
P. brevicompactum e Rhizopus sp. nas suas diferentes formas de
apresentagdo conduziu a resultados satisfatérios, em termos de
conversao, podendo vir a significar baixo custo de produgdo dos ésteres,
podendo ser considerado de interesse industrial e econémico. Podemos
ressaltar, dessa forma, os resultados obtidos neste trabalho.

De um modo geral, as enzimas testadas para a esterificagcdo enzimatica
utilizando os extratos em diferentes formas de obtencdo de Sporidiobolus
pararoseus, Penicillium crustosum e da lipase comercial de pancreas suino
conduziram a conversdes satisfatérias, indicando que um estudo mais
detalhado deva ser realizado, buscando talvez, a otimizacao do processo, para
os extratos que apresentam, neste sistema reacional, maior potencial de

aplicacao como biocatalisador.

4.3.3. Esterificagcdo Enzimatica de Geraniol e Acido Propidénico

Nesta etapa serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos nas
reacdes de esterificagdo enzimatica de geraniol e acido propidnico.

A Tabela 12 (a e b, extratos de Penicillium crustosum e da lipase
comercial de pancreas suino, respectivamente) apresenta os resultados
obtidos para a esterificagdo enzimatica a partir dos extratos nas suas diferentes
formas de obtencao.

Para os extratos provenientes da levedura Sporidiobolus pararoseus,
nao houve formacéao de produto, quando utilizados como catalisador na reagao
de esterificagcdo enzimatica de geraniol e acido propidnico. Isso se deve,
provavelmente a especificidade desta enzima pelos substratos testados.

A partir da Tabela 12 (a) pode ser observado que nas condigbes
estabelecidas para essas reagbes nesses ensaios preliminares, resultados

satisfatérios foram obtidos para conversdes em geranil propionato quando
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catalisadas por EEB (32,22%) e EEBI (34,42%). Para a lipase comercial de
pancreas suino (Tabela 12 b), maior conversao foi obtida, quando utilizada ECL

(35,9%) na esterificagado enzimatica de geraniol e acido propiénico.

Tabela 12. Esterificacdo enzimatica utilizando como catalisador os extratos em
diferentes formas de Penicillium crustosum (a) e da lipase comercial de

pancreas suino (b) para conversao em geranil propionato.

Atividade de sintese

Penicillium crustosum (Ulg) Converséo (%)
Extrato enzimatico bruto (EEB) 290,63 38,89
Extrato enzimatico precipitado (EEP) 295,67 34,42
Extrato enzimatico bruto imobilizado (EEBI) 209,46 37,09
Extrato enzimatico precipitado imobilizado (EEPI) 203,03 13,54
(a)

Lipase comercial de pancreas suino AtiVidad(%?;)S'lmese Converszo (%)
Enzima comercial livre (ECL) 341,18 35,9
Enzima comercial imobilizada (ECI) 443,57 31,9

(b)

Tendo em vista trabalhos ja publicados indicando que fatores como
razdo molar, tempo de reacdo, temperatura e concentracdo de enzima
influenciam fortemente no rendimento das reacgdes (Paroul, 2011), optou-se por
dar continuidade aos estudos a fim de otimizar a produgcdo enzimatica desse
aroma.

Alguns estudos apresentados na literatura relatam a esterificagado
enzimatica em sistema livre de solvente com diferentes acidos graxos e
alcodis. Paroul (2011), otimizou a produgao de geranil propionato na condi¢ao
de razdo molar 3:1 (geraniol:acido propiénico) e 10% de enzima Novozym 435,
alcangando uma conversao média de 94,6% de produto.

Yee et al. (1997) estudaram os efeitos das condi¢cdes reacionais na

producao de geranil butirato e geranil caproato em sistemas com n-hexano e
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lipase de Pseudomonas sp. imobilizada. Os parametros investigados foram a
concentragao de enzima, a concentracao de substratos, a adicdo de agua, a
temperatura, o pH e a reutilizagdo de enzima. Conversdes de 96 e 99% foram
alcangadas para citronelil butirato e geranil caproato, respectivamente, com
concentracao de enzima 15% (m/m do substrato), temperatura reacional entre
30°C e 50°C, adigao 2% de agua depois de 24 horas de incubagéo.

A esterificagdo de acido palmitico com etanol foi investigada a varias
temperaturas (35-70°C) na presenga de trés lipases (Novozym 435, Lipolase
100T e lipase de pancreas suino) em didéxido de carbono supercritico (CO>
supercritico) e sob condi¢des livres de solvente. Todas as enzimas mostraram
uma temperatura de 55°C em ambas as condi¢des. A conversao obtida com
CO; e sob condicoes livres de solvente com Novozym em condi¢des 6timas foi
de 74 e 97%, respectivamente (Kumar et al., 2004).

Aromas produzidos biotecnologicamente sido considerados naturais,
promovendo maior aceitagado por parte do consumidor (Mardstica, 2006). Sao
obtidos principalmente através de processos fermentativos e enzimaticos,
sendo menos agressivos ao meio ambiente. Os ésteres sdo compostos
organicos com propriedades aromaticas. Esteres produzidos a partir de acidos
alifaticos e alcodis terpénicos de origem natural estdo sendo utilizados nas
industrias de cosméticos, farmacéutica e alimentos (Paroul, 2011).

De et al. (1999) investigaram a sintese de geranil e citronelil ésteres a
partir alcodlise de 6leo de coco usando lipase de Rhizomucor miehei. As
condicoes otimizadas das reacdes foram: temperatura, 50 °C; periodo de
incubagdo, 5 horas; concentracdo de enzima, 10% (m/m). Dentro das
condi¢des estudadas, o rendimento da reagéo foi superior a 50% para geranil e
citronelil.

Ikeda & Kurokawa (2001) usaram lipase de Candida antarctica
imobilizada em fibra de gel de acetato de celulose - TiO, para conduzir a
sintese de geranil acetato. Apds 100 horas de reacgao, o rendimento da reagao
foi de 85%.
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4.4. Estudo da Producgao de Geranil Propionato

De um modo geral, os melhores resultados foram apresentados pelos
extratos enzimaticos provenientes do fungo filamentoso Penicillium crustosum
gue mostrou-se mais estavel frente as atividades de sintese (U/g) e apresentou
os melhores resultados em termos de conversdées em geranil propionato (%).

Apds os experimentos preliminares, foi definido o sistema de
transformacgao enzimatica a ser avaliado. Optou-se por dar continuidade ao
estudo de produgao do geranil propionato, a partir do acool primario geraniol e
acido propiénico na razdo molar 3:1, respectivamente. O extrato enzimatico do
fungo filamentoso Penicillium crustosum imobilizado em alginato de sédio com
carvao ativado foi utilizado como catalisador em todas as etapas que seguem.

Para que as condi¢des de produgédo de geranil propionato (Esquema 1)

fossem investigadas, utilizou-se a técnica de planejamento de experimentos.

OH

O
« P
/\( Enzima
+ + HyO

Geraniol Acido propiénico Geranil propionato

Esquema 1. Reagéao de sintese de geranil propionato.

4.4.1. Efeito da Temperatura e Concentragao de Enzima

Visando avaliar a influéncia das variaveis independentes na producao de
geranil propionato, um planejamento experimental 22 foi realizado. As variaveis
estudadas foram temperatura (T) e concentragcdo de enzima [E] (% m/m em

relacdo aos substratos) . A Tabela 13 apresenta a matriz do planejamento com
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os valores reais e codificados das variaveis independentes e as conversées em

geranil propionato.

Tabela 13. Matriz do planejamento experimental 2% (valores codificados e
reais) com as respostas em termos de conversao em geranil propionato nas
reagdes conduzidas em condigdo de razdo molar 3:1 (geraniol:acido
propidnico) agitacdo de 150 rpm, 6 horas de reacao, utilizado como catalisador
extrato enzimatico de Penicillium crustosum imobilizado em alginato de sédio

com carvao ativado.

Concentragao de Temperatura Conversao
Ensaio enzima (%) (°C) (%)
1 (-1)10 (-1) 40 25,49
2 (+1) 50 (-1) 40 22,62
3 (-1)10 (+1)60 30,91
4 (+1) 50 (+1) 60 53,28
5 (0) 30 (0) 50 40,56
6 (0) 30 (0) 50 42,04
7 (0) 30 (0) 50 43,52

A partir desta tabela pode ser observado que a maior taxa de conversao
foi obtida no ensaio 4 (53,28%), onde maior concentragdo de enzima foi
utilizada e a temperatura a qual a reagao foi submetida foi de 60°C. Em
sequéncia, as conversdes observadas na repetibilidade do ponto central,
apresentaram o segundo melhor resultado, sendo que neste, também a
segunda maior concentracado de enzima foi adicionada na catalise da reagao e
as amostras foram submetidas a temperatura de 50 °C. Cabe ressaltar que a
menor taxa de conversao foi apresentada no ponto 2, também com 50% de
enzima, porém com a reacao submetida a temperatura mais baixa, de 40 °C.

Os resultados de conversdo em geranil propionato apresentados na
Tabela 13 foram tratados estatisticamente. Os efeitos absolutos estédo

apresentados na forma de Grafico de Pareto, na Figura 11.
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Observou-se que em 6 horas de reagdo de geraniol com &acido
propionico as variaveis independentes apresentaram efeitos positivo
significativo (p<0,05) na conversao.

Este fato indica que para a sintese de geranil propionato, maiores niveis
de concentracdo de enzima conduzem a maiores conversdes, 0 que neste caso
nao seria um inconveniente, tendo em vista o baixo custo para a producao da
enzima em discussdo. Ainda, para a sintese enzimatica de geraniol e acido
propionico, melhores taxas de conversido sdo obtidas com o aumento da
temperatura em que a reagdao for submetida durante o processo de

esterificagao.

@Y / 152439 |
/ 7528979
(1}[E] (%) / 829234

=05

Efeito estimado (W alor abs oluio)

Figura 11. Grafico de Pareto da produgcao de geranil propionato (6 horas de
reacao) utilizando como catalisador extrato enzimatico de Penicillium

crustosum imobilizado em alginato de sédio com carvao ativado.

O geranil propionato € um agente aromatizante sintético usado para
baga, geranio, maga, péra, abacaxi, mel e aromas para bebidas, gelados,
sorvetes, doces, paes, sobremesas de gelatina e goma de mascar.

Apesar do fato de que a maioria destes compostos sao obtidos por
sintese quimica ou por extracdo a partir de plantas, a aplicacdo de novos

processos biotecnolégicos aumentou recentemente (He et al., 2002; Tan et al.,
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2006). Neste sentido, a biocatalise pode representar uma alternativa potencial
para a sintese quimica, especialmente em casos em que a produgao de
compostos com elevada pureza estéreo ou regiosseletividade esta envolvida.
Além disso, a crescente preferéncia por produtos naturais pelos consumidores
impulsionou 0 mercado de sabor e aroma com base na via biotecnoldgica
(Zhong et al., 2013).

Paroul (2011) avaliou o efeito das variaveis independentes na produgao
de geranil ésteres, o acido oleico apresentou as maiores taxas de conversao,
98,71% e 97,27%. Para o acido propidnico as maiores conversées em geranil
propionato obtidas foram de 90% e 85%.

A producdo de hexil laurato utilizando a enzima Lipozyme IM 77 em
sistema livre de solvente, foi estudada por Chang et al. (2006). As condi¢des
6timas de sintese foram encontradas no tempo de reagédo de 40 minutos, 58°C,
concentragcao da enzima de 25,4mg/volume e um pH de 5,9, com 69,7% de

conversao.

4.4.2. Efeito da Razdo Molar Geraniol:Acido Propidnico na Cinética de

Esterificacdo Enzimatica

Tendo em vista que a concentracdo de enzima apresentou-se
significativa no processo, novos testes foram realizados, fixando a temperatura
em 60 °C, onde a melhor converséo foi verificada (ensaio 4 do planejamento), e
variando apenas a concentragao de enzima em 60 e 70% (m/m substratos). As
conversdes obtidas foram de 27,7 e 50,03%, respectivamente, o que
demonstra um resultado insatisfatério quando comparado a conversdo de
53,28% em geranil propionato quando inserido no meio reacional concentragéo
de 50% de enzima (m/m substratos) em temperatura de 60 "C (ensaio 4 Tabela
13).

Na sequéncia do trabalho novos experimentos foram conduzidos para o
estudo cinético do efeito da razdo molar geraniol:acido propiénico para dois

pontos do planejamento experimental desenvolvido, onde para o ensaio 2 fixo-
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se a temperatura em 40 °C (Figura 12) e no ensaio 4, 60 ‘C foi a temperatura
fixada (Figura 13). Como pode ser observado na Tabela 13, esses ensaios
apresentaram niveis extremos em conversdo, porém ambos com 50% de
extrato enzimatico (m/m substratos) e agitagdo em 150 rpm, justificando a
escolha dos mesmos para o estudo cinético .

A Figura 12 apresenta as curvas de conversao obtidas em fungdo do
tempo, variando a razdo molar geraniol:acido propiénico em 1:1, 3:1 e 5:1 a
temperatura de 40 ‘C. A partir dessa figura é possivel visualisar que a razéo
molar influencia no rendimento da reagado no transcorrer do estudo cinético
para a razao molar 5:1, que de modo geral apresentou os mais altos niveis de

conversao em geranil propionato.

60
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Figura 12. Efeito da razdo molar sobre a conversdo de geranil propionato a
temperatura de 40 °C, concentragdo de enzima de 50% (m/m substratos) e
agitacdo de 150 rpm, utilizando como catalisador extrato enzimatico de

Penicillium crustosum imobilizado em alginato de sddio com carvao ativado.

De acordo com a figura, valor maximo em conversao foi observado para
esta raz&o molar, atingindo 51% de rendimento nos primeiros 50 minutos de
sintese. Cabe salientar que apdés 210 minutos observa-se uma tendéncia de

estabilizagdo nas curvas de rendimentos para as razbes molares em estudo.
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Nos estudos realizados por Paroul et al. (2010), os autores observaram
que a razao molar influenciou no rendimento da reacdo nos primeiros 30
minutos atingindo 88% de conversao para razdo molar 5:1 e a 99% depois de 6
horas de reagao. Sendo que a mesma sintese em questao foi avaliada e as
condicaoes foram de 50 °‘C para temperatura, concentracdo de enzima
(Novozym 435) em 10% (m/m substratos) e agitagdo em 150 rpm.

Resultados semelhantes foram encontrados para o perfil cinético do
segundo ponto escolhido para o estudo cinético, onde apenas a temperatura foi
alterada para 60 °C (Figura 13). A partir da Figura 13 é posssivel observar que
de modo analogo a Figura 12, a razdo molar 5:1 apresentou maior influencia no

rendimento da rea¢do durante o percurso.

60
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Figura 13. Efeito da razdo molar sobre a conversdo de geranil propionato a
temperatura de 60 °C, concentragdo de enzima de 50% (m/m substratos) e
agitacdo de 150 rpm, utilizando como catalisador extrato enzimatico de

Penicillium crustosum imobilizado em alginato de sédio com carvao ativado.

O valor maximo em conversao foi obtido para a mesma razao molar
(5:1), atingindo 50% de rendimento em 60 minutos de sintese. Apds esse
periodo as curvas de rendimento para as diferentes razées molares avaliadas

tendem a estabilizar.
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Dormo et al. (2004) analisaram o efeito da razdo molar de acido:alcool
na esterificacdo de isoamil oleato na temperatura de 40 °C, 0,5% de enzima
(Novozym 435), agitacdo de 150 rpm e 7 horas de reacao, sem a utilizagéo de
solvente. Avaliaram o efeito da razdo molar em 1:1, 1:2, 1:5 e 2:1 de &cido:
alcool e obtiveram mais altas conversdes em 4 horas de reagéo (70-80%) com
as razbes molares de 1:2 e 1:5.

Os resultados do estudo cinético demonstram que os valores maximos
em conversdes sdo atingidos para as temperaturas testadas (40 e 60 °C) ja na
primeira hora de reacdo para a razdo molar 5:1, concentracdo de enzima de
50% (m/m substratos) e agitacdo de 150 rpm, chegando aproximadamente a
51% (Figura 12) e 50% de converséao (Figura 13).

4.4.3. Avaliacao do Reuso do Extrato Enzimatico nao Comercial de

Penicillium crustosum Imobilizado

ApoOs estabelecidas as condicbes de maximizacdo da produgao de
geranil propionato, temperatura de 40 °C, concentracédo de enzima de 50%
(m/m substratos) e raz&do molar 5:1, o estudo do reuso do extrato enzimatico
nao comercial foi realizado. Os testes preliminares para determinar a
recuperacao do extrato enzimatico foram realizados em termos de atividade de
sintese com etanol, hexano e tampéao acetato 0,1 M a pH 4,8.

Melhor aspecto de conservagao das esferas e maior atividade de sintese
foram verificados apds a lavagem com o solvente hexano. Na sequéncia,
prosseguiu-se com 0s experimentos para estudo do reuso do extrato lipolitico
em questio.

Para este estudo, todas as determinagdes foram realizadas sobre a
mesma amostra de extrato enzimatico imobilizado de Penicillium crustosum. A
Figura 14 apresenta a atividade de sintese, representada como atividade
relativa (%) e a conversao em geranil propionato no sistema, acompanhados

por 6 ciclos durante o estudo de reuso.
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Figura 14. Atividade de sintese do extrato lipolitico de Penicillium crustosum

imobilizado em alginato de sodio com carvao ativado e conversao em geranil
propionato a temperatura de 40 °C, concentragdo de enzima de 50% (m/m

substratos), agitacdo de 150 rpm e razdo molar 5:1.

A partir da analise da figura é possivel observar que a atividade relativa
€ decrescente ao longo do reuso, retendo em torno de 50% da mesma no
terceiro e quarto ciclos. Apos quatro ciclos a atividade residual (%) passa a ser
menor que 20%.

A queda na atividade de esterificacdo do extrato imobilizado foi
acompanhada pela queda nas conversbes para o processo de sintese de
geranil propionato. Na literatura, diversos trabalhos sdo encontrados
investigando o reuso de lipases comerciais e ndo comerciais oriundas de
diferentes fontes.

A sintese de laurato de citronelol em meio orgénico catalisado por
lipases imobilizadas foi estudada por Yadav e Lathi (2004) que observaram um
decréscimo entre 62 e 55% na atividade da Novozym SP 435 apds 3 ciclos de
reuso, sendo que, no tempo reacional de 30 minutos deste ciclo as conversdes

foram inferiores a 20%.
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Rodrigues et al. (2008), investigando a sintese de butil butirato
utilizando a lipase CalB soluvel imobilizada em carvao ativado, constataram
que apds 6 ciclos, 10 a 15% de sua atividade inicial foi retida.

Segundo Guncheva et al. (2011), a lipase de Candida rugosa
imobilizada mantém 80% de sua atividade inicial apés 15 ciclos, sendo aplicado
na esterificacao de acido palmitico com alcool etilico.

Popiolski (2011), estudando a atividade de esterificacdo da lipase
imobilizada Novozym 435 apds sucessivos ciclos de uso para a produgédo de
ésteres etilicos por transesterificagdo do 6leo de soja em sistema de ultrassom,
relatou perda da atividade enzimatica proxima a 50%, logo apds dois ciclos de
reuso, sendo que, no terceiro e quarto ciclos a perda de atividade foi completa.
As condicbes de operacdo deste sistema eram: concentracdo da lipase
comercial Novozym 435 de 27%, razdo molar 6leo/alcool de 1:3, poténcia do
ultrassom de 40% da capacidade maxima (132 W), temperatura de 63 °C e
tempo de 60 minutos.

A estabilidade operacional da lipase de Yarrowia lipolytica imobilizada
em espumas de poliuretano para sintese de lauril laurato foi estudada por Cui
et al. (2013), onde o biocatalisador manteve, apos 15 ciclos de reag&o, um
rendimento em produto de 92%. No estudo de Silva et al. (2013). inulinase
imobilizada manteve 49,7 e 49,4% de sua atividade inicial apdés 24 ciclos de
reutilizagdo em sacarose e inulina, respectivamente.

Desvantagens, como o elevado preco de enzimas comerciais,
restringem o seu uso em aplicagées industriais, assim sendo, o estudo de
enzimas imobilizadas é crescente, visto que, estas podem ser reutilizadas em
sucessivos ciclos de reacido e, consequentemente, compensar o alto valor de
compra. No caso deste trabalho os custos sdo ainda menores, tendo em vista a
producdo da enzima a partir de residuos agroindustriais, para posterior

imobilizac&o e aplicacio.

4.5. Caracterizagao Parcial do Catalisador Empregado
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A partir das isotermas de adsorgao do nitrogénio foram deteminadas as
seguintes propriedades do catalisador: A ger (area superficial determinada pela
isoterma BET); Veju (volume dos poros, determinado pelo modelo BJH);
didmetro médio do poro (determinado pelo modelo BJH).

O resultado da caracterizagdo, comparado com os de uma enzima

comercial Novozym 435, sdo apresentados na Tabela 14.

Tabela 14. Resultado da caracterizagao parcial do catalisador empregado no

estudo da maximizacdo da produc¢éo de geranil propionato.

Diametro de Volume de Are_a .
: superficial
Catalisador poro poro BET
nm mL/
(nm) (mL/g) (m7lq)
Novozym 435 15,0 0,50 130,0
P. crustosum Imobilizado 40 0.79 79.78

(alginato com carvéao ativado)

Conforme a Tabela 14 verifica-se que o didmetro do poro do extrato
enzimatico de P. crustosum Imobilizado em alginato com carvao ativado
utilizado neste trabalho é inferior a lipase comercial Novozym 435, porém com
relacdo ao volume do poro, a mesma apresenta valores consideravelmente
superiores aos da enzima comercial.

O alto volume de poro pode facilitar a transferéncia de massa devido a
maior difusdo, uma vez que poros maiores facilitam a entrada do solvente em
suas cavidades, favorecendo a reacao, todavia esta ainda € uma questao a ser

estudada e aperfeigoada.

4.6. Consideragoes Finais
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Este trabalho teve como objetivo geral investigar, conforme descrito
anteriormente, a aplicagdo dos extratos enzimaticos microbianos obtidos por
Sporidiobolus pararoseus e Penicillium crustosum em diferentes formas de
obtengdo como catalisadores em reacdes de interesse, incluindo ainda, a
lipase comercial de pancreas suino nas condicdes, livre e imobilizada.

O interesse pela obtencdo de enzimas ideais para aplicagao industrial
aumentou nos ultimos anos. Isso se deve especialmente pela busca de
reducdo dos custos de producdo bem como aos diferentes problemas
ambientais ocasionados por catalisadores quimicos. O elevado desempenho
catalitico dessas proteinas em condi¢cdes brandas de reacao (temperaturas
amenas, pH proximos a neutralidade e meio aquoso/organico), as torna
atraentes industrialmente. Justifica-se, assim, o uso de residuos e subprodutos
agroindustriais no processo de produgédo, bem como a busca por diferentes
micro-organismos produtores de enzimas.

O uso de enzimas como catalisadores apresenta um perfeito cenario de
perspectivas, porém a aplicacao industrial ndo é tao imediata porque, apesar
das vantagens mencionadas, as enzimas apresentam outras caracteristicas
que, embora atraentes para a operagdo da maquina celular, limitam a sua
utilizagcdo em escala industrial.

Uma das dificuldades é a solubilidade das enzimas no meio reacional,
pois a enzima esta presente em baixas concentracdées no meio, o que pode
gerar custos elevados para a sua separacao dos produtos.

Outro problema esta relacionado com a instabilidade operacional das
enzimas. Para uso industrial a utilizacdo de enzimas como matéria-prima nao
reciclavel tem inviabilizado seu uso, devido ao alto custo envolvido. Sendo
assim, poucas enzimas vém sendo aplicadas como catalisadores em
processos industriais.

A imobilizagdo das enzimas, utilizando diferentes suportes, pode ser
uma alternativa a tais problemas, permitindo superar as desvantagens da
solubilidade no meio reacional e da instabilidade operacional no uso das
enzimas, tornando-as catalisadores ideais para aplicacdo em diferentes setores

industriais.
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A parte experimental desta tese foi desenvolvida no Laboratério de
Biotecnologia de Alimentos da Universidade Regional Integrada do Alto

Uruguai e das Missbes - URI - Campus de Erechim.
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5. CONCLUSOES E SUGESTOES PARA TRABALHOS
FUTUROS

5.1. Conclusoes

A produgédo, imobilizagdo e aplicagdo de lipases foram estudadas com
éxito neste trabalho. As melhores atividades de sintese foram encontradas para
o extrato enzimatico de Penicillium crustosum bruto imobilizado (EEBI) (240,59
U/g), seguido do extrato enzimatico precipitado imobilizado (EEPI) (228,76
U/g), ambos imobilizados em alginato com carvéao, inviabilizando o suporte
inorgéanico argila poco A.

As mais altas conversdes obtidas para o extrato de Penicillium
crustosum imobilizado em alginato com carvao foram: transesterificagao
enzimatica 4,68% (para EEBI), esterificagdo enzimatica de acido oleico e
etanol, 64,48% (para EEBI) e esterificacdo enzimatica de geraniol e &cido
propidnico 38,89% (para EEB), seguido de 37,09% (para EEBI).

A maximizagdo da produgéo do sistema reacional de geranil propionato
foi realizada usando extrato enzimatico bruto imobilizado (EEBI) em alginato de
sédio com carvao ativado obtido a partir de fungo filamentoso Penicillium
crustosum, a melhor conversao (53,28%) foi atingida com temperatura de 60°C,
e concentracao de enzima (m/m substrato) 50%.

O estudo do efeito da razdo molar geraniol:acido propionico na cinética
da produgcdo demonstrou a maxima conversao (51%) com razdo molar
alcool:acido 5:1, em temperatura de 40°C, l6go no inicio da reagao (50
minutos), o que é favoravel, levando em conta a diminuicdo de custos no
processo de sintese.

O estudo do reuso permitiu concluir que a atividade relativa é
decrescente ao longo do reuso, retendo em torno de 50% da mesma no
terceiro e quarto ciclos. Apos quatro ciclos a atividade residual (%) passa a ser
menor que 20%, acompanhada pela queda nas conversdes para o processo de
sintese de geranil propionato.
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Considerando as diversas vantagens da imobilizacédo de enzimas para
utilizagdo como catalisadores em reagdes de interesse comercial, os resultados
obtidos nesta pesquisa mostram-se interessantes, pois 0s custos para
producdo, bem como o carvao ativado utilizado para a imobilizacao,
apresentam baixo custo, despertando assim, um aumento no interesse quanto
ao uso deste suporte na imobilizacdo de enzimas como as lipases, para
posterior aplicacdo em produtos de alto valor agregado como € o caso do

geranil propionato.

5.2. Sugestoes para Trabalhos Futuros

Tendo com base os resultados obtidos neste trabalho, as seguintes
sugestdes para trabalhos futuros podem ser delineadas:
- avaliar outros suportes para imobilizagdo dos extratos enzimaticos obtidos a
partir de fungo filamentoso Penicillium crustosum;
- testar novos sistemas reacionais utilizando extratos enzimaticos imobilizados
em allginato de sédio com carvao ativado e outros suportes;
- realizar estudo de viabilidade econémica a respeito da producdo de
bioaromas a partir de alcoois monoterpénicos naturais;
- realizar ensaios usando Oleos essenciais brutos como substratos para
producado de aromatizantes naturais em sistemas liveres de solvente organico
através de esterificagdo enzimatica uzando extratos enzimaticos obtidos a
partir de fungo filamentoso Penicillium crustosum
- avaliar o comportamento da reacido de esterificacdo em meios alternativos,
como ultrassom e CO, supercritico;

- avaliar a producgao de ésteres a partir de geraniol em diferentes temperaturas.
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ANEXO |

Cromatogramas gerados durante analise das conversées das reagdes
de esterificagdo enzimatica de Geraniol e Acido Propiénico, quando utilizado
como biocatalizador, os extratos enzimaticos obtidos pelo fungo filamentoso
PC, em suas diferentes formas de apresentacdo, bem como da enzima

comercial de pancreas suino.
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Figura 1 — Cromatogramas comparativos de geraniol e acido propidnico

catalisada por EEP (a) e o branco (sem a adi¢gdo do biocatalizador) (b).
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Figura 2 — Cromatogramas comparativos entre a reagcao de geraniol e acido

propiénico catalisada por EEB (a) e o branco (b).
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Figura 3 — Cromatogramas comparativos entre a reacao de geraniol e acido

propiénico catalisada por EEBI (a) e o branco (b).

w1 00,0007

Time 20102

1.5
1.0
UU__ T T T T T T T T T
min
(%1 00,0007 (a)
| Time  135.38%
1.5
1.0
0.5 ‘
o D: T T T T T T T T
150 175 200 225 (b) 250 27 5 30.0 min

Figura 4 — Cromatogramas comparativos entre a

propiénico catalisada por EEPI (a) e o branco (b).
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Figura 5 — Cromatogramas comparativos entre a reacao de geraniol e acido

propiénico catalisada por ECL (a) e o branco (b).
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