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PREPARACAO DE BIOCATALISADORES ENZIMATICOS
VISANDO A SINTESE DE AROMAS

Francisco Thalysson Tavares Cavalcante !, Maisa Pessoa Pinheiro?, Maria Cristiane Martins de
Souza?®, Luciana Rocha Barros Gongalves?, José Cleiton Sousa dos Santos®,

Resumo: Nesse estudo, as enzimas Candida antarctica do tipo B (CALB) e Lecitase
Ultra foram imobilizadas por ligacdo covalente multipontual, no suporte Immobead-
350. Incialmente foram estudadas as melhores condic6es de imobilizacao da lipase (pH
de imobilizagdo, presenca de detergente, carga maxima), em seguida o biocatalisador foi
testado quanto a sua estabilidade em diferentes condicdes para posterior utilizagdo nas
reacOes de interesse. De acordo com os resultados obtidos, a Lecitase imobilizada em
IB-350 apresentou um rendimento de imobilizacdo Rl = 88,41 % e atividade do
biocatalisador de Atd (U/g) = 15,42 = 0,21. Para a enzima CALB, apresentou um
rendimento de imobilizacdo RI = 98,13 % e atividade do biocatalisador de Atd (U/g) =
6,26 *+ 0,18. A capacidade maxima de imobilizacdo do Immobead-350 foi de 100 mg/ g de
suporte, essa carga elevada é conseguida pelo grande de didametro de poro do suporte. Os
resultados sdo bastante promissores e a proxima etapa do estudo sera a aplicacdo na sintese
dos aromas.
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INTRODUCAO

As lipases sdo as enzimas mais utilizadas em processos industriais e
possuem uma grande variedade de aplicacGes, dentre elas, nas industrias de alimentos,
(como agentes aromatizantes em laticinios e melhorando o sabor em carnes, bebidas e
pescados) surfactantes, papéis, couro, Oleos naturais, farmacéutica e combustiveis
(biodiesel) (KAPOOR; GUPTA, 2012; MESSIAS et al., 2011).

Immobead-350 é um de suporte constituido por um copolimero reticulado
de acrilico que permite a imobilizacdo covalente de varios tipos de enzimas (Dhake et
al.2012).
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Os bioaromas ou biofragancias produzidos via rota enzimatica representam
uma promissora alternativa para a substituicdo dos aromas produzidos via rota quimica
sintética ou extracdo de produtos naturais, devido principalmente & baixa temperatura de
producdo, menor quantidade de energia, maior eficiéncia na producéo, melhor qualidade
dos produtos produzidos considerados como naturais, menores impactos ambientais e
residuos gerados ao meio ambiente (BEN AKACHA; GARGOURI, 2015).

METODOLOGIA
-Imobilizacdo enzimética

A enzima foi imobilizada no suporte por ligacdo covalente. As
imobilizacGes foram realizadas usando 10 ou 50 mg de proteina por g de 1B-350 seco.
A quantidade remanescente de enzima foi adicionada em 1 mL de 25 mM de

bicarbonato de so6dio em pH 10, contendo 0,01% (v/v) triton x-100. A mistura foi posta

sob agitacdo suave a 25 °C.

-Determinacdo da atividade enzimatica e dos parametros de imobilizagéo

A atividade da enzima solivel e imobilizada foi determinada pela
metodologia descrita por (Santos et al. 2017), com modificacdes. Uma unidade de
atividade (U) foi definida como a quantidade de enzima capaz de hidrolisar 1umol de
pNPB por minuto em pH 7,0 a 25 °C. O rendimento da imobilizagdo (1Y), atividade
tedrica (Att) e atividade recuperada (Atr) foram os parametros de imobilizacdo
utilizados para quantificar a imobilizacdo do processo. Esses parametros foram

calculados de acordo com (dos Santos et al. 2017).

-Sintese de aromas

Os ésteres foram obtidos a partir da reacdo de esterificacdo (livre de solvente) do
acido butanoico com os alcoois metanol, etanol e butanol em diferentes razdes molares
e com as demais condigOes (temperatura, agitacdo, tempo de reacdo e % em massa de
catalizador) foram extraidas de Souza (2013) e Salihu (2014). A reacéo foi conduzida a

35 °C, a agitacéo orbital de 150 rpm, durante 8 horas com 30% de massa de catalizador
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em relacdo a massa de substrato. Foram adicionados 5 ml de etanol para parar a reacéo.
A conversdo dos ésteres foi medida ao fim da reacdo por titulagdo com 20mM de NaOH
usando fenolftaleina como indicador. Para céalculo dessa conversdo, foi avaliado o

indice de acidos livres:

V.:
IA = M * MMNaOH % f % titulado (1)

Mgobrenadante

Onde IA € o incice de acidez (acido livre remanescente), M é a molaridade do
NaOH, MM ¢é a massa molar de NaOH, f é o fator de correcdo do NaOH, Viitlado € O
volume de NaOH gasto na titulacdo do eéster, Msobrenadante € @ Massa de sobrenadante

extraida ao final da reacdo. Em seguida, para a conversdo:

14, — IA
i

Onde C é a conversdo e IAi é o indice de acidez do branco (substrato sem

enzima).

RESULTADOS E DISCUSSAO
- Preparacéo dos biocatalisadores:

Na TABELA 1, sdo apresentados os resultados dos parametros de

imobilizacdo dos biocatalisadores preparados.

TABELA 1 - Parametros de imobilizacdo de Lecitasse em IB-350, 0os ensaios foram
realizados em pH= 7,0, 25 mM, carga oferecida de 50 mg/g de suporte e 25°C.
Pardmetros de imobilizacdo de CALB em IB-350, os ensaios foram realizados em pH=

10,0, 25 mM, carga oferecida de 10 mg/g de suporte e 25°C.

Enzima Ati (U/g) Atr (U/g) Atq (U/Q) RI1 (%)
CALB 16,23 £ 0,24 1,88 + 0,36 15,42 £0,21 88,41
Lecitase [ 203,22 £ 0,40 3,79 £ 5,36 6,26 £0,18 98,13

FONTE: Autor.
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Como pode ser observado na TABELA 1, foi conseguido elevados valores de
imobilizacdo enzimatica, para CALB de 88,41% e para Lecitase de 98,13%. Além
disso, os derivados apresentaram atividade de 15,42 + 0,21 U/g para CALB e de 6,26 +
0,18 U/g para Lecitase. Isso pode estar relacionado ao valor do pH de imobilizacdo. O
aumento do valor de pH (por exemplo, pH10) pode permitir o aumento da reatividade
da enzima-suporte, obtendo-se uma relativamente intensa ligacdo covalente
multipontual, o que permite obter uma elevada estabilizagdo das enzimas através dessa
técnica de imobilizacdo. Além disso, essa maior atividade em um elevado valor de pH
pode ser explicada pelo fato de os grupos amino da proteina normalmente estarem
desprotonados e poderem reagir com 0s grupos ativados do suporte. Também, 0s
residuos lisina, que sdo normalmente abundantes na superficie da enzima, séo
responsaveis pela formacdo de enlaces com o suporte, no entanto, eles estardo
disponiveis para a reacdo em pH igual ou superior a 10, pois possuem pKa em torno de
10,5

CONCLUSOES

Diante dos resultados conseguidos, constata-se que o Immobead-350 ¢ um
eficiente suporte para imobilizacdo da lipase de Candida antartica do tipo B e Lecitase,
devido as suas caracteristicas intrinsecas, como grande didametro de poro e presenca de
grupos epoxi ativados, disponiveis para imobilizar e estabilizar a enzima por meio de
ligagGes covalentes multipontuais. As melhores condigdes de imobilizagcdo da CALB e
Lecitase foram testadas e a atividade do derivado mostrou-se mais alta quando a
imobilizacdo ocorreu a pH 10, indicando uma maior reatividade entre enzima e suporte

em valores de pH alcalino, o que facilita a ligacdo covalente multipontual.

A proxima etapa do trabalho serd realizar a sintese de aromas com o0s

biocatalisadores produzidos.
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