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RESUMO

Os acidos a-hidroxicarboxilicos aromaticos sdo uma classe importante de compostos
que podem ser produzidos por vias enzimaticas. Entre eles, encontra-se o 4cido mandélico e
seus derivados, considerados os mais importantes sob o ponto de vista comercial. O acido (R)
mandélico é tanto um intermedidrio versatil para produtos farmacéuticos, quanto um agente
de resolugdo em processos quirais.

Lipases sdo enzimas com crescente interesse em biocatdlise em funcdo da
especificidade por um grande ntimero de substratos, além de sua alta seletividade e/ou
estereoespecificidade. Suas propriedades cataliticas podem ser facilmente moduladas pelas
condigdes de reacao, e pequenas variagdes na estrutura da enzima podem causar significativas
mudangas em suas propriedades. A fim de alcan¢ar um bom rendimento do produto de reacao,
torna-se necessario realizar a escolha certa dos parametros de reagdo que irdo influenciar a
atividade, seletividade e estabilidade da enzima.

O presente trabalho teve como objetivo estudar a obten¢do do 4cido mandélico a partir
de mandelato de etila utilizando diferentes preparagdes de lipase de Rhizomucor miehei, sendo
estas ndo imobilizada (Lipo livre) ou imobilizadas em dois suportes com hidrofobicidades
distintas (Lipo-OS e Lipo-PS).

Os resultados obtidos permitiram verificar que as reagdes apresentaram
comportamentos muito diferentes. A enzima imobilizada no suporte mais hidrofobico (Lipo-
OS) mostrou-se mais eficiente que as demais preparacdes enzimaticas na conversao do
mandelato de etila em acido mandélico. Quanto maior a concentragdo da enzima utilizada,
maior foi a producdo de acido mandélico até 7 horas de reagdo, para todas as preparagdes
enzimaticas. O tempo de reagdo foi o fator mais importante para todas as preparacdes
enzimaticas. A atuacdo da enzima livre foi favorecida por uma alteragdo no meio reacional,
ndo sendo suficiente, porém, para que fossem alcangados niveis mais altos que os obtidos com
a Lipo-OS. Além disso, a analise estatistica demonstrou interacdo entre os fatores
concentragdo de enzima e tempo de reacdo, para todas as concentragdes utilizadas.

O presente trabalho permitiu estabelecer alguns parametros relevantes, tais como
tempo de reagdo, concentragdo de enzima e tipo de preparagdo enzimatica, a serem utilizados
em futuros estudos empregando planejamento fatorial, de forma a estabelecer as melhores

condicdes para reacdes de hidrdlise por lipases.
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ABSTRACT

An important class of compounds which can be produced by means of enzymatic
routes are aromatic a-hydroxy carboxilic acids. Among them, mandelic acid and derivatives
thereof are regarded as the most important representatives from a commercial point of view.
(R) mandelic acid is both a versatile intermediate for pharmaceuticals and a resolving agent in
chiral resolution processes.

Lipases are enzymes with a growing interest in biocatalysis because of their broad
specificity and their high selectivity and/or stereospecificity. The catalytic properties of
lipases can be very easily modulated by the reaction conditions. Significant changes in the
enzyme properties have also been reported after chemical modification of the enzyme surface.
In order to provide adequate yields, it is necessary to make the right choice of the reaction
parameters with respect to enzyme activity, selectivity and structural stability.

The aim of this work was to study production of mandelic acid from ethyl mandelate
catalysed by different preparations of lipase from Rhizomucor miehei, non-immobilized (Lipo
livre) or immobilized in two different hydrophobic supports (Lip0o-OS and Lipo-PS). The
most efficient enzyme preparation for hydrolysis of ethyl mandelate into mandelic acid was
lipase immobilized on Octyl-Sepharose® (Lip0-OS), the most hydrophobic support. The
higher the enzyme concentration employed, the highest the mandelic acid concentration
obtained up to 7 hours, for all the enzyme preparations (non-immobilized or immobilized on
both hydrophobic support). Results showed that reaction time was the most important
parameter in every case. Performance of the non-immobilized preparation was favored by an
alteration of the reaction medium, which nevertheless was insufficient to attain the highest
conversion levels obtained with Lipo-OS. Statistical analysis demonstrated interaction
between enzyme concentration and reaction time, for all of the enzyme concentrations for
each of the enzyme preparations.

Thus, the present study allowed us to determine important parameters, such as reaction
time, enzyme concentration and type of enzyme preparation, to be used in future studies
utilizing statistical experimental design in order to stablish the best conditions for hydrolysis

reactions catalysed by lipases.



Introducéo

| - INTRODUCAO

1 - Historico

Existem indicios do uso de processos mediados por enzimas desde as civilizacdes
mais antigas. Estas podiam ser encontradas na natureza e utilizadas na producéo de alimentos
como queijo, cerveja, vinho, vinagre, e ainda, na fabricacdo de couro e linho. O
desenvolvimento da industria nas Gltimas décadas, em funcdo dos avangos no conhecimento
da producdo bioquimica e dos processos fermentativos em larga escala, tornou possivel a
producgdo de enzimas purificadas e bem caracterizadas. Além disso, a utilizagdo da tecnologia
de DNA recombinante tem favorecido o0s processos de fabricagdo e permitido a
comercializacdo de enzimas que anteriormente ndo podiam ser produzidas [KIRK, VAN-
BORCHERT & FUGLSANG, 2002].

O avanco nos metodos de utilizacdo de enzimas aumentou muito sua demanda. O
nimero de enzimas usado comercialmente continua a se multiplicar devido as diversas
transformacdes que estas podem catalisar. Atualmente, quase 4000 enzimas sdo conhecidas,
dentre as quais 200 sdo comercialmente utilizadas, sendo a grande maioria de origem
microbiana [SHARMA, CHISTI & BANERJEE, 2001]. Até 1960, o total das vendas de
enzimas era de apenas poucos milhdes de ddlares anualmente [SHARMA, CHISTI &
BANERJEE, 2001], passando a aproximadamente 1 bilhdo de ddlares em 1995 e chegando a
1,5 bilhdo em 2002 [KIRK, VAN-BORCHERT & FUGLSANG, 2002]. A demanda mundial
de enzimas € suprida por 12 produtores principais e 400 fornecedores. Aproximadamente 60%
da oferta mundial total de enzimas industriais é proveniente da Europa. Pelo menos 75%
destas (incluindo lipases) tem ac¢do hidrolitica. As proteases dominam o mercado, totalizando

aproximadamente 40% das vendas [SHARMA, CHISTI & BANERJEE, 2001].



Introducéo

2 - Reagdes enzimaticas

Reacdes biocataliticas tém cada vez mais sua tecnologia estabelecida para a sintese ou
modificacdo de moléculas organicas [POWEL, 1996]. Embora as reacOes catalisadas por
enzimas muitas vezes também possam ser efetuadas usando-se catalisadores inorgéanicos, o
interesse pelos biocatalisadores como vetores tecnoldgicos expandiu-se consideravelmente
[BALCAO, PAIVA & MALCATA, 1996]. Os biocatalisadores sdo capazes de promover uma
grande variedade de reacdes, além de poderem ser utilizados em grande escala [GROGER,
2001]. De fato, as reagdes catalisadas por enzimas se assemelham aquelas realizadas pelo
metabolismo dos seres vivos e, assim, 0s mecanismos de reagcdo e processos associados sao
vistos como mais favoraveis ao meio ambiente do que 0s processos quimicos classicos
[PAIVA, BALCAO & MALCATA, 2000].

O grande potencial biotecnoldgico das lipases se deve a versatilidade de suas
propriedades como termorresisténcia, resisténcia a pH [TAIPA, AIRES-BARROS &
CABRAL, 1992], estabilidade frente a solventes organicos [DELLAMORA-ORTIZ et al,
1997] e ainda ao fato de ndo requererem coenzimas [ELIBOL & OZER, 2000]. Além disso,
as lipases sdo capazes de produzir uma grande variedade de produtos com alta pureza (e
conseqientemente alto valor agregado) resultantes de sua especificidade e
estereosseletividade. A obtencdo de enanciémeros puros por via enzimatica apresenta como
vantagem o fato de se utilizar condi¢cdes mais brandas de temperatura, pH e presséo, devido a
baixa energia de ativagdo envolvida, trazendo como conseqiéncia uma maior eficiéncia
catalitica [PAIVA, BALCAO & MALCATA, 2000]. Sendo assim, sdo evitados problemas,
tais como isomerizacgdo, racemizacdo, epimerizacdo e rearranjos, provenientes de condigdes

mais extremas de reacdo [PATEL, 2002].
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3 - Lipases
3.1 - Definicao

Lipases (triacilglicerol acilhidrolases, E.C. 3.1.1.3) s&o enzimas que catalisam a
hidrélise de ésteres formados por glicerol e acidos graxos de cadeia longa. Apresentam a
peculiaridade de serem ativadas em presenca de interfaces hidrofébicas [BASTIDA et al.,
1998], além de mostrarem pouca atividade em solucBes aquosas contendo substratos solUveis
[MARTINELLE, HOLMQUIST & HULT, 1995].

Meios reacionais ndo-aquosos Ou microaquosos favorecem 0Ss processos de

esterificagdo, interesterificagéo e transesterificagdo [KLIBANOV, 1997].

3.2 - Estrutura e Aspectos Cinéticos:
A elucidacdo das estruturas tridimensionais de algumas lipases por cristalografia de
raios X proporcionou um maior entendimento a respeito do mecanismo de agdo dessas

enzimas [SCHRAG & CYGLER, 1997]. As lipases sdo a/p-proteinas, formadas por um

dominio de folhas B-pregueadas, dispostas paralelamente, interligadas e circundadas por o-
hélices [JAEGER & REETZ, 1998].

Os residuos cataliticos essenciais a atividade enzimatica variam entre as espécies,
sendo as triades SER-GLU-HIS e SER-ASP-HIS as mais frequentes [JAEGER, DYKSTRA
& REETZ, 1999]. O residuo de serina do sitio catalitico encontra-se localizado na volta entre
uma a-hélice e uma folha B, sendo chamado “cotovelo” nucleofilico [EGGERT et al., 2001].

Em muitos casos, o sitio ativo encontra-se protegido por uma cadeia polipeptidica
similar a uma “tampa”, formada por residuos hidrofobicos [LAWSON et al., 1994], tornando-
0 inacessivel ao substrato [BRADY et al., 1990]. Quando a enzima € submetida a meios
aquosos, a exposicao do sitio é termodinamicamente desfavoravel, permanecendo entdo na

conformacdo “fechada” ou inativa (Figura 1). No entanto, na presenca de substratos
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Introducéo

hidrofobicos (interfaces) observa-se uma mudanca na estrutura da enzima para a conformacao
ativa ou “aberta”, tornando o sitio ativo da enzima totalmente acessivel ao substrato,
explicando assim o fendmeno de ativacéo interfacial [FERRATO et al., 1997; BRADY et al.,
1990; LAWSON et al., 1994]. Ja foi verificado, no entanto, que algumas lipases nédo
apresentam esta “tampa”, como a lipase B de Candida antarctica e a lipase de cobaia e que
também ndo sofrem ativacdo interfacial [UPPENBERG et al., 1995; MARTINELLE,
HOLMQUIST & HULT, 1995].

Os estudos realizados para se determinar a estrutura tridimensional das lipases
revelaram heterogeneidade na seqiiéncia de aminoécidos e localizacdo da “tampa”, mas
alguma homologia na estrutura terciaria e no sitio ativo [PAIVA, BALCAO & MALCATA,
2000].

Durante muito tempo as lipases foram consideradas como uma classe especial de
esterases [SCHMID & VERGER, 1998]. Muitos critérios tém sido estabelecidos para a
diferenciagdo destas enzimas com base em suas habilidades de serem ou ndo ativadas por
interfaces 6leo-agua. Porém, ja é conhecido que nem todas as lipases sdo ativadas por
interfaces, a0 mesmo tempo em que a auséncia de ativa¢do ndo é um argumento concreto para
se concluir que seja uma esterase [PAIVA, BALCAO & MALCATA, 2000]. Assim, uma
lipase deve ser classificada ndo de acordo com seu comportamento interfacial, mas
principalmente pela sua capacidade de hidrolisar acilglicerois de cadeia longa [SCHMID &

VERGER,1998].



Introducéo

E*+S *— E*S *—, E*+P

Lipidio (S)
B

Su hstra_’gq

T

E*

Agua

Figura 1 - Esquema das conformacdes fechada — E (A) e aberta — E*S (B), com a indicacéo
da estrutura secundaria, da lipase de Rhizomucor miehei (adaptado de JAASKELAINEN et
al., 1998).
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3.3 - Fonte

As lipases sdo largamente encontradas na natureza em animais, plantas e
microrganismos. Em eucariotas superiores estdo envolvidas em vérias etapas do metabolismo
de lipidios, em processos de digestdo, absorcdo, reconstituicdo e metabolismo lipoprotéico.
Nas plantas s@o encontradas em tecidos de reserva [SHARMA, CHISTI & BANERJEE,
2001].

Os microrganismos sdo a principal fonte de obtencdo das lipases de interesse
comercial devido a diversos fatores, tais como: produzem enzimas extracelulares [SMITH &
ALFORD, 1984], baixo custo relativo das enzimas produzidas [SCHMID & VERGER,
1998], possibilidade de producdo em grandes quantidades, facilidade de controle das
condicBes ambientais e de cultivo [RUA et al., 1993], curto tempo de geracdo [KAMINI,
MALA & PUVANAKRISHNAN, 1998] e, de modo geral, facilidade de manipulacédo

genética [HONG & CHANG, 1998].

3.4 - Producéo

A aplicacdo industrial das enzimas pode ser tanto “in situ”, pelo cultivo do
microrganismo desejado em meio com substratos adequados, como “ex situ” através da
utilizacdo da lipase comercial purificada [PANDEY et al., 1999].

As lipases microbianas sdo produzidas principalmente por fermentacdo submersa
[ELIBOL & OZER, 2000], sendo que a fermentacdo em meio solido também pode ser
utilizada [PANDEY et al., 1999].

A produgdo de lipases & geralmente um processo associado ao crescimento do
microrganismo e ocorre em resposta as condi¢cGes ambientais. Em funcéo disto, na formulacao
de um meio de cultivo para microrganismos produtores de lipases, devem constar nutrientes
necessarios ao crescimento celular e a producdo de metabdlitos [SMITS et al., 1996].
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Basicamente, os meios de cultivo sdo compostos de fontes de carbono e nitrogénio,
estando eventualmente presentes sais inorganicos, fatores de crescimento e vitaminas
[BECKER et al., 1997]. Além disso, pode ser necessaria a adi¢do de certas substancias (6leos
vegetais e animais, acidos graxos, detergentes, etc.) como indutoras para 0 aumento da
producdo da enzima, quando estas sdo passiveis de inducdo metabdlica. No entanto, a
producdo de determinadas lipases pode ser inibida por algumas destas substancias
[MALISZEWSKA & MASTALERZ, 1992].

Além da composi¢cdo do meio de cultura, outros pardmetros como a idade e a
concentracdo do inéculo, o nivel de aeracdo, agitacdo, pH e temperatura também sdo
essenciais a serem investigados quando se deseja aumentar a produtividade e conhecer mais
profundamente a fisiologia do microrganismo produtor [FREIRE, 1996; ELIBOL & OZER,

2000; ALONSO, 2001].

3.5 - Purificagdo

Lipases de varias origens tém sido purificadas e caracterizadas em funcdo de sua
atividade e estabilidade [LAWSON et al., 1994]. Em muitos casos estas enzimas tém sido
purificadas a homogeneidade e cristalizadas, permitindo a determinacdo da relacdo estrutura-
funcdo e um melhor entendimento do mecanismo cinético [LANG et al., 1998].

As propriedades cataliticas das lipases podem ser afetadas pelas diferencas em suas
estruturas tridimensionais. A elucidacdo destas estruturas possibilita uma melhor selecdo do
tipo de enzima para as aplicacGes industriais desejadas [SCHMID & VERGER, 1998].

A purificacdo das lipases torna-se essencial para a adequada caracterizacdo de
propriedades tais como especificidade, pH 6timo, temperatura 6tima e resisténcia ao pH e
temperatura, para que possam ser racionalmente utilizadas nos mais diversos processos
industriais [HONG & CHANG, 1998]. A purificacdo pode levar a um aumento na

7
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estereosseletividade de uma preparacdo por remover lipases contaminantes que néo
apresentam ou apresentam menor estereosseletividade [LALONDE, NAVIA & MARGOLIN,
1997].

A maioria dos trabalhos publicados é referente a purificacdo de pequenas quantidades
de enzima. Pouca informagdo se tem para a utilizacdo em processos em larga escala.
Provavelmente isto se deve ao fato de a maioria das aplicacdes comerciais nao exigirem a

utilizacdo de enzimas puras, além de encarecer o processo [CHISTI, 1998].

3.6 - Propriedades
3.6.1 - Propriedades Fisico-quimicas

Na revisdo feita por Martins [2001] foi possivel observar que as propriedades fisico-
quimicas das lipases podem variar consideravelmente. As massas moleculares reportados para
estas enzimas variam entre 19 kDa e 207 kDa. Na sua grande maioria, as lipases microbianas
sdo glicoproteinas, com pontos isoelétricos variando entre 3,4 e 9,9. As atividades maximas
foram encontradas entre pH 4,5 e 10,0 para a grande maioria das lipases microbianas. Quanto
a resisténcia ao pH, as enzimas bacterianas sdo estaveis em diferentes faixas de pH entre 5,0 e
12,0, enquanto as de fungos filamentosos e de leveduras se mantém estaveis entre pH 3,0 e
10,0. Lipases bacterianas e de fungos filamentosos sdo mais resistentes a temperatura do que
as de leveduras.

Enzimas provenientes de microrganismos termdfilos, em geral, além de apresentarem
maior estabilidade, também apresentam maior atividade em temperaturas elevadas e podem
ainda apresentar maior resisténcia frente a solventes organicos [SCHIMIDT-DANNERT et
al., 1996] e as condices alcalinas do meio [WANG et al., 1995]. A estabilidade térmica esta
relacionada a estrutura da enzima e é influenciada por fatores ambientais tais como pH e
presenca de ions metalicos [ZHU et al., 2001]. Tem-se buscado lipases que apresentem maior

8
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estabilidade em diferentes valores de pH e condi¢des de estocagem, com vistas as diferentes
aplicacdes industriais [SCHMID & VERGER, 1998].

As diferencas nas propriedades fisico-quimicas (massa molecular, ponto isoelétrico,
temperatura 6tima, pH 6timo e estabilidade térmica) de lipases produzidas por um mesmo
microrganismo podem ser atribuidas as diferentes condic¢Ges de cultivo, como, por exemplo,
tipo e concentragdo de determinado nutriente [SABUQUILLO et al., 1998]. Portanto, a
fisiologia de crescimento do microrganismo pode resultar na expressao de diferentes formas

de lipases [BROCCA et al., 1998].

3.6.2 - Especificidade

Durante muito tempo as lipases apresentaram como definicdo de especificidade a
diferenca na taxa de hidrdlise entre dois substratos distintos. Levando isso em consideracao,
estas enzimas foram classificadas em dois grandes grupos: lipases especificas e nao
especificas [ADER et al., 1997.

O conceito de seletividade e especificidade tem sido diferenciado em alguns trabalhos
mais recentes. Pela nova classificacdo, nas reacdes de hidrdlise sdo medidas as concentracoes
das espécies encontradas, onde ocorre um equilibrio entre substrato e produtos. Sendo assim,
estas enzimas podem ser consideradas como lipases 1,3 especificas, lipases 1,3 seletivas e
lipases ndo especificas [ADER et al., 1997].

A grande maioria das lipases atua preferencialmente nas posices 1 e 3 dos
triacilglicerdis. A hidrolise seletiva da ligacdo na posicéo 2 fica extremamente dificultada em
funcdo do impedimento estérico ao qual estd submetida. Pode ocorrer um rearranjo
espontaneo ou transesterificacdo de alguns monoacilglicerdis ou diacilglicerdis, havendo

assim a hidrélise completa do triacilglicerol. Contudo, Sugihara e colaboradores [1991]
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reportaram o isolamento de uma cepa de Geotrichum candidum capaz de produzir uma lipase
com alguma seletividade pela posigéo 2 do triacilglicerol.

As lipases especificas sdo aquelas que catalisam preferencialmente a hidrolise de
substratos definidos quanto ao tamanho da cadeia carbonica ou quanto ao grau de insaturacdo
[YADAV, 1998]. As lipases ndo especificas sdo aquelas capazes de hidrolisar diferentes
triacilglicerdis, ou ainda, ligacdes éster em quaisquer posi¢des do triacilglicerol [SZTAJER et
al., 1992].

Além da especificidade pelo substrato e da regiosseletividade, as lipases podem
apresentar especificidade ou seletividade frente a um substrato com distribuicdo estérica
conhecida [LANG et al., 1998]. Esta caracteristica é de grande interesse industrial, pois
sugere seu potencial uso na resolucdo de misturas racémicas em que somente um dos
enancidmeros é de interesse. Estas enzimas foram utilizadas em reacdes de hidrélise
[ROGALSKA et al., 1993] e esterificacdo [OKAHATA & MORI, 1997] estereosseletivas,
além da obtencdo de isbmeros a partir de precursores pré-quirais [SCHMID & VERGER,

1998].

3.7 - Imobilizacédo de enzimas

Enzimas imobilizadas s&o definidas como aquelas confinadas ou localizadas em uma
certa regido do espaco, com retencdo de sua atividade catalitica, podendo ser usadas
repetidamente e continuamente. Além de favorecer a reutilizacdo da enzima, a imobilizacéo
pode melhorar sua estabilidade por restringir o desenovelamento, porém podendo resultar em
perda da atividade [POWEL, 1996]. A reutilizacdo da enzima prové grande vantagem no
custo, sendo um pré-requisito essencial quando se deseja estabelecer um processo
economicamente viavel [TISCHER & KASCHE, 1999]. Em alguns casos, a imobilizacdo
pode aumentar a enanciosseletividade destas enzimas [REETZ, 2002].

10
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O uso de enzimas imobilizadas compete com a utilizacdo de enzimas nativas e com 0s
processos quimicos convencionais. Entretanto, uma cuidadosa avaliagdo de diversos fatores
deve ser feita para a escolha do método a ser utilizado. O custo do processo de imobilizacdo, a
perda da atividade da enzima e a necessidade de produtos mais puros devem ser levados em
consideracdo [UHLIG, 1998].

Embora existam muitas técnicas de imobilizacdo, ainda ndo existe uma que possa ser
considerada como universal para todas as aplicagdes ou para todas as enzimas. Isto se deve as
diferentes caracteristicas quimicas e composi¢do das enzimas, as diferentes propriedades dos
substratos e produtos, assim como as diversas aplicacfes. Para cada utilizacdo torna-se
necessario encontrar um procedimento que seja simples e barato, e que origine produtos com
alta retencéo de atividade e com alta estabilidade operacional [KENNEDY & ROIG, 1995].

E notavel que qualquer alteracdo no equilibrio entre as formas “aberta” e “fechada” ou
mesmo na conformacdo da enzima, pode provocar mudancas drasticas em suas propriedades
cataliticas. Este fato pode ser observado nas mais diversas técnicas de imobilizacdo,
envolvendo diferentes areas da enzima, gerando diferenca na rigidez de sua estrutura ou
mesmo criando um microambiente especifico ao seu redor. A combinagdo entre a técnica de
imobilizacdo e as condigfes de reacdo conseguem gerar resultados bastante diversos
[PALOMO et al., 2002].

As lipases sdo espontaneamente sollveis em solucBes aquosas, porém seus substratos
naturais ndo sdo. Embora o uso de solventes orgéanicos adequados ou de emulsificantes,
ajudem a solucionar o problema do contato entre enzima e substrato, a formagdo destes
sistemas pseudo-homogéneos apresenta desvantagens. Estas podem ser de natureza
tecnoldgica, como a contaminagdo dos produtos pela enzima residual, ou ainda econémica,

como a néo reutilizacdo da enzima [BALCAO, PAIVA & MALCATA, 1996].
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A principio, todos os metodos existentes para imobilizacdo podem ser empregados
para lipases, dando-se preferéncia a utilizacdo daqueles que apresentem uma alta retencéo de
atividade [UHLIG, 1998]. O método mais facil de se preparar uma enzima imobilizada esta
baseado na adsor¢do fisica das moléculas desta sobre a superficie de matrizes solidas. O
meétodo consiste em colocar em contato a solugdo aquosa da enzima e o suporte [KENNEDY
& ROIG, 1995]. Entre todos os métodos, 0 de adsorcdo € o mais utilizado para lipases devido
a facilidades no preparo, na recuperacdo do suporte e ao baixo custo relativo [PAIVA,
BALCAO & MALCATA, 2000]. Este método tem sido muito Gtil em sistemas ndo aquosos,
onde a dessor¢do consegue ser evitada devido a baixa solubilidade da enzima nos solventes
hidrofébicos [TISCHER & KASCHE, 1999].

Tém sido relatados na literatura outros métodos tais como: oclusdo, ligacdo covalente,
ligacdo cruzada, precipitacdo, ligagdo metalica, membranas, entre outros. Estes podem ser

utilizados isoladamente ou combinados [BALCAO, PAIVA & MALCATA, 1996].

3.8 - Reac0es

As diversas reacdes catalisadas por lipases podem ser observadas na Figura 2.
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Figura 2 — Reacdes catalisadas por lipases.
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3.9 - Aplicagdes

As lipases sdo consideradas excelentes biocatalisadores em numerosos processos
industriais nas mais diversas areas, tais como alimentos, processos farmacéuticos, formulagédo
de detergentes, oleoquimica, agroquimica, cosméticos, manufatura de papéis, couro, entre
outras [VULFSON, 1994]. Ainda podem ser ferramentas Uteis na fabricacdo de biossensores
para utilizacdo em analises clinicas, analises de alimentos, andlises quimicas, de
contaminacdo ou polui¢do de ambientes [PANDEY et al., 1999]. Além disso, as lipases tém
sido utilizadas em terapias enziméaticas e tratamento de dejetos, efluentes e esgoto
[KURITA-WATER, 1994; JAEGER & REETZ, 1998].

As principais aplicagdes das lipases encontram-se resumidas na Tabela .

De todas as aplicacBes possiveis, a industria de detergentes tem sido o principal
mercado para as lipases. Com o advento da engenharia genética, foram obtidas melhores
estabilidade e atividade sob as condicdes alcalinas prevalecentes nos processos de lavagem
[BALCAO, PAIVA & MALCATA, 1996]. Estima-se que 1000 toneladas de lipases sejam
adicionadas a aproximadamente 13 bilhdes de toneladas de detergentes produzidos por ano.
As “enzimas detergentes” detém cerca de 32% do total da venda de lipases [JAEGER &
REETZ, 1998].

O crescimento de seu uso em biotecnologia, especialmente no setor de quimica fina
(incluindo o farmacéutico), em comparagdo com outras enzimas hidroliticas, se deve a grande
especificidade de algumas lipases e a possibilidade de sua utilizagdo em solventes organicos.
A sintese de compostos oticamente puros torna-se cada vez mais essencial na obtencdo de
produtos farmacéuticos, tendo em vista os inconvenientes da utilizacdo de farmacos como

mistura racémica [PANDEY et al., 1999].
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O volume mundial de vendas de farmacos enanciomericamente puros ja ultrapassa
100 bilhdes de ddlares, sendo que mais da metade dos novos farmacos que chegardo ao

mercado nos proximos 5 anos estdo projetados para conter componentes oticamente puros

[VAN-BEILEN & LI, 2002].

Tabela | — Aplicacdes industriais de lipases.

Industria Acéo Produto ou aplicacao

Detergente Hidrolise de gorduras Remocédo de manchas

Lacticinios Hidrdlise de leite gordo, queijo|Desenvolvimento de agentes
curado, modificacdo da gordura | de sabor em leite, queijo e
de manteiga manteiga

Panificacédo Melhora do sabor Prolongamento do tempo de

prateleira
Bebidas Melhora aroma Bebidas
Molhos para alimentos | Melhora qualidade Maionese

Nutracéuticos

Transesterificacao

Nutracéuticos

Carne e peixe

Desenvolvimento do sabor

Produtos carnicos e pescados

Oleos e gorduras

Transesterificacdo, hidrdlise

Manteiga de cacau, margarina,
acidos graxos, glicerol, mono
e digliceridios

Quimica Enanciosseletividade, sintese Produtos quimicos
Cosmeética Sintese Emulsificantes, umidificantes
Couro Hidrolise Produtos feitos de couro
Papel Hidrolise Melhora na qualidade
Limpeza Hidrolise Remocéo de gordura

Farmacéutica

Transesterificacao, hidrolise

Cefalosporinas, penicilinas
naproxeno, ibuprofeno
hidantoinas, patuloide A
rapamicina-42, lamivudina
vitamina D
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3.10 - Utilizagéo em Sintese Organica e em Resolucdo de Misturas Racémicas

A utilizacéo de lipases em sintese organica esta se tornando cada vez mais importante.
Estas enzimas sdo utilizadas como catalisadores em uma ampla variedade de transformacgoes
regio e estereosseletivas, atuam em interfaces 6leo-agua e toleram solventes organicos do
meio reacional [BERGLUND & HUTT, 2000]. De acordo com a condicdo, a quantidade de
agua no meio reacional ira determinar a direcdo da reacdo. Quando houver pouca ou nenhuma
agua, apenas a esterificacdo ou transesterificacdo sera favorecida. Quando houver excesso de
agua a reacdo se dara na direcdo da hidrélise [KLIBANOV, 1997].

As lipases sdo utilizadas como poderosas ferramentas na sintese de lipidios
estruturados, sendo estes triacilglicerdis contendo residuos de acidos graxos em posices
especificas [JENNINGS & AKOH, 2001]. S&o realizadas modificagdes na composicao dos
acidos graxos e/ou na distribuicdo na molécula do glicerol. Devido a estrutura molecular dos
triacilglicerdis influenciar seus destinos metabdlicos no organismo, assim como suas
caracteristicas fisicas, a obtencdo de lipidios estruturados torna possivel a melhora de suas
propriedades nutritivas e farmacéuticas. Lipases 1,3- especificas sdo utilizadas como
catalisadores nestas reacOes onde existe a necessidade de modificacBes especificas na
molécula do acilglicerol. lwasaki e Yamane [2000] fizeram uma revisao de recentes avangos
na sintese de lipidios estruturados catalisada por lipases. Estes pesquisadores classificaram
estes triacilglicerdis em varios grupos baseado em suas estruturas, e a estratégia sintética para
cada grupo foi descrita com varios exemplos.

Esteres de isoamila de acidos graxos de cadeia curta sdo importantes componentes de
“flavour” e fragrancia largamente utilizados em alimentos, bebidas, cosméticos e
medicamentos. Hari-Krishna e colaboradores [2001] testaram a influéncia de diversos
parametros no aumento da producdo do acetato de isoamila obtido por esterificacdo do alcool
isoamilico, utilizando a lipase Lipozyme IM-20 de Rhizomucor miehei. Estudos anteriores
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demonstraram que altos rendimentos de ésteres de acido acético eram dificeis de serem
alcancados, a ndo ser em baixas concentragdes de substrato, devido a inativacao da lipase pelo
acido. Como a nivel econémico é interessante se trabalhar com altas concentracdes de
substrato, os autores procuraram buscar estratégias para alcancar este objetivo. Com a
variagdo de diversos parametros foram alcancados rendimentos acima de 80% em
concentracBes de substrato (acido acético) de 1,5 M e em concentragdes de enzima
relativamente baixas (10 g/l, que correspondem a 250 U/L).

A questdo relacionada a influéncia da estereoquimica sobre a atividade bioldgica é de
particular interesse na sintese de moléculas bioativas. Lipases sdo poderosos catalisadores de
transformacdes enanciosseletivas como esterificacbes em solventes organicos [HSU, WU &
WANG, 1990], hidrolises em meios aquosos [MITSUDA et al.,1988] e em sistemas bifasicos
[KLIBANOV, 1990]. CHEONG et al. [1996] pesquisaram as condi¢fes Otimas de reacdo para
a sintese do sistano, um fungicida sistémico, pela resolu¢do com lipases. Foi selecionado um
alcool primario quiral contendo um carbono quaternario como precursor para a resolugéo.
Entre varias condi¢des de reacdo, a transesterificacdo apresentou alta seletividade. Ainda foi
verificada uma melhora na seletividade quando a piridina foi utilizada como aditivo.

Diversos estudos demonstraram que a atividade farmacoldgica de farmacos racémicos
encontra-se principalmente em um dos enancidmeros (eutdmero), enquanto 0 outro
(distbmero) pode interagir com diferentes receptores, promovendo efeitos colaterais
[PANDEY et al., 1999] ou toxicos indesejaveis. Os profenos (acidos 2-aril propidnicos) sdo
um importante grupo de antiinflamatorios ndo esteroidais, que apresentam atividade
farmacoldgica, principalmente na forma de (S) enancidémero. O naproxeno € um importante
membro desta familia, sendo que a forma (S) mostrou-se 28 vezes mais ativa do que o
isdmero (R). Recentemente, foi demonstrada a resolugdo enzimética do naproxeno racémico
utilizando lipases [SASAKI, GIORNO & DRIOLI, 2001]. A producdo do (S)-naproxeno foi
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realizada através da hidrdlise seletiva da mistura racémica do éster metilico do naproxeno.
Para isto, foram utilizados dois tipos de lipases de Candida rugosa imobilizadas em um reator
de membrana multifasico.

Em fungdo da alta especificidade de muitas enzimas, suas aplicagfes tornam-se
limitadas. Para expandir seus usos, muitas das vezes sdo utilizados compostos néo
convencionais como substratos. Os compostos organosilicados sintéticos tém propriedades
quimicas e fisicas bem peculiares e apresentam um importante papel em sinteses organicas.
Uejima e colaboradores [1993] avaliaram a esterificacdo estereosseletiva de trés isbmeros do
trimetilsililpropanol com cinco tipos de hidrolases. Compostos com alto grau de pureza Gtica
foram formados e até mesmo um &lcool primario (2-trimetilsilil-1-propanol) foi
estereosseletivamente esterificado pela lipase. Os autores ainda verificaram que a introducao
do atomo de silicio no substrato aumentava a estereosseletividade em alguns casos, e que este

efeito seria dependente da estrutura do substrato.

3.10.1 - Acidos alfa-hidroxicarboxilicos aromaticos - Acido mandélico

Os é&cidos alfa-hidroxicarboxilicos aromaticos sdo uma classe importante de
compostos que podem ser produzidos por vias enzimaticas. Sob o ponto de vista comercial,
entre 0s mais importantes, encontra-se o &cido mandelico enanciomericamente puro e seus
derivados substituidos. O acido (R) mandélico € tanto um intermediario versatil para produtos
farmacéuticos quanto um agente de resolucdo em processos quirais [GROGER, 2001].

Devido a grande importancia da pureza enanciomérica dos &cidos alfa-hidroxi
carboxilicos aromaticos, muitos esforcos tém sido feitos para estabelecer suas rotas de
producdo, particularmente as do acido mandélico. Métodos assimétricos altamente eficientes,
utilizando compostos metélicos ou catalisadores organicos, foram desenvolvidos para estes
compostos ou seus precursores quirais. Muitas estratégias envolvendo processos de resolucao
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quiral, assim como sinteses assimétricas a partir de compostos pro-quirais, tém sido
estabelecidas [GROGER, 2001].

A resolugdo enzimatica do acido mandélico e seus derivados foi obtida inicialmente
através da anidrase carbOnica catalisando a hidrolise de seus ésteres, sendo a
enanciosseletividade desta enzima apenas moderada. O interesse pelo &cido mandelico como
substrato para reacOes catalisadas por lipases cresceu devido a presenca de um grupo hidroxi e
outro carboxi no centro quiral, sendo possivel sua resolucdo tanto como alcool tanto como
acido carboxilico [MIYAZAWA et al., 2000].

A resolucdo de misturas racémicas, de alcoois ou &cidos, pode ser alcancada
utilizando-se as propriedades enanciosseletivas destas enzimas hidroliticas. Compostos
oticamente puros sdo obtidos por hidrdlise estereosseletiva em solugdes aquosas ou através de
transesterificagdo dos alcoois racémicos correspondentes [EBERT et al., 1992].

Miyazawa e colaboradores [1992] mostraram dois tipos de transesterificagdo em meio
organico: desacilacdo do grupo hidroxi acilado com alcool e acilacdo do grupo hidroxi livre
com enol ésteres. A desacilacdo de mandelatos metilicos O-acilados com &lcoois primarios
em éter isopropilico, utilizando lipases de diversas fontes, resultou em reacGes lentas. Foi
observada variagdo da enanciosseletividade de acordo com a enzima, sendo que algumas
destas ndo s6 atuavam no grupo aciloxila, mas também no alcoxicarbonila tornando a reacao
complicada. No estudo de acilagdo de mandelatos foi utilizado acetato de vinila em éter
isopropilico como substrato, onde 10 lipases foram testadas. A taxa de conversdo e a
preferéncia estereoquimica variaram de acordo com a enzima. O solvente utilizado e o
grupamento ester do mandelato também tiveram influéncia na atividade e
enanciosseletividade. Um outro fato importante observado foi a inversdo da preferéncia

estereoquimica variando o doador acila, utilizando a mesma enzima.
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Em sistema semelhante, Queiroz e Nascimento [2002] testaram a acilacdo de (R) e
(S)-mandelato de metila com acetato de vinila, em varios solventes organicos, utilizando
lipase de Pseudomonas sp. imobilizada em 6xido de polietileno e gel de agar. Os resultados
demonstraram a dependéncia da atividade enzimética de acordo com o suporte empregado.
Foi verificado que o solvente apresentava grande efeito na conversdo do produto, mas
nenhum efeito na enanciosseletividade. Independente do sistema utilizado foi observada a
mesma preferéncia estereoquimica (enanciémero S).

Processos de desracemizacdo, os quais fornecem um dnico enanciémero com 100% de
excesso enanciomérico, tém merecido atencdo crescente devido ao balango econdémico
favoravel em comparacdo a resolugdo cinética, que fornece dois enancidbmeros com
rendimento de no maximo 50% [AZERAD & BUISSON, 2000]. Para se evitar a ocorréncia
do isdbmero indesejado, tem sido uma pratica comum racemiza-lo e submeté-lo novamente a
resolucdo cinética em ciclos subseqilientes, até que todo o material racémico tenha sido
convertido em um Unico estereoisdbmero. Este procedimento trabalhoso nédo é justificavel para
escala laboratorial, mas uma opcdo viavel para escala industrial, onde o material re-
racemizado € simplesmente adicionado a etapa subseqiiente. Uma das maiores desvantagens
do processo é o fato que o isdmero que ndo reage deve ser separado ap0ds a resolucao cinética
do produto formado, pois 0 método de racemizagdo usualmente empregado (quimico) também
destréi o produto enanciomericamente enriquecido [STRAUSS & FABER, 1999]. Visando a
simplificacdo do processo, estes autores utilizaram a racemizagéo biocatalitica através de uma
racemase, transformando apenas o substrato que ndo reagiu, devido a seletividade quimica da
enzima e as condi¢des reacionais do meio. Com isso, a etapa de separagdo pode ser omitida,
simplificando o processo significativamente.

Métodos alternativos capazes de converter diretamente uma mistura racémica em um
simples enanciémero tém sido exaustivamente estudados. Azerad e Buisson [2000], em sua
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revisao, relataram processos de desracemizacdo atraves de etapas de racemizacdo (resolucao
dindmica) ou utilizacdo de intermediarios pré-quirais (estereoinversdo) de alcoois
secundarios. Estes métodos geralmente envolvem a combinacdo sequencial ou simultanea de
uma reacdo enzimatica enanciosseletiva com uma reacdo de racemizacdo quimica ou
enzimatica do substrato.

Chadha e Baskar [2002] demonstraram a desracemizacdo biocatalitica de ésteres alfa-
hidroxiacidos por células de Candida parapsilosis. Os ésteres metilicos e etilicos do &cido
mandélico forneceram exclusivamente o enanciémero S (ee>99%) em uma reacdo de Unica
etapa.

Palomo e colaboradores [2002] analisaram a resolucéo hidrolitica de ésteres do acido
mandélico, comparados a outros substratos, utilizando lipase de Candida rugosa imobilizada
em varios suportes. As propriedades cataliticas foram bem diferentes nos diversos derivados.
Esta variacdo deve-se tanto as diferentes condi¢Bes de reacdo quanto as diversas técnicas de
imobilizacdo. Todos os derivados apresentaram maior estabilidade do que a enzima soluvel
nas condicdes utilizadas, sendo que o melhor resultado foi obtido com a Octyl-Sepharose®.
Utilizando-se o mandelato de metila racémico como substrato a maior atividade e
enanciosseletividade se deu com o suporte de polietilenoimina, enquanto que a preferéncia
enanciomérica manteve-se constante (ismero S). No entanto, quando o pH da reacdo passou
de 7 para 5 houve um aumento na enanciosseletividade para todos os derivados.

Em revisdo realizada por Groger [2001] torna-se possivel observar de maneira
resumida e esquematica as diversas rotas sintéticas de producdo dos acidos alfa-hidroxi
carboxilicos aromaticos, exemplificadas pela producédo do &cido (R)- mandélico (Figura 3).

Apesar dos avancos na modificacdo e melhora da atividade enzimatica, ainda existem
muitos problemas a serem resolvidos com relacdo a aplicacdo das lipases em processos
industriais utilizando-se substratos sintéticos quirais [CARDENAS et al., 2001].
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Figura 3: Rotas sintéticas de producio do (R)-acido mandélico (adaptada de GROGER, 2001).
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As lipases comerciais sdo baratas e podem ser utilizadas em solventes organicos,
sendo que a escolha do sistema mais adequado requer a avaliacdo de diversos fatores [EBERT
et al., 1992]. De fato, muitos artificios tém sido utilizados para melhorar a eficiéncia dos
processos cataliticos. Estes podem influenciar positivamente ou negativamente a atividade,
estabilidade e seletividade das lipases [CARREA, OTTOLINA & RIVA, 1995], e ainda
também, o rendimento da reacdo. Dentre os pardmetros a serem avaliados inclui-se a
utilizacdo de enzimas imobilizadas, a presenca de tensoativos, a estrutura quimica e
propriedades fisico-quimicas do solvente organico [CARREA, OTTOLINA & RIVA, 1995]
utilizado na reacdo, entre outros. No entanto, estes sistemas sd@o complexos, sendo
relativamente complicado e demorado o estabelecimento das condi¢bes de reacdo mais
adequadas. Torna-se necessario, entdo, a busca por um método mais rapido e eficiente para

esta finalidade.

4 - Planejamento fatorial

Quando se deseja estudar efeitos de dois ou mais fatores, os chamados experimentos
ou planejamentos fatoriais podem ser utilizados [WERKEMA, 1996]. Fatores controlaveis
cujos efeitos ndo estdo sendo analisados devem ser mantidos constantes, em niveis pré-
fixados durante a execucao do experimento. A aleatorizacdo também deve ser realizada para
balancear os possiveis efeitos dos fatores ndo controlaveis sobre o item de controle de
interesse, com o objetivo de tentar evitar ma interpretacdo dos resultados.

Para estudar os experimentos fatoriais utiliza-se a técnica de anélise de variancia para
dois ou mais fatores.

Uma interacdo significativa entre dois ou mais fatores podera mascarar a importancia
dos efeitos principais dos fatores considerados. Mesmo na auséncia de interacdo entre 0s
fatores, 0os experimentos do tipo um “fator de cada vez” tém a desvantagem de necessitar de
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um maior numero de ensaios para a obtencao das estimativas dos efeitos dos fatores com a
mesma precisdo que um planejamento fatorial.

Hare-Krishna e colaboradores [2000] estudaram a otimizag&o das condigdes reacionais
para a producdo de acetato de isoamila por esterificacdo do alcool isoamilico com &cido
acetico atraves de planejamento fatorial, empregando lipase de Rhizomucor miehei. Através
do modelo experimental avaliado, o percentual de esterificacdo pode ser previsto em funcéo
da razdo enzima/substrato, das concentragdes do alcool e do acido e do periodo de incubacéo.
Foram alcancadas conversdes acima de 95%, mesmo em concentragdes de enzima muito

baixas.
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Il - OBJETIVOS

1- Objetivo Geral

O presente trabalho tem como objetivo estudar as reacOes de esterificacdo do &cido
mandélico e de hidrélise de mandelato de etila catalisadas por preparacbes de lipase de
Rhizomucor miehei livre e imobilizada em dois suportes com graus de hidrofobicidades

diferentes, bem como por outras lipases comerciais.

2 — Objetivos Especificos

e Auvaliar a esterificacdo do acido mandélico por diferentes lipases comerciais.

e Acompanhar os perfis de conversdo do mandelato de etila em &cido mandélico em fungéo
do tempo de reacdo para cada preparacdo de lipase de Rhizomucor miehei, em diferentes
concentragoes.

e Comparar o0 grau de conversdo obtido em cada caso para intervalos de tempo pré-
estabelecidos.

e Verificar através de analise de variancia dos resultados obtidos, o efeito do tempo de
reacdo, da concentracdo de lipase, do grau de hidrofobicidade do suporte e da interacdo
entre os efeitos sobre a converséo do mandelato de etila em &cido mandélico.

e Determinar por CLAE em coluna de fase quiral, o excesso enanciomérico obtido nas

diferentes reacdes para intervalos de tempo pré-estabelecidos.
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I11 - MATERIAL E METODOS
1 - Material
1.1 - Reagentes e produtos quimicos

Foi utilizado 6leo de oliva da marca Andorinha para as analises de atividade lipasica.
Foram fornecidos pela Vetec: hidroxido de sddio, fosfato de potassio monobasico,
dimetilsulfoxido (DMSO), etanol, hexano e éter diisopropilico. Acido mandélico, goma
arébica, acetona, cloroférmio, heptano, acetonitrila, alcool isoamilico e fosfato de potéssio
dibasico foram fornecidos pela Reagen. Phenyl-Sepharose® 6 Fast Flow e Octyl-Sepharose®
4 Fast Flow foram obtidas da Amersham Biosciences. O mandelato de etila foi sintetizado
segundo metodologia descrita por Eliel, Fisk e Prosser [2002] e o acetato de vinila foi

fornecido pela Merck.

1.2 - Enzimas: Foram utilizadas lipases comerciais de Rhizomucor miehei (Lipozyme®),
gentilmente cedida pela Novo Bioindustrial do Brasil e lipases comerciais de Candida rugosa,

Pseudomonas sp. e Rhizomucor miehei, obtidas da Sigma.

2 - Métodos
2.1 - Imobilizacédo da enzima
2.1.1 - Tratamento das resinas Phenyl-Sepharose® e Octyl-Sepharose®

Uma aliquota da suspensdo de resina, em etanol 20% (v/v), foi decantada e o
sobrenadante desprezado. A resina foi ressuspensa em 4 vezes o seu volume de agua
deionizada e novamente decantada. Este procedimento foi repetido por 3 vezes, para a
remocao total do etanol. Apés este tratamento, a resina foi ressuspensa em tampédo fosfato 25

mM, pH 7,0 para utilizacdo nos experimentos.
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2.1.2 - Adsorgéo da enzima

A metodologia empregada baseou-se no trabalho de Bastida e colaboradores [1998].
Aliquotas de 2 mL de leito empacotado de cada resina foram adicionadas a 40 mL da
Lipozyme® diluida 1/20 em tampéo fosfato 25 mM, pH 7,0. Cada mistura foi mantida em
reator a 4°C, sob agitacdo constante, por 2 h. Em seguida a mistura foi filtrada a vacuo, em
membrana de acetato de celulose com porosidade de 0,2 um. O filtrado foi recolhido para
medida de atividade lipasica e dosagem de proteina ndo adsorvida. A resina foi lavada

exaustivamente e ressuspensa em tampéo fosfato 25 mM pH 7,0.

2.2 - Reac0es de Esterificacdo
2.2.1 - Esterificacdo de acido mandélico catalisada por lipase de Rhizomucor miehei

Os ensaios foram conduzidos em “shaker” a 40°C, 200 rpm. Os meios reacionais
continham 53,2 mg de acido mandélico (35 mM), 102 uL de etanol (175 mM) e 10 mL de
solvente (cloroférmio ou hexano). As reacGes foram iniciadas por adicdo de 50 pL da enzima
de Rhizomucor miehei (Lipozyme®) diluida 1/40 (2U), 1/120 (0,7U) ou 1/200 (0,4U). Apds
os tempos de 24, 48 ou 72 horas, os ensaios foram paralisados adicionando-se 10 mL de
acetona. Foram realizadas diferentes combinacGes entre os fatores variaveis (solvente,
concentracdo de enzima e tempo de reacdo), e 0s respectivos ensaios controle. Para 0s
controles foi adicionada acetona ao meio reacional antes da adicdo da enzima. As analises

foram realizadas em duplicata.

2.2.2 - Esterificacdo de &cido mandélico catalisada por lipase de Candida rugosa
Foram realizados ensaios semelhantes aos anteriores, empregando a lipase de Candida
rugosa solucdo (2,9 mg/mL) diluida 1/50 (0,5U), 1/100 (0,3U) ou 1/150 (0,2U). Aos meios

reacionais, foi adicionada acetonitrila 5% (v/v) como co-solvente. As demais condicdes de
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reacdo foram as mesmas dos ensaios anteriores, sendo em alguns casos utilizado o alcool

isoamilico em substituicdo ao etanol.

2.2.3 - Esterificacdo de acido mandélico com alcool isoamilico

Os ensaios foram conduzidos em “shaker” a 25°C, 150 rpm. Os meios reacionais
continham 210 mg de acido mandélico (140 mM), 750 mg de alcool isoamilico (850 mM) e
10 mL de hexano. As reacGes foram iniciadas por adi¢do de 50 uL de lipase de Pseudomonas
sp. solucdo (2,9 mg/mL) diluida 1/10 (13,5 U). Apos 24 horas, os ensaios foram paralisados
com 10 mL de acetona. Os ensaios controle foram preparados adicionando-se acetona ao meio
reacional, antes da adicdo de enzima. Ensaios semelhantes foram realizados, empregando-se a

lipase de Candida rugosa solucdo (2,9 mg/mL) diluida 1/10 (2,5 U).

2.3 - Reac0es de Transesterificacao
2.3.1 - Transesterificacdo de acetato de vinila com acido mandélico

Os ensaios foram conduzidos em “shaker” a 25°C, 150 rpm. Os meios reacionais
continham 300 mg de acido mandélico (200 mM), 4,4 mL de acetato de vinila e 5,6 mL de
heptano ou éter diisopropilico. As reacdes foram iniciadas por adicdo de 50 uL de lipase de
Pseudomonas sp. solugdo (10 mg/mL) diluida 1/10 (13,5U). Ap6s 24 horas, 0s ensaios foram
paralisados com 10 mL de acetona. Os ensaios controle foram preparados adicionando-se
acetona ao meio reacional, antes da adicdo de enzima. Ensaios semelhantes foram realizados
empregando-se as lipase de Candida rugosa solugdo (10 mg/mL) (2,5U) e Rhizomucor miehei

solucdo (10 mg/mL) (0,75U) diluidas 1/10.
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2.3.2 - Transesterificacédo de acetato de vinila com mandelato de etila

Os ensaios foram conduzidos em “shaker” a 25°C, a 150 rpm. Os meios reacionais
continham 3 uL de mandelato de etila (1,5 mM), 14 uL de acetato de vinila (15 mM) e 10 mL
de éter diisopropilico. As reacdes foram iniciadas por adicdo de 50 uL da lipase de
Rhizomucor miehei solugdo (10 mg/mL) (0,75U) diluida 1/10. Apds 24 ou 96 horas, 0s
ensaios foram paralisados com 10 mL de acetona. Os ensaios controle foram preparados

adicionando-se acetona ao meio reacional, antes da adi¢do de enzima.

2.3.3 - Transesterificacdo catalisada por lipase de Rhizomucor miehei imobilizada

Os ensaios foram conduzidos em “shaker” a 37°C, 150 rpm. Os meios reacionais
continham 50 uL de mandelato de etila (357 mM), 80 uL de acetato de vinila (1224 mM) e
700 uL de solvente (éter diisopropilico ou heptano). As reacdes foram iniciadas por adicao de
200 pL de suspensdo de lipase de Rhizomucor miehei (Lipozyme®) imobilizada em Phenyl-
Sepharose® (2,5U). Apds os tempos de 96, 144 ou 168 horas, os ensaios foram paralisados
com 1 mL de acetona. Os ensaios controle foram preparados adicionando-se acetona ao meio

reacional, antes da adi¢do da enzima.

2.4 - Reac0Oes de Hidrolise

Os ensaios foram conduzidos em titulador automatico (Mettler DL) a 37°C, onde
durante o curso da reagdo, o pH foi mantido constante em 7,0 e a formag&o do produto foi
acompanhada pelo consumo de hidréxido de sodio (0,015 N). Os meios reacionais continham
10 mL de mandelato de etila 20 mM, em tampéo fosfato 25 mM, pH 7,0, contendo 0,8 mL de
DMSO, sendo adicionado 0 mesmo tampdo em quantidade suficiente para completar o
volume final a 20 mL. As reacdes foram iniciadas por adi¢do de 2,5 mL de suspensdo de

lipase de Rhizomucor miehei (Lipozyme®) imobilizada em Phenyl-Sepharose® (61U). Os
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ensaios foram paralisados ap6s 10 horas, por filtracdo a vacuo para separa¢do do meio

reacional e do biocatalisador (suporte contendo a enzima).

2.5 - Hidrolise do mandelato de etila

Os ensaios foram conduzidos em titulador automatico (Mettler DL) a 37°C, onde
durante o curso da reacdo, o pH foi mantido constante em 7,0 e a formagdo do produto foi
avaliada pelo consumo de hidréxido de sédio (0,015 N). O meio reacional continha 12,5 mL
de mandelato de etila 20 mM, em tampao fosfato 25 mM, pH 7,0, contendo 1 mL de DMSO,
sendo adicionado 0 mesmo tampao em quantidade suficiente para completar o volume final a
25 mL. A reacéo foi iniciada por adi¢do da lipase imobilizada, sendo em cada caso, utilizadas
quatro concentragdes diferentes (atividade total 1U, 9U, 22U e 54U). Como controle foram
conduzidas reagbes utilizando a enzima ndo imobilizada nas mesmas concentragoes.
Aliquotas de 5 mL foram retiradas nos tempos de 3, 4, 5 e 7 horas e paralisadas por filtracdo a
vacuo, no caso das enzimas imobilizadas, ou imediatamente congeladas em banho de gelo

Seco e acetona, no caso da enzima livre.

2.6 - Andlise Estatistica

Uma série de experimentos foi realizada, onde foram fatores fixos a enzima utilizada,
o éster utilizado, a concentracdo do mandelato de etila no meio, a temperatura € o pH do meio
reacional. Foram fatores varidveis: a concentragdo da enzima no meio reacional, o tempo de
reacao e a hidrofobicidade do suporte. Os experimentos foram realizados combinando os trés
fatores variaveis.

Apos a realizagdo dos experimentos, os dados obtidos para hidrolise do mandelato de
etila foram submetidas a andlise de variancia (ANOVA) para dois ou mais fatores, para um
nivel de significancia de 95%. A partir dos valores do teste F foi avaliada a contribuicdo de
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cada fator isolado, de seus conjuntos dois a dois e do conjunto de todos os fatores sobre os

resultados.

2.7 - Métodos Analiticos
2.7.1 - Medida de atividade lipasica

A determinacdo da atividade lipasica foi realizada rotineiramente por método
titulométrico [Dellamora-Ortiz et al., 1997]. Os ensaios foram realizados em “shaker” a 37°C,
200 rpm. A cada 5 mL de emulsdo 20% (v/v) de 6leo de oliva em goma arabica 5% (p/v),
foram adicionados 4,95 mL de tampdo fosfato 50 mM, pH 7,0. Em seguida, a reacdo foi
iniciada pela adigdo de 50 uL da enzima livre ou da suspensdo da enzima imobilizada. Os
ensaios foram paralisados apds os tempos 0, 20, 40 e 60 minutos de reacdo, com 10 mL de
mistura etanol / acetona 1:1. Os acidos graxos formados foram quantificados por titulacdo
contra NaOH 0,025 N, utilizando a fenolftaleina como indicador. O branco foi preparado por
adicdo de mistura etanol / acetona, ao meio reacional, antes da adicdo da enzima.

Uma unidade de atividade enzimatica (1U) corresponde a quantidade de enzima que

produz 1umol de &cido graxo por minuto, nas condi¢des do ensaio.

2.7.2 - Quantificacdo de proteinas

O método de Lowry modificado com SDS [Lowry et al., 1951, Peterson, 1983] foi
utilizado para determinacdo da concentragdo de proteinas. Como padrdo foi utilizada a
albumina de soro bovino, sendo a concentracdo de proteina estimada a partir da utilizacdo de
curva padrdo e de planilha de célculos descrita por Peterson (1983). A sensibilidade do

método esté na faixa de 2 a 40 pg de proteina.
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2.7.3 - Determinacdo do grau de esterificacdo por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia

As analises dos ensaios de esterificacdo foram realizadas por sistema CLAE Waters

binério, com detector de UV a 254 nm, utilizando colunas ODS 35 x 150 mm, 5A. Como fase

mavel foi utilizada a mistura metanol/agua destilada 70:30, sendo a taxa de fluxo 0,5 mL/min.

2.7.4 - Determinacao do excesso enanciomerico (ee)

As anédlises do excesso enanciomerico do éster ndo reagido foram realizadas por
sistema CLAE Waters binario, com detector de UV a 254 nm, utilizando coluna quiral Chrom
Tech Ltd AGP - 150 x 4mm. A mistura metanol/agua destilada (0,1% &cido acético) 45:55 foi

utilizada como fase movel, com a taxa de fluxo igual a 0,5 mL/min.
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IV - RESULTADOS E DISCUSSAO

1 - Esterificacdo do Acido Mandélico
Inicialmente serdo apresentados os resultados dos experimentos utilizados para o
estabelecimento das condi¢fes de reagdo, onde foram variados: substrato, solvente e

preparacao enzimatica, e ainda tempo de reacao e temperatura do ensaio.

1.1 - Reac0es de Esterificacdo

De acordo com o plano de trabalho original, pretendia-se realizar a resolucdo de
enancidmeros do acido mandélico através de reacdes de esterificacdo. Desta forma, em uma
primeira etapa, foram realizadas reacfes utilizando como substratos: &4cido mandélico 35mM
e etanol 175 mM, tendo como biocatalisador uma lipase de Rhizomucor miehei (Lipozyme®).
Os fatores variaveis foram a concentracdo de enzima, o tempo de reacdo e a hidrofobicidade
do solvente. No entanto, nas analises realizadas por CLAE nenhum produto foi observado.

Algumas possiveis explicacfes para o insucesso destas reacGes podem ser obtidas a
partir dos estudos realizados por Hari-Krishna e colaboradores [2000; 2001]. Estes
pesquisadores avaliaram as condicBGes para otimizacdo da producdo de acetato de isoamila
catalisada por lipase de Rhizomucor miehei (Lipozyme®) imobilizada, utilizando como
substratos o alcool isoamilico e &cido acético em concentrages equimolares. Eles também
reportaram que outros autores haviam observado o efeito inibitorio de &cidos e élcoois de
cadeia pequena sobre a enzima. Portanto, o etanol, por ser um alcool de cadeia pequena,
poderia ter provocado a inibi¢do da enzima nas condigdes de reacao por nés utilizadas. Apesar
disto, Hari-Krishna e colaboradores [2000; 2001] consideram que substratos de cadeia curta
podem ser utilizados com sucesso em reacdes de esterificagdo desde que a composicdo do

meio reacional seja adequadamente escolhida. O efeito de diversos solventes também foi
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testado por Hari-Krishna e colaboradores [2001], demonstrando que os de menor polaridade
deveriam ser escolhidos. Sendo assim, podemos supor que quando utilizamos cloroférmio e
hexano em nossos experimentos, em principio, estes ndo causariam nenhuma dificuldade ja
que apresentam baixa polaridade. Estes autores também avaliaram o efeito da adicdo de
agua/tampdo ao meio reacional e o efeito da saturacdo do solvente organico com tampdo. A
adicdo de dgua/tampdo ao sistema provocou uma drastica queda na esterificacdo, assim como
causou agregacgéo da enzima. A partir dos resultados obtidos por estes autores, podemos supor
que a agua produzida pela reacdo de esterificacdo, em nossos ensaios, poderia dificultar o
processo. Encontrar o teor de agua ideal para cada sistema ndo € tarefa facil, para tal, as
condicGes de reacao ja deveriam estar estabelecidas, sendo apenas otimizadas. Por outro lado,
o fato de o sistema ser praticamente anidro, possivelmente ndo seria prejudicial as reacdes
catalisadas pela Lipozyme®, ja que esta contém aproximadamente 10% (p/p) de &gua e é
ativa nesta condicdo. Em contrapartida, foi verificado por Hari-Krishna e colaboradores
[2001] que o tamponamento do solvente provocou melhora no rendimento. Uma alternativa
seria testar o uso de solventes tamponados no meio reacional.

Desta forma, uma nova tentativa foi feita utilizando-se 0os mesmos substratos (&cido
mandélico e etanol) e as mesmas condicOes de reacdo, com uma lipase de Candida rugosa em
substituicdo a lipase de Rhizomucor miehei (Lipozyme®). Para evitar possiveis problemas de
solubilidade dos substratos, foi utilizado como co-solvente acetonitrila 5% (v/v). Os solventes
empregados foram tamponados. Foram também realizados alguns ensaios, nas mesmas
condicBes, onde o alcool isoamilico foi utilizado em substituicdo ao etanol. Apesar de todas as
modificacOes realizadas, mais uma vez ndo foi detectada a presenga de produto através de
CLAE para nenhuma das condigdes testadas.

Horvéth e colaboradores [1998] relataram um estudo onde foi realizada a esterificacdo

do acido mandélico (140 mM) com &lcool isoamilico (850mM), catalisada por lipase de
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Candida antartica, onde a atividade da enzima foi avaliada em funcdo de seu grau de
hidratacdo (mg agua/mg enzima liofilizada). Buscou-se entdo, reproduzir os resultados
obtidos por esses autores. Para tanto, foram realizados outros ensaios, utilizando 0os mesmos
substratos, nas mesmas concentracdes, e condi¢cdes de reacdo semelhantes as descritas por
Horvath e colaboradores [1998]. Foi empregado hexano, em substituicdo ao metil-
ciclohexano utilizado por estes pesquisadores, e as lipases de Pseudomonas sp. e Candida

rugosa. Mais uma vez, as andlises por CLAE néo revelaram a presenca de produto.

1.2 - Reac0es de Transesterificacao

Strauss e Faber [1999] demonstraram a esterificacdo do &cido mandélico (200 mM)
utilizando acetato de vinila como doador de acila. Empregando um sistema enzimatico duplo,
0 acido (S) O-acetil mandélico foi obtido com rendimento de 80% e um excesso
enanciomérico de 98%. Com base neste trabalho, foi feita uma nova tentativa com um sistema
semelhante, utilizando-se 0s mesmos substratos, mesmas concentragdes de enzima e lipases
de Rhizomucor miehei, Pseudomonas sp. e Candida rugosa. Os solventes utilizados foram
heptano e éter diisopropilico. Como nos ensaios anteriores, em nenhuma das amostras
analisadas por CLAE foi verificada a presenca de produto.

Ebert e colaboradores [1992] testaram a acdo de quinze lipases de diversas fontes, na
reacdo de acilacdo do &cido mandélico sem nenhum sucesso. O resultado foi atribuido a
inibicdo da enzima pelo acido, além do impedimento estérico causado pelo prdprio substrato
(&cido mandélico). Isto poderia explicar os resultados obtidos por nés, aonde o é&cido
mandélico poderia estar apresentando o mesmo efeito sobre as enzimas empregadas, nas
condigdes de reagéo utilizadas.

Buscando contornar esta situacdo, novas estratégias foram adotadas, com base nos
relatos de diversos autores [EBERT et al., 1992; MIYAZAWA et al., 1992; MIYAZAWA et
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al., 2000; QUEIROZ & NASCIMENTO, 2002], os quais utilizaram reacdes de
transesterificacdo, onde ocorria a acilagdo de mandelatos com enolésteres. Miyazawa e
colaboradores [2000] reportaram que alguns autores ndo consideram as reacOes de acilagédo
aplicaveis a mandelatos, por serem alcoois secundarios impedidos estericamente. Apesar
disto, estes pesquisadores sugeriram que esta estratégia seria efetiva, caso a lipase e as
condigdes do meio fossem adequadamente escolhidas. Assim sendo, eles estudaram a acilagédo
do mandelato de metila com acetato de vinila em éter diisopropilico, catalisada por lipases de
diversas fontes. A taxa de conversdo e a enanciosseletividade da reagdo variaram
consideravelmente em funcdo do grupamento éster, da lipase e do solvente utilizados.

Desta forma, nesta etapa do trabalho foram realizados dois ensaios distintos, em um
dos quais foi empregada a lipase de Rhizomucor miehei livre e, em outro, a mesma enzima
imobilizada em Phenyl-Sepharose®, nas condi¢des descritas em Material e Métodos. Foram
avaliados tempos mais longos de reacéo, e a temperatura foi de 25°C para a enzima livre e de
37°C para a imobilizada. O mandelato de etila foi usado em substituicdo ao mandelato de
metila, em ambas as situacGes. Além do éter diisopropilico, hexano também foi utilizado
como solvente nas reagfes com a enzima imobilizada. Andalises por cromatografia em camada
fina foram realizadas e, uma vez mais, ndo houve aparecimento de produto em nenhuma das

amostras avaliadas.

1.3 - Reacdes de Hidrolise

Inicialmente nosso trabalho teve como objetivo a resolucdo enzimatica do &cido
mandélico. Como ja abordado anteriormente, esta resolucdo pode ser alcancada através de
reacdes de esterificacdo em meios organicos, assim como por hidrolise em solucdes aquosas.
Em nosso estudo novas estratégias foram buscadas, em funcdo da falta de éxito utilizando-se
as reacdes de esterificacdo. Com isto, foram realizados ensaios de hidrdlise baseados nos
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experimentos de Palomo e colaboradores [2002], em substituicdo aos de esterificacdo. As
reacBes foram conduzidas em titulador automatico, com pH controlado em 7,0, a 37°C, e
acompanhadas durante 10 horas. O meio reacional continha mandelato de etila 20 mM, em
tampdo fosfato 25 mM, pH 7,0, sendo empregada a lipase de Rhizomucor miehei
(Lipozyme®) imobilizada (61U), e o produto formado quantificado através do consumo de
hidréxido de sodio durante o curso da reacdo. A conversdo do mandelato de etila em &cido
mandélico alcancou 94,6% até 10 horas de reacdo. Estes ensaios serviram de base para 0s
demais experimentos, passando-se a estudar entdo a hidrdlise do mandelato de etila catalisada

por lipases.

2 - Hidrolise de mandelato de etila

Existem varios trabalhos publicados onde foi reportada a utilizacdo de lipases
imobilizadas em suportes hidrofébicos. A maioria destes refere-se a sistemas anidros, onde
ndo sdo comparados a utilizacdo da enzima livre e nem mesmo a outros derivados
imobilizados [BASTIDA et al., 1998].

Serdo apresentados a seguir os resultados obtidos nas reacGes de hidrélise do
mandelato de etila. Os percentuais de conversdao de mandelato de etila em acido mandélico
foram avaliados em funcéo de diferentes concentracdes de enzima (1U, 9U, 22U e 54U), nos
tempos de 3, 4, 5 e 7 horas. Da mesma forma, foi observada a utilizacdo de lipase imobilizada
em suportes de diferentes hidrofobicidades (Octyl-Sepharose® e Phenyl-Sepharose®) e
comparadas a enzima livre.

A Tabela Il apresenta os percentuais de conversdo de mandelato de etila em &cido

mandélico e etanol, em intervalos de tempo pré-estabelecidos.
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Tabela Il: Percentual de conversdao de mandelato de etila em acido mandélico utilizando as
diferentes preparacdes enzimaticas, em diferentes concentragoes.

Conversao (%)
Lipo-OS Lipo-PS Lipo Livre
Tempo| 1U | 9U (22U | 54U | 1U | 9U | 22U |54U | 1U | 9U | 22U | 54U

3h 8 11 | 41 61 7 10 | 14 | 15 0 0 0 15
4 h 9 26 | 67 78 8 13 | 18 | 30 1 1 4 36
5h 14 | 41 71 78 9 15 | 21 | 47 2 3 19 | 66
7h 51 | 52 75 78 | 17 | 19 | 26 | 583 8 17 | 43 | 71

9h - - - - - - - - 60 43 - -
Lipo-OS- Lipozyme® imobilizada em Octyl-Sepharose®
Lipo-PS- Lipozyme® imobilizada em Phenyl-Sepharose®
Lipo Livre- Lipozyme® nédo imobilizada

Os resultados obtidos permitem verificar claramente que as reagles apresentaram
comportamentos diferentes, em funcdo do suporte utilizado para imobilizacdo, da
concentracéo do biocatalisador e do tempo de reagéo.

Tem sido exaustivamente descrito que as propriedades cataliticas das lipases podem
ser facilmente moduladas pelas condic¢des de reacdo. Esta dependéncia das propriedades da
enzima em funcdo do ambiente pode ser conseqiiéncia de seu complexo mecanismo de acéo,
que envolve mudancgas conformacionais significativas na sua estrutura. Isto sugere que as
lipases podem ser muito suscetiveis a interacBes entre sua superficie e 0 meio, podendo
modificar o equilibrio entre as formas aberta e fechada (Figura 4), e talvez a configuracéo do
centro ativo [SABUQUILLO et al., 1998]. Portanto, quando acompanhamos o progresso de
uma reacdo com diferentes concentragcdes de enzima ao longo do tempo, as condicdes de
reacdo vdo se modificando, e conseqlientemente, as propriedades cataliticas da enzima
também. Por outro lado, as diferentes técnicas de imobilizacdo também podem alterar o
equilibrio entre as formas aberta e fechada, ou mesmo a conformagdo da enzima, com
consequente modificagdo de suas propriedades cataliticas. A imobilizagdo envolvendo areas
diferentes da enzima pode favorecer a rigidez da estrutura ou mesmo gerar um microambiente

especial ao seu redor. Estes fatos podem reduzir a mobilidade da “tampa”, alterando o
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formato final da forma aberta da lipase e dificultando o acesso do substrato [PALOMO et al.,
2002]. Quando séo utilizados suportes de graus de hidrofobicidade distintos, diferentes formas
de lipase sdo adsorvidas de maneira menos ou mais intensa, gerando efeitos cataliticos

distintos [SABUQUILLO et al., 1998; BASTIDA et al.,1998].

lipase imobilizada
“aberta”

N

suporte hidrofébico

lipase solavel (livre)
“aberta

B

® sitio catalitico

. centro ativo

Figura 4 — Lipase na forma “aberta” imobilizada em suporte hidrofébico. Equiibrio entre
formas “fechada” e “aberta” de lipase soltvel (livre) (adaptado de BASTIDA et al., 1998).

Passaremos a analisar os resultados obtidos nas reacGes utilizando a enzima livre
(Lipozyme® - Lipo livre). Observa-se, no Grafico 1, que no inicio da reagdo houve uma
adaptacdo da enzima ao meio reacional, possivelmente devido a uma menor interagdo com o

substrato. Com o passar do tempo, uma alteracdo no meio reacional favoreceu uma maior

39



Resultados e Discusséo

interacdo enzima-substrato, promovendo a ativacdo interfacial da enzima. Quanto maior a

concentracdo da enzima utilizada, mais rapidamente se deu a ativacdo, devido a um maior

numero de centros ativos disponiveis.

16wbo (W)
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Gréafico 1 — Conversdo de mandelato de etila em acido mandélico em funcdo do tempo de
reacdo, utilizando a lipase de Rhizomucor miehei, Lipozyme® livre (Lipo livre), em
diferentes concentragdes.

Pela andlise do Grafico 1, também pode ser verificado que quanto maior a
concentracdo de enzima, maior foi a conversdo de substrato em produto, até 7 horas de
reacdo. Por outro lado, quando analisamos a Tabela Il, percebemos que a producdo do acido

mandélico obtida com 1U de Lipo livre foi bastante superior a obtida com 9U de Lipo livre,

40



Resultados e Discusséo

quando se atingiu 9 horas de reacdo. Comparativamente, verificou-se ainda um
comportamento distinto entre as reacdes em que foram utilizadas concentragdes mais baixas
(1U e 9U) e as realizadas com concentragdes mais altas (22U e 54U) de enzima.

Algumas lipases microbianas (entre elas a de R.miehei) foram estudadas por Palomo e
colaboradores [2003a], que verificaram que estas enzimas demonstram a tendéncia de formar
agregados bimoleculares (dimeros). Estes autores reportaram que outros pesquisadores ja
haviam observado a presenca de dimeros de lipases por estudos com raios X, tendo sido
demonstrado que estas enzimas podiam se cristalizar como dimeros na conformacdo aberta,
expondo a &rea hidrofdbica ao redor do sitio ativo em estreita relagdo com outra molécula de
lipase; Palomo e colaboradores [2003a], por sua vez, demonstraram que este fendmeno
também podia ocorrer em solugdo. Foi observado ainda que o aumento da forca i6nica no
meio reacional elevava o percentual das formas bimoleculares, enquanto que a presenca de
detergentes o diminuia, sugerindo a existéncia de interacdo hidrofobica na formacdo do
dimero. Da mesma maneira, formas monomoleculares foram encontradas, sendo que apenas
em concentragOes baixas de enzima (Figura 5). Na realidade os autores observaram que,
possivelmente, havia uma mistura destas estruturas, sendo que quanto maior a concentragcdo
da enzima, maior seria a propor¢do de dimeros. Foi relatado que esta tendéncia de agregacao
provocaria modificacOes na estrutura das lipases e, conseqiientemente, nas suas propriedades
cataliticas. De fato, a forma dimérica poderia apresentar estabilidade, atividade ou
enanciosseletividade diferente da forma monomérica, em fungdo de sua estrutura “aberta”,
mas parcialmente bloqueada. Foi observado que a atividade da enzima diminuia quando sua
concentracdo era aumentada e ainda, que a forma dimérica mostrou-se mais estavel que a
monomérica. Para demonstrarem o efeito da concentracdo de enzima na enanciosseletividade,
estes pesquisadores estudaram a resolucdo hidrolitica de alguns compostos quirais
empregando lipases imobilizadas em suportes porosos. Foi verificado que quando a técnica
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utilizada na imobilizacdo permitia que houvesse variacdo na propor¢cdo dimero/monémero
(suporte de troca ibnica), notava-se variacdo na enanciosseletividade. J& quando foram
testadas lipases imobilizadas em Octyl-Sepharose® (via ativagdo interfacial) ndo houve
variacdo na enanciosseletividade para diferentes concentraces de enzima. Os autores ainda
sugeriram que qualquer fenébmeno que implicasse em ativagéo interfacial, como a ligacéo a

suporte hidrofébico, seria capaz de romper a forma bimolecular da lipase.

lipase “fechada”

lipase “aberta”

Figura 5 — Mecanismo provavel de agregacdo das lipases (adaptado de PALOMO et al.,

2003).

A partir dos resultados obtidos por estes pesquisadores podemos propor que para as
concentragOes mais altas de lipase utilizadas (Lipo livre 22U e Lipo livre 54U) haveria quase
exclusivamente a forma bimolecular. Nesta condicéo, a lipase mais concentrada (Lipo livre

54U) seria mais eficiente em funcdo da maior formagdo do complexo enzima-substrato e,
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consequientemente, da maior formacao de produto. Por outro lado, para a concentracdo mais
baixa de proteina utilizada (Lipo livre 1U) haveria uma mistura entre as formas monoméricas
e diméricas, prevalecendo 0 mondmero mais ativo, o que resultaria em maior formacao de
produto apds 9 horas de reacdo. Ja para 9U (maior concentracdo de proteina), a maior
proporcdo do dimero em relacdo ao mondmero levaria a menor quantidade de produto
formado em 9 horas de reacao.

A andlise estatistica dos resultados obtidos nos permite entender a relacdo entre as
variaveis (tempo de reacdo — A e concentragdo da enzima - B) na hidrdlise do mandelato de
etila. Uma interacdo significativa entre dois ou mais fatores pode mascarar a importancia dos
efeitos principais dos fatores considerados. Por isso, foi utilizada a técnica de andlise de
variancia (ANOVA) para dois ou mais fatores.

Foi adotado um modelo estatistico a partir dos dados do rendimento da reagdo em
funcdo das variaveis, em que se parte da hip6tese que os valores tedricos (y’) sao idénticos
aos valores reais (y), ou seja, y’=y. Para o calculo dos coeficientes dos efeitos principais e
dos coeficientes de interagdo entre os efeitos foi utilizado o software Design-Easy versdo 5.
Os coeficientes obtidos podem ser observados na Tabela I1l.

Em funcdo do comportamento diferente das reacGes devido as diversas concentragdes
de enzima utilizadas, estipulou-se comparar os resultados obtidos para as duas menores (1U e
9U) e para as duas maiores (22U e 54U) concentragcdes, ou mesmo outras combinacdes,
quando necessério, para os tempos de 3 e 7 horas. Da mesma forma, foi realizada uma analise
dos resultados obtidos para a maior e a menor concentragdo (1U e 54U) de enzima utilizadas,
nos mesmos tempos, para avaliar o sistema todo. De maneira geral, coeficientes com valores
altos indicam uma grande influéncia da variavel na resposta.

A andlise da Tabela Il corrobora algumas das conclusdes provenientes da analise dos
resultados da hidrolise (conversdo) do mandelato de etila em diferentes concentracfes de
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enzima livre (Gréafico 1, Tabela Il), demonstrando adicionalmente quando ocorreu interacdo
entre os fatores. O fator F calculado deve ser maior do que o tabelado para que o efeito seja

considerado significativo.

Tabela I11: Coeficientes dos efeitos principais e de interacdo sobre a conversdao de mandelato
de etila em acido mandélico, para diferentes intervalos de concentracdo de enzima
entre 3 e 7 horas de reagéo.

Lipo-OS Lipo-PS Lipo livre OS/PS
Fator

1 2 3 4 1 2 4 1 2 4 4

A 210 | 12,7 | 145 | 150 | 4,7 | 125 | 120 | 6,2 | 24,7 | 16,0 | 19,2

B 1,0 5,7 190 | 200 | 1.2 7,0 110 | 22 | 10,7 | 195 9,7

C - - - - - - - - - - 7.5
AB | 05 | 42 | 60 | 65 | 02| 65 | 70 | 22| 32 | 120 | 60
AC | - - - - - - - - - - 7,2
BC | - - - - - - - - - - 1,2

ABC | - - - - - - - - - - 1,0

F 884 5,4 7,9 74 | 193 | 24 2,7 44 | 345 2,2 7,6

Lipo-0OS- Lipozyme® imobilizada em Octyl-Sepharose®

Lipo-PS- Lipozyme® imobilizada em Phenyl-Sepharose®

Lipo Livre- Lipozyme® nédo imobilizada

A - tempo de reagdo; B - concentracdo de enzima; C - hidrofobicidade do suporte
1-1U/9U; 2 - 22U/54U; 3 - 9U/54U; 4 - 1U/54U

Ao analisarmos o comportamento das reacgdes realizadas com a lipase livre (Lipo
livre), para as maiores concentracdes (22U/54U) notamos que o fator tempo de reagéo (A)
apresenta maior influéncia sobre a resposta do que o fator B, 0 que ocorre também para as
menores concentragdes de lipase livre (1U/9U). E possivel observar também uma modesta

influéncia da interacdo entre os dois fatores (AB) nas concentragfes mais altas, enquanto que
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em 1U/ 9U, esta influéncia é da mesma magnitude daquela do fator B sozinho, reforcando
assim o papel predominante do fator tempo de reacdo sobre a taxa de conversao.

Quando comparamos os resultados para a menor e a maior concentragdo de enzima
(1U/54U), verificamos que o fator B também apresentou grande influéncia sobre a resposta,
uma vez que esta faixa de concentracdo de enzima representa todo o conjunto analisado. Além
disso, neste caso, observou-se a interacdo entre os dois fatores (AB). A constatacdo da
interacdo reforca a importancia da anélise ndo ser realizada entre os fatores individualmente,
ou seja, quando analisamos a influéncia do tempo de reacdo na formacdo de produto,
verificamos que ela é diferente dependendo da concentracdo da enzima.

Os resultados obtidos nesta analise estatistica também estdo representados em forma
de graficos que permitem avaliar os efeitos dos fatores principais e os efeitos de interagdo
entre os fatores para cada condicao estudada.

O Grafico 2 apresenta o percentual da probabilidade meio normal para as rea¢cdes com
Lipo livre 1U/9U e o Gréfico 3 para as reacBes com Lipo livre 22U/54U. Neste grafico
avalia-se 0 quanto o efeito dos fatores e de suas interagdes diferem da resposta média
calculada. Os efeitos mais significativos encontram-se localizados na area mais a direita e
mais acima do grafico. Por outro lado, os efeitos dos fatores devem estar proximos a reta
tracada para que a hipétese y’= y seja considerada valida. Assim, tanto para 1U/9U, como
para 22U/54U, o fator A (tempo de reacdo) é o que mais influencia a resposta (percentual de

converséo).
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Gréfico 2- Medida do efeito dos fatores principais e de interacdo em relacdo a resposta média
calculada para as reacdes com a Lipo livre 1U/9U. A- tempo de reacdo; B- concentracdo da
enzima; AB- interacdo entre A e B.
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Gréafico 3 - Medida do efeito dos fatores principais e de interacdo em relagéo a resposta média
calculada para as reagdes com a Lipo livre 22U/54U. A- tempo de reagéo; B- concentragdo da
enzima; AB- interacdo entre A e B.
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Os efeitos de interacdo entre os fatores podem ser avaliados por outro tipo de grafico.
A interacdo ocorre quando a mudanga na resposta, causada pela alteracdo de um fator de um
nivel mais baixo para um nivel mais alto, ndo € a mesma que a observada para os dois niveis
de um segundo fator. Se o efeito do fator X depende do nivel do fator Y, diz-se que houve
uma interacdo XY. Podemos exemplificar com o grafico referente as reacdes de Lipo livre
1U/9U (Gréfico 4). A mudanca na resposta ao passarmos de um nivel mais baixo de B para
um nivel mais alto de B, foi diferente dependendo do nivel de A. Em altos niveis de A (maior
tempo de reacdo), a alteracdo do nivel mais baixo (menor concentracdo) para 0 mais alto
(maior concentracdo de enzima) de B, causou um grande aumento na resposta. Em baixos
niveis de A, a alteracdo do nivel mais baixo para 0o mais alto de B, ndo apresentou grande
efeito na resposta, ou seja, quando as linhas B+ e B- ndo estdo paralelas, ha interacdo entre A
e B. Isto significa que, neste caso, quanto maior o tempo de reacdo, maior € a influéncia da
concentracdo de enzima sobre a conversdo de substrato em produto, para o intervalo
considerado.

Ao avaliarmos os resultados obtidos para as reagdes com Lipo livre 22U/54U
verificamos que, da mesma forma, houve interacdo entre os fatores, sendo que a influéncia de
A sobre B na resposta foi menos acentuada (Gréafico 5).

Foi também realizada uma andlise entre os resultados obtidos nas reagdes com a menor
(1U) e a maior (54U) concentracdo de enzima, para 0s mesmos tempos de reacdo. O Grafico 6
nos mostra que o fator B é o de maior influéncia, e também que o modelo néo € adequado,
indicando tratar-se de sistemas enzimaticos diferentes, o que corrobora nossa proposta da
presenca de mondmeros e dimeros em diferentes proporcdes. Verificamos também que houve
uma interacdo AB (Grafico 7) e que quanto maior o tempo de reacdo, maior foi a influéncia

da concentragéo de enzima sobre a resposta.
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Interacdo de A: Tempo e B: Concentragio

Gréfico 4 - Efeito do tempo de reacdo (A) sobre a influéncia da concentragdo de enzima (B)
na conversdo de substrato em produto utilizando Lipo livre, para reagdes de 3 e 7 horas, com
1 e 9U de lipase.
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Interagio de A: Tempo e B: Concenfragéo

Gréfico 5 - Efeito do tempo de reacdo (A) sobre a influéncia da concentracdo de enzima (B)
na conversdo de substrato em produto utilizando Lipo livre, para reacdes de 3 e 7 horas, com
22 e 54U de lipase.
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Gréfico 6 - Medida do efeito dos fatores principais e de interacdo em relacdo a resposta média
calculada para as reacGes com a Lipo livre 1U/54U. A- tempo de reacdo; B- concentracdo da
enzima; AB- interacdo entre A e B.
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Interacéo de A: tempo e B: concentragéo

Gréfico 7 - Efeito do tempo de reacdo (A) sobre a influéncia da concentragdo de enzima (B)
na conversdo de substrato em produto utilizando Lipo livre, para reacdes de 3 e 7 horas, com
1 e 54U de lipase.
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Os resultados obtidos para as reacfes com as preparacGes enzimaticas imobilizadas
foram avaliados através das curvas de progresso de reacdo (conversao de mandelato de etila
em &cido mandélico), da mesma forma que para a lipase livre.

Para as reacg0es catalisadas pela lipase imobilizada em Octyl-Sepharose® (Lipo-OS)
(Grafico 8) foi observado um comportamento de certa forma semelhante aos das reacées com
Lipo livre (Grafico 1). Verificou-se, do mesmo modo, que no inicio da reacdo houve uma
menor interacdo enzima-substrato, sendo esta posteriormente favorecida por alguma alteracao
do meio reacional. Pode ser observado também que, quanto maior a concentracdo da enzima
utilizada, mais rapidamente se deu a ativacdo e maior foi a conversdo de substrato em
produto, em 7 horas de reacéo.

Para as reacOes catalisadas pela enzima imobilizada em Phenyl-Sepharose® (Lipo-
PS, Grafico 9) foi observado também que quanto maior a concentracdo de enzima, maior foi a
conversdo de substrato em produto, em 7 horas de reagdo. No entanto, este aumento néo foi
muito expressivo para as menores concentragdes de enzima (1U, 9U e 22U). O resultado
sugere a necessidade da utilizacdo de concentracGes mais altas de enzima para que a ativagédo
possa ser observada neste intervalo de tempo e, conseqilientemente, para a obtengdo de

conversoes expressivas de mandelato de etila.
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Gréafico 8 - Conversdo de mandelato de etila em acido mandélico em funcdo do tempo de

reacdo, utilizando a lipase de Rhizomucor miehei imobilizada em Octyl-Sepharose® (Lipo-
OS), em diferentes concentragdes.
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Gréafico 9 — Conversdo de mandelato de etila em acido mandélico em funcdo do tempo de

reacdo, utilizando a lipase de Rhizomucor miehei imobilizada em Phenyl-Sepharose® (Lipo-
PS), em diferentes concentragdes.
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Segundo Palomo e colaboradores [2003a] apenas as formas monoméricas das lipases
se ligariam aos suportes hidrofébicos. Sendo assim, os resultados obtidos com a variagéo da
concentragdo para a Lipo-OS e para a Lipo-PS ndo devem ser decorrentes de diferentes
proporc¢des de formas diméricas e monomeéricas da enzima.

Os resultados da analise estatistica resumidas na Tabela I11, mais uma vez, corroboram
algumas das conclusdes obtidas anteriormente. Ao analisarmos os dados obtidos para as
reacOes realizadas com Lipo-OS e Lipo-PS, tanto para as concentragdes de 1U/9U quanto
para as de 22U/54U de enzima, notamos que o fator tempo de reacdo (A) apresentou maior
influéncia sobre a resposta do que o fator concentracdo de enzima (B).

Para auxiliar a compreensdo dos resultados, os dados obtidos nesta analise estatistica
também estdo representados em forma de gréfico. Ao avaliarmos os resultados obtidos nas
reaces com Lipo-OS 1U/9U, podemos perceber que o0 modelo proposto ndo é adequado, uma
vez que o efeito do fator A se encontra afastado da reta (Grafico 10). Esta inadequacdo do
modelo se deve, provavelmente, a diferenca de comportamento da enzima em cada uma
destas concentragdes. Se observarmos o Grafico 8, constatamos que o perfil da reagdo com
9U de Lipo-OS é semelhante ao das reagdes com 22U e 54U de Lipo-OS, diferindo daquele
observado com 1U de Lipo-OS. Sendo assim, procedemos a analise estatistica com as reagdes
com 9U e 54U, e o resultado obtido esta representado no Grafico 11. Através do grafico das
interacGes entre os fatores (Gréafico 12), podemos notar que houve interacdo entre o tempo de
reacdo e a concentracdo de enzima, o que significa dizer que, neste caso, quanto maior o
tempo de reacdo, menor € a influéncia da concentragdo de enzima na conversdo de substrato

em produto.
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Gréafico 10 - Medida do efeito dos fatores principais e de interacdo em relacdo a resposta
média calculada para as reagdes com a Lipo-OS 1U/9U. A- tempo de reacdo; B- concentracéo
da enzima; AB- interacdo entre A e B.
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Gréafico 11 - Medida do efeito dos fatores principais e de interacdo em relacdo a resposta
média calculada para as reagdes com a Lipo-OS 9U/54U. A- tempo de reacdo; B-
concentracdo da enzima; AB- interacdo entre A e B.
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Gréfico 12 - Efeito do tempo de reagdo (A) sobre a influéncia da concentracdo de enzima (B)
na conversao de substrato em produto utilizando Lipo-OS, para reagdes de 3 e 7 horas, com 9

e 54U de lipase.

Foi também realizada uma andlise entre os resultados obtidos para a menor (1U) e

maior (54U) concentracdo de enzima. Observando o Gréafico 13, é possivel notar a adequacao

do modelo proposto, e no Grafico 14 verifica-se que houve interacdo entre os fatores, e

novamente quanto maior o tempo de reacdo, menor é a influéncia da concentracdo de enzima

na conversao de substrato em produto.

55



Resultados e Discussdo

99 —

97—
95 |

90 |
85
80 |

70 |
60 —
40
20

% Probabilidade 1/2 Normal

. : — . "
0.00 10.00 20.00 30.00 40.00

Efeito

Gréafico 13 - Medida do efeito dos fatores principais e de interacdo em relacdo a resposta
média calculada para as reagdes com a Lipo-OS 1U/54U. A- tempo de reacdo; B-
concentracdo da enzima; AB- interacdo entre A e B.
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Interacao de A: Tempo e B: Concentragao

Gréfico 14 - Efeito do tempo de reacdo (A) sobre a influéncia da concentracdo de enzima (B)
na conversdo de substrato em produto utilizando Lipo-OS, para reacdes de 3 e 7 horas, com 1
e 54U de lipase.
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Ao avaliar-se os resultados obtidos com Lipo-PS 1U/9U (Gréafico 15), observa-se a
adequacdo do modelo proposto, enquanto que para Lipo-PS 22U/54U isto ndo ocorre
(Gréfico 16). Uma vez que o comportamento da enzima nas concentragdes 1U, 9U e 22U foi
semelhante (Gréfico 9), foram analisados os dados obtidos para as reacdes com 1U e 22U de

Lipo-OS. Neste caso, 0 modelo proposto encontra-se validado (Gréafico 17).
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Gréafico 15 - Medida do efeito dos fatores principais e de interacdo em relacdo a resposta
média calculada para as rea¢cdes com a Lipo-PS 1U/9U. A- tempo de reacdo; B- concentracéo
da enzima; AB- interacdo entre A e B.
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Gréfico 16 - Medida do efeito dos fatores principais e de interacdo em relagdo a resposta
média calculada para as rea¢fes com a Lipo-PS 22U/54U.

99
©™ 97—
=
~ 90 —
— 85 uy
o 80
®
g 70
= 60
o
© Epg
-8 40
| -
Q2 b
X 0
+— T T
0.00 2.75 5.50 B.25 11.00

Efeito

Gréafico 17 - Medida do efeito dos fatores principais e de interacdo em relagdo a resposta
média calculada para as reacdes com a Lipo-PS 1U/22U. A- tempo de reacdo; B-
concentracdo da enzima; AB- interacdo entre A e B.
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O gréfico das interacBes para Lipo-PS 1U/22U nos mostra que praticamente nao
houve interacdo entre os fatores, uma vez que as retas estdo quase paralelas (Gréafico 18). Isto
significa dizer que, neste caso, a influéncia da concentracdo de enzima na conversido de
substrato em produto € praticamente a mesma, independentemente do tempo de reacdo.
Quando comparamos este resultado com o obtido para Lipo-PS 1U/54U (Gréfico 20),
percebemos um comportamento bastante diferente. Este fato se deve, provavelmente, aos
resultados obtidos com a Lipo-PS 54U, ja que o Grafico 19 mostra uma inadequagdo do
modelo proposto. O grafico das interagcdes indica que, neste caso, que quanto maior o tempo
de reagdo, maior é a influéncia da concentragdo de enzima na conversdo de substrato em

produto (Grafico 20).
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Interagao de A: Tempo e B: Concentragao

Gréfico 18 - Efeito do tempo de reacdo (A) sobre a influéncia da concentracdo de enzima (B)
na conversdo de substrato em produto utilizando Lipo-PS, para reacdes de 3 e 7 horas, com 1
e 22U de lipase.
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Gréafico 19 - Medida do efeito dos fatores principais e de interacdo em relacdo a resposta
média calculada para as reagbes com a Lipo-PS 1U/54U. A- tempo de reacdo; B-
concentracdo da enzima; AB- interacdo entre A e B.
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Interagao de A: Tempo e B: Concentracdo

Gréfico 20 - Efeito do tempo de reacdo (A) sobre a influéncia da concentracdo de enzima (B)
na conversdo de substrato em produto utilizando Lipo-PS, para reagdes de 3 e 7 horas, com 1
e 54U de lipase.
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Uma nova analise foi realizada comparando agora as prepara¢des imobilizadas em
funcéo de A, B e C (tempo de reacdo, concentracdo de enzima e hidrofobicidade do suporte).
Foram analisados: 0 menor e o maior tempo de reacdo (3 e 7 h), a menor e a maior
concentracdo de enzima (1U e 54U) e os suportes menos e mais hidrofébicos (Lipo-PS e
Lipo-OS). Observa-se uma adequacdo do modelo proposto (Gréafico 21) e também que
praticamente ndo houve interacdo entre B e C (Gréfico 22), ou seja, a influéncia da
hidrofobicidade do suporte na conversdo de substrato em produto é praticamente
independente da concentracdo de enzima. Por outro lado, observou-se a existéncia das
interacGes AC e AB. Pode-se perceber, portanto, que quanto maior o tempo de reacdo, maior é
a influéncia da hidrofobicidade do suporte (Gréfico 23) e da concentracdo de enzima (Grafico

24) na conversao de substrato em produto.
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Gréafico 21 - Medida do efeito dos fatores principais e de interacdo em relacdo a resposta
média calculada para as reagdes com a Lipo-OS e Lipo-PS 1U/54U. A- tempo de reacéo; B-
concentracdo da enzima; AB- interacdo entre A e B.
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Interagdo de B: Concentragdo e C: Hidrofobicidade

Gréafico 22 - Efeito da concentracdo de enzima (B) sobre a influéncia da hidrofobicidade do
suporte (C) na conversdo de substrato em produto, para reagdes de 3 e 7 horas, com 1 e 54U
de lipase.

78 —
66.1667 —|
C+
54.3333 —

425

30.6667 —

% Conversao

18.8333 —

T

A- A+

Interagé@o de A: Tempo e C: Hidrofobicidade

Gréfico 23 - Efeito do tempo de reacdo (A) sobre a influéncia da hidrofobicidade do suporte
(C) na conversao de substrato em produto, para reacdes de 3 e 7 horas, com 1 e 54U de lipase.
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Gréfico 24 — Efeito do tempo de reacdo (A) sobre a influéncia da concentracéo de enzima (B)
na conversao de substrato em produto, para reacdes de 3 e 7 horas, com 1 e 54U de lipase.

A analise comparativa dos graficos correspondentes a cada concentracdo de enzima
utilizada (Gréaficos 25, 26, 27 e 28) indica que o catalisador imobilizado no suporte mais
hidrofobico (Lipo-OS), apresentou maior eficiéncia de conversdo de substrato em produto,
para todas as concentracGes empregadas. Por outro lado, a enzima imobilizada no suporte
menos hidrofébico (Lipo-PS), apresentou menor eficiéncia que a anterior, em todas as

condigdes.
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Gréfico 25 - Conversdo de mandelato de etila em acido mandélico em funcdo do tempo de
reacao, com diferentes preparacGes de lipase de Rhizomucor miehei (Lipo livre, Lipo-OS e
Lipo-PS). Foi utilizada 1U de atividade enzimatica no meio reacional em cada caso.
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Gréfico 26 - Conversdo de mandelato de etila em acido mandélico em funcdo do tempo de
reacao, com diferentes preparacGes de lipase de Rhizomucor miehei (Lipo livre, Lipo-OS e
Lipo-PS). Foi utilizada 9U de atividade enzimatica no meio reacional em cada caso.
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Gréafico 27 - Conversdo de mandelato de etila em acido mandélico em funcdo do tempo de

reacdo, com diferentes preparacOes de lipase de Rhizomucor miehei (Lipo livre, Lipo-OS e
Lipo-PS). Foi utilizada 22U de atividade enziméatica no meio reacional em cada caso.
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Gréafico 28 - Conversdo de mandelato de etila em acido mandélico em funcdo do tempo de
reacdo, com diferentes preparacOes de lipase de Rhizomucor miehei (Lipo livre, Lipo-OS e
Lipo-PS). Foi utilizada 54U de atividade enziméatica no meio reacional em cada caso.
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Sabuquillo e colaboradores [1998] estudaram a adsorcdo seletiva de preparacGes
comerciais de lipases de Rhizopus niveus e Candida rugosa em suportes hidrofébicos em
baixa forca ibnica. Estas preparacdes enzimaticas, consideradas homogéneas por eletroforese
em gel de poliacrilamida, puderam ser separadas em vérias fracfes ativas em funcdo da
intensidade de adsor¢do em suportes com diferentes hidrofobicidades. Foi sugerido por estes
autores que, em cada uma destas preparacdes, existiriam pelo menos 3 formas de lipase, com
ligeiras variagdes estruturais, tendo sido observado que cada fracdo possuia propriedades bem
diferentes. Dessa forma, verificou-se que pequenas variagdes na estrutura da enzima podem
promover uma adsor¢do interfacial bem distinta em suportes hidrofébicos, assim como
resultar em comportamento catalitico bem diferente.

Comparativamente podemos sugerir que, em nosso trabalho, quando utilizamos
suportes com hidrofobicidades diferentes, estariamos imobilizando diferentes formas de
lipase, que apresentariam comportamentos cataliticos distintos. Segundo estes autores, o
suporte mais hidrofébico (OS) adsorve mais formas de lipase do que o suporte menos
hidrofébico (PS). Podemos entdo sugerir em fungdo disto que Lipo-OS teria uma maior
eficiéncia catalitica do que Lipo-PS.

Além disso, as rea¢fes com a enzima livre (Lipo livre) mostraram-se mais lentas do
que as reagbes com a enzima imobilizada, independente do suporte, para as concentragoes
mais baixas (1U e 9U). No entanto, nas concentracfes mais altas (22U e 54U), a conversao
obtida ultrapassou a verificada para a lipase Lipo-PS. Foi possivel observar que o
comportamento da lipase na forma livre foi diferente das formas imobilizadas da enzima. Ao
observarmos os Graficos 25, 26 e 27, podemos perceber que a partir de determinado tempo
onde as enzimas imobilizadas estdo chegando préximo ao méximo de conversdo, ainda se
verifica um aumento de conversdo nas reacfes com a enzima livre. Este fato ndo foi
verificado para a menor concentracdo utilizada (1U) (Gréafico 24), pois o tempo de reacdo ndo
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foi suficiente para que o aumento na formacéo do produto fosse observado. Sendo assim, nos
parece que houve uma alteragdo no meio reacional que favoreceu a atuacdo da enzima livre e
ndo da imobilizada. Mesmo assim, esta alteragdo n&o foi suficiente para que a Lipo livre
alcancasse niveis de conversdo mais altos do que a Lipo-OS.

Bastida e colaboradores [1998] estudaram a hidrolise de concentragdes crescentes de
butirato de metila por lipase de Rhizopus niveus livre e imobilizada em dois suportes
diferentes. A partir do limite de solubilidade do substrato, o comportamento destas
preparacBes enzimaticas se apresentou bastante diferente. Até este limite, a enzima
imobilizada em Octyl-Sepharose® apresentou a atividade maxima oito vezes maior do que a
forma livre, demonstrando hiperativacao, enquanto que, a enzima imobilizada covalentemente
mostrou um comportamento similar ao da forma livre, apresentando atividade catalitica
ligeiramente menor. Acima do limite de solubilidade do substrato, a enzima livre mostrou
uma intensa ativacdo interfacial, enquanto que os derivados imobilizados permaneceram com
a mesma atividade. Curiosamente, a maior atividade da lipase imobilizada em Octyl-
Sepharose® foi bem maior (cerca de 2,5 vezes) do que a da forma livre mesmo depois da
ativagdo interfacial promovida pelo substrato insolGvel. Analisando estes resultados, podemos
supor que a possivel alteracdo no meio reacional em nossos ensaios, que favorece a ativacao
da enzima livre, poderia também estar relacionada a solubilidade do substrato.

Em revisdo realizada por Verger [1997], foi descrito que ésteres em solugdo aquosa se
apresentariam sob diferentes estados de agregacdo, em equilibrio entre eles. Estas se
apresentariam como soluc@es isotrépicas em forma de mondmeros (S1), micelas (S2) e
monocamadas adsorvidas (S4), ou ainda como emulséo (S3) (Figura 6). Como a atividade das
lipases € aumentada em presenca de substratos insollveis, este autor atribui este fato ao
aumento da atividade interfacial provocada pela adsorcdo a este tipo de substrato. Em seu

estudo verificou que em presenca de cloreto de sodio (altas forgas idnicas) haveria diminuicao
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da concentracdo micelar critica (CMC), com consequiente aumento do tamanho das micelas.
Foi verificado que qualquer condi¢do que favorecesse a formacdo de agregados insolUveis

promoveria um aumento na catalise.

Ar

S4

llllllllllmonocamada

Figura 6 — Esquema dos diferentes estados fisico-quimicos de moléculas de éster em meio
aquoso (adaptado de VERGER, 1997). Mondmero (S;), micela (S;), emulsdo (S3) e
monocamada adsorvida (S;) coexistem em equilibrio e representam potenciais “substratos
monomeéricos” (S;) ou “super-substratos” (S;, Sz e Sy) de lipases. A area em cinza claro
representa a solucado isotropica e a area em cinza escuro representa a emulsao turva.

Podemos sugerir que em nossos ensaios uma alteracdo no meio reacional pode ter
provocado a diminuicdo da CMC, com conseqiiente aumento na formacdo de agregados
insoluveis de substrato, favorecendo a atuacdo da enzima livre. Por outro lado, a atuagdo das

lipases imobilizadas em suportes hidrofébicos poderia ser prejudicada nesta condigdo, porque
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estas preparacdes irdo atuar preferencialmente sobre substratos soltveis. Como neste caso a
concentracdo do substrato foi mantida fixa e a concentracdo do produto foi a Unica condigdo
variavel no meio reacional, podemos propor que a formacéo de &cido mandélico (em forma de
mandelato de s6dio) possa ter provocado o surgimento de agregados insoltveis. Sendo assim,
a diferenca entre o comportamento das enzimas livre e imobilizadas seria explicada. Segundo
Verger [1997], a “qualidade interfacial” &gua-lipidio torna-se um pardmetro decisivo quando

enzimas lipoliticas sdo empregadas.

3 - Determinacdo do excesso enanciomérico

Foi realizada uma anélise do excesso enanciomerico do éster ndo reagido por CLAE
utilizando coluna de fase quiral. Os resultados demonstraram que a Lipozyme® ndo
apresentou enanciosseletividade significativa em qualquer das condicdes de reacdo
empregadas (Tabela V).

Diversos autores relatam a variacdo ou mesmo a auséncia de estereosseletividade de
algumas lipases em diversos sistemas. Miyazawa e colaboradores [2000] estudaram a
hidrolise do mandelato de metila utilizando diferentes lipases e verificaram que nenhuma
delas apresentou enanciosseletividade alta. A temperatura do ensaio € um dos fatores que
pode influenciar a enanciosseletividade das reacfes enzimaticas e, em geral, as enzimas
exibem maior seletividade em baixas temperaturas [MIYAZAWA et al., 1998]. Palomo e
colaboradores [2003b] estudaram a resolucdo hidrolitica do acido 2-butiroil-2-fenilacético,
utilizando lipase imobilizada de Rhizomucor miehei, em diferentes suportes e em diferentes
condi¢cdes de temperatura e pH. Os resultados demonstraram que a enanciosseletividade
dependia diretamente do tipo de suporte e das condi¢cdes de reacdo utilizados. Em revisdo
realizada por Reetz [2002] ainda foi destacada a influéncia na estereosseletividade do doador
acila (reacdes de esterificacdo), de solventes organicos e da presenca de aditivos, além da
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temperatura do ensaio e da técnica utilizada na imobilizacdo da lipase. Em nosso estudo,
provavelmente a escolha destes fatores ndo foi a mais adequada no que se refere a
enanciosseletividade da enzima. Possivelmente, a temperatura utilizada no ensaio (37°C) pode
ter sido a condicdo mais desfavoravel, levando-se em consideracdo que na maioria dos
estudos de enanciosseletividade sdo empregadas temperaturas iguais ou inferiores a 25°C
[SABUQUILO et al., 1998; MIYAZAWA et al., 1999; MIYAZAWA et al., 2001; QUEIROZ
& NASCIMENTO, 2002]. No entanto, ndo se pode descartar a influéncia dos outros fatores

mencionados anteriormente.

Tabela IV: Excesso enanciomérico (ee) do mandelato de etila ndo reagido

LIPO-OS LIPO-PS LIVRE
Tempo ™15 T ou [22U [ 54U | 1U | 9U | 22U [ 54U | 1U | 9U | 22U | 54U
3h | 0 | 2 | 4 6 | 6 | 8| 6 | 6|8 | 6| 4
ah | - [ 2| 4 a4 - -6 21-1-T1T271%4
5h | 4 | 4 | 2 6 | 6 | 8| 6 | 6 | 8 | 4| 4
7h 4 | 2| -16 6 4] 2616/ 2]2

ee = (R-S) / (R+S) x 100

Nem sempre as condi¢Oes de reacdo ideais para se alcancar um alto grau de converséao
sd0 as mesmas para se obter produtos com elevado excesso enanciomérico [MIYAZAWA et
al., 1998]. Em nossos experimentos, apesar de ndo ter sido observada estereosseletividade na
reacao de hidrdlise nas condicOes reacionais empregadas, verificamos que a taxa de conversdo

variou significativamente em funcdo do suporte, da concentracdo de enzima e do tempo de
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reacao utilizados. Essa diferenca no comportamento das reagcdes pode ser avaliada através da
tabela e curvas de conversdo, assim como pela andlise estatistica que demonstrou
adicionalmente a interacdo entre estas variaveis.

Este trabalho serve como base para a definicdo de alguns parametros relevantes a
serem utilizados em futuros estudos empregando planejamento fatorial, de forma a estabelecer

as melhores condicgdes para reagdes de hidrolise por lipases.
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V - CONCLUSOES

No presente trabalho, algumas conclusdes puderam ser obtidas através da
avaliacdo das reagdes de hidrolise do mandelato de etila e da analise estatistica

dos resultados obtidos.

» A enzima imobilizada no suporte mais hidrofébico (Lipo-OS) mostrou-se mais eficiente
que as demais preparacfes enzimaticas na conversdao do mandelato de etila em &cido
mandélico.

» Quanto maior a concentracdo da enzima utilizada, maior foi a producdo de é&cido
mandélico até 7 horas de reacdo, para todas as preparacfes enzimaticas.

» Nas reacdes com 1U de lipase livre foi alcancada maior formacao de produto do que nas
reaces com 9U, em 9 horas de reacdo, sugerindo a presenca de formas diméricas e
monomeéricas da enzima nestas preparacdes, predominando a forma monomeérica quando
se utiliza 1U de lipase.

» Quanto maior a concentracdo da enzima utilizada, mais rapidamente se deu a ativacao.

» O tempo de reacéo foi o fator mais importante para todas as preparacdes enzimaticas.

» Houve interacdo entre os fatores concentracdo de enzima e tempo de reacdo, para todas as
preparacOes enzimaticas, e, todas as concentracdes utilizadas, reforcando a importancia da
anélise ndo ser realizada entre os fatores individualmente.

» A atuacdo da enzima livre foi favorecida por uma alteragdo no meio reacional
(provavelmente o aumento da forca idnica do meio), ndo sendo suficiente, porem, para

que fossem alcancados niveis de conversdo mais altos que os obtidos com a Lipo-OS.
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