RESSALVA

Atendendo solicitacdo do autor, o texto
completo desta Dissertacéo sera
disponibilizado somente a partir de
11/04/2026.




Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — Campus de Araraquara
Programa de Pos-Graduacio em Biociéncias e Biotecnologia

Aplicadas a Farmacia

Sintese de ésteres de geraniol catalisada por micélio de Aspergillus

tubingensis com elevada atividade lipolitica

Rhyan Lelis Nubile Gongalves

Araraquara

2024



Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — Campus de Araraquara
Programa de Pos-Graduacio em Biociéncias e Biotecnologia

Aplicadas a Farmacia

Sintese de ésteres de geraniol catalisada por micélio de Aspergillus

tubingensis com elevada atividade lipolitica

Dissertacao apresentada ao programa de Pos-Graduagao
em Biociéncias e Biotecnologia Aplicadas a Farmaécia,
da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara,
Universidade Estadual Paulista — UNESP, como parte
dos requisitos para o titulo de mestre em Biociéncias e
Biotecnologia aplicadas a Farmacia. Areas de
concentragao: Bioquimica, Microbiologia e

Biotecnologia.

Discente: Rhyan Lelis Nubile Gongalves
Orientador: Prof.* Dra. Ariela Veloso de Paula
Coorientador: Prof? Dra. Ana Karine Furtado de

Carvalho

Araraquara

2024



G635s

Gongalves, Rhyan Lelis Nubile.

Sintese de ésteres de geraniol catalisada por micélio de Aspergillus
tubingensis com elevada atividade lipolitica / Rhyan Lelis Nubile
Gongalves. - Araraquara, 2024.

122 p. : il

Orientadora: Ariela Veloso de Paula.
Coorientadora: Ana Karine Furtado de Carvalho.

Dissertagdo (Mestrado) — Universidade Estadual Paulista. “Julio de
Mesquita Filho”. Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas. Programa de
P6s-graduagdo em Biociéncias e Biotecnologia Aplicadas a Farmacia.
Areas de concentragdo: Bioquimica, Microbiologia e Biotecnologia.

1. Esterificacdo. 2.Ester bioativo. 3. Fungos filamentosos . 4.
Acetato de geranila . 5. Micélio . 6. Aspergillus tubingensis 1. Paula, Ariela
Veloso de, orient. II. Carvalho, Ana Karine Furtado de, coorient. III.
Titulo.

Diretoria do Servigo Técnico de Biblioteca e Documentagédo - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

UNESP - Campus de Araraquara

CAPES: 33004030081P7
Esta ficha ndo pode ser modificada



o UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

unesp

.
e,

| )

Campus de Araraquara

CERTIFICADO DE APROVACAO

TITULO DA DISSERTACAOQ: Sintese de ésteres de geraniol catalisada por micélio de Aspergillus
tubingensis com elevada atividade lipolitica

AUTOR: RHYAN LELIS NUBILE GONCALVES
ORIENTADORA: ARIELA VELOSO DE PAULA
COORIENTADORA: ANA KARINE FURTADO DE CARVALHO

Aprovado como parte das exigéncias para obtencdo do Titulo de Mestre em Ciéncias, area: Andlises

Clinicas pela Comisséo Examinadora:

Profa. Dra. ARIELA VELOSO DE PAULA (Participacao Virtual)
Departamento de Engenharia de Bioprocessos e Biotecnologia / Faculdade de Ciencias Farmaceuticas do
Campus de Araraquara da Unesp

Prof. Dr. LINDOMAR ALBERTO LERIN (Participagao Virtual)
Departamento de Ciéncias Quimicas, Farmacéuticas e Agricolas / Universidade de Ferrara - UNIFE (Italia)

Profa. Dra. VALERIA DE CARVALHO SANTOS EBINUMA (Participacao Virtual)
Departamento de Engenharia de Bioprocessos e Biotecnologia / Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas -
UNESP - Araraquara

Araraquara, 11 de abril de 2024

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - Campus de Araraquara -
RODOVIA ARARAQUARA-JAU, KM 1 - CP 502, 14800903
http://www2.fcfar.unesp.br/#!/pos-graduacao/biociencias-e-biotecnologias-aplicadas-a-farmacia/CNPJ: 48.031.918/0025-00.



Agradecimentos

A minha familia por sempre estar ao meu lado, me apoiando em todas as decisdes e por
me ajudar a transformar meus projetos e objetivos em realidade.

Aos meus amigos de Lorena que estdo comigo a muitos anos, me incentivando, me
oferecendo suporte e conselhos valiosos em momentos em que a caminhada se tornou
desafiadora.

Aos meus companheiros dos Laboratorios de Enzimologia Industrial e Engenharia
Enzimatica, que participaram da minha trajetdria e me auxiliaram de alguma maneira. Obrigado
por esses anos que foram facilitados pela amizade e companheirismo que criamos ao longo
dessa jornada.

A minha orientadora, Prof.* Dr.? Ariela Veloso de Paula pela oportunidade oferecida a
mim, por ter confianga em meu trabalho e por me ajudar a alcangar meus objetivos. Através de
sua orientagdo foi possivel evoluir como pesquisador e profissionalmente.

A minha co-orientadora, Prof.? Dr.* Ana Karine Furtado de Carvalho por me acompanhar
nessa jornada desde a graduacdo e ter descoberto meu potencial para o campo cientifico. Com
seus conselhos valiosos me tornei um pesquisador melhor.

O presente trabalho foi realizado com o apoio da Coordenacgao de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior — Brasil (CAPES) — Cddigo de Financiamento 001. E do Conselho

Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico.



“Se o conhecimento estivesse ao alcance da
mdo e pudesse ser encontrado sem qualquer dificuldade,
seria certamente negligenciado. Tudo que é nobre é tdo

dificil quanto raro.”

Baruch Spinoza



RESUMO

Nos ultimos anos, o micélio de fungos filamentosos tem emergido como um protagonista
promissor na area da biotransformacgdo. Essa rede intricada de filamentos, conhecida como
micélio, desempenha um papel crucial na absor¢do de nutrientes do ambiente e, mais
recentemente, tem sido explorado por sua capacidade catalitica. Uma das areas de interesse ¢ a
esterificagdo de terpenos, componentes aromaticos encontrados em muitas plantas e presentes
em oOleos essenciais, utilizados desde a antiguidade para o tratamento de diversas doengas.
Descobriu-se que a esterificagdo de terpenos resulta em uma molécula mais estavel, menos
toxica e com propriedades similares aos seus alcoois constituintes. Aliado a isso, a esterificagao
enzimatica catalisada por lipases ¢ mais sustentavel, pois reduz drasticamente o uso de
reagentes quimicos e processos pouco sustentaveis. Assim, neste estudo, utilizaram-se lipases
ligadas ao micélio de Aspergillus tubingensis em um reator de tanque agitado operando em
modo batelada, para sintese de éster terpénico. Os substratos utilizados foram geraniol (4lcool)
e acido acético (acil doador). O objetivo deste trabalho foi desenvolvimento do micélio de A.
tubingensis a fim de se obter uma biomassa com maior potencial catalitico, e a otimizagdo da
producao de acetato de geranila. A partir dos tratamentos efetuados no micélio, a priori foram
obtidos resultados elevados de atividade hidrolitica 955,73 + 31,65 U/g e de esterificagdo
989,08 + 30,33 U/g. Em seguida, o micélio foi caracterizado com relagdo aos valores de pH e
temperatura 6timos, resultando em pH 6timo de 7,0 e temperatura 6tima de 37 °C. Com relacao
aos parametros cinéticos, foram obtidos K de 280,2 Mm e Vmsx de 2000 U/g, demonstrando
que o miceélio segue a cinética de Michaelis-Menten. Visando a otimizacdo da producdo de
acetato de geranila, realizaram-se planejamentos fatoriais, com as variaveis independentes:
temperatura, razado molar e carga enzimatica. A producdo do acetato de geranila foi otimizada,
alcancando 100% m/m de conversao nas condicdes razdo molar 1:5 (geraniol/acido acético),
temperatura 45 °C e carga enzimatica 5% (% m/m) em 24 h de reagdo. Resultados obtidos
revelam que as novas abordagens aplicadas ao micélio como biocatalisador aumentaram seu
potencial de forma significativa. De forma notavel, o micélio de A. tubingensis demonstrou boa
resisténcia a ambientes acidos. Além disso, sua capacidade de alcangar uma conversao de 100%
de ésteres de geraniol ¢ um marco significativo. Essa realizacao, até entdo inédita na literatura
cientifica, abre novas perspectivas para a aplicagdo do micélio como um biocatalisador
eficiente. A possibilidade de produzir moléculas bioativas com a conversao obtida é promissora

e pode revolucionar a industria biotecnologica e outras areas de pesquisa.



Palavras chaves: esterificacdo, éster bioativo, fungos filamentosos, acetato de geranila,

micélio, Aspergillus tubingensis.



ABSTRACT

In recent years, the mycelium of filamentous fungi has emerged as a promising protagonist in
the field of biotransformation. This intricate network of filaments, known as mycelium, plays a
crucial role in absorbing nutrients from the environment and, more recently, has been explored
for its catalytic ability. One of the areas of greatest interest is the esterification of terpenes,
aromatic components found in many plants and basic components of essential oils, which have
been used since ancient times for the treatment of various diseases. It has been found that the
esterification of terpenes results in a more stable molecule, less toxic, with properties like its
constituent alcohols. In this sense, enzyme-catalyzed esterification by lipases drastically
reduces the use of chemical reagents and unsustainable processes. Thus, in this study, lipases
linked to the mycelium of Aspergillus tubingensis were used in a stirred tank reactor operating
in batch mode for the synthesis of terpene ester. The substrates used were geraniol (alcohol)
and acetic acid (acyl donor). The objective of this work was the development of A. tubingensis
mycelium to obtain biomass with higher catalytic potential, and the optimization of geranyl
acetate production. From the treatments performed on the mycelium, initially high results of
hydrolytic activity of 955.73 + 31.65 U/g and esterification of 989.08 + 30.33 U/g were
obtained. Then, the mycelium was characterized with respect to optimal pH and temperature
values, resulting in an optimal pH of 7.0 and an optimal temperature of 37 °C. Regarding kinetic
parameters, Km of 280.2 Mm and Vmax of 2000 U/g were obtained, demonstrating that the
mycelium follows Michaelis-Menten kinetics. To optimize geranyl acetate production, factorial
designs were performed, with the independent variables: temperature, molar ratio, and enzyme
loading. Geranyl acetate production was optimized, achieving 100% m/m conversion under the
conditions of 1:5 molar ratio (geraniol/acetic acid), temperature of 45 °C, and enzyme loading
of 5% (m/m) in 24 h of reaction. Results obtained reveal that the new approaches applied to
mycelium as a biocatalyst have significantly increased its potential. Remarkably, 4. tubingensis
mycelium demonstrated surprising resistance in acidic environments, surpassing expectations.
Furthermore, its ability to achieve 100% conversion of geraniol esters is a significant milestone.
This achievement, hitherto unprecedented in scientific literature, opens new perspectives for
the application of mycelium as a highly efficient biocatalyst. The possibility of producing
bioactive molecules with this success rate is promising and could revolutionize industry and

other areas of research.
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1 INTRODUCAO

A busca por produtos de alta qualidade que minimizam o impacto ambiental ¢ uma
necessidade crescente na sociedade atual. Em consonancia com os Objetivos de
Desenvolvimento Sustentdvel (ODS) da Organizagdo das Nagdes Unidas (ONU),
particularmente os objetivos 9 - Construir infraestruturas resilientes, promover a
industrializacdo inclusiva e sustentavel e fomentar a inovagdo e 12 - Assegurar padrdes
de producao e de consumo sustentaveis (ver Material Suplementar), esforgos estdo sendo
feitos para alcancar o manejo ambientalmente saudavel dos produtos quimicos e todos os
residuos ao longo de todo o ciclo de vida (“Take Action for the Sustainable Development
Goals - United Nations Sustainable Development”, [s.d.]).

A catélise enzimatica, uma alternativa verde a catalise quimica, ¢ um método
promissor para a sintese de ésteres naturais, oferecendo vantagens como alta
especificidade, quimio, regio e estereosseletividade, altos rendimentos sob condigdes
reacionais moderadas (baixa temperatura e pressao). Reduzindo a formagdo de
subprodutos, baixo consumo de energia e possibilidade de reaproveitamento de
biocatalisadores (Ferraz et al., 2015; Kuo et al., 2014; Sa et al., 2017)

Nesse sentido, a esterificagdo enzimatica visando a sintese de moléculas bioativas,
catalisada por micélio surge como uma alternativa promissora. Este processo, que utiliza
lipases ligadas ao micélio, apresenta varias vantagens em relagdo a esterificagdo quimica
convencional (Cortez; De Castro; Andrade, 2017; Oliveira; Mantovani, 2009).

As lipases tém sido amplamente utilizadas como ferramentas tecnologicas na
substituicdo das reagdes quimicas convencionais de hidrdlise, sintese de ésteres e
interesterificacdo. Neste contexto, as lipases ligadas ao micélio tém atraido grande
interesse de pesquisa devido ao seu potencial para uso em processos biotecnologicos,
sendo uma alternativa as enzimas comerciais imobilizadas em materiais poliméricos.
Além disso, a facilidade relativa de ampliagao de escala do processo ao se utilizar fungos
filamentosos torna o micélio um biocatalisador com muitas vantagens comerciais
(Romanoa et al., 2020; Roveda; Hemkemeier; Colla, 2010).

A produgdo de micélio esta de acordo com a necessidade, cada vez mais crucial
nos dias de hoje, do desenvolvimento de novos materiais verdes e sustentaveis que nao
sejam uma fonte de polui¢dao para o nosso planeta, uma vez que as enzimas ligadas ao
micélio ocorrem de forma natural, ndo necessitando de processos quimicos ou fisicos para

sua imobiliza¢do na matriz polimérica (Haneef et al., 2017; Hardcastle; Waterman-Hoey,
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2010; Rydz et al., 2014; Singh; Ohji; Asthana, 2015). Na verdade, as questdes de
degradacgdo ambiental global dos plasticos sintéticos (Webb et al., 2012) em combinagdo
com os problemas de esgotamento fossil sdo as principais razdes que empurram a
investigacdo relacionada com materiais para materiais poliméricos obtidos a partir de
recursos renovaveis (Ceseracciu et al., 2015; Epicoco, 2016; Shalwan; Yousif, 2013).

Intensos esforcos de pesquisa estdo se concentrando no desenvolvimento de
materiais poliméricos de fontes naturais, como celulose (Thakur; Thakur, 2014), lignina
(Thakur et al., 2014), pectina (Cui et al., 2016; Valdés et al., 2015) de plantas e proteina
de plantas, todos materiais sustentaveis, biocompativeis e biodegraddveis com ampla
variedade de propriedades (Irimia-Vladu, 2013; Mohanty; Misra; Hinrichsen, 2000). O
desenvolvimento de tais materiais necessita de métodos geralmente dificeis e
complicados de processamento de suas biofontes, para sua extra¢ao, desenvolvimento e
funcionalizagdo, que podem ser caros, demorados ¢ com baixo rendimento de produgao
(Kalia et al., 2011). Por isso esses materiais, embora possam resolver diversos problemas
ambientais, ainda sdo caros e t€m usos muito limitados (Johansson et al., [s.d.]).

Uma estratégia para superar estes problemas poderia ser o desenvolvimento de
biomateriais compoésitos com propriedades controladas e ajustdveis durante o
crescimento, que estariam prontos para uso sem a necessidade de métodos de
processamento caros € sofisticados, para isto o micélio parte vegetativa inferior dos
fungos pode superar estes problemas enfrentados. O micélio foi identificado como o
maior organismo vivo na terra (uma rede micelial ocupa quase 10 km? nas Montanhas
Azuis situadas em Oregon, EUA) (Hawksworth, 2001; “Strange but True: The Largest
Organism on Earth Is a Fungus | Scientific American”, [s.d.]). O micélio é composto
principalmente de polimeros naturais como quitina, celulose, proteinas, etc., portanto ¢
um material fibroso composito polimérico natural (Haneef et al., 2017). Devido sua
estrutura e composi¢do unicas prevé-se a producao de grandes quantidades de materiais
a base de micélio (Haneef et al., 2017).

As vendas mundiais de produtos farmacéuticos a base de terpenos em 2020
alcangaram o valor de 1 bilhdo de délares com expectativa de alcangar o valor de 3 bilhdes
(Newswire, [s.d.]; Pedroso; Andrade; Pires, 2021; Sousa et al., 2021). O acetato de
geranila, composto alvo do presente trabalho, ¢ um bioativo que tem sido explorado
comercialmente nas industrias farmacéuticas, produto da esterificagdo de um terpeno
(geraniol) e 4cido (&cido acético). Compostos bioativos conferem inumeras acdes

farmacoldgicas, o que estimula a sua exploracdo (Mukarram et al., 2021). Além disso,
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possuem grande valor terapéutico e sdo constantemente investigadas para serem aplicadas
no tratamento de doencas (Foss; Przybylowicz; Sawicki, 2022; Gongalves et al., 2012;
Parthiban et al., 2016).

A esterificagdo enzimatica direta em sistemas livres de solvente apresenta muitas
vantagens econdmicas ¢ ambientais. No entanto, essa reacao apresenta alguns desafios
intrinsecos, especialmente o impacto da proporcdo molar dos reagentes nos
biocatalisadores e o impacto no deslocamento do equilibrio quimico (Sousa et al., 2021).
Existem trés estratégias possiveis para deslocar o equilibrio na esterificagdo: I) adicdo de
um dos substratos em excesso (melhorando o rendimento em relagdo ao reagente
limitante, mas diminuindo em relacdo ao reagente excedente); II) a remogao in situ dos
produtos (laterais) para impulsionar a reagdo geral (Liese; Seelbach; Wandrey, 2006;
Marsden et al., 2020).

Frequentemente, em estudos de otimizagdo de processos, as variaveis
consideradas cruciais para o rendimento sdo a razdo molar entre os substratos, aplicando
acidos alifaticos com cadeias curtas e alcool de cadeia média ou longa, com um reagente
limitante, afetando a polaridade do meio reacional; e a carga enzimatica afetando na
transferéncia de massa (Marsden et al., 2020; SOUSA et al., 2021).

Esteres podem ser produzidos em diferentes configuragdes de reatores operando
em modo batelada, batelada alimentada ou continuo. Reatores de tanque de agitado
(STRs) em batelada (BSTR) sdo os mais aplicados em reagdes usando lipases
imobilizadas (Remonatto et al., 2022a). Os STRs sdo simples, faceis de operar e
relativamente mais baratos que a maioria dos reatores; no entanto, quando operados em
modo de lote, o reator tem longos periodos de inatividade. Os BSTR sdo altamente
indicados para reagdes nas quais o biocatalisador pode ser inibido por produtos ou
subprodutos. (Poppe et al., 2015; Remonatto et al., 2022a; Vilas Bdas et al., 2018).

Neste contexto, o presente estudo teve como objetivo a producdo de acetato de
geranila a partir do processo de esterificagdo enzimatica direta em reator de tanque
agitado em batelada (BSTR), utilizando-se de micélio de Aspergillus tubingensis

previamente tratado como biocatalisador da reacao.
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5 CONCLUSOES

Os resultados deste estudo ressaltam a importancia crucial da glicose na
manuteng¢ao do crescimento do micélio, favorecendo indiretamente a producao de lipases.
Esta descoberta fornece uma base solida para o desenvolvimento de processos de
producdo mais eficientes. A abordagem inovadora de tratamento do micélio de
Aspergillus tubingensis resultou em melhorias significativas nas atividades enzimaticas,
correlacionadas com mudangas morfologicas observadas.

Além disso, a determinagao dos parametros cinéticos revelou que o micélio possui
caracteristicas altamente promissoras para sua aplicacdo em processos industriais,
apresentando uma combinagdo Unica de afinidade reduzida pelo substrato e alta
velocidade de reagdo. No processo de otimizagdo da producao de acetato de geranila em
BSTR, os resultados foram impressionantes, alcancando uma conversao de 100% dos
ésteres. Isso ressalta a eficacia das condigdes otimizadas e a importancia dos tratamentos
prévios aplicados ao micélio.

Esses resultados ndo apenas contribuem para o avangco da ciéncia dos
biocatalisadores, mas também abrem novas perspectivas para a aplicagdo pratica dessas
descobertas em processos industriais de sintese de compostos de alto valor. A utilizagdao
do micélio, em comparagdo com as enzimas imobilizadas comercialmente em material
polimérico sintético, permite a criagdo de uma cadeia de matérias-primas naturais,
tornando o processo mais sustentavel. Além disso, o processo de esterificagdo enzimatica
permite a utilizacdo de condi¢des brandas de temperatura sem a necessidade de altas
pressoes, e o produto € facilmente separavel, com o acido acético residual do processo de
esterificacdo sendo facilmente removido. Isso destaca a importincia e as vantagens da

catalise enzimdtica em relacdo a catalise quimica.
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