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(57) Resumo: PROCESSO DE IMOBILIZAGAO DE LIPASES EM BIOSSUPORTE A BASE DE QUITOSANA E AMIDO PARA
SINTESE DE ESTERES. A presente invencéo se refere a um processo para obtencgéo de um biocatalisador heterogéneo
contendo lipases. Neste processo, o suporte onde a lipase sera imobilizada é denominado QTS/AP, preparado a partir de
quitosana (QTS) com amido modificado (polialdeidico). O objetivo da invencéo é preparar um catalisador heterogéneo de baixo
custo, atoéxico e com alta eficiéncia catalitica. O processo mostrou ser mais econdmico, pois o tempo para obtencdo do
biocatalisador € menor e as condi¢Ges sdo mais brandas em comparac¢do com os métodos semelhantes. Além disso, utilizam-se
reagentes de baixo custo e atéxicos como a quitosana e o amido. A lipase imobilizada pelo método proposto foi empregada na
sintese ésteres de interesse industrial e apresentou melhor eficiéncia catalitica em relagéo a lipase imobilizada no suporte

contendo apenas quitosana.
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PROCESSO DE OBTENCAO DE BIOSSUPORTE A BASE DE QUITOSANA E
AMIDO PARA IMOBILIZACAO DE LIPASES E APLICACAO EM SiNTESE DE
ESTERES

Campo da Invencdo

[001]. A presente solicitacdo de Patente de Invencdo se
insere mais especificamente no campo da indUstria biotecnoldgica, na
drea de imobilizacdo enzimdtica e biocatdlise, e descreve um
processo para obtencdo de um biocatalisador heterogéneo contendo
lipases, a partir de quitosana modificada com amido polialdeidico, com

aplicacdo em sintese de ésteres.

Fundamentos da Invencdo e Descricdo do Estado da Técnica

[002]. As lipases constituem uma classe de
biocatalisadores com excelente desempenho, atribuido principalmente
d sua capacidade de catalisar vdarios tipos de reacdes em ambientes
NAo-aquosos, como solventes orgdnicos. Além disso, nestes ambientes,
lipases podem catalisar a sintese de uma grande gama de produtos de
interesse industrial, como os ésteres, em condicdes brandas de reacdo
(JAEGER et al, 1999, VILLENEUVE et al, 2000).

[003]. Industrialmente, lipases sdo amplamente
aplicadas nas dreas de biotecnologia, como porexemplo: a) na
indUstria dleo-quimica, para a hidrélise e interesterificacdo de dleos e
gorduras e obtencdo de biossurfactantes; b) na sintese de polimeros
biodegraddveis; c) nas industrias farmacéutica e quimica para a sintese
de produtos de guimica fina e na producdo de intermedidrios de
produtos biologicamente ativos, como o flurbiprofeno e Baclofen;. d) na
indUstria de alimentos, para a maturacdo de queijos, na sintese de ésteres

de aromas e na sintese do aspartame; e) na industria de cosméticos,
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para a sintese de ésteres de aroma, como cinamatos de alquila e
palmitato de isopropila (emoliente em produtos para a pele e dleos para
banho) e f) na producdo de biodiesel.

[004]. Porém, ouso de lipasesna forma livre ou solUvel
apresenta problemas como a baixa estabilidade operacional do
biocatalisador, dificuldades na recuperacdo da enzima e dos produtos
apds processo, dificuldade de reuso da enzima, enfre outros, que
prejudicam a sua aplicacdo industrial. Em processos industriais, estas
desvantagens podem ser minimizadas através de um processo de
imobilizacdo de lipases em um suporte, que pode permitir um aumento
da atividade e estabilidade da enzima, além de permitir o seu reuso,
reduzindo os custos do processo associados & enzima.

[005]. Diversas estratégias foram desenvolvidas nos Ultimos
anos para imobilizar lipases, seja por adsorcdo, encapsulamento ou
aprisionamento, ligacdo covalente da enzima no suporte (MATEO et al.,
2010, 2006; SHELDON, 2007, RODRIGUES et al., 2019). Muitos materiais sdo
utilizados para imobilizar enzimas covalentemente; dentre eles, polimeros
sintéticos e polimeros naturais modificados. Um exemplo de material
natural que pode ser usado na imobilizacdo de lipases € a quitosana, um
biopolimero derivado da quitina. A matéria-prima de producdo da
quitosana, a quitina, € enconfrada em abunddncia na natureza, as
principais fontes sdo carapacas de crustdceos (caranguejos, camardes
e lagostas), o que proporciona alta disponibilidade de quiting, j& que esta
€ um residuo indesejavel da indUstria pesqueira.

[006]. Além disso, a quitosana & biocompativel, apresenta
caracteristicas mecdnicas e fisico-quimicas especiais, como alta
densidade de grupos amina em sua estrutura. Com isso, matrizes a base
de quitosana podem ser modificadas quimicamente com reagentes
reticulantes, cuja finalidade € facilitar a ligacdo enzimao-
suporte (RINAUDO et al., 2006, MITTAL et al., 2018). A reticulacdo, também
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chamada de reacdo de entrecruzamento (crosslinking), € uma
estratégia para ativar a superficie de materiais para imobilizagcdo
enzimdtica via ligacdo covalente e, além disso, para reduzir a
mobilidade da estrutura do polimero, melhorando as suas propriedades
fisico-quimicas e estabilidade mecdnica. Os agentes reticulantes mais
conhecidos e encontrados na literatura sGo compostos quimicos bi- ou
poli-funcionais como o glutaraldeido, a epicloridrina, o glicidol e o
tripolifosfato de sédio (MENDES et al., 2010).

[007]. Nestes trabalhos, o principal agente reticulante
utilizado para promover a ligacdo covalente com a enzima é o
glutaraldeido. No entanto, alguns estudos apontam as desvantagens da
utilizacdo do glutaraldeido devido & sua toxicidade; além disso, sendo
uma molécula pequena, pode reagir com residuos de aminodcidos do
sitio ativo de algumas enzimas, como fransaminases, levando & sua
inativacdo (FERNADEZ-LAFUENTE et al., 1999; NADAR et al., 2016).

[008]. Outros agentes reticulantes compostos por moléculas
maiores também vém sendo estudados para imobilizagcdo covalente de
enzimas. SGo exemplos os polialdeidos derivados de carboidratos como
dextrana, alginato de sddio e alguns tipos de amido. As vantagens da
utilizacdo destes polialdeidos sdo atribuidas as suas caracteristicas
macromoleculares, quando comparados ao glutaraldeido. Assim sendo,
agentes reticulantes macromoleculares ndo inativam enzimas quando
utilizados no processo de imobilizacdo covalente, pois nGdo penefram no
sitio ativo da enzima devido ao seu tamanho (MATEO et al., 2004, TACIAS-
PASCACIO et al, 2019). Outra vantagem ¢é atribuida a caracteristica de
"braco espacador’ presente nesta classe de agentes retficulantes. Por
serem moléculas relativamente grandes, permitem um espacamento
maior entre o suporte e a enzima, diminuindo o impedimento estérico
enzima-enzima e reduzindo interacdes diretas indesejdveis entre os

grupos funcionais na superficie do suporte e a macromolécula
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enzimdtica. Além disso, os carboidratos contém muitos grupos hidroxila e
tém uma forte capacidade de retencdo de dgua, o que pode modificar
O microambiente ao redor da enzima e manter a hidratacdo do
biocatalisador necessdria para a sua atividade catalitica (ZHANG et al,
2014).

[009]. Até o momento, ndo foi reportado nenhum trabalho
relatando o polialdeido derivado de amido (amido polialdeidico) como
agente reticulante da quitosana para imobilizacdo de lipases, que é o
objetivo da presente invencdo. A utilizacdo de amido polialdeidico
como agente reticulante da quitosana é muito eficaz para ligar
covalentemente lipases no suporte, cujas principais vantagens sdo o
baixo custo, facilidade operacional e compatibilidade ambiental. A
inovacdo estd na producdo de um biossuporte construido especialmente
para lipases, pois utiliza surfactantes para desagregacdo, tanto o amido
quanto & quitosana sdo biopolimeros, empregado para imobilizar lipases
e na utillizacdo de condicdes mais brandas para geracdo do suporte e
na reducdo das etapas para a obtencdo do biocatalisador em relacdo
aos processos semelhantes encontrados na literatura.

[0010]. Em relacdo ao estado da técnica, existem alguns
documentos com algumas similaridades ao presente pedido e que serdo
apresentados nesta secdo.

[0011]. O documento CN101343369 de 2008, intitulado
"Dialdehyde starch crosslinked chitosan magnetic microsphere and
preparation thereof' descreve a preparacdo de microesferas
magnéticas de quitosana retficuladas com amido polialdeidico. A
microesfera magnética de quitosana retficulada com amido
polialdeidico € usada como transportador de drogas de liberacdo
controlada. Tal documento ndo apresenta coincidéncia com a presente

invencdo, pois ndo se trata de um método de imobilizacdo enzimdatica.
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[0012]. A patente deinvencdo CN107988198 de 2018,
intitulada “Magnetic flexible carrier fe3o04-pda-das preparation method
and application thereof” descreve um método de preparacdo de um
transportador a base de nanoparticulas magnéticas de FezO4 revestidas
com polidopamina (PDA) modificadas com amido polialdeidico. A
invencdo utiliza este transportador para imobilizacdo de lipases; porém,
o referido documento ndo apresenta conflito com a presente invencado
porque utiliza nanoparticulas magnéticas e ndo quitosana como suporte
de imobilizacdo.

[0013]. Outros trabalhos foram encontfrados, porém, sem
guardar relacdo com este pedido. Os autores propuseram um método
de imobilizacdo de lacases em nanoparticulas magnéticas de
FesOsrevestidas com polidopamina (PDA) modificadas com amido
polialdeidico, no frabalho de Chen et al. (2018), intitulado "Spacer arm-
facilitated tethering of Ilaccase on magnetic polydopamine
nanoparticles for efficient biocatalytic water freatment".

[0014]. A presente invencdo ndo apresenta semelhanca com
os trabalhos acima.

[0015]. Apenas um estudo em que foirealizada aimobilizacdo
de uma xilanase em suportes O base de quitosana modificada com
amido polialdeidico intitulado "Immobilization of Aspergillus niger
Xylanase on Chitosan Using Dialdehyde Starch as a Coupling Agent" foi
encontrado na literatura (Chen et al. 2010). No estudo, a producdo das
microesferas de quitosana modificadas, compreende as etapas de: (a)
dissolver a quitosana em uma solucdo de dcido acético; (b) modificar as
microesferas de quitosana com amido polialdeidico, e (c) imobilizar a
xilanase.

[0016]. Uma comparacdo entre as condicdes ofimizadas
especificamente para lipases na presente invencdo com as encontradas

no documento de anterioridade citado em 15 estd mostrada na Tabela
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1. De acordo com o referido documento de anterioridade, @
concentracdo de dcido acético usada para dissolver a quitosana (2,5 g)
foide 8% (m/v), o agente de precipitacdo utilizado foi o hexametafosfato
de sdédio que tem um preco por mol de R$13.000,00, as condicoes de
reticulacdo foram de 70 °C utilizando amido polialdeidico comercial com
grau de oxidacdo de 90%, durante 12 h. Na etapa de lavagem para a
remocdo do agente de reticulacdo, foi utilizada dgua quente, e na
etapa de imobilizacdo da xilanase, o processo foi conduzido a 30 °C, por
8 h, em tampdo acetato pH 5,6. No presente pedido, utilizou-se menor
concentracdo de dcido acético (2,6%, m/v) para dissolver
uma quantidade maior de quitosana (4 g). Além disso, na etapa de
precipitacdo foi utilizado NaOH, que tem um preco de R$35,00 por mol,
a temperatura durante o processo de reticulacdo foi de 40 °C durante 6
h, e o grau de oxidacdo do amido foi otimizado em 56% para imobilizar
a lipase de maneira a manter a sua atividade catalitica. No processo de
imobilizacdo da lipase as condicdes foram de 25 °C, por 6 h, utilizando
tampdo bicarbonato pH 10 e o surfactante Triton X-100 (0,15% m/v). Ou
seja, a presente invencdo foi especificamente ofimizada para lipases e
compreende melhores condicdes operacionais, possibilita reducdo de
custos na geracdo do suporte, e na producdo do biocatalisador e

contribui com o desenvolvimento da indUstria biotecnoldgica.

Tabela 1 — Comparagao das condigbes empregadas em cada método

Condigoes Protocolo para xilanases Este pedido de patente
Massa de quitosana utilizada 259 49
Concentracao de acido 8% (m/v) 2,5% (m/v)

aceético utilizada para
dissolver a quitosana

Agente de precipitagédo Hexametafosfato de sédio Hidréxido de sodio (NaOH)
utilizado Naes(PO3)s
Prego por mol do agente de 13.325,00 R$ 35,00 R$

precipitacao
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Tipo de amido polialdeidico Comercial Nao-comercial e com grau
usado de oxidagao otimizado

Grau de oxidagao do amido 90% 56%

polialdeidico utilizado

Quantidade de amido 19 0,59

polialdeidico utilizada na
reticulagcéo

Tempo de reticulagdo com 12 h 6 h

amido polialdeidico

Temperatura de reticulagéao 70 °C 40 °C
com amido polialdeidico

Lavagem das microesferas Agua quente Agua fria
apos a reticulagao

Descricdo da abordagem do problema técnico

[0017]. Analisando os casos nos quais a utilizacdo de amido
polialdeidico como agente derivatizante € vidvel, surgiu a ideia proposta
no presente pedido de patente de invencdo “ PROCESSO DE OBTENCAO
DE BIOSSUPORTE A BASE DE QUITOSANA E AMIDO PARA IMOBILIZAGAO DE
LIPASES E APLICACAO EM SINTESE DE ESTERES”. A inovacdo estd
no melhoramento do processo de producdo e modificacdo de
microesferas de quitosana com o agente derivatizante amido
polialdeidico, na imobilizacdo de lipases e na aplicacdo do
biocatalisador na sintese de ésteres com aplicacdo industrial, como por

exemplo, ésteres de aroma.

Descricdo detalhada da Invencdo

[0018]. A presente invencdo descreve um processo de
obtencdo de microesferas de quitosana modificadas com amido
polialdeidico para imobilizacdo de lipases, compreendendo as etapas
de: |) solubilizacdo da quitosana em dcido acético; ll) precipitacdo das
microesferas em solucdo etandlica de NaOH; lll) filtracdo; IV) secagem;
V) preparacdo do amido polialdeidico; VI) adicdo do amido

polialdeidico na solucdo contendo as microesferas; VIlI) fitracdo e
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secagem; VIll) caracterizacdo; IX) imobilizacdo da lipase; X) aplicacdo
da lipase imobilizada na sintese de ésteres com aplicacdo industrial.

[0019]. Com relacdo a etapa |, utilizou-se quitosana em pd
com granulometria 60-100 mesh, massa molar média de 132 kD, com grau
de desacetilacdo de 94,1%.

[0020]. Este biopolimero é soluvel em meio dcido diluido,
formando um polimero catiénico, com a protonacdo do grupo amino,
gerando o grupamento carregado R-NHs*.

[0021]. As microesferas de quitosana foram preparadas a
partir da dissolucdo de 4 g de quitosana em 100 mL de uma solucdo
aquosa de dcido acético 2,5% (v/v), mantendo-se sob agitacdo até a
completa homogeneizacdo da solucdo, resulfando em uma solucdo
viscosa com aproximadamente 4% (m/v) de quitosana.

[0022]. Em seguida, na etapa I, a solucdo de quitosana foi
gotejada lentamente, com auxilio de bomba peristdltica, em uma
solucdo de NaOH 1,0 mol L1, contendo 40% (v/v) de etanol, mantida em
banho de gelo, sob agitacdo.

[0023]. As microesferas gelificadas foram deixadas em
contato com esta solucdo por 30 min, filfradas, lavadas com dgua
destilada até pH 7,0, secas a temperatura ambiente e armazenadas na
geladeira, que correspondem as etapas lll e IV respectivamente.

[0024]. Comrelacdo a etapa V, para a preparacdo do amido
polialdeidico via reacdo de clivagem oxidativa: inicialmente, uma
suspensdo foi preparada pela adicdo de 6,0 g de amido e 100 mL de
dgua ultrapura, em um baldo reacional de 250 mlL.

[0025]. Em seguida, foram adicionados 2,45 g de periodato de
sédio e o pH foi ajustado em 3,0 com adicdo de solugdo de HCI (0,2 mol
L-1), mantendo-se sob agitacdo magnética a 25 °C, na auséncia de luz,
por 6 h. Ao final da reacdo, a mistura foi filtrada a vdcuo e lavada cinco

vezes com 100 mL de dgua ultrapura e, depois disso, com 50 mL de dlcool
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isopropilico. O sdlido obtido foi seco em estufa a 35 °C até massa
constante.

[0026]. Na referida etapa VI, foi preparada uma suspensdo
aquosa de amido polialdeido (AP) gelificado, com diferentes graus de
oxidacdo e nUmero de mols de grupos aldeido . Em seguida, foi
adicionado cerca de 1,0 g de microesferas secas de quitosana a 25 mL
de cada uma das suspensoes de AP sob agitacdo constante, a 40 °C, por
6 h, na auséncia de luz.

[0027]. O produto da reacdo de reticulacdo foi submetido G
filtracdo a vacuo; em seguida, foi lavado com dgua ultrapura para obter
microesferas de quitosana modificada com grupos aldeido, denotadas
como QTS/API, QTS/APII, QTS/APIIl, QTS/APIV e QTS/APV  (Etapa VII).

[0028]. Os materiais poliméricos preparados a base de
quitosana, antes e apds cada etapa de ativacdo, foram caracterizados
utilizando-se as técnicas de espectroscopia de infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR), na etapa VI, para verificacdo dos grupos
funcionais presentes no suporte.

[0029]. Na referida etapa IX, para a imobilizacdo da lipase,
o suporte foi lavado trés vezes com tampdo Tris-HCI 0,05 mol L1, pH 8,5,
para remover as impurezas solUveis. Em seguida, o suporte foirecuperado
por filtracdo a vacuo em papel filtro, sendo 100 mg suspensos em 3,0 mL
de tampado Tris-HCI 0,05 mol L1, pH 10. Em seguida, foram adicionados 2,0
mL solucdo contendo a lipase de Pseudomonas fluorescens. Esta mistura
foi incubada em agitador orbital a 25 °C, 150 rom por 6 h. Apds o
processo, a lipase imobilizada nos suportes com diferentes graus de
oxidacdo foi removida da mistura por filfracdo em papel de filtro, e, em
seguida, os preparados enzimdticos foram tratados com uma solucdo
de NaBH4 (1,0 mg mL-) por 30 min, filtrados a vcuo novamente e secos

em dessecador por 16 h e armazenada a 4 °C.
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[0030]. Para comparar a lipase imobilizada preparada
anferiormente em [0029], 0 mesmo método de imobilizacdo ufilizando
somente a quitosana ndo modificada quimicamente, também foi
realizado, conforme a etapa IX.

[0031]. A etapa de aplicacdo das enzimas imobilizadas em
reacoes € referida neste documento como etapa X. Neste pedido de
patente foi avaliado o desempenho do biocatalisador na hidrdlise da
tricaprilina (atividade enzimdtica) e na sintese do cinamato de isoamila,
um éster de aroma.

[0032]. Para a determinacdo da atividade enzimdtica das
enzimas imobilizadas utilizou-se o método da hidrdlise da tricaprilina em
n-hexano para verificar se o biocatalisador tinha eficiéncia catalitica
apds O Processo.

[0033]. Para o ensaio, foram adicionados 5 mL de meio
reacional em um Erlenmeyer de 25 mL contendo 100 mg da enzima
imobilizada. O meio reacional foi constituido por, 4,9 mL de n-hexano 70
mmol L' de tricaprilina e 0,1 mL (2% v/v) de dgua destilada. A reacdo foi
realizada sob agitacdo de 160 rom, a 40 °C e, em intervalos fixos,
aliquotas de 100 pyL foram coletadas do meio reacional e analisadas
quanto ao teor de dcido graxo residual através método de Lowry-Tinsley.
Uma unidade de atividade enzimdtica (U) é definida a producdo de 1
umol de dcidos graxos por minuto nas condicdes do ensaio.

[0034]. Para avaliar o desempenho do biocatalisador na
reacdo de sintese do éster de aroma cinamato de isoamila, as reacoes
foram readlizadas em agitador orbital com Erlenmeyers de 25 mlL,
contendo 3,5 mL n-hexano e 1,5 mL de dimetil sulfoxido (DMSO) como
cossolvente, 100 mg da enzima imobilizada, 5,0 mmol de dcido cinédmico
e 5,0 mmol de dlcool isoamilico a 40 °C e 160 rom. Em intervalos fixos,

aliguotas de 100 uL foram coletadas do meio reacional e analisadas
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quanto ao teor de dcido cindmico residual através método de Lowry-
Tinsley.

[0035]. O método de Lowry-Tinsley (1976) foi utilizado para
quantificar o teor de dcido octanoico durante as reacdes de hidrdlise da
tricaprilina, e na determinacdo do teor residual de dcido cinédmico, a
partir do qual foram determinadas as conversdoes em éster. Para isso,
foram coletadas amostras (100 yL) do meio reacional de sintese
cinamato de isoamila, que foram adicionadas em eppendorfs contendo
1,15 mL de tolueno e o reativo de cor (250 ulL), que consiste em uma
solucdo aquosa de acetato de cobre Il (5% m/v), com pH (6,0-6,2)
corrigido previamente com piridina. A mistura foi agitada em voértex
durante 40 s e a absorbdncia da fase orgdnica lida em
espectrofotdbmetro a 715 nm. A concentracdo de dcido octandico (para
areacdo de hidrdlise) e cindmico (para areacdo de sintese) no meio, foi
relacionada d absorbdncia através de curvas de calibracdo feitas
individualmente com os referidos dcidos, e obtidas nas mesmas
condicoes do ensaio.

[0036]. Tanto o a dosagem da atividade enzimdatica (hidrélise
da ftricapriina em meio orgdnico, descrita anteriormente) quanto a
sintese de éster apds a imobilizacdo enzimdtica sdo etapas importantes,
pois demonstra se a enzima estd ativa no suporte apds o processo de
imobilizacdo.

[0037]. Os resultados mostraram (conforme Tabela 2) que o
melhor grau de oxidacdo do amido polialdeidico foi de 56%,
correspondente ao suporte QS/APII, pois foi encontrada a maior
atividade da lipase imobilizada (156+£3 U g1). Graus de oxidacdo maiores

promoveram a perda da atividade de até 55%.

Tabela — 2 Efeito do grau de oxidagdo do amido polialdeidico na atividade da lipase de

pseudomonas fluorescens imobilizada

Suporte Grau de oxidagao do amido (%) ‘ Atividade (U g*')°
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QTS ** 5+2
QTS/API 16 103+2
QTS/APII 30 106 + 6
QTS/APIII 56 156 + 3
QTS/APIV 77 98 + 1
QTS/APV >99 86 + 2
[0038]. Os resultados mostraram que para a enzima

imobilizada somente em quitosana (sem modificacdo), a atividade
enzimatica foi de 5+2 U g-1. Este valor significa que 5 umol do éster foram
hidrolisados por min e por 1 g do suporte contendo as lipases. Para o
processo onde se Ulilizou as lipases imobilizadas em quitosana
modificada com amido polialdeidico com grau de oxidacdo de 56%
(QTS/APII), proposto como inovador, a atividade de hidrdlise contra a
tricaprilina foi de 1563 U g!. Ou seja, apds a imobilizacdo em QTS/APII,
a lipase aumentou a sua atividade em aproximadamente 29 vezes,
quando comparada com a atividade da lipase imobilizada no suporte
quitosana sem modificacdo quimica.

[0039]. Para a reacdo para obtencdo do cinamato de
isoamila, o valor de conversdo em éster foi 67% em 6 h de reacdo. E para
a enzima imobilizada apenas em quitosana, sem qualquer modificacdo,
a conversdo foi menor que 2,5 %.

[0040]. Diante dos resultados obtidos, pode-se considerar que
O processo ofimizado para obtencdo da lipase imobilizada empregando
o biossuporte (QTS/APII), descrito nesta patente, € vantajoso no que diz
respeito ds condicdes operacionais, citadas em [0016], a utilizacdo de
reagentes menos toéxicos, destacados no item [007], e & eficiéncia
catalitica [0038].

[0041]. O processo empregando o biossuporte (QTS/APII) foi
especificamente otimizado para obtencdo de lipase imobilizadas e
mostra que o grau de oxidacdo do agente de reticulacdo tem

importdncia na manutencdo da atividade catalitica.
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Descricdo das Figuras

[0042]. O processo proposto neste pedido de patente de
invencdo serd descrito afravés do fluxograma (Figura 1).

Figura 1: Método proposto neste pedido de patente.

[0043]. As etapas do processo de obtencdo do biossuporte de
quitosana modificadas com amido polialdeidico para imobilizacdo de
lipases, para ser aplicado em reacdes biocatalisadas, estdo descritas a
seguir:

[0044]. (I) preparacdo das microesferas de quitosana, atraveés
das etapas de gelificacdo e precipitacdo, respectivamente, seguido de
secagem.

[0045]. () preparacdo do amido modificado através da
reacdo de clivagem oxidativa usando periodato de sédio.

[0046]. (ll) etapa de ativacdo das microesferas de quitosana
com o amido polialdeidico para obtencdo do biossuporte contendo
grupamentos ativos para ligacdo da enzima.

[0047]. (IV) imobilizacdo da lipase covalentemente no
biossuporte.

[0048]. (V) etapa de aplicacdo do biocatalisador
heterogéneo obtido, em reacdes conduzidas em solventes orgdnicos

para obtencdo de ésteres de interesse industrial.
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3. PROCESSO DE OBTENCAO DE BIOSSUPORTE A BASE DE
QUITOSANA E AMIDO PARA IMOBILIZAGAO DE LIPASES E APLICAGCAO EM
SINTESE DE ESTERES de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado por
utilizar lipases imobilizadas em biossuporte d base de quitosana e amido
para sintese de ésteres de interesse industrial como ésteres do biodiesel
(oleatos de alquila), ésteres de aroma (cinamatos de alquila), resolucdo
cinética de racematos, em solventes orgénicos (isooctano, n-heptano, n-

hexano, éter etilico, éter diisopropilico).
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RESUMO
PROCESSO DE OBTENCAO DE BIOSSUPORTE A BASE DE QUITOSANA
E AMIDO PARA IMOBILIZACAO DE LIPASES E APLICACAO EM

AMIDO PARA-SINTESE DE ESTERES

A presente invencdo se refere a um processo para obtencdo de um
biocatalisador heterogéneo contendo lipases. Neste processo, o suporte
onde a lipase serd imobilizada é denominado QTS/APIIl, preparado a
partir de quitosana (QTS) com amido modificado (polialdeidico), com

agrau de oxidacdo e condicoes otimizadas para permitir a imobilizacdo

covalente sem prejudicar a atividade catalitica de lipases. O objetivo

da invencdo € preparar um catalisador heterogéneo de baixo custo,
atéxico e com alta eficiéncia catalitica. O processo mostrou ser mais
econdmico, pois o tempo para obtencdo do biocatalisador € menor e
as condicdes s@o mais brandas em comparacdo com os métodos
semelhantes. Além disso, utilizam-se reagentes de baixo custo e atdxicos
como a quitosana e o amido. A lipase imobilizada pelo método
proposto fei—pode ser empregada na sintese ésteres de interesse

industrial (na indUstria  do biodiesel, de aromas, farmacéutica e

qguimica), e apresentou melhor eficiéncia catalitica em relacdo a lipase

imobilizada no suporte contendo apenas quitosana_ndo modificada

quimicamente.
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RESUMO
PROCESSO DE OBTENGAO DE BIOSSUPORTE A BASE DE QUITOSANA
E AMIDO PARA IMOBILIZAGCAO DE LIPASES E APLICAGCAO EM SiNTESE DE
ESTERES

A presente invencdo se refere a um processo para obtencdo de um
biocatalisador heterogéneo contendo lipases. Neste processo, o suporte
onde a lipase serd imobilizada é denominado QTS/APII, preparado a
partir de quitosana (QTS) com amido modificado (polialdeidico), com
grau de oxidacdo e condicdes otimizadas para permitir a imobilizacdo
covalente sem prejudicar a atividade catalitica de lipases. O objetivo da
invencdo é preparar um catalisador heterogéneo de baixo custo,
atéxico e com alta eficiéncia catalitica. O processo mostrou ser mais
econdmico, pois o tempo para obtencdo do biocatalisador € menor e
as condicdoes sdo mais brandas em comparacdo com os métodos
semelhantes. Além disso, utilizam-se reagentes de baixo custo e atdxicos
como a quitosana e o amido. A lipase imobilizada pelo método proposto
pode ser empregada na sintese ésteres de interesse industrial (na indUstria
do biodiesel, de aromas, farmacéutica e quimica), e apresentou melhor
eficiéncia catalitica em relacdo a lipase imobilzada no suporte

contendo apenas quitosana ndo modificada quimicamente.
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