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ABSTRACT

The present work aimed at the enzymatic production of
an ester with antioxidant activity (isoamyl gallate) by
esterification of gallic acid and isoamyl alcohol in solvent
(tert-butanol). Eight commercial lipases from different
sources (microbial and animal) were used in the free form
(crude extracts) as biocatalysts. The reactions were
carried out using 0.25 mol/L of each reagent (gallic acid
and isoamyl alcohol), mechanical agitation at 240 rpm,
40°C, 4 h of reaction and 1000 units of enzymatic activity
based on the hydrolysis of the olive oil emulsion. olive.

The maximum conversion percentage values were
obtained for the lipase preparations of Pseudomonas
fluorescens — LPF (41.5 £ 5.1%) and porcine pancreas — LPP
(38.4 £ 2.3%), the lipase preparation tested at lower cost.
The productivity for these reaction systems was in the
order of 25 umoles of gallic acid consumed/h.U. These
reveal that the application of a low-cost lipase (LPP) can
be promising in the production of esters with antioxidant
properties, an important class of compounds used in the
food and cosmetics area.

KEYWORDS: Lipophilic esters, Gallic acid, Esterification, Lipases.

EFEITO DA FONTE DE LIPASE NA PRODUGAO DE UM ESTER DE ACIDO GALICO POR
ESTERIFICACAO EM MEIO DE SOLVENTE

RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo a produgdo
enzimatica de um éster com atividade antioxidante
(galato de isoamila) por esterificagdo de acido galico e
alcool isoamilico em meio de solvente (terc-butanol).
Oito lipases comerciais de diferentes fontes (microbianas
e animal) foram empregadas na forma livre (extratos
brutos) como biocatalisadores. As reagbes foram
conduzidas empregando 0,25 mol/L de cada reagente
(acido gdlico e alcool isoamilico), agitagdo mecanica de
240 rpm, 40°C, 4 h de reagdo e 1000 unidades de
atividade enzimatica baseada na hidrélise da emulsdo de

azeite de oliva. Os maximos valores de porcentagem de
conversdo foram obtidos para as preparagbes de lipase
de Pseudomonas fluorescens — LPF (41,5 + 5,1%) e de
pancreas suino —LPP (38,4 £ 2,3%), a preparagdo de lipase
testada com menor custo. A produtividade para estes
sistemas de reacdo foi da ordem de 25 pumoles de acido
gélico consumido/h.U. Estes revelam que a aplicacdo de
uma lipase de baixo custo (LPP) pode ser promissora na
produgdo de ésteres com propriedades antioxidantes,
uma importante classe de compostos empregados na
area de alimentos e cosméticos.

PALAVRAS-CHAVE: Esteres lipofilicos, Acido galico, Esterificacdo, Lipases.
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, a adogao de processos biotecnolégicos vem se apresentando como uma
das vertentes que possibilitam a aplicacdo sustentavel da biodiversidade para a produgao de
diversos compostos de interesse industrial (Basso & Serban, 2019; Almeida, Castro, Travalia &
Forte, 2021); Bolina, Gomes & Mendes, 2021). Diferentes compostos obtidos de fontes renovaveis
sao explorados por estas rotas como biocombustiveis, polimeros, acidos organicos, antibioticos,
enzimas industriais, alimentos funcionais, proteinas entre muitos outros. Estes processos tém sido
conduzidos empregando preferencialmente células integras de diferentes fontes (microrganismos,
células animais e vegetais) ou enzimas. A aplicacdo de biocatalisadores é atrativa do ponto de vista
industrial porque estes apresentam alta atividade catalitica em condi¢cdes brandas de reacao
(temperaturas moderadas e pressao atmosférica) e especificidade que reduz a formagdo de
subprodutos que facilita as etapas de separacao e purificacdo (Almeida et al., 2021). Desta forma,
surge como alternativa o emprego de lipases como biocatalisador.

As lipases (triacilglicerol acilhidrolases E.C. 3.1.1.3), sdo enzimas que tém sido uma das mais
empregadas no setor industrial, tais como, no setor alimenticio (desenvolvimento de aromas,
maturacdo de queijos, lipideos estruturados, e emulsificantes), cosmético (emolientes e ésteres
com propriedades antioxidantes), farmacolégico (sintese de naxopreno, ibuprofeno), agroquimico
(inseticidas, e pesticidas), oleoquimico (hidrélise de o6leos e gorduras, biosurfactantes e
biolubrificantes), formulagcdo de detergentes, e na geracdo de energia (biodiesel). Esta importante
classe de enzimas pode catalisar rea¢des tanto em meios aquosos e ndao-convencionais — meios
organicos com baixa concentracdo de dgua (Almeida et al., 2021; Bolina et al., 2021).

Dentre os diferentes produtos de interesse industrial produzidos por lipases, ésteres de
acido galico sdo compostos que exibem varias atividades bioldgicas, incluindo protecdo
cardiovascular, atividades antibacterianas, antifingicas, antivirais, anticancer e anti-inflamatodrias
(Al Zahrani, EI-Shishtawy & Asiri, 2020); Gutierrez, Guo, Feng, Tan & Kong, 2020). Além disso, estes
compostos também apresentam atividade anti-hiperglicémica devido ao seu efeito inibitério sobre
enzimas digestivas como amilase (Dragano, Ferno, Dieguez, Lopez & Milbank, 2020); Gutierrez et
al., 2020).

Os comprimentos das cadeias carbdnicas introduzidas pela esterificacdo empregando
diferentes alcoois como aceptores acila afetam diferentemente suas atividades farmacoldgicas (Al
Zahrani et al., 2020; Gutierrez et al., 2020).

Neste sentido, o objetivo deste estudo foi avaliar a atividade catalitica de oito preparagdes
comerciais de lipases de Mucor javanicus (LMJ), Rhizopus niveus (LRN), Thermomyces lanuginosus
(LTL), Rhizomucor miehei (LRM), Candida sp. (LCsp), Candida rugosa (LCR) e Pseudomonas
fluorescens (LPF) e lipase de origem animal obtida de pancreas de porco (LPP) na producdo de éster
de acido galico (galato de isoamila). A escolha de alcool isoamilico, um alcool proveniente do dleo
fusel (=70% mol/mol) gerado na destilacdo do etanol, se deve ao seu baixo custo e de facil
obtencdo no pais (Cerdn, Vilas Boas, Biaggio & Castro, 2018). O éster foi obtido por esterificacdo
direta de acido galico e dlcool isoamilico em meio de terc-butanol, avaliando a conversao da reacao
e a sua produtividade. A aplicacao de terc-butanol como solvente organico foi baseada na elevada
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solubilidade do acido gélico (sélido nas condiges de ensaio) com o intuito de preparar um sistema
reacional com boa dispersdao dos materiais de partida empregados neste estudo.

2. METODOLOGIA

2.1 Materiais

Foram utilizadas oito lipases comerciais de origem microbiana e animal:

Lipases microbianas de Mucor javanicus (LMJ), Rhizopus niveus (LRN), Thermomyces
lanuginosus (LTL), Rhizomucor miehei (LRM), Candida sp. (LCsp), Candida rugosa (LCR) e
Pseudomonas fluorescens (LPF) e animal obtida de pancreas de porco (LPP) foram adquiridas da
Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO, EUA). Ambas foram usadas na forma de extratos brutos. As
informacgdes técnicas destas lipases e propriedades estdo sumarizadas na Tabela 1. Acido gélico foi
também obtido da Sigma-Aldrich Co., o 4lcool isoamilico e o terc-butanol foram adquiridos da
Synth (S3o Paulo, SP, Brasil). Todos os outros reagentes e solventes foram de grau analitico

adquiridos da Synth.

Tabela 1: Informag6es técnicas e propriedades das preparagées de lipases comerciais testadas neste estudo.

Lipase Abreviagao Forma AH Custo Custo
(Fonte) (Cédigo)® (U/g)® (R$) (R$/g)
Mucor javanicus LMJ P6 (534803) 6200 767,00 (50 g) 15,3
Rhizopus niveus LRN P6 (62310) 2800 532,00 (50 g) 10,6
Thermomyces LTL Soluvel (LO777) 27000 1825,00 (250 mL) 7,3
lanuginosus
Rhizomucor LRM Soluvel (L4277) 880 2024,00 (250 mL) 8,1
miehei
Candida sp. LCsp Soluvel (L3170) 800 571,00 (50 mL) 11,4
Candida rugosa LCR P6 (L1754) 16200 995,00 (25 g) 39,8
Pseudomonas LPF P6 (534730) 8600 1349,00 (50 g) 27,0
fluorescens
Pancreas suino LPP P6 (L3126) 5400 473,00 (100 g) 4,7

a: Cadigo das lipases fornecidas pela empresa Sigma-Aldrich Co. (ST LOUIS, MO, EUA).
b: Atividade das lipases na hidrdlise da emulsdo do azeite de oliva (BASSI et al., 2016).
c: Custo das lipases fornecidas pela empresa Sigma-Aldrich Co. (ST LOUIS, MO, EUA).

2.2 Equipamentos

Os principais equipamentos utilizados no desenvolvimento deste trabalho estao

sumarizados na Tabela 2.

Tabela 2: Principais equipamentos utilizados neste trabalho.

Tipo de experimento

Equipamento

Modelo/Fabricante

Reacdo de Esterificacdo

Shaker (Incubadora refrigerada)

SL222/CFR (Solab)

Agitacdo Agitador mecéanico MA 095 (Marconi™F)
Atividade Hidrolitica Bureta Digital Digitrate Pro (Jencons)
Medida de pH pHmetro DLA-PH (Del Lab)
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2.3Efeito de varidveis na producao enzimdtica de galato de isoamila por
esterificacdo em meio de terc-butanol.

2.3.1 Efeito da fonte de lipase na produgdo do éster

A atividade catalitica das oito preparagGes comerciais de lipases em meio organico foi
determinada na esterificacdo direta de acido galico e alcool isoamilico, como representado na
figura 1, dissolvidos em terc-butanol, mantendo os parametros reacionais constantes, como a
razao estequiométrica fixada em 1:1 e a quantidade de enzima adicionada no meio.

0 OH
Catalisador i
ifi 0O
- Esterificacdo CH,
+ 3 == o
l + HO
- oy Hidrise o——T—
HO OH 3
OH
Acido gdlico  Alcool Isoamilico Galato de isoamila Agua

Figura 1: Reagdo de esterificagdo entre acido galico e alcool isoamilico.

As reacdes de esterificagdo foram conduzidas em frascos de vidro fechados (frascos de
Duran) com capacidade para 100 mL, contendo 5 mL de meio reacional (0,25 mol/L de cada
reagente — acido galico e alcool isoamilico), mantidos sob agitacdo constante de 240 rpm em um
banho termostatizado, numa temperatura de 40°C. A reacdo foi iniciada pela adi¢cdo direta de 1000
unidades internacionais de atividade hidrolitica (U), que corresponde a 0,16 g de LMJ, 0,36 g de
LRN, 40 pL de LTL, 1,14 mL de LRM, 1,25 mL de LCsp, 0,062 g de LCR, 0,12 g de LPF, e 0,19 g de LPP.
Estas quantidades foram determinadas com base nos valores de atividade hidrolitica reportados
na Tabela 1. Uma unidade internacional de atividade (U) é definida como a massa de enzima
necessaria para liberar 1 umol de acidos graxos livres (AGL) por minuto de reacdo de hidrélise da
emuls3o de azeite de oliva em pH 8,0 (tampdo fosfato de sédio, 0,1 mol/L) a 37°C (Alves, Aracri,
Cren & Mendes, 2017). Os ensaios foram realizados em triplicata.

Aliquotas foram retiradas da mistura reacional (100 uL) apds 4 h de reacdo (2 e 4h), diluidas
em 10 mL de solugdo de alcool (70% m/M) e tituladas com solucdo de NaOH 40 mmol/L, utilizando
fenolftaleina como indicador para determinar a concentragado de acido galico consumida na reagao
para a determinacdo da porcentagem de conversao (Y), conforme Equacdo (1): (Alves et al., 2017;
Lage et al., 2016).

_ (2)
Y(%):(%Jxloo

0
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Em que: AGo e AG: sdo as concentracdes de acido galico inicial (0,25 mol/L) e residual apds um
certo tempo t de reagdo (mM).

A produtividade para os diferentes sistemas de reacao foi determinada conforme mostrado
na Equacao (2):

(2)

Produtividade (umoles 4 U\z Y *AG, ]x 10°
\ Ul b XAE, |

122520

Em que: Y é a porcentagem de conversdo; AGo é a concentracdo inicial de acido gélico (0,25 mol/L),
treacio € 0 tempo de reagdo (4 h) e AEo é a atividade enzimatica empregada nas reagdes de
esterificacdo (1000 U).

2.3.2 Influéncia da temperatura de reagdo na produgdo do éster

A influéncia da temperatura de temperatura na reagao foi avaliada no intervalo entre 35 e
60°C, com incremento de 5°C. As reacdes foram realizadas empregando razao estequiométrica de
acido e dlcool (1:1 — 250 mM de cada reagente em meio de terc-butanol), 1000 U de atividade para
as lipases selecionadas (que correspnde a 0,12 g de lipase de LPF e 0,19 g de LPP no meio de reacao)
e agitacdo mecanica de 240 rpm. O tempo de reagao foi fixado em 4 h. Ao final, aliquotas foram
retiradas e determinadas as porcentagens de conversdao conforme mostrado na Equacao (1).

2.3.3 Influéncia da concentragdo de lipases na produg¢do do éster

A influéncia da concentragdo das lipases na faixa de 250 U a 2000 U foi determinada
empregando as lipases de LPP e LPF. Estes ensaios foram conduzidos com razao estequiométrica
de 4cido gélico e alcool isoamilico (1:1 — 250 mM de cada reagente em meio de terc-butanol)
temperatura de 40°C para LPP e 55°C para LPF, agitacdo mecanica de 240 rpm e tempo de reacao
de 2 h. A porcentagem de conversado do acido foi determinada de acordo com a Equacdo (1).

2.3.4 Influéncia da razéo molar dcido:dlcool na produg¢do do éster

A influéncia da razao molar acido:alcool no intervalo de 1:1; 1:1.25; 1:1.5 e 1:2 foi
determinada empregando concentracdo fixa de acido galico no meio de reag¢do (250 mM). Estes
testes foram realizados a 40°C para LPP e 55°C para LPF, 1000 U de atividade hidrolitica para cada
enzima (0,12 g de lipase de LPF e 0,19 g de LPP) agitacdo mecanica de 240 rpm e tempo de reacdo
de 2 h. A porcentagem de conversado do acido foi determinada de acordo com a Equacdo (1).

2.3.5 Influéncia do tempo de reagdo na produgdo do éster

Ainfluéncia do tempo de reacdo foi finalmente determinada nas condi¢des que maximizam
a producdo do éster catalisada por LPP e LPF: razdo estequiométrica de acido galico e alcool
isoamilico (1:1 — 250 mM de cada reagente em meio de terc-butanol) temperatura de 40°C para
LPP e 55°C para LPF, 1000 U de atividade hidrolitica para cada enzima (0,12 g de lipase de LPF e
0,19 g de LPP) e agitacdo mecanica de 240 rpm. A porcentagem de conversdo do acido foi
determinada de acordo com a Equacdo (1):
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3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1.1 Selec¢do da fonte de lipase para produgéo enzimdtica de galato de isoamila

Neste estudo, oito diferentes preparagbes de lipases comerciais foram empregadas na
forma de extratos brutos para catalisar a produg¢dao de um éster com propriedades antioxidantes
(galato de isoamila) para posterior aplicagdio em emulsdes cosméticas. Estes testes foram
conduzidos com o propdsito de selecionar as lipases com maior atividade catalitica na qual foi
expressa em termos de porcentagem de conversao (Figura 2A) e produtividade (Figura 2B).

50

30

(A) (B)

40

DI

NN
N

304

20+

Conversao (%)
Produtividade (umoles/h.U)

10 1

LMJ LRM LPP LRN LCsp LCR LPF LTL LMJ LRM LPP LRN LCsp LCR LPF LTL
Fonte de lipase Fonte de lipase

Figura 2: Efeito da fonte de lipase na produgdo de galato de isoamila em meio de terc-butanol. As rea¢oes foram
conduzidas a 40°C, razdo estequiométrica de acido e alcool (250 mM de cada reagente), agitagdo mecanica de 240
rpm, 1000 unidades de atividade hidrolitica de cada lipase (0,16 g de LMJ, 0,36 g de LRN, 40 pL de LTL, 1,14 mL de
LRM, 1,25 mL de LCsp, 0,062 g de LCR, 0,12 g de LPF, e 0,19 g de LPP) e 4 h de reacao.

De acordo com a Figura 2A, as preparacoes LRN e LTL foram as menos ativas nesta reacdo
e maxima conversdo do acido galico da ordem de 20% foi alcancada. A lipase LCR com maior custo
avaliada neste estudo, apresentou uma conversdo da ordem de 35% apds 4 h de reacdo. Seu
desempenho catalitico foi ligeiramente inferior a LPP e LRM que obtiveram similares valores de
conversao da ordem 38%. Dentre elas, maxima conversao de 41,5 + 5,1% foi obtido para LPF, a
segunda lipase com maior custo empregada neste estudo (RS 27,0/g de extrato em pd).

O desempenho catalitico destas lipases foi também avaliada pela produtividade que
expressa o numero de unidades de atividade necessario para catalisar a conversdo de 1 umol de
acido galico por hora de reacdo. De acordo com a Figura 2B, as lipases LPF e LPP apresentaram
valores similares de produtividade da ordem de 25 umoles/h.U.

As preparacoes de lipases testadas neste estudo sdo disponiveis comercialmente como
formulacgées liquidas (solucdes) ou em po (Tabela 1). As fontes de obtencdo destas lipases sdo
bastante diversas (fontes fungicas, bacterianas e animal) e suas atividades cataliticas sdo bastante
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distintas devido as suas diferentes estruturas tercidrias e especificidades que influenciam em suas
propriedades cataliticas em uma determinada reacdo (Basso & Serban, 2019; Almeida et al., 2021).
Além disso, estas formula¢cdes contém em suas composicées diferentes compostos como
carboidratos, proteinas e alcoois que atuam como preservantes de suas estruturas nativas que
também interferem fortemente em suas propriedades cataliticas (Bassi et al., 2016).

Embora a mesma atividade catalitica, em termos de atividade hidrolitica, tenha sido
oferecida nos diferentes sistemas reacionais (1000 U), é possivel notar a forte influéncia do tipo de
lipase testada na produgdo de galato de isoamila. Estes diferentes resultados obtidos confirmam a
influéncia do tipo de lipase em reacdes de sintese devido as suas diferentes propriedades
cataliticas, origem e composicdo como a presenca de agentes preservantes (sais, carboidratos e
polidis) em suas formulagdes que influenciam suas atividades cataliticas (Persson, Mladenoska,
wehtje & Adlercreutz, 2002).

Estes resultados mostram claramente que a aplicacdo da lipase LPP é mais vantajosa por se
tratar da lipase com menor custo testada no presente trabalho e satisfatdria atividade catalitica.
De fato, a lipase LPP tem sido amplamente empregada na producdo industrial de enantibmeros
para as industrias de quimica fina e farmacéutica (Mendes, Oliveira & Castro, 2012). Neste sentido,
estes resultados podem contribuir para a ampliacdo de sua aplicacdo em outros processos
industriais visto que a producdo de ésteres de acido galico ainda é preferencialmente realizada
pela rota quimica empregando catalisadores homogéneos como acidos inorganicos (HCIO4, HClI,
H.SO4) e temperaturas de reacao entre 50°C e 100°C (Nguyen et al., 2021). Este estudo mostra
gue é possivel a adog¢do de um processo menos agressivo e ambientalmente correto usando uma
lipase de baixo custo na producdo de ésteres lipofilicos como galato de isoamila, pois foram
requeridas condi¢des brandas de temperatura (40°C).

De acordo com os resultados obtidos, a lipase LPP foi a selecionada como a lipase mais
interessante na producdo do éster devido a satisfatoria atividade catalitica e menor custo quando
comparados com a lipase Pseudomonas fluorescens — LPF, que também obteve valores
significativos e satisfatérios com maximos de porcentagem de conversdo (41,5 + 5,1%), porém
com um custo quase 6 vezes maior — RS 27,0/g e RS 4,7/g de preparagdo enzimatica.

3.1.2 Influéncia da temperatura

A temperatura é outro fator que pode influenciar a esterificacdo enzimatica, negativa ou
positivamente. De um lado, as altas temperaturas podem prejudicar a estabilidade ou inativar as
enzimas, por isso deve-se levar em consideracao a temperatura 6tima do biocatalisador. Por outro
lado, o aumento da temperatura pode reduzir a viscosidade da mistura, aumentar a solubilidade
de reagentes e melhorar o processo de difusdo dos substratos, favorecendo, assim, a transferéncia
de massa e a interacdo entre a enzima e moléculas dos materiais de partida (Lerin et al., 2012; Lage
et al,, 2016; Lima, Peres & Mendes, 2018).

Portanto, a dependéncia da temperatura na reacdo de esterificacdo foi determinada na
faixa entre 35 e 60°C, e os resultados sdo apresentados na Figura 3. As demais condi¢Ges foram
fixadas em razdo estequiométrica de acido e alcool (1:1 — 250 mM de cada reagente em meio de
terc-butanol), e 1000 U de atividade para as lipases selecionadas (que correspnde a 0,12 g de lipase
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de LPF e 0,19 g de LPP no meio de reacdo) e agitacdo mecanica de 240 rpm. O tempo de reacdo foi
fixado em 4h nas condi¢Ges descritas acima.

De acordo com o ensaio preliminar (Figuras 2A e 2B), as lipases selecionadas com melhor
desempenho catalitico foram Pseudomonas fluorescens (LPF) e lipase de pancreas de porco (LPP),
onde ambas apresentaram valores similares de produtividade da ordem de 25 pumoles/h.U.

60
| LPP u
s0 2 LPF Z /
w  m I E F
2 ap
o v
()]
=
o 20
(@)
10 -
0

35 40 45 50 55 60
Temperatura (°C)

Figura 3: Efeito da temperatura de rea¢do na produgao de galato de isoamila catalisada por LPP (A) e LPF (B) em
meio de terc-butanol. As reagées foram conduzidas empregando razao estequiométrica de acido e alcool (250 mM
de cada reagente), agitagdo mecanica de 240 rpm, 1000 unidades de atividade hidrolitica de cada lipase (0,12 g de
LPF e 0,19 g de LPP) e 4 h de reacio.

Na Figura 3, observa-se que num periodo de 4h de reagdo, o aumento de temperatura
de.35°C a 40°C aumentou a conversdo do acido de 28% para quase 40% empregando LPP como
biocatalisador. Apds, foi observada similar conversdo. Por outro lado, o aumento de temperatura
de 35°C para 55°C elevou a porcentagem de conversdao do acido, como esperado, para a reacao
catalisada por LPF. Na faixa de temperatura entre 55 e 60°C, a conversao do acido foi da ordem de
50% para LPF. Neste contexto, testes subsequentes com estas duas preparagdes de lipases foram
conduzidos a 40°C para LPP e 55°C para LPF.

3.1.3 Influéncia da concentragdo de lipase

Em seguida, foram realizados ensaios da influéncia da concentracdo das lipases na faixa de
250 U a 2000 U com o propdsito de estabelecer a quantidade minima necessaria de biocatalisador
necessaria para obter maxima producdo do éster. Estes ensaios foram conduzidos empregando
razdo estequiométrica de acido galico e alcool isoamilico (razdo molar 1:1 — 250 mM de cada
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reagente em meio de terc-butanol) temperatura de 40°C para LPP e 55°C para LPF, agitacdo
mecanica de 240 rpm e tempo de reacdo de 2 h.

De acordo com os dados obtidos sumarizados na Figura 4, o aumento da concentracdo de
enzima de 250 U para 1000 U elevou a porcentagem de conversdao para ambos os sistemas de
reagao. Como esperado, o aumento da concentragdo de lipase aumenta o nimero de sitios ativos
disponiveis no meio de reagao para a formac¢do do produto (galato de isoamila). Nestas condigdes,
maxima porcentagem de conversao do 4cido da ordem de 43% e 50% foi obtida para LPP e LPF,
respectivamente. Entretanto, concentracdes de lipase acima de 1000 U diminuiram a atividade
catalitica, visto que o catalisador pode ter sido dissolvido no meio em que ocorreu a rea¢ao ou por
intermédio de uma interface como a adsorc¢do dos seus reagentes, promovendo a reducdo da acao
dos catalisadores que pode ser observado nos dois sistemas de reacao (LPP e LPF). Este decréscimo
de atividade catalitica foi mais expressivo para a LPP. Estes resultados podem ser devido a forte
agregacao das lipases por adsor¢do de agua produzida na reagao que pode reduzir drasticamente
a transferéncia de massa para os sitios ativos da enzima e/ou inativacdo da estrutura dimensional
das lipases pelo acumulo dos materiais de partida em seu microambiente — inativacdo dos
biocatalisadores por adsorcdo de moléculas de reagentes que promovem a formacao de gradientes
de pH entre seus microambientes e o sistema reacional (Lage et al., 2016; Lima et al., 2018). Dessa
forma, ensaios subsequentes para a avaliacgdo do efeito da razdo molar acido:alcool foram
realizados empregando 1000 U de atividade hidrolitica para ambas as lipases (LPP e LPF).

60 _
Il LPP 2
5042 LPF T / -
' ) _
404
s |
g 7
‘§ 304 1 l
£ T
[<5) 4 T
= 20 7 :
S 1 A
10 -
o)

250 500 750 1000 1500 2000
Concentracao de lipase (U)

Figura 4: Efeito da concentracao de lipase na produgao de galato de isoamila em meio de terc-butanol. As reacoes
foram conduzidas empregando razdo estequiométrica de acido e alcool (250 mM de cada reagente), agitagdo
mecanica de 240 rpm, temperatura de 40°C para LPP e 55°C para LPF e 2 h de reagdo.
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3.1.4 Estudo da influéncia da razéo molar

Foi também avaliada a influénia da razdo molar dacido:dlcool na producdo do éster
mantendo-se fixa a concentracdo de acido galico no meio de reacdo (250 mM). As diferentes razdes
molares acido:alcool avaliadas foram 1:1; 1:1.25; 1:1.5 e 1:2 (4cido:alcool). Este parametro foi
estudado porque o excesso de um dos materiais de partida no meio de rea¢ao pode deslocar o
equilibrio quimico para a dire¢ao da formagao do produto (Lage et al., 2016; Carvalho, Luiz,
Ferndez-Lafuente, Hirata & Mendes, 2021). Com o intuito de obter sistemas de reagdo com
completa solubilizacdo do acido galico nas condices de ensaio (temperatura entre 40°C e 55°C em
meio de terc-butanol), optou-se trabalhar com excesso de alcool isoamilico (liquido nas
temperaturas de processo). Estas reacdes foram conduzidas com agitacdo mecanica de 240 rpm,
temperatura de 40°C para LPP e 55°C para LPF e 2 h de reacdo e 1000 U de atividade para cada
enzima (0,12 g de LPF e 0,19 g de LPP). Os resultados obtidos estdao sumarizados na Figura 5.
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Figura 5: Efeito da razao molar acido:alcool na producao de galato de isoamila em meio de terc-butanol. As rea¢des
foram conduzidas empregando concentragdo fixa de acido (250 mM), agitacdo mecanica de 240 rpm, temperatura
de 40°C para LPP e 55°C para LPF e 2 h de reacao.

De acordo com os resultados obtidos, maxima conversdo do acido da ordem de 43% e 55%
apos 2h de reacdo catalisada por LPP e LPF foram obtidos, respectivamente. Por outro lado, as
reacGes conduzidas com excesso de alcool resultaram em decréscimo na conversdo. O aumento
na quantidade de alcool pode causar um efeito contrario, diminuindo a conversao devido a sua
interacdo com a camada de hidratacao presente na superficie das enzimas, provocando alteragdes
na estrutura proteica da enzima e resultando em inibicdo e reducdo da atividade enzimatica (S4 et
al., 2017). O decréscimo de produgdo de ésteres com o aumento de uma dos materiais de partida
no meio de reacdo tem sido observado em outros estudos realizados em nosso grupo de pesquisa
(Bassi et al., 2016; Lage et al., 2016; Lima et al., 2018; Carvalho et al., 2021). Dessa forma, testes
posteriores para a avaliacdo do efeito do tempo de reacdo na producdo do éster foram conduzidos
em razoes equimolares dos materiais de partida (1:1 — 250 mM de cada reagente).
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3.1.5 Estudo da influéncia do tempo na sintese enzimdtica de galato de isoamila

Por fim, foi avaliado o efeito do tempo de reacdo na producdo de galato de isoamila nas
condicdes que maximizam a reacdo determinadas acima: agitagdo mecanica 240 rpm, 1000 U
unidades de atividade enzimatica, temperaturas de 55°C para (LPF) e 40° C para (LPP), razdo molar
1:1 (250 mM de cada reagente em meio de terc-butanol).

Na Figura 6, pode observar que as lipases de Pseudomonas fluorescens (LPF) apresentou
um melhor empenho catalitico num periodo de tempo de 105 min (conversao da ordem de 55 %)
e a de pancreas de porco (LPP) em 90 min (conversdao da ordem de 42%). Com base nestes
resultados, pode-se observar que estas lipases sdo promissoras para a producdo de um éster de
interesse industrial.
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Figura 6: Efeito do tempo de reagdo na producao de galato de isoamila em meio de terc-butanol catalisada por LPF
e LPP. As reagdes foram conduzidas empregando razdo estequiométrica de acido e alcool (250 mM de cada
reagente), agitagdo mecanica de 240 rpm, e temperatura de 40°C para LPP e 55°C para LPF.

4. CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos, LPP foi selecionada como a lipase mais interessante
na producdo do éster devido a sua satisfatéria atividade catalitica e menor custo quando
comparados com LPF que possui um custo quase 6 vezes maior — RS 27,0/g e RS 4,7/g de
preparacao enzimatica. A melhor temperatura selecionada foi de 55°C para Pseudomonas
fluorescens (LPF) e 40° C para a lipase de pancreas de porco (LPP).

Ficou evidenciado que a razao molar acido:alcool 1:1 foi a melhor razdo molar ja que
apresentou uma conversao de 50,7% de conversdo, quando comparada com as demais razdes
molares testadas.
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A melhor influéncia de tempo para a lipase Pseudomonas fluorescens (LPF) foi de 90 min e
para a lipase de pancreas de porco (LPP) 105 min.
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