Engenharia Quimica.

Preparacdo de biocatalisadores por imobilizac&do de lipases de Rhizomucor miehei e Mucor
javanicus em suporte hidrofobico para posterior aplicagcdo em reacfes de sintese de ésteres

de interesse industrial

*Flavia A. P. Lage?, Larissa M. Todero?, Jaquelinne J. Bassi?, Maria Carolina C. Corradini!, Adriano A. Mendes?2.

1. Estudante de IC da Universidade Federal de Alfenas — UNIFAL *fva.arantes@gmail.com

2. Professor do Instituto de Quimica, UNIFAL, Alfenas/MG

Palavras Chave: Imobilizagéo, lipase, biolubrificante.

Introducéo
O objetivo deste trabalho foi imobilizar lipases
microbianas por adsorcdo fisica em particulas

mesoporosas de poli-metacrilato (PMA) para catalisar a
sintese de oleato de isoamila por esterificacdo direta de
acido oleico e élcool isoamilico em meio orgénico. As
propriedades cataliticas dos biocatalisadores preparados
foram determinadas na hidrolise da emulsédo de azeite de
oliva. Neste estudo, trés preparacbes de lipases foram
empregadas (Rhizomucor miehei — RML; Mucor javanicus
— MJL e Thermomyces lanuginosus — TLL). A preparacao
de lipase que apresentou maior concentracdo de proteina
imobilizada foi selecionada e empregada na sintese do
éster com propriedades lubrificantes. A influéncia dos
fatores  (concentragdo de  proteina  imobilizada,
temperatura, concentracdo de  biocatalisador e
concentracao de reagentes) foi determinada na sintese do
éster. Em condigBes 6timas, foi realizada a estabilidade
operacional (testes de reuso) do biocatalisador.

Resultados e Discussao
As trés diferentes lipases foram inicialmente
imobilizadas em particulas de PMA por adsorcao fisica
(tampao fosfato de s6dio 5 mM e pH 7,0 por 18 h de
incubacdo a 25 °C e agitacdo de 200 rpm em shaker
orbital) empregando carregamento de proteina de 10 mg/g
de suporte. Dentre eles, o biocatalisador preparado por
adsorcdo de TLL foi o mais ativo na hidrélise da emulséo
de azeite de oliva. TLL-PMA foi selecionado e, em seguida,
foi verificada a influéncia da concentracdo inicial de
proteina oferecida (5 a 200 mg/g de suporte) nas
propriedades cataliticas dos diferentes bhiocatalisadores.

Os resultados estdo sumarizados na Tabela 1.

Tabela 1. Influéncia do carregamento inicial de proteina
nas propriedades cataliticas da TLL imobilizada em
particulas de PMA.

Carga de RI (%) PI AH AE

proteina (mg/g de (Ul/lg do (Ul/mger)

(mg/g de suporte) suporte)

suporte)

5 97,0£0,8 | 49+01 120,1+2,0 | 245+0,1

10 96,1+19 | 9,3+0,3 125,4+6,8 | 135+1,0
25 89,5+14 | 205+1,5 | 165777 8,1+0,8
50 84,1+33 | 398+1,4 | 4242+21,6 | 10,1+0,5
75 81,3+0,6 | 63,7+£22 | 521,7+224 | 82+0,1
100 76,1+3,2 | 773+1,3 | 564,3+249 | 7,3+0,3
125 67,1+1,7 | 904+39 | 6045+£37,1 | 6,4+0,6
150 65,6 +0,4 | 100,4+3,6 | 655082 6,5+0,2
175 62,4+18 |102,4+3,0 | 652,8+14,6 | 6,5+0,3
200 50,5+2,3 | 101,6+5,5 | 657,2+18,7 | 6,5+0,2

Rl — Rendimento de imobilizacéo; Pl — Carga de proteina imobilizada; AH
— Atividade hidrolitica; AE — Atividade especifica

A adsorcao de TLL seguiu o modelo de isoterma de
Langmuir (RZ2 = 0,9743). A capacidade maxima de
adsorcao foi de cerca de 100 mg de proteina/g de suporte
e a atividade hidrolitica de cerca de 650 Ul/g foi alcancada
empregando carregamento de proteina de 150 mg/g de
suporte (Tabela 1). Nas condi¢Bes étimas de reacéo, a
conversdo maxima em éster da ordem de 85% foi
alcancada apds 30 min de reagdo sob agitagdo continua
(200 rpm), empregando 2500 mM de cada reagente (acido
oleico e alcool isoamilico) em um sistema isento de
solvente, 45°C, 20% m/v do biocatalisador preparado
utilizando 100 mg de proteina/g de suporte (Figura 1).

100

40 / —0— 500 mM
= —0—1000 mM

Converséo (%)

—0— 1250 mM
—I—1500 mM
—P»—1750 mM
—A—2000 mM
—A— 2500 mM
o-R T T T T

0 10 20 30 40 50

201§

Tempo de reagdo (min)
Figura 1. Efeito do tempo de reacdo na sintese de éster
em diferentes concentra¢gfes de reagentes.

Nestas condi¢des Otimas, o biocatalisador reteve 91,4%
de sua atividade inicial apds 30 ciclos de reacao (Figura 2).
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Figura 2. Estabilidade operacional de TLL-PMA.

Conclusdes
PMA mostrou ser um suporte adequado para a
imobilizacdo de TLL — preparacdo de biocatalisadores
altamente ativos em reacao de hidrélise e sintese de éster.
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