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Resumo

As lacases (EC 1.10.3.2) sdo enzimas capazes de catalisar a oxidacdo de diferentes fendis
produzindo radicais fenoxi concomitantemente reduzindo o oxigénio molecular a &gua. Devido
aos beneficios dos processos oxidativos com lacase, estas enzimas tém sido utilizadas nas
industrias de alimentos, téxtil, papel e celulose e sdo utilizadas também em biossensores e em
processos de biorremediacdo. O aumento da demanda por compostos antioxidantes altamente
ativos e estaveis para aplicacdo na industria de alimentos tem impulsionado a investigacéo de
novos métodos para sintese de antioxidantes. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi revisar
aspectos relacionados a aplicacdo das lacases em reacOes de sintese organica via
oligomerizacgao/polimerizacdo de diferentes fendlicos visando a obtencéo de novos bioativos
antioxidantes. As caracteristicas e fontes das lacases utilizadas bem como a estrutura e
propriedades dos novos compostos fendlicos sintetizados foram discutidos em detalhes. Foi
dada uma atencdo especial aos métodos de avaliacdo da atividade antioxidante e os beneficios
da utilizag&o das enzimas imobilizadas nos bioprocessos.
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Abstract

Laccases (EC 1.10.3.2) are enzymes capable of catalyzing the oxidation of various phenols by
producing phenoxy radicals with concomitant reduction of molecular oxygen to water. Due to
the benefits of oxidative processes with laccase, these enzymes have been used in the food,
textile, paper and cellulose industries and are also used in biosensors and in bioremediation
processes. The increase in the necessity for antioxidant compounds with improved properties
for application in the food industry has driven the investigation of promising methods such as
the application of laccase for the synthesis of antioxidants. Within this context, the objective of
the present work is to review aspects related to the application of laccases in reactions of organic
synthesis via oligomerization/polymerization of phenolics, aiming at obtaining new antioxidant
bioactives. The characteristics and sources of the laccases as well as the structure and properties
of the phenolic compounds are discussed in detail. Special attention was paid to methods of
assessing antioxidant activity and the benefits of using immobilized enzymes in bioprocesses.
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1. Introducgéo

Compostos fendlicos ou polifendlicos vegetais sdéo um amplo grupo de metabolitos que
se originam do metabolismo secundério das plantas. Eles contém um ou mais grupos hidroxila
ligados a um anel de benzeno e tém um papel importante na defesa contra patdégenos de plantas
e agentes estressores abidticos (DAGLIA, 2012). Os compostos fenolicos estdo se tornando
cada vez mais objeto de intensa pesquisa devido as suas propriedades bioativas, incluindo as
atividades antioxidante, antidiabética, anti-inflamatoria, antialérgica e antiplaquetaria. Os
compostos fenolicos atuam na prevencdo da oxidacéo lipidica em alimentos e na prevengdo de
doengas como céncer e aterosclerose que sdo induzidas por radicais livres (XIAO et al., 2016;
XIAO, 2017; SINGH, et al., 2018).

Os compostos fendlicos naturais com atividade antioxidante estdo presentes em baixas
concentragfes em relacdo a um substrato oxidavel e recebem atencdo pela capacidade de
retardar ou inibir a oxidacdo desse substrato (ADELAKUN et al., 2012b). Muitos dos
compostos fendlicos naturais sdo sensiveis a temperatura, pH e a luz devido a presenca de
duplas ligacGes alternadas (NEMADZIVA et. al., 2018). Consequentemente, 0os mais diversos
tipos de vegetais, comestiveis e ndo comestiveis tem sido utilizado como matrizes na pesquisa
de novos compostos fendlicos mais ativos e mais estaveis. Além desta busca pela descoberta
de novos fendlicos naturais, uma segunda abordagem tem sido empregada na obtencdo destes
fenolicos mais ativos e mais estaveis: modificacdes estruturais em fendlicos ja conhecidos.

A sintese organica utilizando um composto fenélico ou uma mistura de compostos
fendlicos com o objetivo de obtencdo de novos compostos com propriedades funcionais mais
elevadas que os fendlicos parentais, ganha um componente ambiental importante quando
realizada utilizando-se como catalisador do processo uma enzima. O apelo ambiental € o grande
impulsionador desta abordagem, pois possibilita a modificacdo dos substratos sem o uso de
substancias quimicas e em condi¢bes brandas, com baixo impacto ambiental. Os radicais
formados pela acdo dos biocatalisadores resultam, geralmente, na formacao de novas moléculas
com propriedades bioldgicas de interesse (ADELAKUN et al., 2012b; MUNIZ-MOURO et al.,
2017).

As lacases (EC 1.10.3.2) séo cobre-oxidases que oxidam substratos fendlicos formando
radicais fenoxil. As lacases sdo encontradas em fungos, bactérias, plantas e insetos
(NARAYANAN et al., 2015; DEVASIA e NAIR 2016; REZAEI et al., 2017). Lacases livres e
imobilizadas vem sendo aplicadas em diversas areas incluindo degradacdo de poluentes,
cosmética, bioenergética e sintese organica (NEMADZIVA et al., 2018; MUNIZ-MOURO et
al. 2018; REANO et al., 2016; NAGHDI et al., 2019; DARONCH et al., 2020).



O objetivo deste trabalho foi revisar aspectos relacionados a aplicacdo das lacases em
reacOes de sintese organica via oligomerizagdo/polimerizacao de diferentes fenolicos visando a
obtencdo de novos bioativos antioxidantes. As caracteristicas e fontes das lacases utilizadas
bem como a estrutura e propriedades dos novos compostos fendlicos sintetizados foram
discutidos em detalhes. Foi dada uma atencdo especial aos métodos de avalia¢do da atividade

antioxidante e os beneficios da utilizacdo das enzimas imobilizadas nos bioprocessos.

2. Metodologia empregada

Para a selegdo dos artigos cientificos, utilizou-se as seguintes bases de dados: Scopus e
Web of Science considerando os artigos publicados nos Gltimos 10 anos (2011-2020) e
utilizando como termos de buscas 0s termos “lacase” e “sintese” e “antioxidante” (em inglés
laccase, synthesis e antioxidant, respectivamente). Foram encontrados 7524 artigos na busca
com a palavra laccase e 52 artigos quando a busca foi realizada com as os trés termos (laccase
synthesis e antioxidant) na base Scopus e 7821 artigos (laccase) e 59 artigos (laccase, synthesis
e antioxidant). Foram considerados para esta revisdo, somente 0s artigos que possibilitaram aos

autores alcancar os objetivos pré-estabelecidos.

3. Desenvolvimento
3.1. Lacase: caracteristicas e fontes

As lacases sdo enzimas amplamente distribuidas entre os seres vivos, sendo encontradas
em plantas, vegetais e insetos. S&o encontradas em maltiplas formas e isso explica as diversas
funcdes desta enzima. Nas plantas, as lacases atuam na polimerizacéo da lignina e na sintese
de poliflavonoides. Ja nos insetos, a lacase tem como funcdo principal a esclerotizacdo da
cuticula vegetal. Quando proveniente de bactérias, lacases sdo relacionadas aos processos de
sintese de pigmentos marrons nos esporos e protecdo contra a luz UV. Também possuem
importantes funcbes na homeostase do ion cobre e na morfogénese (CHAUHAN, GORADIA
e SAXENA, 2017; SHARMA et al., 2018; JANUSZ et al., 2020).

O primeiro relato da ocorréncia de lacase foi feito em 1883 através de um estudo da
secrec¢do leitosa, urushi, arvore chinesa/japonesa Rhus vernicifera (GAVNHOLT e LARSEN,
2002; JANUSZ et al., 2020). Lacases tem sido isoladas de plantas como feijdo, pinho, mung e
ameixa e também da familia boténica de Anacardiaceae, contudo, ainda é escasso 0 uso de
lacases vegetais em aplicacdes industriais (WANG et al., 2015; JANUSZ et al., 2020). Lacases
sdo também encontradas em varios géneros de insetos, como Calliphora, Diploptera, Bombyx,
Drosophila, Lucilia, Menduca, Musca, Phormia, Rhodnius, Oryctes, Papilio e Sarcophaga
(CHAUHAN, GORADIA e SAXENA, 2017; JANUSZ et al., 2020), mas assim como as lacases

vegetais, ndo sdo, até o presente momento utilizadas em bioprocessos.



A primeira lacase isolada a partir de uma bactéria (Azospirillum lipoferum) ocorreu
somente em 1993 a partir da rizosfera de arroz e desde entédo, elas foram identificadas em outras
bactérias Gram-positivas como Staphylococcus, Streptomyces, Geobacillus, Rhodococcus,
Bacillus, Azospirillum, Aquisalibacillus e Lysinibacillus (DHIMAN e SHIRKOT 2015;
NARAYANAN et al. 2015; REZAEI et al., 2017). Algumas bactérias Gram-negativas também
apresentam a capacidade de secretar a lacase, como é o caso das Pseudomonas, Enterobacter,
Proteobacterium, Delfia and Alteromonas (DHIMAN e SHIRKOT 2015; DEVASIA e NAIR
2016; CHAUHAN, GORADIA e SAXENA, 2017). As lacases de bactérias sdo consideradas
mais estaveis a elevadas temperaturas e pH quando comparadas as fangicas e possuem um peso
molecular que varia de 20 a 80 kDa (CHAUHAN, GORADIA e SAXENA, 2017).

As lacases mais estudadas s@o as encontradas nos fungos basidiomicetos causadores da
decomposicdo branca da madeira, tais como Pleurotus ostreatus, Trametes versicolor,
Oudemansiella canarii, Pycnoporus cinnabarinus, Pycnoporus sanguineus etc., além de
diversos ascomicetos e alguns deuteromicetos, como Trichoderma sp. (RIVERA-HOYOS et
al., 2013; CHAUHAN, GORADIA e SAXENA, 2017; BRUGNARI et al., 2018; JANUSZ et
al., 2020).

As lacases fungicas desempenham papel importante na pigmentacdo e resisténcia dos
esporos e estdo associadas a renovacao do humus, aos processos de desintoxicacao, formacao
de corpos e principalmente biodegradacdo da lignina (ZHANG et al., 2015; CHAUHAN,
GORADIA e SAXENA, 2017; SHARMA et al., 2018; JANUSZ et al., 2020). Percebe-se que
a funcdo da lacase é sintética em quase todos os organismos, com excecao dos fungos, onde
além da funcdo de sintese de pigmentos, por exemplo, também estdo associadas a processos de
degradacdo, como a degradacdo da lignina. Ela também foi a primeira enzima que se mostrou
capaz de polimerizar mondmeros de lignina in vitro (GAVNHOLT e LARSEN, 2002).

Como ja abordado, as lacases sdo capazes de catalisar reacGes de oxidacao
monoeletronica de diversos substratos tais como anilinas, fendis, aminas aromaticas,
aminofenois, metoxifendis, polifendis, poliaminas e derivados de lignina. Concomitantemente
ocorre a producdo de agua sendo o Unico subproduto da oxidacdo monoeletrdnica de substratos
que utiliza o oxigénio molecular (Figura 1) (JEON et al., 2010; BRUGNARI et al., 2018;
WELLINGTON, GOVINDJEE e STEENKAMP, 2018).



Figura 1. Oxidacdo direta da lacase na transformacdo do substrato fendlico catecol em o-
benzoquinino.
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Fonte: Modificado de Polak e Jarosz-Wilkolazca (2012).

Devido a sua atividade oxidativa de largo espectro, as lacases sdo amplamente utilizadas
em diversas aplica¢des industriais, incluindo modificacdo de polimeros, branqueamento téxtil,
processamento de alimentos, sintese organica, industria cosmética e transformacgdo e
biorremediacdo de uma infinidade de compostos xenobidticos incluindo hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos, pesticidas, corantes sintéticos e produtos farmacéuticos como
diclofenaco (Figura 2). Devido a extensa aplicacdo e utilizacdo dessas enzimas, elas podem ser
consideradas um dos biocatalisadores mais importantes e com aplicagdes industriais
divergentes como o potencial de polimerizar e despolimerizar (BILAL et al., 2019; TAHERAN
et al., 2017; BARRIOS-ESTRADA et al., 2018). Este aspecto foi comprovado pelo elevado
namero de artigos encontrados na pesquisa que abordou o periodo de 2011-2020 realizada nas
bases Scopus (7524 artigos) e Web of Science (7821) utilizado nesta reviséo.

Figura 2. Principais areas de aplicacdo de lacases.
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3.2. Compostos fendlicos: estrutura e propriedades

Os compostos fendlicos, muitos deles metabdlitos secundarios, constituem uma classe
extremamente importante de moléculas. Esses compostos ocorrem naturalmente em frutas e
vegetais e estdo relacionados a efeitos benéficos a satide com propriedades antidiabética, anti-
inflamatoria, antialérgicos, antiplaquetarios e antitumorais (XIAO et al., 2016; XIAO, 2017;
SINGH, et al., 2018). Também exercem funcdo como eliminadores de radicais livres, inibidores
da oxidacdo de lipoproteinas e agente quelantes de metais (MAMEDE E PASTORE, 2004;
PREHN, GONZALO-RUIZ e CORTINA-PUIG, 2012).

A presenca de compostos fendlicos em alimentos influencia a qualidade dos vegetais
como aroma, sabor, cor e atributos sensoriais como vinhos, café, sucos e chas (AGRAWAL,
CHATURVEDI e VERMA, 2018; LETTERA et al., 2016; PEZZELLA et al., 2015). Estes
compostos sdo amplamente utilizados como aditivos em uma variedade de processos
industriais, como na industria de papel, na fabricagéo de plasticos, corantes ou drogas (PREHN,
GONZALO-RUIZ e CORTINA-PUIG, 2012).

Com base em elementos estruturais que ligam anéis benzeno e nameros de grupos
hidroxila ligados, podem ser classificados em fendis simples ou polifendis (SINGH, et al.
2018). Por sua vez, os polifenois (fitoquimicos poli-hidroxilados) que possuem estruturas
comuns podem ser divididos em duas categorias, flavondides (polifendis) e polifendis néo
flavonoides (fenois simples ou &cidos) (PREHN, GONZALO-RUIZ e CORTINA-PUIG, 2012;
SINGH, et al., 2018).

A estrutura quimica dos flavondides favorece sua a¢do antioxidante pois possuem dois
ou mais anéis aromaticos, cada um contendo um ou mais grupos hidroxila fenélicos e sdo
conectados através de uma ponte de carbono fornecendo assim, compostos com alta atividade
antioxidante. Esses compostos sdo sensiveis a oxidacdo enzimatica e ndo enzimatica e a
atividade antioxidante é sensivel a luz devido as suas duplas ligacGes alternadas (MAMEDE e
PASTORE, 2004; HELENO et al., 2015; XIAO et al., 2016; XIAO, 2017; SINGH, et al., 2018).

Os polifenois ndo flavonoides conhecidos como &cidos fenolicos podem ser divididos
em dois grupos principais, acidos hidroxibenzdicos que sdo derivados do acido benzdico e
acidos hidroxicinamicos, derivados de &cidos cindmico. Quimicamente, esses compostos
possuem ao menos um anel aromatico e pelo menos um hidrogénio é substituido por um grupo
hidroxila e ambos os grupos possuem propriedades antioxidantes (HELENO et al., 2015).

Os derivados de &cidos hidroxicindmicos possuem um anel aroméatico com uma cadeia
carbdnica, formado por 3 carbonos ligados ao anel. Dentro desse grupo estdo presentes 0s
acidos p-cumarico,caféico, fertlico e sinapticos sendo encontrados na natureza (DEGASPARI
e WASZCZYNSKYJ, 2004).



Os é&cidos hidroxibenzdicos possuem grupo carboxilico ligado ao anel aromatico e,
dentro desse grupo, estdo presentes 0s acidos galico, elagico, vanilico, siringico, entre outros.
A atividade antioxidante desses compostos esta relacionada aos seus éesteres, contudo, também
é determinada pelo nimero de hidroxilas presente na molécula e a posicdo (DEGASPARI e
WASZCZYNSKYJ, 2004; MAMEDE e PASTORE, 2004).

Os é&cidos sinaptico, ferulico e p-cumarico sdo antioxidantes mais ativos do que 0s
derivados do acido benzdico, tais como acido procatecuico, siringico e vanilico. Isso se deve a
dupla ligacdo presente na molécula dos derivados do &cido cinamico (-HC=CHCOOH), que
participa da estabilizagdo do radical por ressondncia de deslocamento do elétron
desemparelhado, enquanto que os derivados do &cido benzdico ndo apresentam essa
caracteristica (DEGASPARI e WASZCZYNSKYJ, 2004).

O éacido feralico contém uma hidroxila na posi¢do orto com o grupo metoxila sendo
doador de elétrons, um fator responsavel por aumentar a estabilidade do radical fenoxil e
também do aumento da eficiéncia antioxidante do acido ferulico. Contudo, &cidos que
contenham uma segunda hidroxila na posicdo orto ou para tem-se aumento da atividade
antioxidante, como acontece com o acido caféico. Isso explica a maior atividade antioxidante
presente no &cido caféico quando comparado ao 4cido ferdlico (DEGASPARI e
WASZCZYNSKY/J, 2004). Entretanto, a atividade antioxidante do acido caféico é préxima a
do &cido m-cindmico, mesmo possuindo um grupo de hidroxila a mais (MAMEDE e
PASTORE, 2004).

O é&cido p-cumarico possui 0 grupo hidroxila na posi¢do para o que lhe proporciona
maior atividade antioxidante em relacdo ao acido hidrocindmico (MAMEDE e PASTORE,
2004). Os é&cidos ferdlico, p-cumarico e sinaptico possuem elevada propriedade antioxidante
guando comparados aos derivados do acido benzéico como os acidos vanilico e siringico devido
a dupla ligacdo presente na molécula dos derivados do acido cinamico (-HC=CHCOOH). O
acido cinamico estd relacionado a estabilizacdo do radical devido a ressonancia de
deslocamento do elétron desemparelhado. J& os derivados do acido benzdico ndo possuem essa
caracteristica (DEGASPARI e WASZCZYNSKYJ, 2004).

Existem compostos fendlicos que ndo se apresentam na forma livre no tecido vegetais,
como € o caso dos taninos que estao presentes na forma de polimeros. Os taninos possuem alto
peso molecular e podem ser classificados em relacdo ao seu tipo estrutural em: taninos
hidrolisaveis e condensados. Os taninos hidrolisaveis possuem um ndcleo central de alcool
poliédrico ou glicose, esterificado com acido elagico ou galico, e sdo hidrolisaveis com &cidos,
bases ou enzimas. J& os taninos condensados séo polimeros de catequina ou leucoantocianidina
e ndo sdo hidrolisaveis por com acidos (SOARES, 2002; KATO et al., 2017).



Os beneficios bioldgicos proporcionados pelos compostos fendlicos estdo diretamente
relacionados com a atividade antioxidante que cada fenol exerce sobre determinado meio. A
acao antioxidante do composto fendlico depende de sua estrutura quimica, podendo ser
estipulado pela acdo da molécula como agente redutor (potencial de quelacdo de metais,
reatividade com outros antioxidantes e velocidade de inativacdo do radical livre) (XIAO et al.,
2016; XIAO, 2017; SINGH, et al., 2018).

3.3. Método de avaliacédo da atividade antioxidante

A capacidade antioxidante pode ser determinadas por diversos métodos e expressa por
meio de diversos par@metro como através da capacidade de reducdo de metal (FRAP — ferric
reducing antioxidant power, CUPRAC - cupric ion reducing antioxidant capacity), remocao
de um radical peroxil (TRAP — total reactive antioxidant potential, ORAC — oxygen radical
absorbance capacity), atividade sequestrante do DPPH (2,2-difenil-1-picrylhydrazil),
atividade sequestrante do ABTS (2,20-azino-bis (acido 3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonico) e
através da quantificacdo de produtos formados durante a peroxidacdo de lipideos lipideos
(TBARS, oxidacdo do LDL (lipoproteinas de baixa densidade) e co-oxidac¢do do B-caroteno)
(SUCUPIRA et al., 2012; ALVES et al., 2010). Para a determinacgéo da capacidade antioxidante
in vivo, os métodos mais utilizados sdo o DPPH, ORAC, ABTS e FRAP.

A atividade antioxidante de compostos fenolicos como os flavondides pode ser
determinada através da reatividade como agente doador de H e elétrons, reatividade diante a
outros antioxidantes, estabilidade do radical flavanoil formado, quanto a capacidade de quelar
metais de transicdo e através da solubilidade e interacdo com membranas.

O método do radical DPPH se baseia no sequestro de radicais livres, no caso o DPPH,
no qual possui um elétron desemparelhado por toda a molécula conferindo uma coloracédo
violeta. Dessa forma, esse método se baseia na capacidade antioxidante de uma determinada
molécula em sequestrar o radical livre DPPH. Quando isso ocorre, tem-se a mudanga na
coloracdo de violeta para amarelo palido (SUCUPIRA et al., 2012; ALVES et al., 2010;
ZIYATDINOVA, SNEGUREVA e BUDNIKQV, 2017).

O método ORAC se baseia na propriedade fluorescente das proteinas B-ficoeritrina (B-
PE) e R-ficoeritrina (R-PE) no qual tem-se um decréscimo da fluorescéncia dessas proteinas,
devido a perda de sua conformidade ao sofrer danos oxidativo (SUCUPIRA et al., 2012;
ALVES et al., 2010).

O método do ABTS esta relacionado a habilidade dos antioxidantes em sequestrar o
cation ABTS*". Esta captura resulta em um decréscimo na absorbancia, sendo lida a partir da
mistura do radical com o antioxidante em diferentes tempos (SUCUPIRA et al., 2012).



No método FRAP, complexo férrico-tripiridiltriazina (Felll-TPZ) € reduzido ao
complexo ferroso (Fell-TPZ) quando as condi¢des do meio reacional s&o &cidas e na presenga
de um antioxidante. O complexo formado devido a esta reacdo indica uma coloracdo azul
intensa e com absorcdo maxima de 593 nm (BENZIE e STRAIN, 1996).

Como ha uma gama enorme de tipos de radicais livres, ndo ha ainda um Gnico método
capaz de avaliar a atividade antioxidante de forma precisa e quantitativa. Por conta disso, varios
métodos devem ser utilizados na avaliacao dos diversos fenolicos sejam eles naturais ou obtidos

através de sintese organica.

3.4. Modificacdo de compostos fendlicos por reacfes de sintese organica e avaliacdo da
atividade antioxidante

Embora o uso de compostos fenolicos tenha sido impulsionado pelo apelo nutracéutico
de suas multifacetadas atividades bioldgicas, fatores como baixa solubilidade em meio aquoso
e suscetibilidade ao calor, luz e oxigénio podem limitar suas aplicagdes (NEMADZIVA et al.,
2018). Ademais, a atividade antioxidante destes compostos &, em geral, inferior a de compostos
antioxidantes sintéticos (ADELAKUN et al., 2012a).

Compostos fendlicos monoméricos simples podem apresentar meia-vida curta no
organismo, além de serem metabolizados em estruturas menos ativas (NEMADZIVA et al.,
2018). Consequentemente, cresce 0 interesse em abordagens biocataliticas, como a sintese
“verde”, que permitam a oligomerizacdo de polifendis e formagdo de oligbmeros com
propriedades bioativas intensificadas. ReacOes de polimerizacdo enzimatica sdo capazes de
resultar em polifendis com densidade eletronica superior a unidade monomérica, maior
solubilidade, termoestabilidade e propriedades antioxidantes (MUNIZ-MOURO et al., 2017;
MUNIZ-MOURO et al., 2018). Diversos flavonoides de alto peso molecular exibem
propriedades fisioldgicas aprimoradas, como atividade antioxidante e anticarcinogénica, € um
tempo de circulagéo relativamente mais longo in vivo (KURISAWA et al., 2003).

O interesse especial em lacases como catalisador dos processos de biotransformacao
provém da enzima utilizar oxigénio molecular como aceptor final de elétrons, diferentemente
de peroxidases, por exemplo, que requerem perdxido de hidrogénio (MUNIZ-MOURO et al.
2018). Para além, lacase sdo especialmente capazes de oxidar diversos compostos aromaticos,
produzindo radicais intermediarios altamente reativos que se ligam através de reacOes de
dimerizacdo e trimerizacado, por exemplo (MOGHARABI e FARAMARZI, 2014). O interesse
na sintese organica de dimeros e trimeros de compostos fendlicos através de reacdes
enzimaticas cresce dado o valor terapéutico associado a estes produtos de acoplamento
(ADELAKUN et al., 2012a).



Em estudo conduzido por Adelakun et al. (2012a), dois produtos diméricos (35 e 5-f)
foram obtidos da reacdo de modificacdo do acido ferdlico catalisada por lacase de Trametes
pubescens. O dimero S-5 apresentou atividade antioxidante amplificada comparativamente ao
substrato &cido feralico, medida pelos métodos DPPH e ABTS. Este comportamento estd
relacionado, muito provavelmente, ao aumento de grupos doadores de elétrons e a formagéo do
grupo acido carboxilico com uma ligacdo dupla C-C insaturada adjacente, que fornece locais

de ataque adicionais para os radicais (Figura 3).

Figura 3. Via da reacdo proposta para a sintese do dimero -5 de acido ferdlico catalisada por
lacase.
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Fonte: Modificado de Adelakun et al. (2012a).

A oxidacdo do grupamento p-hidroxila do composto fenolico pela acéo da lacase produz
um radical que marca o inicio da reacdo. A estabilizacdo por ressonancia pode levar o elétron
ndo emparelhado a ocupar diferentes posi¢6es na molécula radicalizada. Se o acoplamento deste
elétron na posicao S se der com outro na posi¢do C5 do préximo radical, havera a formagéo de
um dimero através da ligacdo £-5. Da mesma forma o acoplamento covalente entre elétrons
desemparelhados ambos na posicdo g resulta na formacdo de um dimero p-f. Este
comportamento é corriqueiramente observado em reacdes de dimerizacdo, embora na natureza
sejam as ligagcbes p-O-4 as predominantemente formadas na sintese de polimeros
(ADELAKUN et al., 2012a; NEMADZIVA et al., 2018).

De forma anéloga, o dimero S~/ do &cido caféico foi sintetizado utilizando uma lacase
de Streptomyces coelicolor A3(2) (Figura 4). O produto de sintese demonstrou aumento de 1,5
vezes na capacidade de sequestro do radical livre DPPH e atividade antioxidante equivalente
ao Trolox aumentada em 1,8 vezes, comparativamente ao acido cafeico. As propriedades de
solubilidade aquosa e estabilidade a pH acido foram melhoradas (NEMADZIVA et al., 2018).



Figura 4. Via de reacédo proposta para a sintese de phellinsin A catalisada por lacase.
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Fonte: Modificado de Nemadziva et al. (2018).

Dado o grande interesse nas propriedades dos compostos de sintese, condi¢des
operacionais otimizadas sdo fundamentais para configurar um processo eficiente e econémico.
A polimerizagdo do mondmero de rutina foi previamente elucidada por Kurisawa et al. (2003).
O polimero demonstrou atividade de eliminagdo de superdxido e inibicdo na oxidacdo de
lipoproteina de baixa densidade humana (LDL) ampliadas. Entretanto, estudos adicionais
conduzidos por Mufiiz-Mouro et al. (2018) demonstraram que o oligdmero de rutina
provenientes de reacdo com lacase com baixa atividade enzimatica inicial obteve melhores
caracteristicas nutracéuticas. O aumento da atividade enzimética também influenciou
negativamente a estabilidade térmica do produto. Doses mais elevadas de enzimas promoveram
a formacdo de mdaltiplas ligagdes intermoleculares entre as unidades de rutina, o que reduziu o
conteudo de fendlicos na molécula, com consequente queda na atividade antioxidante (HEIM,
TAGLIAFERRO e BOBILYA, 2002).

A oxidacdo do composto fendlico 2,6 dimetoxifenol por lacase de Trametes pubescens
gerou, como produto principal, um dimero simétrico do substrato obtida de uma ligacdo C-C
(3,3°,5,5’-tetrametoxi-bifenil-4,4’-diol) (ADELAKUN et al. 2012b). De acordo com 0s ensaios
DPPH e FRAP, o dimero demonstrou atividade antioxidante aproximadamente duas vezes
maior do que o substrato fendlico. Os resultados sustentam a potencialidade da aplicacdo da
lacase na sintese de compostos nutracéuticos com interesse comercial.

Reano et al., (2016) demonstraram o uso de lacase comercial oriunda de Trametes
versicolor na sintese de compostos para utilizacdo como polimeros de embalagens de alimentos.
A reacdo procedeu com a oligomerizacao de bisfendis a base de acido diidroferalico renovaveis
para sintese de novos oligdmeros com elevadas atividades antioxidantes. Esses oligdmeros
fendlicos alifaticos - aromaticos, com porgées do tipo bisguaiacol, exibiram alta estabilidade
térmica, bem como potente atividade antioxidante demonstrada pelo método DPPH.

Apesar dos diversos estudos evidenciando a acéo eficiente da lacase em processos de
sintese de compostos com valor agregado, estes sdo conduzidos em escala laboratorial. A falta
de estabilidade operacional por periodos prolongados e a dificuldade de recuperagdo e reuso
das enzimas quando na forma livre, fazem sua aplicagcdo em escala industrial ser limitada. Dessa

forma, a imobilizagdo enzimatica vem sendo empregada como alternativa eficaz para transpor



tais empecilhos e produzir biocatalisadores industriais robustos (VELASCO-LOZANO et al.,
2015).

3.5. Imobilizacéo de lacase: alternativa para melhorar o desempenho reacional das lacases

A imobiliza¢do enzimatica consiste na restricdo da mobilidade celular através de
interacdes quimicas ou fisicas a uma fase (matriz ou suporte) diferente daquele para
substratos e produtos (BOUABIDI, EL-NAAS e ZHANG, 2019). Enquanto as interacdes
fisicas se baseiam na adsorcdo ou aprisionamento da porcdo enzimatica, as interacdes
quimicas se estabelecem por ligacbes covalentes a um suporte ou ligacGes cruzadas
(reticulacéo) (Figura 5) (DARONCH et al., 2020).

Quando imobilizada, a lacase apresenta aumento da estabilidade, com protecéo da
estrutura da enzima a condic¢Ges adversas, maior durabilidade e possibilidade de reuso
acrescido. Tais fatores se traduzem em reducdo dos custos operacionais e aumento na
eficiéncia do sistema biocatalitico (VELASCO-LOZANO et al., 2015; NAGHDI et al.,
2019; DARONCH et al., 2020).

Figura 5. Esquema ilustrativo da imobilizacdo enzimatica por adsor¢do em suporte (a),
encapsulamento (b), ligacdo covalente ao suporte (c) e ligacdo cruzada (d).

% = ENZIMA

CcCee
XX

( 1
re'ee

(@) (b) © (d
Fonte: Préprio autor (2020).

Vérios métodos ja foram reportados para imobilizacdo eficaz de lacase, nomeadamente
imobilizacdo em polimeros, imobilizagdo com quitosana (NAGHDI et al., 2019) e suporte de
agarose anionicamente ativado (BRUGNARI et al., 2018). Portadores multifarios também tém
sido estudados para a imobilizacdo da lacase (ZHOU et al., 2013; L1U et al., 2012), entre outros.

Lacases imobilizadas j& provvaram ser uma poderosa ferramenta para producdo de
biossensores industriais (CABALLERO et al., 2018; MOHTAR et al., 2019), degradacéo de
poluentes ambientais (RATANAPONGLEKA e PUNBUT, 2017; VIDAL-LIMON et al.,
2018), deslignificacdo de biomassa lignocelulésica (AMIN et al., 2018; ASGHER et al., 2018)
e melhoramento de caracteristicas sensoriais e tecnologicas de alimentos e bebidas (HOU et al.,



2016; LETTERA et al., 2016). Entretanto, enquanto a pesquisa e aplicacéo de lacase livre na
sintese de novos compostos organicos com propriedades bioativas é ja realidade, ha uma
escassez bibliografica em estudos que elucidem seu comportamento quando na forma
imobilizada. Os resultados promissores da aplicacdo deste biocatalisador nos mais distintos
segmentos industriais, aliado aos avancos de técnicas de imobilizacdo enzimética, demanda que

esta lacuna cientifica seja melhor explorada e elucidada.

4. Considerac0es Finais

A versatilidade bioguimica da lacase se deve a sua capacidade de oxidacdo de uma
ampla gama de substratos. O interesse nestas enzimas como biocatalisadores em reacdes de
oligomerizacdo e polimerizacdo de mondmeros fendlicos é crescente devido a possibilidade de
melhoria das atividades bioldgicas dos compostos formados em relacdo aos compostos de
origem. Os produtos reacionais sintetizados sdo Uteis para aplicacbes em inddstrias de
alimentos, farmacéutica e cosmética dada a notavel atividade antioxidante dos mesmos.
Ademais, esta é uma abordagem ambientalmente correta que se enquadra no conceito de

“quimica verde”.
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