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LIPASE IMMOBILIZATION IN SODIUM CASEINATE/GLYCEROL FILM: APPLICATION IN ESTER SYNTHESIS. Lipases from
different sources were immobilized in sodium caseinate/glycerol film and used in the esterification reactions of aliphatic acids with

alcohols in the presence of organic solvents. Lipases from Pseudomonas sp and Rhizopus oryzae were selected and the influence of

several parameters was analyzed, including: lipase loading, organic solvent polarity, reaction temperature, chain length of alcohol and

acid and enzyme/support reuse. For comparison, free enzymes were used under similar experimental conditions.
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INTRODUCAO

As enzimas apresentam vdrias propriedades que as tornam atra-
tivas como catalisadores para biotransformacdes, destacando-se o
uso na industria quimico-farmacéutica. Estas proteinas sdo
catalisadores versateis, existindo em geral um processo enzimatico
equivalente para cada tipo de reacdo orgénica'”.

A partir da década 80 tem sido observado um interesse crescen-
te no desenvolvimento de técnicas de imobilizacdo de enzimas e/ou
microrganismos, visando minimizar os efeitos causados pelo seu
uso em ambientes adversos, tais como solventes organicos, varia-
¢oes no pH e/ou altas temperaturas'*. A imobiliza¢do do
biocatalisador em um suporte, sem prejuizo de sua atividade por
um periodo razodvel de tempo, pode assegurar sua repetida utiliza-
¢do ou mesmo o uso em reatores continuos, resultando em econo-
mia nos processos industriais. Assim, de modo geral, a utilizacio
de materiais imobilizados além de diminuir o custo por andlise,
aumenta a rapidez e a exatiddo do processo*®.

Um dos fatores que sempre deve ser considerado na utilizacao
de um determinado sistema de imobilizac¢do € o tipo de interacio
entre o suporte e o biocatalisador, que pode influenciar diretamente
na estabilidade e nos efeitos cinéticos da catdlise'**. Os processos
de imobiliza¢do podem ocorrer por adsor¢do ou liga¢do da enzima
em um material insolivel, pelo uso de um reagente multifuncional
através de ligagdes cruzadas'®!!, por confinamento em matrizes for-
madas por géis poliméricos'>!"3, por encapsulagio em membranas
poliméricas'>'* e em micelas reversas'>'¢.

Outra técnica também utilizada, apesar de ndo manter uma bar-
reira fisica entre a enzima e o meio reacional, € o sistema bi ou
trifdsico. Pesquisas recentes tém demonstrado a utilizacdo de novos
materiais para imobiliza¢do de enzimas, destacando-se os liquidos
ionicos com formagdo de sistemas trifdsicos!’?!, as nanoparticulas
de silica funcionalizada e nanocompdsitos de silica-ouro®>.

Duas das técnicas de imobilizagdo mais utilizadas séo, prova-
velmente, as de inclusdo ou microencapsulacdo através do
confinamento dos biocatalisadores em polimeros insoldveis (for-
mando filmes), ou em microcdpsulas. Uma das principais vanta-
gens da utiliza¢@o destas técnicas € que a enzima ndo interage qui-
micamente com o polimero, evitando a desnaturagdo da mesma*®'2.

*e-mail: graca@qmc.ufsc.br

Diversos polimeros sintéticos e naturais tém sido utilizados, desta-
cando-se o poli(6xido de etileno)®, poli(dlcool vinilico)'*?,
carboximetilcelulose'>'?, alginato de sédio” e quitosana®.

A utilizacdo de filmes produzidos a partir de proteinas ou
polissacarideos tem contribuido para que haja um aumento da
biocompatibilidade entre suporte e biocatalisador, criando um micro-
ambiente favordvel e mantendo, desta forma, a atividade
enzimdtica'?. Dentre as vantagens de se utilizar estes biofilmes em
sintese organica, destacam-se suas boas propriedades mecanicas,
resisténcia a solventes de baixa polaridade, hidrofilicidade,
atoxicidade e o fato de serem biodegraddveis e de baixo custo®.

Os filmes de polissacarideos podem ser obtidos a partir de deri-
vados hidrossoliveis de celulose, amido, pectina, alginatos,
carragena, dextrinas e outras gomas. Os filmes protéicos podem ser
produzidos a partir de proteinas miofibrilares de peixe ou carne ou
do gliten de trigo, zeina do milho, proteina de soja, coldgeno,
ovalbumina, proteinas do soro do leite, caseina e caseinatos®.

Virias pesquisas vém sendo desenvolvidas no que se refere aos
estudos das propriedades do gel ou filme de caseinato de sédio (CS)
e, em especial, com aplica¢do em alimentos*. Este biopolimero é
um sal de sédio derivado da caseina, principal proteina existente no
leite de vaca, que precipita a pH 4,6 a 20 °C¥.

Neste trabalho foi empregado o filme de caseinato de sédio (CS)
com glicerol (G), como suporte para imobilizacdo de lipases. Fo-
ram avaliados diversos pardmetros em reagdes de esterificacdo de
acidos e élcoois alifaticos com as lipases livres ou imobilizadas no
filme de CS/G. Estes incluiram o uso de lipases de diversas proce-
déncias e atividades, solvente organico, massa de lipase, imobiliza-
¢do simultanea de duas lipases, temperatura, influéncia da cadeia
alquilica do 4cido e dlcool, reuso e tempo de estocagem.

PARTE EXPERIMENTAL
Lipases, reagentes e solventes

Como biocatalisadores, foram utilizadas as lipases de
Pseudomonas sp. (LPS -30.000 u/g), Rhizopus oryzae (LRO —
150.000 u/g), Mucor javanicus (LMJ — 10.000 vu/g), Aspergilus
niger (LAN — 120.000 u/g) e de Candida rugosa (LCR — 30.000
u/g) da Amano Enzyme Inc. e as de Thermomices lanuginosus
(LTL - 100.000 u/g) e Mucor miehei (LMM — 5-6BAUN/g) da
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Novozymes A/S. Os solventes n-hexano, diclorometano, éter
etilico, acetato de etila, acetona, etanol, acetonitrila, cicloexano
e 1,4 dioxano foram adquiridos da Grupo Quimica; o éter metil-
t-butilico (MTBE) da Tedia Company, Inc.; e o tolueno da F. Maia
Ind. e Com. Ltda. Os dlcoois n-hexanol, n-decanol, n-octanol e
os acidos estedrico, palmitico e hexandico foram obtidos da Sigma
Chemical CO; os 4cidos céprico, octandico da Aldrich Chemicals
CO; o n-pentanol e n-dodecanol da Vetec Quimica Fina Ind. e
Com. Ltda.; o n-propanol da Nuclear—Casa da Quimica Ltda; o
n-octanol da General Purpose Reagent; o ciclo-hexanol da Riedel-
d-Haén AG, e o glicerol foi obtido da Reagen — Quimibras Industria
Quimica S.A.. O caseinato de sédio foi fornecido pela Tatua CO-
OP Dairy Ltda. Todos os solventes e reagentes foram adquiridos
com grau de pureza analitica (PA).

Imobilizacio das lipases no filme de caseinato de sédio/
glicerol (CS/G)

O filme de caseinato de sédio (CS/G) foi preparado pesando-
se 1,5 g do sal de caseinato comercial e 0,5 g de glicerol, em um
béquer de 50 mL. Adicionaram 15 mL de dgua destilada e a mistu-
ra foi mantida sob agitacdo magnética por 2 h. A seguir, adiciona-
ram-se quantidades variadas de lipases (0-100 mg). O sistema foi
agitado por mais 10 min. A mistura foi transferida para uma placa
de Petri e o solvente evaporado a temperatura ambiente por 24 h,
obtendo-se o filme com a enzima imobilizada. Este foi cortado em
pedagos de aproximadamente 2 mm e utilizado nas reacdes de
esterificagdo.

Reacio de esterificacao

Lipases de diferentes fontes imobilizadas em filme de CS/G
foram transferidas para um erlenmeyer contendo quantidades
equimolares do dcido e dlcool (5 mmol). As reacdes de esterificacio
foram realizadas nas temperaturas de 25 a 50 °C, por 24 h, sob
agitacdo constante em banho tipo Dubnoff. Nos experimentos de
reutilizac@io, ap6s 24 h de reagdo, a mistura reacional foi decanta-
da e o sistema enzima/filme lavado com 25 mL de n-hexano por
vdrias vezes, até que todos os reagentes e produtos fossem retira-
dos do filme. Para os estudos de estocagem, os filmes foram man-
tidos a -18 °C por 4, 46, 77 e 144 dias. Apés este tempo de
estocagem e estabilizagdo a temperatura ambiente, quantidades
equimolares dos substratos (5 mmol) foram novamente adiciona-
das e os sistemas colocados em banho termostatizado por mais 24
h, sob agitacao.

Determinacio das conversdes em éster

A formagdo dos produtos foi acompanhada por cromatografia
de camada delgada (CCD) durante o decorrer da reacdo, utilizando-
se como fase estaciondria silica gel (60HF 254 da Merck) e como
eluente uma mistura n-hexano/acetato de etila (9:1v/v). Apés 24 h
de reag@o, foram retiradas aliquotas e o grau de conversdo em pro-
duto obtido foi avaliado por analises de ressonancia magnética nu-
clear de hidrogénio (RMN-'H), por comparacdo da drea dos picos
referentes aos hidrogénios metilénicos ligados ao carbono da
hidroxila do dlcool (centrado em 3,5 ppm) com a dos hidrogénios
metilénicos do carbono ligado ao oxigénio da carbonila do éster
(centrado em 4,1 ppm para os ésteres alifaticos). Os espectros de
RMN-'H foram obtidos em um espectrometro Bruker AC 200 MHz,
com tetrametilsilano (TMS) como referéncia interna e cloroférmio
deuterado (CDCI,, Cambridge Isotope Laboratories, Inc.) como
solvente.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
Selecio das lipases

Lipases de diferentes fontes e procedéncias foram imobiliza-
das em filme de caseinato de sédio/glicerol (CS/G) e estes siste-
mas utilizados como catalisadores na reagdo de esterificacdo do
4cido oleico com n-pentanol, em n-hexano (Tabela 1). Este solvente
foi selecionado para os estudos iniciais por ter apresentado bons
resultados em vdrias outras reacoes biocatalisadas por lipases!'®203,

Tabela 1. Conversdo em oleato de n-pentila catalisada por lipases
de diferentes procedéncias, na forma livre e imobilizada, em filme
de caseinato de sédio/glicerol

Entrada Fonte da lipase Sigla Conversao* (%)
Livre Lipase/CS/G
1 Pseudomonas sp. LPS 63 66
2 Termomyces lanuginosus ~ LTL 38 45
3 Rhizopus oryzae LRO 13 41
4 Mucor miehei LMM 40 13
5 Mucor javanicus LMJ 41 11
6 Candida rugosa LCR 43 n.d.b
7 Aspergilus niger LAN n.d. n.d.

(a) determinada por RMN-'H; condigdes: solvente n-hexano (25
mL), 4cido oleico (5 mmol), n-pentanol (5 mmol), lipase (100 mg),
35 °C, 24 h; (b) n.d. ndo detectado.

As conversoes em oleato de n-pentila foram dependentes da pro-
cedéncia das lipases e da forma utilizada na reagdo (livre ou imobi-
lizada em filme de CS/G). Os valores mais elevados de conversiao
foram obtidos com a lipase de Pseudomonas sp. tanto na forma livre
como imobilizada, da ordem de 63 e 66%, respectivamente.

Usando as lipases de 7. lanuginosus e R. oryzae imobilizadas,
as conversdes obtidas, de 45 e 41%, foram superiores aquelas apre-
sentadas pelas lipases na forma livre, sendo da ordem de 38 e 13%,
respectivamente.

Conversoes satisfatérias foram também obtidas com a utilizagio
da lipases de M. miehei, M. javanicus e C. rugosa na forma livre,
atingindo respectivamente 40, 41 e 43%, valores esses superiores
aos obtidos com estas lipases imobilizadas. A redug@o nos valores
de conversio pode estar relacionada com interagdes desfavordveis
entre os residuos laterais de aminodcidos destas lipases com o filme
de CS/G, alterando a estrutura tridimensional, ou ainda devido a
dificuldade de acesso dos substratos ao sitio catalitico das mesmas.

Quando a lipase de A. niger foi usada como biocatalisador na for-
ma livre ou imobilizada, ndo houve formagdo do produto. Resultados
andlogos foram observados por Dalla-Vechia ef al.”® na esterificacdo
do 4cido ldurico com n-pentanol, catalisada por lipases de diferentes
fontes imobilizadas em filmes de carboximetilcelulose (CMC) e
poli(dlcool vinilico) (PVA). As conversdes em laurato de n-pentila
variaram dependendo da fonte da lipase e do suporte utilizado®.

Os dados obtidos neste trabalho também mostraram que a utiliza-
¢do de lipases de procedéncias diversas pode conduzir a resultados
diferentes. Portanto, a partir dos melhores resultados obtidos nestes
experimentos preliminares, as lipases de Pseudomonas sp., T.
lanuginosus e R. oryzae foram selecionadas para estudos posteriores.

Efeito do solvente
Inicialmente, avaliou-se a estabilidade macroscépica do filme

de CS/G em n-heptano, n-hexano, cicloexano, tolueno, diclorometano,
t-butanol, MTBE, éter etilico, acetona e acetonitrila, por 24 h a tem-
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peratura ambiente. Apés este periodo, ndo foram observadas mu-
dangas macroscdpicas na maleabilidade e resisténcia destes filmes.

Para avaliar a influéncia do solvente organico, a lipase de
Pseudomonas sp. foi imobilizada em filme de CS/G e este sistema
foi usado como biocatalisador na esterificagdo do acido oleico com
n-pentanol e n-propanol em solventes organicos de diferentes po-
laridades (4,00 < log P > -0,33). Os resultados obtidos estdo apre-
sentados na Tabela 2.

Tabela 2. Efeito do solvente organico na conversdo em oleatos de
n-pentila e n-propila catalisada pelos sistemas LPS/CS/G

Solvente* log P* Conversao® (%)
(d) (e)
Heptano 4,00 58 53
Hexano 3,50 24 55
Cicloexano 3,20 31 60
Tolueno 2,50 39 n.d.f
Diclorometano 1,50 6 n.d.
t-Butanol 1,45 8 10
MTBE 1,43 8 35
Eter etilico 0,83 n.d. n.d.
Acetona -0,23 8 n.d.
Acetonitrila -0,33 17 35

(a) 20,0 mL; (b) logaritimo do coeficiente de particdo octanol/dgua;
(c) determinada por RMN-'H; condigdes: 35 °C, 24 h; (d) dcido
oleico (5 mmol), n-pentanol (5 mmol), LPS (10 mg)/CS/G; (e) 4cido
oleico (5 mmol), n-propanol (5 mmol), LPS (50 mg)/CS/G; (f) n.d.
ndo detectado.

O log P, definido como logaritmo do coeficiente de parti¢do do
solvente no sistema octanol/dgua®, é o pardmetro mais
freqlientemente utilizado para descrever quantitavamente o efeito
do solvente em reagdes catalisadas por enzimas. Segundo Laane
et al.¥ os solventes que possuem log P < 2 sdo hidrofilicos, ndo
sendo adequados para biocatdlise porque alteram fortemente a
interacdo dgua/biocatalisador, tornando-o inativo ou ocasionando
a desnaturag@o. Os solventes com log P entre 2 e 4 sdo também
hidrofilicos, mas perturbam menos a interagao dgua/biocatalisador.
Os solventes com log P acima de 4 sdo hidrofébicos, ndo alteram
estas interagdes e deixam o biocatalisador no seu estado ativo.

Os resultados obtidos neste trabalho, em geral, corroboram com
os de Laane et al.* mostrando que a converséo a produto foi depen-
dente do solvente organico e, também, da massa de lipase. Os
solventes com log P acima de 2,50, ou seja, os menos polares, foram
os mais eficientes na catalise enzimatica, formando os oleatos de n-
pentila e de n-propila com conversdes entre 24-58% e 53-60%, res-
pectivamente. Usando solventes com log P menores que 2,50, ou
seja os mais polares, os produtos foram obtidos em menores conver-
soes (0-17% para o oleato de n-pentila e 0-35% para o oleato de n-
propila). A baixa conversdo em éster nos solventes mais polares deve-
se provavelmente ao fato destes retirarem a camada de dgua essenci-
al ao redor da enzima, causando distor¢do na conformagdo nativa e,
portanto, alterando a atividade catalitica do biocatalisador'®3%.

Deve-se salientar que com a acetonitrila, apesar de ser o
solvente mais polar (log P -0,33), as conversdes em oleatos de n-
pentila e n-propila, 17 e 35% respectivamente, foram maiores que
com os outros solventes polares, tais como acetona ou éter etilico
(<10%). Este resultado € interessante, considerando-se que mui-
tos substratos s@o insoldveis em solventes pouco polares, poden-
do assim a acetonitrila também ser utilizada em reagdes
biocatalisadas.

Quim. Nova

Efeito da massa de lipase

O efeito da quantidade de biocatalisador no porcentual de con-
versdo em oleato de n-pentila foi estudado variando-se de 0-100
mg a massa das lipases de Pseudomonas sp. (LPS) e R. oryzae
(LRO) imobilizadas em filme de CS/G. Os resultados obtidos sdo
mostrados na Figura 1.
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Figura 1. Efeito da variacdo de massa de LPS (A) e LRO (B) imobilizadas
em filme de CS/G na porcentagem de conversdo enzimdtica em oleato de
n-pentila. [dcido oleico (5 mmol), n-pentanol (5 mmol), n-hexano (25 mL),
35°C, 24 h]

Este estudo mostrou que a lipase de Pseudomonas sp. foi mais
efetiva que a R. oryzae. A andlise dos dados mostrou que em 24 h
de reagdo ocorreu um aumento da conversdo com o aumento da
massa de LPS e LRO utilizada. Com a LPS, a partir de 50 mg a
conversdo foi constante, mantendo-se préxima a 60%, indicando
que o numero de sitios disponiveis € suficiente para a quantidade
de substrato utilizado. Com a LRO, independente da massa de lipase,
as conversdes foram menores e variaram de 43 a 49%. Utilizando-
se LPS e LRO ndo imobilizadas, as conversdes em éster foram
menores. Com 50 mg de LPS a conversdo foi de 33% e ndo houve
formagd@o de produto com a LRO, nas mesmas condic¢des. Estes
resultados salientam os efeitos positivos da imobilizagdo e confor-
me serd discutido posteriormente estes sistemas podem ser estoca-
dos e reutilizados, sendo esta mais uma vantagem do método.

A partir destes dados, nos estudos subseqiientes foram utiliza-
dos preferencialmente 50 mg de enzima, o que corresponde a apro-
ximadamente 2% em massa nos suportes.

As lipases de Pseudomonas sp. e de R. oryzae foram imobili-
zadas simultaneamente em quantidades varidveis em filme de CS/
G, para avaliar se havia ou ndo um efeito aditivo, e estes sistemas
foram usados como catalisadores na reacdo de esterificacdo do 4cido
oleico com n-pentanol. Cada sistema foi preparado mantendo-se
constante a massa total, em diferentes propor¢des das duas lipases.
Quando dois ou mais biocatalisadores sdao usados simultaneamen-
te na forma livre ou imobilizados no mesmo suporte, emprega-se o
termo “coquetel enzimdtico”**#!. Os resultados de conversdo em
éster estdo apresentados na Tabela 3.

As conversdes em éster foram de 47-60% e pode-se observar
que com a imobilizacdo simultanea destas lipases ndo houve vari-
acdo marcante na formagdo do produto. Contudo, ao utilizar 50%
de cada lipase, a conversdo foi de 52%, sendo um pouco superior a
obtida com apenas 25 mg de LPS que ¢ da ordem de 45% (valor
obtido da Figura 1), mostrando uma pequena contribui¢@o da lipase
de R. oryzae.

Embora estes dados nido sejam muito satisfatérios, ndo ¢
excludente que a imobilizacio simultinea de lipases de outras pro-
cedéncias e em diferentes suportes possam conduzir a resultados
mais relevantes.
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Tabela 3. Efeito da imobilizacdo simultanea de duas lipases na
conversdo em oleato de n-pentila

Massa da Lipase (mg) Conversao®* (%)

LRO LPS

0 50 60
10 40 53
20 30 55
25 25 52
30 20 49
40 10 49
50 0 47

(a) determinada por RMN-'H; condigdes: solvente n-hexano (25
mL), dcido oleico (5 mmol), n-pentanol (5 mmol), 35 °C, 24 h.

Influéncia da temperatura

Investigou-se o efeito da temperatura na reacdo de esterificagcdo
do 4cido oleico com n-pentanol catalisada pelas lipases de
Pseudomonas sp., T. lanuginosus e R. oryzae imobilizadas em fil-
me de CS/G e pela LPS livre, a 25, 30, 35, 40 e 50 °C (Figura 2).
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Figura 2. Influéncia da temperatura na conversdao em oleato de n-pentila
catalisada por LPS livre (\), LPS/CS/G (A), LTL/CS/G (O) e LRO/CS/G
(M). [dcido oleico (5 mmol), n-pentanol (5 mmol), n-hexano (25 mL), lipases
(50 mg), 24 h]

As maiores conversdes em éster foram obtidas quando a lipase
de Pseudomonas sp. foi utilizada, ndo sendo observadas diferencas
marcantes ao utiliza-la nas formas livre ou imobilizada. Os valores
variaram de 52 a 72%, na faixa de temperatura estudada. Utilizan-
do as outras lipases imobilizadas, as conversdes variaram de 16-
41% e de 21-45% com os sistemas LRO/CS/G e LTL/CS/G, respec-
tivamente. Com os sistemas LPS/CS/G, LTL/CS/G e LRO/CS/G, as
maiores conversdes foram obtidas entre 30 e 35 °C, sendo de 66, 45
e 41%, respectivamente. Com a LPS na forma livre, a maior con-
versdo foi obtida a 25 °C, sendo de 72%. Estes resultados sdo tam-
bém concordantes com os valores citados para as temperaturas Oti-
mas destas lipases*!*2.

Embora boas conversdes tenham sido obtidas acima de 40 °C
com a lipase de Pseudomonas sp. na forma livre e com o sistema
LPS/CS/G, nido € recomendada sua utilizagdo nestas condigdes,
pois pode ocorrer desnaturacdo da lipase, além da evaporagdo do
solvente organico. Com esta lipase foi também observado um pe-
queno aumento na conversdo a éster apds a imobiliza¢do, mostran-
do o efeito de prote¢do do biocatalisador neste suporte.

Influéncia do comprimento das cadeias alquilicas do acido e
alcool

Neste estudo foi avaliado o efeito do comprimento das cadeias
alquilicas de 4cidos e dlcoois nas reagdes de esterificacdo catalisadas
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pela lipase de Pseudomonas sp. imobilizada no filme de CS/G.

Primeiramente, realizou-se a reag¢do do dcido oleico com os
alcoois alquilicos de cadeia normal, tais como n-propanol (C3), n-
pentanol (C5), n-hexanol (C6), n-octanol (C8), n-decanol (C10),
n-dodecanol (C12) e n-octadecanol (C18). Os resultados obtidos
estdo apresentados na Figura 3.
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Figura 3. Efeito do comprimento da cadeia do dlcool na porcentagem de
conversdo enzimdtica em oleatos de n-alquila. [dcido oleico (5 mmol), dlcool

(5 mmol), LPS (50 mg)/1,5 g filme CS/G, n-hexano (25 mL), 30 °C, 24 h]

Observou-se que os melhores resultados foram obtidos nas re-
acdes nas quais foram utilizados os dlcoois de cadeias alquilica
contendo trés e cinco carbonos, obtendo-se os produtos com con-
versdes de 55 e 72%, respectivamente. Ao utilizar o n-hexanol, n-
octanol, n-decanol e n-dodecanol, as conversdes em éster foram de
30, 23, 25 e 25%, respectivamente. Na reag¢@o do dcido oleico com
n-octadecanol ndo foi detectada formagdo do produto. Estes resul-
tados podem estar associados a efeitos estéreos devido ao aumento
da cadeia alquilica e a dificuldade de acesso destes dlcoois ao sitio
ativo da enzima*.

Posteriormente, foram estudadas as reagdes de esterificacdo de
4cidos de cadeias alquilicas com tamanhos variados. Foram usa-
dos os acidos metandico (C1), butandico (C4), hexandico (C6),
octandico (C8), caprico (C10), laurico (C12), miristico (C14),
palmitico (C16) e estedrico (C18) com o n-pentanol, e a reagdo foi
catalisada pela LPS imobilizada em filme de CS/G. Os resultados
estdo apresentados na Figura 4.
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Figura 4. Efeito do comprimento da cadeia alquilica na porcentagem de
conversdo enzimdtica na reagdo de esterificagdo de dcidos graxos com n-
pentanol. [dcido carboxilico (5 mmol), n-pentanol (5 mmol), 50 mg LPS/
1,5 g filme CS/G, 25 mL n-hexano, 30 °C, 24 h]

Os resultados mostraram uma influéncia moderada da cadeia
alquilica dos 4cidos insaturados na conversdo aos correspondentes
ésteres. As conversdes aumentaram com o aumento da cadeia dos
acidos, sendo que o maior valor (66%) foi obtido na reagdo de
esterificacdo do 4cido miristico (C14). Este resultado pode ser ex-
plicado considerando-se que os 4cidos de cadeia alquilica menor
tendem a inibir a atividade catalitica das lipases através da reacdo
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com o residuo da serina no sitio ativo, formando os produtos em
menores conversdes*®. Deve-se também considerar que estes 4aci-
dos podem interagir com a micro-camada aquosa das lipases, cau-
sando diminui¢do ou perda da atividade'*#.

Na reac@o dos 4cidos palmitico (C16) e estearico (C18) com n-
pentanol, as conversdes foram um pouco menores que a obtida para
0 dcido miristico (66%), sendo de 62 e 52%, respectivamente. Deve-
se considerar a influéncia dos efeitos estéreos causados pelo au-
mento da cadeia alquilica, dificultando a formagdo do complexo
acil-enzima, que € a primeira etapa do mecanismo proposto para
as reagdes catalisadas por lipases®’.

Reutilizacio e estocagem do sistema LPS/CS/G

A reutilizac@o e a estocagem de catalisadores imobilizados sdo
parametros importantes e que, em geral, determinam a viabilidade
econdmica de processos biocatalisados!!-1345,

Para avaliar este pardmetro, o sistema LPS/CS/G foi utilizado
na reacdo de esterificacdo do 4cido oleico com diversos dlcoois de
cadeia alquilica normal e ciclica, por vdrios ciclos. Os resultados
obtidos estdo apresentados na Figura 5.
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Figura 5. Reutilizagdo do sistema LPS/CS/G em reagdes de esterificacdo do
dcido oleico com n-propanol (M), n-pentanol (@), n-hexanol (V) e ciclo-
hexanol (®). [dcido oleico (5 mmol), dlcool (5 mmol), LPS (50 mg)/1,5 g
filme CS/G, n-hexano (25 mL); 30 °C, 24 h]

Os resultados mostraram que o sistema LPS/CS/G pode ser
reutilizado pelo menos por oito vezes consecutivas, considerando
que os valores mantiveram-se praticamente constantes, sendo de
56-69, 48-57, 17-27 e 4-9% para os oleatos de n-propila, n-pentila,
n-hexanoila e ciclo-hexanoila, respectivamente.

A porcentagem de conversdo nas bateladas consecutivas foi
também dependente da estrutura do dlcool. Na reacdo do acido
oleico com ciclo-hexanol, os valores de conversdo em éster foram
baixos (~7%) quando comparados com os de cadeia alquilica nor-
mal. Resultados similares foram observados por Dalla-Vecchia®,
Pereira® e Langrand* que mostram a importancia de efeitos estéreos
em reagdes biocatalisadas.

Um outro parametro avaliado foi a influéncia do tempo de
estocagem sob baixa temperatura na manutencio das propriedades
cataliticas do filme de CS/G com as lipases de Pseudomonas sp. e de
R. oryzae imobilizadas. Os suportes foram armazenados em freezer
a -18 °C durante 144 dias, sendo periodicamente retirados e utiliza-
dos para catalisar a reacdo de esterificacdo do acido oleico com n-
pentanol a 35 °C. Os resultados estiio apresentados na Tabela 4.

Ao utilizar o sistema LPS/CS/G, os valores de conversdo em
éster permaneceram praticamente constantes (46-49%) apos 144
dias de estocagem, evidenciando a estabilidade do biocatalisador
neste filme mesmo ap6s de ter sido submetido a baixa temperatura
por um tempo relativamente longo. Ao utilizar o sistema LRO/CS/
G, houve uma pequena diminui¢do (15%) nos valores apds o
armazenamento. Apés 4 dias, a conversdo foi de 45% e apds 77

Quim. Nova

Tabela 4. Influéncia do tempo de estocagem na conversdo em oleato
de n-pentila catalisada pelos sistemas LPS/CS/G e LRO/CS/G

Tempo (dias)* Conversao® (%)

LPS/CS/G LRO/CS/G
4 48 45
46 48 47
77 49 29
144 46 30

(a) Estocagem a -18 °C; (b) determinada por RMN-'H; condi¢des:
solvente n-hexano (25 mL), 4cido oleico (5 mmol), n-pentanol (5
mmol), lipases (50 mg), 35 °C, 24 h.

dias diminuiu para 29%, permanecendo constante apés 144 dias.
Estes resultados sdo importantes e mostraram os efeitos positivos
da imobilizag¢do. Apds o armazenamento do filme, as lipases per-
maneceram ativas e ndo foram observadas alteracdes nas proprie-
dades macroscopicas do mesmo.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho mostraram que o biofilme
de CS/G ¢ um material eficiente e promissor para imobilizag¢do de
enzimas. Lipases de diferentes fontes e procedéncias foram imobi-
lizadas neste suporte e os sistemas foram utilizados para catalisar
reacdes de esterificacdo em diversos solventes organicos. Os resul-
tados mostraram que o carregamento de 50 mg/1,5 g de filme de CS
¢é suficiente para obter os produtos com boas conversdes (~60%).
As maiores conversdes em €ster foram obtidas quando a LPS foi
utilizada na reac@o de esterificagdo do 4cido oleico com n-pentanol
(63-66%). O filme apresentou elevada estabilidade com relagdo as
suas propriedades macroscOpicas nos solventes organicos, sendo
que com o0s apolares obtiveram-se as maiores conversoes (30-60%).
A conversdo em oleato de n-pentila foi influenciada pela tempera-
tura e os melhores resultados foram obtidos a 25 e 35 °C.

As reacdes foram dependentes do tamanho da cadeia alquilica
do 4lcool e do 4cido. Acidos contendo mais de cinco carbonos e
dlcoois contendo menos de cinco carbonos na cadeia alquilica fo-
ram considerados os melhores reagentes, formando os ésteres em
maiores conversdes (>50%). O sistema LPS/CS/G pode ser
reutilizado até 8 vezes, ou armazenado por 144 dias a -18 °C, sem
perda da atividade catalitica e das propriedades macroscépicas.

Finalmente, salienta-se que o caseinato de sédio mostrou ser
um bom suporte para imobiliza¢@o de lipases com posteriores apli-
cacdes em sintese organica.
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