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RESUMO

O estudo de estabilidade no rendimento do valerato de etila, acetato de isoamila e acetato de
hexila mostrou possibilidade do reaproveitamento da ljpase imobilizada de Burkholderia cepacia
em alginato de calcio nos ciclos de reacdo. Para o valerato de etila, a maior atividade da enzima,
assim como maior rendimento do éster foi obtido no 3° ciclo enquanto que para o acetato de
isoamila e acetato de hexila, maiores atividades e rendimentos foram no 2° ciclo. Andlises de
cromatografia gasosa (CG-FID) confirmaram a presenca do valerato de etila, acetato de isoamila
e acetato de hexila nas melhores condigdes reacionais.
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) INTRODUCAO

Esteres aromaticos sao formados por alcoois de cadeia curta e acido carboxilicos. Muito
desses ésteres sdo obtidos usando catalisadores inorganicos em elevadas temperaturas (200 a
250 ° C). Gradativamente as enzimas estdo substituindo os catalisadores inorganicos, visto que
essas apresentam como beneficios condicdes amenas de operacgao, especificidade e poucas
perdas na reacdo (LIU et al., 2010; MARTINS et al., 2014). O interesse em se obter ésteres
naturais, impulsionou a industria de aromatizantes a procurar por rotas alternativas. Na Ultima
década a biotecnologia vem sendo considerada para a produgao de ésteres, uma vez que o
aroma obtido pode ser considerado como “natural” (ROMERO et al., 2007; CABRAL et al., 2009).
A importancia econdmica do processo, assim como a diminuicdo dos impactos ambientais sdo
fatores que devem ser levados em consideracao no processo de imobilizacao de enzimas. O
objetivo principal do estudo foi recuperar a lipase de Burkholderia cepacia imobilizada em
alginato dos meios reacionais e reutilizar em novos meios reacionais com consideravel
rendimento dos ésteres aromaticos.

MATERIAL E METODOS

Materiais

O biocatalisador foi a lipase de Burkholderia cepacia (Sigma Aldrich) imobilizada em alginato
conforme decrito por PADILHA e colaboradores (2014). Os reagentes usados foram o etanol
(Synth), acido valérico (Sigma Aldrich), alcool isoamilico (Sigma Aldrich), hexanol (Vetec), acido
acético (Sigma Aldrich) e nheptano (Synth).
Estudo da reutilizacao do biocatalisador

A cada 24 h correspondente a 1 ciclo, a lipase foi retirada do meio reacional por filtragao,
lavada com agua destilada e colocada para secar em estufa com circulacdo de ar a 30 ° C por 3
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h. Apds esse periodo, uma parte da enzima imobilizada foi separada para analise de atividade e
o restante foi reutilizado em novo meio reacional. Os passos descritos acima foram repetidos
cinco vezes e a atividade enzimatica foi determinada confome metodologia descrita por
MACEDO e colaboradores (1997).

O meio reacional foi separado para andlise da porcentagem molar de esterificacdo pela
concentracdo de acido graxo determinado por titulacao de aliquotas dissolvidas em 10 mL da
mistura acetona/etanol (1:1), empregando-se solucdo de KOH 0,02M e fenolftaleina como
indicador. A conversao do substrato em ésteres foi determinada de acordo com PADILHA e
colaboradores (2013).

Cromatografia gasosa

Andlises de cromatografia gasosa CG-FID confirmaram os resultados de reutilizacdo do
biocatalisador. A separacao e deteccao dos compostos volateis foram realizadas por CG-FID
Cromacon (modelo Simple Crom). 1 pyL das amostras diluidas das misturas reacionais foram
injetadas em coluna capilar DB-05 (J&W Scientific). As temperaturas do injetor e do detector
foram de 200° C e 250° C, respectivamente. A programacao da coluna foi 50° C por 10 min, 2°
C/min até 75 C, 25° C/min até 200° C por 10 min. Os tempos de retencao (tr) para o valerato
de etila, acetato de isoamila e acetato de hexila foram de 7,01, 7,16 e 15,21 min.,
respectivamente. A identificagdo e quantificagao dos ésteres foram feitos por comparacdao com o
tempo de retencao das amostras com o padrao. Para a curva padrao, concentragoes dos
respectivos ésteres de 0,05 a 0,3%, 0,05 a 0,25% e 0,05 a 0,45% diluido em nheptano foram
utilizados. Todos os reagentes foram da Sigma Aldrich (St. Louis — MO). Todas as amostras
foram feitas em triplicata.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 mostra o estudo da estabilidade da lipase imobilizada para o valerato de etila. Os
resultados mostram que no 19 ciclo, a atividade da lipase imobilizada de Burkholderia cepacia foi
mais baixa, assim como a porcentagem em éster. A anadlise de cromatografia mostrou
concentracao em valerato de etila de 0,23%. No entanto, a partir do 2° ciclo, a reutilizagao da
lipase favoreceu o rendimento da reacdo, visto que a atividade enzimatica aumentou 3 vezes em
relagao ao 1° ciclo, o rendimento em valerato de etila aumentou 5 vezes e a concentragao teve
aumento de 10 vezes. Os melhores resultados foram no 39 ciclo, onde a lipase atingiu atividade
maxima de 250U/g com 94,7% em rendimento e 2,79% em concentracdo do valerato de etila.
Apds 120 h ou 5° ciclo, manteve-se 74% da atividade em relagdao a atividade maxima, o
rendimento em éster foi 20% menor e a concentragao diminuiu 1,70 vezes.

Tabela 1- Rendimento do valerato de etila reutilizando lipase imobilizada em alginato de calcio.

Ciclo Atividade Ester Média dos Diluicao Concentragao
(dias) (U.g?t) (%) Picos (%)

1 50,0 15,9 23793,96 - 0,23

2 150,0 80,2 12454,61 20 2,31

3 250,0 94,7 14639,44 20 2,79

4 216,7 92,1 13753,37 20 2,59

5 183,3 74,0 9441,991 20 1,65
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A Tabela 2 mostra o estudo para o acetato de isoamila. O comportamento do 1° ciclo foi
bastante semelhante ao do valerato de etila, apresentando resultados com baixa atividade
enzimatica, rendimento e concentracao do acetato de isoamila em relagao aos demais dias do
ciclo. Entretanto, o melhor rendimento (95,5%) ocorreu no 2° ciclo, com atividade de 316,7 U.g
! e concentracdo de 2,89%. A partir do 3° ciclo houve decréscimo na atividade enzimatica, com
diminuicao de 11, 21 e 31% no 39, 4° e 59 ciclo em relagao ao 2° ciclo, respectivamente.
Embora a atividade enzimatica tenha decrescido com o reuso, o rendimento em acetato de
isoamila ndo obedeceu a mesma proporcao, apresentando queda maior apenas no ultimo ciclo,
assim como a concentracao, que variou em torno de 20% entre o maximo (2,89%) e minimo
(2,22%).

Tabela 2— Rendimento do acetato de isoamila reutilizando lipase imobilizada em alginato de calcio.

Ciclo Atividade Ester Média dos Diluicao Concentragao
(dias) (U.g?) (%) Picos (%)

1 116,7 28,9 11287,43 2 0,26

2 316,7 95,5 12304,40 20 2,89

3 283,3 91,4 11967,33 20 2,81

4 250,0 91,2 11967,33 20 2,77

5 216,7 89,0 9520,48 20 2,22

A Tabela 3 mostra o estudo da estabilidade para o acetato de hexila. Os resultados
permitiram observar que a atividade enzimatica e concentracdo de éster tiveram maiores
variacdoes em relacdo a porcentagem de esterificacdo. Contudo, no 19 ciclo a enzima imobilizada
apresentou comportamento similar ao rendimento do valerato de etila e a do acetato de
isoamila.

Tabela 3— Rendimento do acetato de hexila reutilizando lipase imobilizada em alginato de calcio.

Ciclo Atividade Ester Média dos Diluicao Concentragao
(dias) (U.g?) (%) Picos (%)

1 33,3 30,7 9746,518 - 0,10

2 216,7 95,2 11493,449 20 2,33

3 150,0 93,0 9083,927 20 1,83

4 116,7 89,9 7454,292 20 1,50

5 116,7 88,8 7458,588 20 1,50

Com estas analises foi possivel mostrar o reaproveitamento da lipase imobilizada de
Burkholderia cepacia em alginato nos ciclos de reacdo. Além disso, a interagao lipase-alginato foi
suficiente para impedir a passagem das enzimas para 0 meio reacional e permitiu passagem dos
substratos e produtos, ou seja, as enzimas permaneceram imobilizadas e ficaram protegidas do
solvente e do meio reacional acido/alcool (Cantone et al., 2013), favorencendo assim as reacoes
de esterificacao. Bayramoglu e colaboradores (2011) estudaram a estabilidade da lipase
imobilizada de Candlida rugosa por 5 ciclos a 25 °C em sistema livre de solvente e em r-hexano.
No sistema livre de solvente, a lipase imobilizada manteve praticamente a mesma atividade
apos os 5 ciclos. Todavia, em r+hexano houve diminuicdo constante na sintese dos ésteres nos
5 ciclos de operacao, onde a a perda na atividade pode ser resultado do efeito de desnaturacao
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da enzima em meio solvente. Raghavendra e colaboradores (2010) estudaram a reutilizacao da
lipase de Candida rugosa imobilizada em organogel por 9 ciclos e observaram que a enzima
manteve-se estavel até o 3° ciclo e apds este periodo, a atividade comecou a declinar
lentamente. A queda na atividade foi atribuida ao acimulo do excesso de agua formado como
subproduto nas reacoes de esterificagao.

CONCLUSOES
O estudo mostrou que foi possivel recuperar a lipase de Burkholderia cepacia imobilizada em
alginato dos meios reacionais e reutilizar em novos meios reacionais com consideravel
rendimento dos ésteres aromaticos.

Agéncias de Fomento: FAPESP.
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