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IMOBILIZADAS EM NANOPARTICULAS MAGNETICAS (NPM) NA
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Resumo: O referente trabalho relata um estudo de viabilidade reutilizando as lipases de
Candida antarctica do tipo B (CALB) imobilizadas em nanoparticulas magnéticas de
ferro (NPM) e imobilizadas em resina acrilica (Novozym® 435), para a sintese de
ésteres de butirato de etila e metila via esterificacdo para produgdo de aromas. Com a
finalidade de comprovar a atividade dessas enzimas, 0s experimentos foram realizados
analisando parametros de: temperatura, concentracdo de substrato, razdo molar,
velocidade de agitacdo e tempo de reacdo. Ao reutilizar a CALB-NPM, a maior
converséo (78,48%) obtida foi utilizando a 35°C, 0,4 mol/L, 1:1, 150rpm e 8h de
reacdo. Ao analisar a sintese do butirato de metila reutilizando CALB-NPM, uma maior
converséo (80,67%) foi obtida utilizando 25°C, 0,5 mol/L, 1:1, 150rpm e 8h de reacéo.
Para o reuso da Novozym® 435 na sintese do butirato de etila a melhor conversao
(96,42%) foi obtida utilizando 25°C, 0,4 mol/L, 1:2, 150rpm e 8h de reacdo. J& para a
sintese do butirato de metila reutilizando a Novozym® 435, os melhores resultados
foram 25°C, 0,1 mol/L, 1:1, 150rpm e 8h de reacdo obtendo no final uma maior
conversdo (98,26%). Ao refazer os experimentos utilizando a Novozym® 435 sem
reuso nas melhores condicGes obtidas foi de 98,30%. Ao comparar esses resultados aos
de Souza (2013), a atividade catalitica dessas enzimas eventualmente diminuiram,
porém, os resultados ainda se mostraram vantajosos, apresentando para ambos uma boa
atividade catalitica, tornando seu uso promissor em produtos de interesse.
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INTRODUCAO

Os ésteres de &cidos graxos de cadeia curta estdo frequentemente presentes
na composi¢cdo de produtos alimenticios, perfumes, bebidas, polimeros, cosméticos e
farmacéuticos com a finalidade de realcar e imitar sabores e aromas amplamente
empregados na industria (XU et al., 2002; TAN et al., 2006; JIN et al., 2012). Esses
ésteres formadores de aromas sdo obtidos atualmente por dois principais processos, a
sintese quimica e a sintese enzimatica,

Dentre as areas de pesquisa focadas para estas finalidades, tém-se destacado
muito nos ultimos anos o uso de catalisadores bioldgicos, como as enzimas, que
permitem o desenvolvimento de processos tecnolégicos muito proximos aos executados
na natureza, proporcionando uma maior economia de energia e minimizagdo da
degradacédo térmica o que sdo provavelmente as maiores vantagens na substituicdo de
tecnologias quimicas (HASAN et al., 2006).

Diante desse contexto, a contribuicdo deste trabalho é um estudo de
viabilidade de catalisadores para uso nos mais diversos sistemas, reutilizando as lipases
do tipo B de Candida antarctica (CALB) e utilizando como suporte Nanoparticulas
Magnéticas de Ferro (NPM) e resina acrilica comercial (Novozym® 435), ambas as
enzimas utilizadas anteriormente por Souza (2013), obtendo como principal finalidade
comprovar a atividade dessas enzimas e a eficiéncia do estudo realizado no ano de

2013, para a producéo do butirato de etila e metila.

METODOLOGIA

Segundo a metodologia utilizada por Souza (2013), o tratamento do suporte
iniciou-se com a adicdo de solucdo de APTS ao suporte a uma temperatura de
aproximadamente 100°C por 10 horas sob atmosfera de nitrogénio. Apos o tratamento,
as nanoparticulas foram lavadas, separadas por magnetismo, e secadas. Em seguida se
deu o processo de reticulacdo utilizando NPM suspendidas em solucdo 25% de
glutaraldeido. A mistura foi mantida sob agitacdo por 2 horas a 25°C. Por fim, para
remover 0 excesso de glutaraldeido, o suporte foi lavado com tampéo bicarbonato de
sodio 100 mM, pH 10,0.
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As nanoparticulas magnéticas foram imobilizadas apds a realizagdo do
tratamento das mesmas por APTS e glutaraldeido 25%. Esse processo foi realizado pelo
contato de nanoparticulas com solucdo tampdo de fosfato de sddio. O sistema foi
mantido sob agitacdo controlada: 45 rpm tempo de contato como enzima-suporte foi
estudado de 1,0 h. A enzima imobilizada foi removida da solucdo por magnetismo.

A quantidade de CALB imobilizada em NPM foi determinada através da
medicdo da concentracéo inicial e final da CALB no sobrenadante de imobilizacdo. A
atividade hidrolitica da CALB sollvel e imobilizada foi determinada usando p-
nitrofenol butirato (pPNPB) como substrato, a pH 7,0 e 25°C.

Os experimentos foram executados por esterificacdo utilizando &cido
butandico, os alcoois (etanol ou metanol) e o heptano como solvente, em diferentes
concentracdes de substratos (0,1 - 1,0 moL/L), temperatura (25 - 55°C), razdo molar
(1:1 - 1:4), tempo de reacdo (1-10h) e massa do biocatalisador. A reacdo ocorreu em
tubos plésticos de 2 ml, em um agitador orbital (50 - 250 rpm), (SOUZA, 2013).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O efeito da temperatura foi analisado com a variagdo em 25 a 55°C,
reutilizando a CALB — NPM em 8h, 150 rpm, 0,2 mol/L de acido butandico em uma
razdo molar de 1:1 (&cido butandico: etanol ou metanol), e heptano como solvente,
obtendo no total 1 ml de volume reacional. As mesmas condi¢des foram também
analisadas reutilizando a Novozym® 435.

Para a andlise do tempo de reacéo foi reutilizadas as enzimas, CALB-NPM
e as lipases do tipo B imobilizada em resina acrilica (Novozym® 435) nas mesmas
condigdes de temperatura (25°C), heptano como solvente, 0,5 mol/L de metanol e 0,4
mol/L de etanol em uma razdo molar de 1:1 (acido butandico: alcool) totalizando um
volume reacional de 1,0 mL em um intervalo de tempo de reacdo de 1-10h. Sob essas

condicdes a Tabela 1 retrata o perfil obtido experimentalmente em ambas as situacoes.

Tabela 1 - Dinamica da sintese de butirato de etila e metila para CALB-NPM e Novozym® 435

Tempo Conversao de acido butanoico

(h) CALB — NPM Novozym — 435
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Butirato de etila  Butirato de metila  Butirato de etila  Butirato de metila

(%) (%) (%) (%)
1 0+0 14,69 £ 5,7 0+0 47,58 + 6,8
2 21,83+ 10,2 13,48 +9,3 67,06 + 4,5 19,36 + 3,6
3 195+1,6 546 +7,2 16,62 +2,7 2,34+6,2
4 13,87 +3,4 1991+1/4 41,18 + 3,7 9,99+1,8
5 4,75+19 12,83+2,4 55,77+25 18,79+2,0
6 6,66 +1,1 52311 46,78 +4,1 16,77 +1,3
7 0+0 10,11+ 4,4 36,57+1,8 13,58+ 2,4
8 2598 +1,2 31,78 +4,2 57,62+7,2 60,01 +0,3
9 26,65+ 4,7 24,44 + 6,7 90,03+3,1 96,93+1,1
10 4,00+4,6 12,23+0,2 0+0 2,25+9,5

Fonte: Elaborada pela autora

Em analise a Tabela 1, as maiores conversdes obtidas foram de 90,03% para
0 butirato de etila e 96,93% para o butirato de metila reutilizando a Novozym® 435 em
um tempo de incubacdo de 9 horas para ambos os ésteres produzidos. Para a CALB-
NPM os melhores resultados obtidos foram observados em um tempo de 9 horas de
reagcdo com uma conversdo de 26,65% para o butirato de etila e 31,78% para o butirato
de metila em um tempo de 8 horas. Souza (2013) nas mesmas condigOes referidas,
também obteve um melhor resultado em um tempo de 8 horas de reacdo e apds esse

periodo foi entdo observado uma queda acentuada na conversao.

CONCLUSOES

O reuso com as enzimas CALB-NPM e Novozym® 435, mostrou-se
eficiente apresentando para ambos o0s biocatalisadores uma boa manutencdo da
atividade catalitica, porém como ja esperado, suas atividades eventualmente diminuiram
ao compara-las com os resultados obtidos por Souza (2013). Outro fato que deve ser
ressaltado, foram as grandes variagGes nos resultados obtidos. Esses comportamentos
podem ser explicados pelo nimero de reciclos e condigdes em que essas enzimas foram

anteriormente submetidas.
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