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RESUMO

Neste estudo, a lipase Eversa® Transform 2.0 foi imobilizada em nanoparticula magnética de
ferro (FesO4) com modificagdes na superficie destas utilizando y-aminopropiltrietoxissilano
(APTS) e o glutaraldeido (GLU) como agente ativador para o método de ligacdo covalente,
com o objetivo na aplicacdo na sintese dos esteres butirato de metila e butirato de etila. A
producdo de ésteres nos processos bioquimicos € significativamente importante, especialmente
na producgdo de aromas na industria alimenticia e fragrancias no setor de perfumes, cosméticas,
em produtos farmacéuticos, pesticidas, para solventes de tintas e vernizes, plastificantes e de
bebidas. A imobilizacao foi realizada na presenca de 25 mM de tampéo fosfato de sodio, pH 7,
25 °C, 1h de tempo de contato enzima-suporte e carga enzimatica 80 UpNPB.g. O
biocatalisador produzido (MN_APTS_GLU_EV) foi caracterizado por Difracdo de Raios X
(DRX), Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR),
Termogravimetria (TGA), e Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV), que indicaram a
modificacdo do suporte com APTS e GLU, confirmando a imobilizacdo efetiva da lipase.
Condigdes operacionais e parametros foram avaliados durante o processo de sintese dos ésteres:
tempo reacional (4, 6, 8, 10 e 12 h) e e estabilidade operacional (14 ciclos consecutivos), sob
agitacdo de 150 rpm a 25 °C, concentracdao molar de 0,2 mol/L, razdo molar de 1:5 para butirato
de metila e 1:3 para butirato de etila, e todos as analises foram realizadas na presenca do
solvente orgénico hexano. As melhores conversdes de tempo reacional do biocatalisador para
a sintese dos ésteres foram 85% de conversdo em 10 horas para o butirato de metila e 80,4%
em 8 h de reacdo para o butirato de etila. Apds avaliar o melhor tempo de conversao, foi
realizado a estabilidade operacional , em que a conversdo maxima de ambos ocorreu logo no
inicio do estudo, em que a producdo de butirato de metila foi de 85,8 % no 1° ciclo, e a maior
producéo de butirato de etila foi de 86,4% também no inicio do ciclo, além de ter se mostrado
dentro da estabilidade esperada estdvel mesmo apds 14 ciclos consecutivos, com étimo
desempenho de reutilizacdo mantendo as conversdes em torno de 82 e 84% para ambos 0s
ésteres. Os resultados deste estudo demonstraram bom desempenho para o biocatalisador
MN_APTS_GLU_EV na aplicacdo na sintese dos ésteres butirato de metila e butirato de etila.

Palavras-Chave: Eversa® Transform 2.0; Nanoparticulas; Imobilizacio; Esteres.



ABSTRACT

In this study, the lipase Eversa® Transform 2.0 was immobilized on magnetic iron nanoparticle
(FesO4) with surface modifications using vy-aminopropyltriethoxysilane (APTS) and
glutaraldehyde (GLU) as an activating agent for the covalent bonding method, aiming for
application in the synthesis of the esters methyl butyrate and ethyl butyrate. The production of
esters in biochemical processes is significantly important, especially in the production of
aromas in the food industry and fragrances in the perfume, cosmetics, pharmaceutical, pesticide,
paint and varnish solvents, plasticizers and beverage sectors. Immobilization was carried out in
the presence of 25 mM sodium phosphate buffer, pH 7, at 25 °C, with a 1-hour enzyme-support
contact time and an enzyme load of 80 UpNPB.g'. The produced biocatalyst
(MN_APTS_GLU_EV) was characterized by X-ray Diffraction (XRD), Fourier Transform
Infrared Spectroscopy (FTIR), Thermogravimetric Analysis (TGA), and Scanning Electron
Microscopy (SEM), which confirmed the modification of the support with APTS and GLU and
the effective immobilization of the lipase. Operational conditions and parameters were
evaluated during the ester synthesis process, including reaction time (4, 6, 8, 10, and 12 hours)
and operational stability (14 consecutive cycles) under 150 rpm agitation at 25 °C, molar
concentration of 0.2 mol/L, and a molar ratio of 1:5 for methyl butyrate and 1:3 for ethyl
butyrate, with all analyses performed in the presence of the organic solvent hexane. The best
reaction time conversions of the biocatalyst for ester synthesis were 85% conversion in 10 hours
for methyl butyrate and 80.4% in 8 hours for ethyl butyrate. After evaluating the best conversion
time, operational stability was assessed, where the maximum conversion of both esters occurred
at the beginning of the study, with methyl butyrate production reaching 85.8% in the first cycle,
and ethyl butyrate production peaking at 86.4% also in the first cycle. Furthermore, the
biocatalyst remained practically stable even after 14 consecutive cycles, demonstrating
excellent reuse performance, maintaining conversions around 82% and 84% for both esters.
The results of this study demonstrated the good performance of the MN_APTS GLU EV
biocatalyst in the application for the synthesis of methyl butyrate and ethyl butyrate.

Keywords: Eversa® Transform 2.0; Magnetic nanoparticles; Immobilization; Methyl butyrate;
Ethyl butyrate.
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1

INTRODUCAO

A busca por processos quimicos considerados ecologicamente corretos tem sido um
dos grandes desafios para a pesquisa e para a industria, sendo necessario aprimoréa-los,
visando a reducdo de residuos toxicos indesejados no meio ambiente (Wang et al., 2023).
Um dos principais problemas nesse cendrio € o uso de catalisadores quimicos toxicos que sdo
negligenciados, pois eles desempenham um papel importante como mediadores de reagdes
importantes usadas industrialmente. Ao contrario dos catalisadores quimicos, as enzimas sao
consideradas catalisadores "verdes" ou biocatalisadores, nesse caso sendo altamente seletivos
e reduzindo a ocorréncia de reacOes indesejadas. A utilizacdo desses biocatalisadores nos
processos enzimaticos favorece a demanda industrial (Teixeira e Milagre, 2020). Além disso,
a evolucao dirigida de enzimas tem permitido substituir reagentes quimicos toxicos em
diversos processos industriais, contribuindo para o desenvolvimento de uma quimica mais
sustentavel (Sarwan et al.,2024).

Os biocatalisadores, como enzimas e microrganismos, desempenham um papel
fundamental em diversas industrias, incluindo os processos farmacéuticos, alimentares e de
biocombustiveis. Eles oferecem vantagens significativas em relacdo aos catalisadores
quimicos tradicionais, como maior especificidade, menor consumo de energia e impacto
ambiental reduzido. De acordo com a literatura cientifica, a utilizacdo de biocatalisadores
permite processos mais sustentaveis e eficientes, além de minimizar a necessidade de
reagentes toxicos (Luz et al., 2020). A biotecnologia moderna tem desenvolvido métodos para
otimizar a aplicacdo de biocatalisadores, incluindo a imobilizacdo enzimatica e engenharia
genética (Rodriguez-Nufiez et al., 2023) de microrganismos com 0 objetivo de aumentar sua
estabilidade e eficiéncia (Souza et al., 2023). Essas abordagens tém sido amplamente
estudadas para melhorar a viabilidade comercial dos biocatalisadores em larga escala (Zatta,
Filho & Freitas, 2019). Além disso, os biocatalisadores apresentam alta seletividade,
permitindo reacfes quimicas mais precisas e reduzindo a formacdo de subprodutos
indesejaveis, 0 que é um fator critico na industria farmacéutica e na sintese de compostos
organicos complexos (Jagtap et al., 2024).

Outro aspecto relevante é a viabilidade econdmica do uso de biocatalisadores. Apesar
de custos iniciais mais elevados em comparacdo com catalisadores sintéticos, a eficiéncia

operacional e a capacidade de reutilizacdo de algumas enzimas podem compensar esses custos
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ao longo do tempo (Almeida et al., 2024). Segundo estudos de Znidarsi¢-Plazl, (2021) e
Alcantara et al., (2022) indicam que processos baseados em biocatalisadores podem reduzir
significativamente 0s gastos energéticos e os residuos industriais, tornando-se uma alternativa
atrativa para empresas preocupadas com a sustentabilidade e com conformidade regulatoria
(Srivastava et al., 2024). Além disso, a engenharia de proteinas tem permitido a criacdo de
enzimas mais resistentes a condigdes extremas, como altas temperaturas e pH variado,
ampliando sua aplicabilidade industrial (Cea et al., 2024).

Apesar dos grandes beneficios da utilizacdo dos biocatalisadores, algumas
desvantagens ainda persistem (Queissada et al., 2020). Estas desvantagens estdo associadas
a estabilidade, pureza da enzima, disponibilidade e na impossibilidade de sua reutilizacao
na forma soltvel livre. (Denti, 2021). Uma solucéo para contornar estes inconvenientes
tem sido a imobilizacdo destas enzimas. As lipases tém sido imobilizadas através de varios
métodos, nomeadamente de adsorcdo, cross-linking, adsorcédo seguida de cross-linking,
ligacdo covalente multipontual e aprisionamento fisico. (Oliveira et al., 2021).

Desse modo, um dos pontos motivadores para as pesquisas atuais, referente ao
tema, € a busca por esses catalisadores "verdes", considerados adequados devido as
vantagens em que os catalisadores homogéneos possuem (elevada atividade, seletividade
e reprodutibilidade), bem como os catalisadores heterogéneos (alto periodo de repouso e
facilidade de recuperacéo), além de ndo serem danosos ao meio ambiente.

O emprego de suportes solidos para a imobilizagdo enzimatica é necessario devido
a possibilidade de reuso do biocatalisador e para favorecer a estabilidade da enzima. A
escolha do biocatalisador € essencial nesse processo, pois apresenta grande influéncia no
processo de separagéo, recuperacéo e reutilizacdo do catalisador (Cavalcante et al., 2024).

Nesse contexto, o uso de nanoparticulas magnéticas como suporte solido atribui
ao biocatalisador um dos requisitos essenciais: a facilidade de recuperagdo por simples
aplicacdo de campo magnetico. Segundo Karaagac et al., (2024) o superparamagnetismo
permite a esses materiais grande facilidade de isolamento e separacdo de meios
multifasicos complexos pelo simples uso de um imé permanente, e sua facil dispersdo apos
o término em aplicacdo do campo. A preparacdo de nanomateriais com propriedades
magnéticas e superficies reativas permite a imobilizacdo de enzimas, possibilitando uma
maior recuperacdo e reutilizacdo do biocatalisador, atendendo aos principios da quimica

verde (Cavalcante et al., 2024). Assim, a imobilizacdo enzimética em nanoparticulas
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magnéticas potencializa a eficiéncia catalitica, unindo estabilidade e reutilizacdo ao alto
desempenho das enzimas.

As enzimas constituem uma classe significativa de proteinas que atuam como
agentes facilitadores ou catalisadores de processos bioldgicos associados a funcdo dos seres
vivos. As enzimas sdo importantes para o funcionamento do organismo agem como
dispositivos moleculares altamente especificos capazes de desmontar, formar ou
transformar moléculas (Sarwan, 2024). As enzimas sao compostas organicos de origem
proteica ou, ocasionalmente, glicoproteica. Elas atuam diminuindo a energia necessaria para
ativar reacfes bioquimicas, sem alterar seu equilibrio, ja que ndo sdo consumidas no
processo (De oliveira 2023). Esta fungdo posiciona as enzimas como catalisadores
bioldgicos, uma vez que tém a capacidade de acelerar ou até mesmo promover reagdes
bioquimicas de substratos em produtos que, sem a sua presenca, provavelmente nao
ocorreriam ou seriam excessivamente lentas (Ferrer e Swiderek, 2024). As enzimas podem
ser produzidas a partir de materiais animais, vegetais ou microbiol6gicos. As fontes
microbianas sdo preferidas do ponto de vista econdmico e industrial devido ao custo relativo
de seu isolamento. De acordo com a literatura, estima-se que aproximadamente 35% dos
processos bioquimicos contemporaneos sejam realizados pela classe das lipases. (Al
Dahhan, Baghdadi e Alkattan, 2024).

Biocatalisadores, especialmente enzimas, tém recebido atencdo significativa na
quimica organica como alternativas aos processos quimicos convencionais devido as suas
inimeras vantagens (Jagtap et al., 2024). Entre elas, destacam-se o funcionamento em
condicBes mais brandas, a compatibilidade com substratos sintéticos, a capacidade de
catalisar reacGes reversiveis em alguns casos e a alta seletividade para reagdes especificas.
Esses atributos tém impulsionado avangos na producdo e comercializacdo de enzimas,
fomentando novas aplicagOes industriais que demandam constante inovagéo (Buller et al.,
2023). Historicamente, o alto custo das enzimas representou uma barreira significativa para
seu uso comercial, apesar de suas vantagens tecnologicas (Wang et al., 2023). No entanto,
0S avancos recentes em engenharia enzimatica e otimizacdo de processos superaram esses
desafios econémicos, tornando as enzimas uma alternativa viavel aos catalisadores sintéticos
(Planas-Iglesias et al., 2021).

Os ésteres também sdo responsaveis por aplicacdes em fragrancias e aromas, tendo

propriedades sensoriais relativamente agradaveis. Os ésteres butirato de metila e butirato de
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etila sdo obtidos através da reacdo de esterificacdo, que acontece entre um &cido carboxilico
e um &lcool (De Haro et al., 2018; Pereira et al., 2022). A presente pesquisa utiliza o &cido
butirico que reage com os alcoois metanol e etanol, sendo catalisada por um biocatalisador
enzimatico de nanoparticula magnética, utilizando uma enzima lipase, a Eversa® Transform
2.0 (Mantha et al., 2019). A imobilizacdo da enzima em um suporte magnético favorece um
ambiente estavel, o que favorece em sua atividade enzimética, reutilizac&o do biocatalisador
e vida util, podendo ser realizada em condi¢bes diversas, empregando um método
sustentavel para a producéo de ésteres (Deng et al., 2020).

O éster metilico do &cido butirico, ou butirato de metila, possui aroma de frutas e
relativamente forte, semelhante a fruta de abacaxi. O butirato de metila esta presente em
quantidades baixas em produtos de origem vegetal, além de ser fabricado, mesmo que em
pequena escala, em perfumarias ou como aromatizante alimentar (Dange; Kulkarni; Rathod,
2015). Similarmente, o éster etilico do acido butirico, ou butirato de etila, também ¢é
responsavel por um aroma frutado doce, muito empregada em perfumes e alimentos
(Friedrich et al., 2013; Dias et al., 1991). Ambos podem ser obtidos através da reacao de
esterificacao

Portanto, o presente trabalho aborda a aplicacdo das melhores condicdes para o
uso eficiente de biocatalisadores enzimaticos suportados em nanoparticulas magnéticas e
sua aplicacdo em reacOes de interesse industrial, de acordo com metodologias
desenvolvidas por Sousa et al., (2013) e Bizerra (2024). Especificamente, serdo discutidas
as questdes relacionadas a manutencao da eficiéncia catalitica apds a imobilizacdo em

nanoparticulas magnéticas e a eficiéncia catalitica frente a reaces de producdo de ésteres.
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1.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste projeto é analisar a imobilizacéo da lipase comercial Eversa®
Transform 2.0 em nanoparticulas magnéticas e sua aplicacdo em reacdo de interesse

comercial: a producéo de dois ésteres, butirato de metila e butirato de etila

1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

« Identificar e aplicar as condi¢des operacionais ideais, baseada nos estudos descritos por
Souza et al., (2013), no estudo da sintese dos ésteres butirato de metila e butirato de etila

avaliados neste trabalho.

Imobilizar a Eversa® Transform 2.0 em nanoparticulas magnéticas por ligagio

covalente e comprovar sua eficiéncia como suporte (MNs_APTS GLU_EV);
Avaliar o desempenho do novo biocatalisador MNs_APTS_GLU_EV (nanoparticulas
magnéticas funcionalizadas com APTS e GLU e imobilizada com a Eversa®) na

sintese de ésteres: butirato de metila e butirato de etila;

Sintetizar e caracterizar o material magnético (FTIR, TG e DRX) além de avaliar sua
estabilidade operacional;

Estudar e avaliar o potencial de reutilizacédo do biocatalisador MNs_APTS GLU_EV

por meio de ciclos consecutivos de ocorréncia
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 ENZIMAS

Enzimas sdo proteinas especializadas que desempenham um papel fundamental em
processos bioquimicos dentro de organismos vivos. Atuando como catalisadores bioldgicos,
elas aceleram reagfes quimicas sem serem consumidas ou alteradas no processo. Esses
biocatalisadores sdo compostos de subunidades de aminoacidos ligadas por ligacdes peptidicas,
permitindo que facilite varias reacdes com alta especificidade e eficiéncia (Scheibel et al.,
2024).

As enzimas exibem estabilidade notavel sob condi¢des especificas de temperatura e
pH, tornando-as ferramentas versateis em aplicacGes industriais e farmacéuticas (Weng et al.,
2024). Sua capacidade de funcionar em ambientes diversos, incluindo solventes organicos,
expande seu potencial para catalisar reacfes de sintese, mantendo sua integridade estrutural
(Hansda et al., 2024). Avancos na engenharia de enzimas e técnicas de imobilizacdo aumentam
ainda mais sua estabilidade e reutilizacdo, reforcando sua importancia na quimica sustentavel e
verde (Mishra et al., 2024).

A funcdo catalitica das enzimas esté diretamente ligada a sua capacidade de interacao
com os substratos, permitindo a formacdo de complexos especificos que facilitam as reacdes
bioquimicas (Singh et al., 2024). Essa interagdo ocorre na regido ativa da enzima, onde o
substrato se liga, influenciado por fatores como a conformacdo estrutural e a presenca de
residuos especificos que estabilizam a ligacdo (Wang et al., 2024).

A especificidade catalitica das enzimas decorre do arranjo preciso dos 4&tomos na
regido ativa, garantindo que apenas determinados substratos sejam reconhecidos e convertidos
em produtos. Essa especificidade ¢ modulada por interagdes quimicas, como ligacdes de
hidrogénio e interacOes eletrostaticas, que ajudam a posicionar o substrato de maneira ideal
para a reacdo (Kuznetsova et al., 2024). Alem disso, estudos mostram que mutagdes em regides
distantes do sitio ativo podem influenciar a conformacéo da enzima e, consequentemente, sua
eficiéncia catalitica (Zhang et al., 2024).

A compreensdo do papel desses biocatalisadores no processo de catalise foi definida
com base no conceito de sitio ativo ou sitio catalitico, devido a sua singularidade em relacao

aos substratos com os quais podem interagir. Este € caracterizado como uma area tridimensional
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da enzima que possibilita a interacdo especifica com o substrato e € o local da reagdo quimica
(Silva, 2012; Cavalcanti, 2020).

Os processos enzimaticos estdo ganhando destaque na industria devido a sua alta
eficiéncia, seletividade e capacidade de reduzir o consumo de matéria-prima, produtos quimicos
e energia quando comparados a processos quimicos tradicionais (Haghighi et al., 2024).
Atualmente, estima-se a existéncia de aproximadamente 5.500 enzimas, classificadas com base
no tipo de reacdo que catalisam, sendo amplamente aplicadas em biotecnologia e industrias
sustentaveis (Soyombo, 2024).

Dentre essas enzimas, as lipases se destacam por sua versatilidade em reagOes
cataliticas, especialmente em ambientes organicos com baixo teor de &gua. Elas séo
amplamente utilizadas em processos como transesterificacdo e esterificacdo, essenciais para a
producdo de biodiesel e biolubrificantes (Al Dahhan et al., 2024). A facilidade de uso e a
capacidade de atuar em diferentes substratos tornam essas enzimas promissoras para diversas
aplicagdes industriais (Basheer & Masri, 2024). As enzimas em geral s&o classificadas em sete
grupos principais: oxidoredutases, transferases, hidrolases, liases, isomerases, ligases e
translocases. (IUPAC-IUBMB, 1999; Matsuta 2013). Dentre essas, as hidrolases, como
proteases, celulases, amilases e lipases, sdo as mais amplamente estudadas na quimica organica
devido a sua disponibilidade, baixo custo e alta especificidade (Romano, 2020). Destacam-se,
em particular, as lipases, que sao versateis e utilizadas ndo apenas na hidrélise de ésteres graxos,
mas também em reacGes de policondensacdo, transesterificacdo, polimerizacGes por abertura
de anéis e modificacdes de polimeros. Essa versatilidade, combinada com sua independéncia
de cofatores, posiciona as lipases como biocatalisadores essenciais nas aplica¢fes industriais
(Wiltschi et al., 2020; Zhao, 2024).

Os avangos em técnicas de imobilizacdo enzimética e engenharia computacional
ampliaram ainda mais suas aplicagdes, melhorando sua estabilidade e reutilizagdo em diversas
condicgdes (Silva et al., 2022). Além disso, a integracdo da biocatalise com principios de
quimica verde tem permitido o desenvolvimento de processos industriais ambientalmente

sustentaveis (Intasian et al., 2021).
2.2 LIPASES

As lipases (triacilglicerol hidrolases, EC 3.1.1.3) destacam-se como as enzimas de maior

relevancia na sintese organica, gragas a sua capacidade de realizar reagdes de bioconversao em
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diversas aplicacOes industriais. Elas s&o amplamente utilizadas em setores como
biocombustiveis, detergentes, alimentos, cosméticos, cuidados pessoais e farmacéuticos (De
Souza et al., 2018).

Sé&o consideradas o terceiro maior grupo enzimatico em termos de preco de mercado.
Esse grupo enzimaético € largamente utilizado com aditivo em alimento, cosméticos, detergentes,
produtos quimicos finos, tratamento de aguas residuais fabricacdo de papel. Essas enzimas séo
produzidas por diversos microorganismos, plantas etc., porém devido a grande variedade das
atividades cataliticas e sua facilidade de manuseio genético, as enzimas provenientes de
microorganismos tem maior uso do que as que sao provenientes das plantas (Simoes, 2020). As
enzimas que sdo a partir de microorganismos possuem maior estabilidade e uma producéo mais
segura e eficaz. (Lima, 2024).

As lipases foram concebidas originalmente para catalisar ligacdes éster através de
reagdes de hidrdlise que consomem simultaneamente moléculas de 4gua. Contudo, levando em
conta o principio da reversibilidade, também ocorre a reacdo inversa na sintese de éster. (Gupta,
Sood e Kaur, 2023). Elas também possuem a capacidade de catalisar outras reacfes que
requerem substratos especificos, como a aminolise e a glicerolise (Stergiou et al., 2013).

Os biocatalisadores industriais, como as lipases, tém despertado grande interesse por
sua versatilidade e eficicia em varios processos. Adicionalmente, sdo notaveis pelo seu papel
em usos ambientais, como o tratamento de &guas residuarias (Facin et al., 2021); (Pereira et al
., 2022).

2.3.1 Lipase de aspergillus oryzae (eversa® transform 2.0)

A lipase (Eversa® Transform 2.0) derivada Aspergillus oryzae destaca-se como uma
solugéo inovadora no desenvolvimento de biocatalisadores industriais, especialmente para a
producdo de biodiesel. Desenvolvida pela Novozymes, essa enzima foi langada comercialmente
em 2014, com foco na conversdo de Gleos residuais e gorduras animais em biocombustiveis
(Monteiro et al., 2021; Chang et al., 2021).

Embora sua utilizacdo seja frequentemente feita de maneira livre, conforme sugerido
pelo fornecedor, o processo de imobilizacdo tem mostrado capacidade para aprimorar
consideravelmente suas propriedades cataliticas. A fixacdo da enzima em suportes como
nanoparticulas magnéticas, agarose (polimero natural derivado de algas, poroso e hidrofilico)

21


https://consensus.app/papers/lipases-as-effective-green-biocatalysts-for-phytosterol-pereira-souza/17215a025b1d5998aea77db068c2406f/?utm_source=chatgpt
https://consensus.app/papers/lipases-as-effective-green-biocatalysts-for-phytosterol-pereira-souza/17215a025b1d5998aea77db068c2406f/?utm_source=chatgpt
https://consensus.app/papers/biodiesel-production-catalysed-by-lowcost-liquid-enzyme-chang-chan/39c082da63575c51941e9cd8fe0e8cda/?utm_source=chatgpt

ou Sepabeads (resinas sintéticas porosas usadas para imobilizacdo de biomoléculas) pode
potencializar sua estabilidade térmica e quimica, aprimorar sua atividade e permitir sua
reutilizacdo em diversos ciclos de reacdo (Facin et al., 2021); (Miranda et al., 2021).

A utilizacdo de Eversa® Transform 2.0 imobilizada em sistemas hidrofébicos ou
hibridos tem viabilizado processos mais sustentaveis, como a producdo de biodiesel em meios
sem solventes, atingindo indices de conversdo superiores a 90% e mantendo uma eficiéncia
satisfatoria apos varios ciclos de utilizacdo (Monteiro et al., 2024). Esses avancos enfatizam a
relevancia da imobilizacdo de enzimas como instrumento para a engenharia enzimatica e para

ampliacdo das aplica¢Ges industriais de biocatalisadores (Miranda et al., 2020); (Lima, 2024).

2.4 IMOBILIZACAO ENZIMATICA

A imobilizacdo enziméatica é uma das técnicas mais relevantes para a aplicacdo de
catélise enzimatica em reac0es sintéticas conduzidas em solventes organicos. A utilizacdo de
enzimas imobilizadas apresenta diversas vantagens, especialmente porque a maioria das
enzimas € insoluvel em solventes organicos. Dentre os beneficios de usar catalisadores
heterogéneos, destaca-se a possibilidade de reutilizacdo sem perdas significativas de atividade,
0 que traz vantagens economicas como por exemplo diminuicdo dos custos operacionais e
facilidade de purificagdo do produto final para aplicacdes comerciais (Patil et al., 2023).

Além disso, as lipases podem ser imobilizadas por processos simples de adsorcao, que
requerem baixo custo energético preservam as caracteristicas naturais das enzimas. Esse
processo gera produtos altamente estaveis e permite 0 uso de suportes que prolongam a meia-
vida das enzimas imobilizadas (Pereira et al., 2015).

As lipases sdo frequentemente escolhidas para imobilizagdo devido a sua versatilidade
em reacBes de hidrolise e sintese de esteres. Essas enzimas podem ser imobilizadas por
diferentes metodologias, como adsor¢do fisica, ligacdo covalente, aprisionamento,
encapsulamento e ligacdo cruzada (Figura 1). Dentre esses métodos, a adsorcao se destaca por
ser um processo simples, que requer baixa energia e preserva as caracteristicas naturais das
enzimas (Dong et al., 2024); (Patil et al., 2023).

Recentemente, materiais avangados como estruturas metal-organicas (MOFs) tém sido
amplamente investigados como suportes para imobilizacdo enzimética. Essas estruturas

possuem alta estabilidade térmica e quimica, além de uma porosidade ajustavel, o que permite
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a protecdo enzimaética contra condi¢des adversas e melhora sua eficiéncia catalitica (Suo et al.,
2023). Estudos demonstram que lipases imobilizadas em MOFs exibem desempenho catalitico
sperior em comparacdo com lipases livres, devido a estabilidade estrutural dos suportes (Shi et
al., 2024); (Huang et al., 2022).

Figura 1: Métodos de imobilizacéo enzimatica.
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Fonte: Moreira, 2024 com adaptacdes.

O termo imobilizacdo é amplo e refere-se ao processo de fixar uma biomolécula em um
reator, um suporte ou sistema analitico (Cardozo et al., 2009). No contexto enzimatico, a
imobilizacdo envolve a combinacéo de suas propriedades seletivas, estabilidade e cinética com
as propriedades fisicas e quimicas do substrato, gerando uma formulacéo especializada cujo
principal objetivo é otimizar a estabilidade fisica e funcional do biocatalisador (Basso & Serban,
2019).
Existem diversos métodos e protocolos ja foram desenvolvidos para a imobilizagéo de
enzimas. A selecdo da técnica e do suporte adequado é, sobretudo, determinada pelas
caracteristicas fisico-quimicas da enzima e pelas condi¢cbes operacionais as quais serd

submetida. Desse modo, é fundamental levar em conta o tempo e 0s gastos relacionados a
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aplicacdo do método, pois esses elementos impactam diretamente a viabilidade do
procedimento e o custo do produto final (Fernandes, Lima e Lopes, 2010).

2.4.1 IMOBILIZACAO EM NANOPARTICULAS MAGNETICAS

As nanoparticulas magnéticas (MNs) sdo capazes de serem produzidas a partir de
materiais com elevada saturacdo magnética, tais como metais de transicdo (ferro, cobalto e
niquel) e xidos metalicos, como Fe304 e y-Fe203 (Latha et al., 2021). Apesar de metais puros,
como nanoparticulas de ferro, terem uma magnetizacdo mais forte, eles sdo altamente toxicos
e propensos a oxidacdo. Por outro lado, os 6xidos de ferro superparamagnéticos, materiais que,
em escala nanométrica, se comportam como imas apenas na presenca de um campo magnético
externo e ndo retém magnetismo apds sua remocdo, proporcionam maior estabilidade quimica
e biocompatibilidade, sendo preferidos para usos biotecnolégicos, mesmo com sua
magnetizacdo reduzida (Samrot et al., 2020). Frequentemente, a sintese de MNs a base de
oxido de ferro é realizada através de processos como coprecipitacdo, microemulsdo,
decomposicdo térmica e reacBes hidrotermais. Esses procedimentos possibilitam o
gerenciamento do tamanho e da estabilidade das particulas, fundamentais para usos
biotecnologicos e biomédicos (Fathallah et al., 2022).

As caracteristicas inerentes das MNs, como ampla superficie, resisténcia ao calor,
interacOes eficazes entre enzima e substrato, além da reatividade quimica, as tornam perfeitas
para usos em biotecnologia. No &mbito da nanotecnologia, as nanoestruturas tém se destacado
como meios promissores para a imobilizacdo de enzimas, devido as suas caracteristicas
exclusivas, como elevada razéo superficie-volume, que proporciona maior area de contato para
ancoragem da enzima, favorecendo a eficiéncia catalitica e a estabilidade do biocatalisador.
Essas englobam dimensdes reduzidas, ampla superficie, resisténcia a condi¢bes severas,
interacOes eficientes entre enzima e substrato, bem como elevada reatividade quimica
(Schemberg et al., 2022). Essas propriedades tém atraido cada vez mais a atencdo dos
pesquisadores nos ultimos anos (Oke et al., 2023). Além disso, o superparamagnetismo de
certas nanoestruturas possibilita a restauracéo do biocatalisador atraves da simples aplicacéo de
um campo magnético, minimizando o estresse mecanico nas enzimas e melhorando sua
estabilidade e reusabilidade (Darwesh et al., 2020). O emprego de nanoflores hibridas,

nanofibras e estruturas fundamentadas em nanotubos tem demonstrado potencial para
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incrementar a eficiéncia catalitica e a estabilidade das enzimas imobilizadas, tornando-as
perfeitas para usos industriais (Costa et al., 2022).
Séo relatados na literatura diferentes métodos e suportes para imobilizacéo de distintos

tipos de enzimas em nanoparticulas magnéticas, como apresentado na Tabela 1.

Tabela 1: Enzimas imobilizadas em nanoparticulas magnéticas e suas aplicacOes

biotecnologicas

Enzimas Nanoparticulas Aplicacbes Referéncias

Lipase (CALB) Fe3Oa4 Sintese de ésteres (Souza et al., 2017)
(aromas)

Lipase (Eversa® Fe3Oa4 Producéo de (Branddo et al, 2023)

Transform 2.0) Biodiesel

Lipase (Eversa® Fe3Oa4 Producéo de (Santos et al., 2024)

Transform 2,0) Biodiesel

Lipase (CALB) Fe3Oa4 Producio de Esteres  (Serpa et al., 2021)
Producéo de Ester

Lipase (RML) Etilico de Acido _

Fes0as Graxo (FAAE) (Moreira et al., 2020)

Fonte: autoria propria

Frequentemente, modifica-se a superficie das nanoparticulas com o objetivo de
simplificar o processo de imobilizacdo enzimética. Essas nanoestruturas séo alteradas com
componentes organicos, como o acido laurico, assim como inorganicos, como dioxido de silicio
ou silica (SiOz), com o proposito de criar particulas funcionalizadas (como um grupo amino)
para serem imobilizadas por meio de processos enzimaticos (Ahangari et al., 2024). Os agentes
de acoplamento s&o frequentemente empregados para reticular covalentemente nanoparticulas
e enzimas magnéticas modificadas. 1sso ocorre porque seus grupos tém a capacidade de
interagir tanto com os grupos funcionais das nanoparticulas magnéticas modificadas quanto
com os grupamentos das enzimas. O glutaraldeido, cujo grupo funcional é o aldeido, € um

exemplo de agente de acoplamento (Zhang et al., 2021).
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As nanoestruturas surgem como uma nova possibilidade aos suportes denominados de
convencionais, essas possibilidades nos oferecem novas propriedades, como elevada area
superficial, melhores condicdes, como resisténcia a temperatura, possuem boa reatividade
quimica e fortes interacbes com as enzimas. (Guasamucare et al., 2020).

Esses nanomateriais magnéticos podem ser encontrados na natureza, como por
exemplo as nanoparticulas magnéticas de magnetita, as quais sdo observadas em insetos,
bactérias e até animais maiores. A magnetita € um importante minério de ferro que confere as
propriedades magnéticas das rochas, muitos desses organismos utilizam esse minério para
facilitar a orientacdo geogréfica. (Mishra & Yadav, 2024); Souza, 2013).

Na nanotecnologia, as nanoestruturas surgem como uma ajuda que sdo alternativas
para a imobilizacdo enzimatica. Propriedades com o tamanho reduzido, area de superficie alta,
resisténcia a altas temperaturas, altas interacdes enzimas-substrato e alta reatividade quimica
atraiu a atengdo dos cientistas nos tempos atuais (Matysik, Dlugosz & Banach, 2024). Devido
a propriedade do superparamagnetismo, é possivel a recuperacao do biocatalisador apenas por
aplicacdo de um campo magnético, ocasionando baixo estresse mecanico as enzimas (Tan et
al., 2024). De acordo com a literatura, métodos e suportes variados para imobilizacdo séo
utilizados em diferentes enzimas nanoparticulas magnéticas. Recorrentemente, a superficie das
nanoparticulas sofre modificacdes em busca de facilitar o processo de imobilizagdo enzimatica
(Wang, Fang & Yang, 2024). Essas nanoestruturas sdo modificadas com materiais organicos
(por exemplo, &cido laurico) e inorganicos (por exemplo, SiO2) com o intuito de produzir
particulas funcionalizadas (por exemplo, grupo amino) para imobilizacdo enzimatica (Wang
etal., 2024).

25 ESTERES

Os ésteres de acidos graxos despertam grande interesse na inddstria por estarem
presentes em varios produtos, incluindo aromatizantes, perfumes, cosméticos, remédios e
biocombustiveis. A producdo quimica desses esteres possui diversos inconvenientes, como
efeitos adversos ao meio ambiente, decorrentes do uso de substancias quimicas perigosas,
solventes nocivos e condicOes extremas de temperatura e pressdo. Esses elementos tornam
crucial a procura por opgdes mais sustentdveis, como a utilizacdo de biocatalisadores

enzimaticos (Sousa et al., 2023).
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Os processos quimicos podem ser trabalhosos devido alguns fatores, como a auséncia
de seletividade dos substratos, da produgéo de subprodutos, do alto consumo de energia e da
corrosdo de equipamentos. Esses obstaculos tornam o uso de métodos quimicos improprios para
a producdo de produtos tidos como naturais, devido ao risco de contaminacdo por residuos
toxicos. Em contrapartida, a utilizacdo de enzimas na producao de ésteres proporciona Vvarios
beneficios, tais como maiores seletividades, condi¢Bes de reagdo mais suaves e menor impacto
no meio ambiente (Silva et al., 2020). Em particular, as lipases imobilizadas tém sido
extensivamente utilizadas na producdo de ésteres, proporcionando maior estabilidade,
reutilizacdo e eficacia dos biocatalisadores em sistemas sem a necessidade de solventes. Essas
estratégias sdo opc¢oes viaveis e sustentaveis para usos industriais (Facin et al., 2020).

Diversas lipases foram estudadas e aplicadas na catalise da reacdo de esterificacao,
incluindo enzimas de Candida cylindracea, Candida antarctica, Mucor miehei, Rhizopus
arrhizus e Pseudomonas fluorescens (Zhao et al., 2024). Essas lipases sdo amplamente
utilizadas devido a sua versatilidade e eficiéncia em reacdes enzimaticas para a producdo de

ésteres e compostos de alto valor agregado (Al Dahhan, Baghdadi & Alkattan, 2024).

Figura 2: Mecanismo da reacéo de esterificacdo catalisada por enzimas.

Esterification
reaction

Fonte: SA et al, 2017.
Dentre as principais aplicaces dessas lipases, destaca-se a producédo de ésteres de

cadeia curta, amplamente utilizados como aromas e sabores na industria de alimentos e bebidas.

Os esteres como butiratos de etila e metila sdo essenciais para a composi¢do de aromas de
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diversas frutas, incluindo abacaxi, maracuja, morango e maga (Suo et al., 2023). A esterificacdo
enzimética desses compostos apresenta vantagens, como alta seletividade, menor impacto
ambiental e preservacdo de caracteristicas sensoriais dos produtos finais (Ramos et al., 2024).

Os ésteres metilicos e etilicos de acidos graxos de cadeia longa, como oleatos,
palmitatos, ricinoleatos e linolenatos, sdo amplamente utilizados em diversas aplicagdes
industriais, incluindo a producdo de biolubrificantes, surfactantes e fragrancias naturais
(Nguyen et al., 2023). Esses esteres possuem caracteristicas desejaveis, como
biodegradabilidade, baixa toxicidade e alta estabilidade quimica, tornando-os alternativas
viaveis aos compostos sintéticos derivados do petréleo (Li et al., 2024). Além disso, métodos
inovadores, como a esterificagdo assistida por micro-ondas e 0 uso de enzimas imobilizadas,
vém demonstrando alta eficiéncia na conversao de acidos graxos em ésteres, reduzindo o tempo

de reacdo e 0 consumo energético (Brandado Junior et al., 2023).

3 METODOLOGIA

O objetivo deste trabalho é realizar um estudo experimental sobre o sistema de
imobilizacdo enzimética, para determinar a melhor metodologia de imobilizag&o. Para isso,
sera avaliada a producdo de nanoparticulas magnéticas (MNs) e, posteriormente, a
imobilizacdo de lipase Eversa® Transform 2.0 nessas particulas, ajustando a metodologia. A
metodologia proposta inclui a caracterizagdo das nanoparticulas e do biocatalisador
imobilizado por técnicas, como Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR), Termogravimetria (TG) e Difracdo de Raios X (DRX). Alem disso, a
imobilizacdo da lipase sera otimizada considerando variaveis como concentracao de proteina,
tipo de suporte e tempo de reacgdo, visando maior eficiéncia catalitica e durabilidade do
biocatalisador.

3.1 MATERIAIS E METODOS

As nanoparticulas magnéticas de ferro (FesO4) foram produzidas pelo método de co-
precipitacdo (Barreto et al., 2012) com adaptacdes. A lipase de Eversa® Trasnform 2.0 foi
adquirida da Novozymes S/A (Dinamarca). O y-aminopropiltrietoxisilano (APTES), solucao
de glutaraldeido grau Il 25% (m/v), butirato de p-nitrofenila (pNPB) e p-nitrofenila (pNP)
foram obtidos da Sigma-Aldrich (S&o Paulo, Brasil). Os demais reagentes de grau analitico

foram obtidos da Distribuidora Cequimica (Fortaleza, Brasil).
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3.2.1 Sintese de nanoparticulas de magnetita

A sintese de nanoparticulas magnéticas foi realizada de acordo com Barreto et al.
(2012), com adaptacOes. Sais metéalicos contendo Fe?* e Fe3* (FeSO4.7H.0 e FeCls.6H,0)
foram dissolvidos em agua destilada na razdo molar de 1:2, respectivamente. A solucdo foi
ajustada para pH 3 usando HCI 5% (v/v) e aquecida a 80°C sob agitacdo de 1200 rpm durante
30 min., em seguida foi adicionado 30 mL de hidroxido de aménio (NH4sOH) por um
gotejamento ainda em aquecimento e agitacdo por 30 min, sendo formado um precipitado preto,

conforme reagéo abaixo:

Fe(ag)*"+2Fe(ag)**+80H (ag) —Fe3O0a(s)+4H.0(1)

O precipitado foi lavado algumas vezes com agua destilada até a solugédo residual
atingisse a neutralidade, seguida de uma Unica lavagem com etanol. Finalmente, as
nanoparticulas magnéticas foram secas e armazenadas em dessecador, semelhante ao processo

realizado por Souza (2013). O suporte foi denominado MNs.

3.3 Tratamento do suporte com y-aminopropiltrietoxisilano (APTS)

A reacdo foi iniciada com a adicdo das nanoparticulas magnéticas em 120 mL de etanol
(95%). A seguir, o material foi submetido a ultrassom durante 1 hora. Apds esse periodo,
adicionou-se 10 ml de APTS, mantendo-se a mistura sob ultrassom por mais 1 hora. O material
precipitado foi lavado com etanol com o auxilio de um ima e, em seguida, levado para
dessecador, conforme descrito por Souza (2013) em seu estudo. O material resultante foi
denominado MNs_APTS.

3.4 Reticulacdo com solucéo de glutaraldeido (GLU)

As nanoparticulas magnéticas de FesO4 foram funcionalizadas utilizando glutaraldeido
(GLU) a 25% (p/v), seguindo a metodologia descrita por Souza et al. (2017). Para o
procedimento, 25 pL de glutaraldeido foram adicionados a 0,01 g de nanoparticulas de
magnetita. A mistura foi submetida & agitacéo constante por 2 horas a 25 °C. Ap0s esse periodo,

os suportes foram lavados trés vezes com tampao fosfato de sédio 5 mmol-L™' (pH 7) para
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remover o excesso de glutaraldeido, conforme mencionado no estudo de Souza (2013). O
suporte funcionalizado resultante foi denominado MNs_APTS_GLU.

3.5 Imobilizacdo Enzimatica

O processo de imobilizagdo foi realizado utilizando nanoparticulas magnéticas
previamente tratadas com APTS e reticuladas com glutaraldeido. As nanoparticulas foram
suspensas em uma solucdo de tampdo fosfato de sddio, a qual foi adicionada a enzima Eversa®
Transform 2.0. A mistura permaneceu sob agitacdo controlada para permitir a imobilizacdo da
enzima no suporte de nanoparticulas. Apos o processo, as nanoparticulas funcionalizadas foram
separadas da solucdo utilizando um campo magnético externo. Para o experimento, foram
utilizados 0,01 g de nanoparticulas magnéticas (FesOa), adicionados a 1 mL de solucdo de
tampao fosfato de sodio (5 mmol-L!, pH 7,0). Em seguida, 80 UpNPB.g* de enzima Eversa®
liquida foram incorporadas ao sistema, mantendo a 25 °C sob agitacdo de 45 rpm durante 1
hora. Apos esse periodo, a enzima imobilizada foi recuperada da solucao por meio de separacéao
magnética e o material foi denominado MNs_APTS GLU_EV. A capacidade de imobilizacéo

do novo biocatalisador foi avaliada.

Figura 3: Esquema do processo de imobilizacdo enzimatica.

0% ——
5 T

Nanoparticulas (10 mg)

+ APTES + GLU (25%)

=35

- o —

Tempo de rotagédo: 1h
Rotagéo: 45 RPM

Fonte: Moreira, 2025.

30



3.6 Sintese e Cinética do biocatalisador

A producéo de ésteres por reacdo de esterificacdo foi composta de 1 mL de solvente
(hexano) como meio reacional, acido butirico e os alcoois (metanol e etanol) em diferentes
concentragOes e razdao molar (1:3 — 1:5). O biocatalisador foi adicionado a uma atividade
especifica (80U.g%). A reacdo foi conduzida sob agitagdo orbital (150 rpm) a 25 °C, com a
melhor condicg&o reacional utilizada com a Eversa® Transform 2.0 imobilizada. Em eppendorfs
de 2mL foram adicionados 0,01g de nanoparticula magnética + Eversa® + 1mL de tampao
fosfato de sédio 5 mmol.L ™! (pH 7). Apds a imobilizacdo em 1 hora e em 45rpm, os tubos foram
lavados com 1mL de tampéo fosfato de sddio 5 mmol.L™* (pH 7), deixando apenas o derivado
(suporte + enzima). O procedimento de esterificacdo foi realizado, inicialmente mantendo o
padrdo do melhor resultado descrito por Souza (2013). Nos eppendorfs contendo o derivado
(suporte + enzima), foram adicionados 1mL do meio reacional composto por hexano, acido
butirico e os alcoois (etanol ou metanol) em diferentes concentracgdes (0,2 mol/L; 0,4 mol/L; 0,6
mol/L; 0,8 mol/L e 1,0 mol/L) e razbes molares (1:1 — 1:5).

A reacdo foi conduzida sob diferentes tempos de ocorréncia (4, 6, 8, 10 e 12 horas), a
temperatura de 25 °C e em agitacdo orbital 150 rpm. Apds as reacOes de esterificacdo
concluidas, as amostras foram analisadas em triplicatas em frascos de Erlenmeyer com 0,5g da
amostra (butirato de etila/ butirato de metila), com 25mL de é&lcool comercial neutralizado e
duas gotas de fenolftaleina como indicador. Cada amostra foi titulada com a solugdo de KOH
0,1 mmol.L ™ até a modificag&o da cor para um rosa suave. Finalizado as titulagGes, os volumes
totais consumidos foram utilizados na descoberta para a obtencdo do indice de acidez (I1A),
onde MNaOH: Massa molar do NaOH (hidroxido de s6dio), MM y,ox: Molaridade da solugéo
de NaOH (mol/L), fVyqon: Volume da solugdo de NaOH gasto na titulagdo, m: Massa da
amostra analisada, em gramas (g), analisado pelo método 5-40 AOCS (Mossoba, 2010). A
melhor condicéo foi aplicada para fins de analises dos ciclos de reutilizagéo do biocatalisador
MNs_APTS GLU_EV.

IA = (mgNaOH) _ _MMnaoH - MNaoH - fVNaoH Equa(;éo (1)

g m
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3.7 Reuso do biocatalisador

A avaliacdo da estabilidade operacional foi realizada por meio de reagdes
consecutivas para a sintese dos esteres butirato de metila e o butirato de etila, utilizando 80
U.g! de Eversa® -MNs. Apo0s cada ciclo de reagdo, as nanoparticulas magnéticas contendo a
enzima imobilizada (MNs_APTS_GLU_EV) foram separadas facilmente usando um campo
magnético (imd). Em seguida, as particulas foram lavadas com hexano para remover 0s
produtos formados e os substratos que ndo reagiram, permitindo o uso do biocatalisador nos
ciclos seguintes. Apo6s os procedimentos de esterificacdo, os biocatalisadores recuperados,
contendo a enzima Eversa® Transform 2.0 imobilizada, foram cuidadosamente separados dos
ésteres sintetizados (butirato de metila e butirato de etila). Os procedimentos foram realizados

semelhantes aos estudos de Bizerra (2024).

4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Caracterizacdo das nanoparticulas magneéticas e biocatalisadores

Os trés suportes MNs, MNs_APTS, MNs APTS GLU, juntamente com o
biocatalisador MNs_APTS_GLU_EV produzidos, foram caracterizados por Espectroscopia no
Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR), Andlise termogravimétrica (TG) e
Difracdo de raios-X (DRX).

Os parametros analisados nesta pesquisa foram definidos baseados nos melhores
resultados do estudo de Sousa et al., (2013) e Bizerra (2024), considerando pH 7, temperatura
de 25 °C e 150 RPM. A lipase derivada de Aspergillus oryzae (Eversa® Transform 2.0) foi
utilizada em um suporte magnético. Esse suporte forneceu uma matriz eficiente para a
imobilizacdo da enzima melhorando sua estabilidade e facilitando a reutilizagdo do mesmo.

A aplicagéo da lipase imobilizada possibilitou a catélise na producdo de dois ésteres,
butirato de etila e metila, amplamente utilizados como aromatizantes em industrias alimenticias
e quimicas. A imobilizacdo enzimatica resultou em um aumento significativo da eficiéncia
catalitica e a reusabilidade da enzima, tornando-a uma solucdo sustentavel para processos
industriais (Junior et al., 2023; Miranda et al., 2020).
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4.1.1 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A presenca de grupos funcionais pode ser confirmada pela técnica da espectroscopia
de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR). A Figura 4 mostra os espectros de FTIR
dos materiais avaliados e sintetizados das amostras MNs, MNs_APTS, MNs_APTS _GLU e
MNs_APTS_GLU_EV, confirmando os grupos funcionais formados durante os processos de
funcionalizacdo do APTS e do GLU, assim como os mecanismos de ligacdo da enzima
imobilizada Eversa® Transform 2.0.

O espectro da magnetita (Figura 4(a)) mostra uma banda suave em 3437 cm™, que
pode ser atribuida a vibracdo de alongamento das terminagdes aromaticas e alifaticas (-OH) e
a agua absorvida pela amostra (Brazil et al., 2018; Serpa et al., 2021 e Santos et al., 2024).

A banda 562 cm™ ¢ localizada em todas as amostras (Figura 4(a), 4(b), 4(c) e 4(d)),
confirmando a presenga de modos vibracionais Fe-O. Essa banda estd relacionada ao
alongamento das ligacGes espinélio de ferro no sitio tetraédrico Fe (Petcharoen e Sirivat, 2012;
Costa et al., 2016).

A Figura 4(b) mostra a banda 1125 cm?, e é atribuida as ligacdes Fe-Si
correspondendo a hipotese apresentada para o padrdo de difragdo MNs_APTS, indicando um
revestimento de superficie de nanoparticulas de ferro ap6s a etapa de funcionalizacdo com
APTS (Valenzuela et al., 2009; Costa et al., 2016; Santos et al., 2024).

A ativacdo do compdsito MNs_APTS com glutaraldeido (MNs_APTS_GLU) também
foi investigada através de FTIR e o resultado é exibido na Figura 4(c). Este processo ndo alterou
a banda caracteristica da magnetita na estrutura, mas revelou um novo pico em 1690 cm™,
relacionado a vibracdo de estiramento do grupo carbonila (CO=) da molécula de aldeido, o que
indica que o processo de ativacao do suporte com moléculas de glutaraldeido foi realizado com
sucesso (Yu et al., 2020; Serpa et al., 2021 e Santos et al., 2024).

Na Figura 4(d) e possivel observar que a banda em 1700 cm-1 apresentou um aumento
bem significativo, provavelmente devido a ligagao do grupo aldeido do glutaraldeido ao grupo

amina da enzima que foi adicionado ao meio reacional.

Figura 4 - Espectros de FTIR das amostras: (a) MNs - nanoparticulas magnéticas; (b)
MNs_APTS - nanoparticulas magnéticas funcionalizadas com APTS; (¢) MNs_APTS GLU -
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nanoparticulas magnéticas funcionalizadas com APTS e ativadas com glutaraldeido; (d)
MNs_APTS_GLU_EV - e nanoparticulas magnéticas funcionalizadas com APTS e GLU e

imobilizada com a Eversa®.
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4.1.2 Andlise termogravimétrica (TG)

Uma analise termogravimétrica (TG) foi realizada para investigar a estabilidade
térmica do suporte sintetizado e, sequencialmente, seu uso como suporte para imobilizacdo da
enzima. A Figura 5(a) mostra as curvas termogravimétricas (TG), respectivamente, para 0s
materiais MNs, MNs_APTS, MNs_APTS_GLU e MNs_APTS_GLU_EV, evidenciando as
variacOes de perda de massa (%) destas amostras quando expostas ao aquecimento em até 900
°C.

Na curva TG para as MNs, em que contém apenas magnetita pura, observa-se uma
perda de massa mais gradual ao longo da faixa da temperatura em comparagdo com as outras
amostras. As perdas observadas no primeiro estagio estdo relacionadas a evaporacdo gradual
da &gua, ocorrendo em temperaturas abaixo de 100 °C (Lee et al., 2021).

Figura 5 - Curvas termogravimétricas para (A) e (B): MNs - nanoparticulas magnéticas;
MNs_APTS - nanoparticulas magnéticas funcionalizadas com APTS; MNs_APTS GLU -
nanoparticulas magnéticas funcionalizadas com APTS e ativadas com glutaraldeido e
MNs_APTS _GLU_EV - nanoparticulas magnéticas funcionalizadas com APTS e GLU e

imobilizada com a enzima Eversa® Transform 2.0.
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As amostras MNs_APTS_GLU e o biocatalisador MNs_APTS_GLU_EV exibiram a
melhor estabilidade térmica em até 250 °C em todo o processo, além de uma diminuicdo da
perda de massa em relacdo as nanoparticulas funcionalizadas com APTS (MNs_APTS), o que
demonstra a eficiéncia da ligacdo bem-sucedida de precursores como o glutaraldeido e a
enzima, conferindo maior estabilidade ao sistema proposto.

Esses resultados indicam que as nanoparticulas magnéticas possuem alta resisténcia a
temperatura, assim como o biocatalisador, sendo que esse ultimo possui uma diferenca de
apenas 5 % de decaimento em relagdo as MNs. Esse é um resultado importante, pois a
estabilidade térmica é um dos fatores que determinam a aplicagdo do biocatalisador (Palomo et
al., 2002) e depende da estratégia usada durante a imobilizacdo (Palomo et al., 2002; Manoel
etal., 2015).

4.1.3 Difragéo de Raios X (DRX)

O experimento de difracdo de raios X (DRX) em po foi usado para confirmar a

existéncia de MNs de oOxido de ferro. A Figura 6 mostra os perfis de DRX, usados para
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determinar os parametros estruturais e identificar a formagéo da fase cristalina dos suportes
usados no processo de imobilizacdo (MNs, MNs_APTS e MNs_APTS GLU) e do
biocatalisador (MNs_APTS_GLU_ EV). Os picos cristalograficos e seus respectivos indices de
Miller obtidos para todas as amostras, foram: 21.5° (111), 35° (220), 41.6 ° (311), 50.7° (400)
63.2° (422), 67.2 ° (511) e 74.2 ° (440).

E importante ressaltar que a estratégia utilizada para sintetizar nanocompositos
magnéticos foi eficiente, e que o revestimento com APTS pode atuar com sucesso cComo um
agente protetor contra a oxidacdo da magnetita, além de fornecer grupos funcionais utilizados
para imobilizar a lipase Eversa® Transform 2.0. Os dados indicaram um sistema cristalino
cubico Fd-3m (227), com caracteristicas similares as células unitarias do espinélio de magnetita
(Feng et al., 2008; Costa et al., 2016), comprovando que 0s materiais sintetizados neste estudo
séo nanoparticulas de FezOs. O crescimento do cristalito apds a funcionalizagdo é atribuido a
presenca do glutaraldeido e, ap6s o processo de imobilizacdo, esta ligado a presenca da enzima
Eversa® no biocatalisador (Pashangeh et al., 2017).

Figura 6 - Perfis DRX dos suportes biocatalizadores: (a) MNs - nanoparticulas magnéticas; (b)
MNs_APTS - nanoparticulas magnéticas funcionalizadas com APTS; (c) MNs_APTS GLU -
nanoparticulas magnéticas funcionalizadas com APTS e ativadas com glutaraldeido; (d)
MN_APTS_GLU_EV - e nanoparticulas magnéticas funcionalizadas com APTS e GLU e

imobilizada com a Eversa®.
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4.1.4 Efeito do tempo de contato.

O perfil de tempo de conversdo é apresentado na Figura 7 e foi realizado de acordo
com metodologia utilizada por Souza et al. (2013). O grafico apresenta os dados de converséo
do &cido butirico em ésteres ao longo do tempo (4, 6, 8, 10 e 12 horas de reagdo). Como mostrado
na figura 7, a conversdo do acido butirico é maior quando se utiliza metanol como reagente,
alcancando um pico proximo de 85% em 10 horas, seguido de uma leve queda na tltima medicao
(12 horas). Para o butirato de etila, a conversdo é relativamente estavel ao longo do tempo, com
sua maior conversao em torno de 80,4 % em 8 h de reacdo, e um comportamento mais estavel
em torno de 80%.

Esses resultados sugerem que a reacdo de esterificacdo com metanol é mais eficiente
sob as condicBes experimentais aplicadas uma vez que para ambos 0s ésteres, a conversao
aumenta progressivamente até cerca de 10 horas, momento em que o butirato de metila atinge
seu ponto méaximo como ja citado. Apds esse periodo, ocorre uma leve queda para o butirato
de metila, o que pode indicar alguma inibicdo enzimatica, degradacdo do éster ou efeito da
saturacdo do substrato (Kumar et al., 2016).

A producdo de aromas por meio da sintese de ésteres etilicos e metilicos utilizando
enzimas imobilizadas em nanoparticulas magnéticas tem se mostrado uma abordagem
promissora na biotecnologia (Almeida, 2017).

A anélise em relacdo ao tempo permite uma avaliacdo do desempenho da enzima
conforme a reacdo avanca, resultando assim no tempo minimo necessario para a conversao.
Estudos recentes indicam que as reacgdes de esterificacdo e o efeito do tempo estdo diretamente
relacionados a fatores como temperatura, imobilizagdo enzimatica para a formacao de ésteres e
metodologias aplicadas para otimizag&o do processo (Curie et al., 2024; Bizerra, 2024).

Na pesquisa de Melo et al., (2023), o uso de lipases mostrou um desempenho
aprimorado na sintese de ésteres sob aquecimento, reduzindo o tempo de reacdo de 24 horas
para apenas 25 minutos, e a produtividade aumentou em 33 vezes (Melo et al., 2023). Este
resultado evidencia que a otimizagdo das condigdes de reacdo pode reduzir significativamente
0 tempo necessario para uma conversdo eficiente.

Miguel Janior et al., (2022) analisou a sintese de esteres catalisada por lipases

imobilizadas em nanoparticulas magnéticas. O estudo demonstrou que quando usados como
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biocatalisadores das reacdes alvo, os maiores valores percentuais de converséo (entre 65% e
85% de conversdao &cida apds 60-90 min de reacdo) foram alcancados para reacGes de

esterificacdo catalisadas por lipase imobilizada.

Figura 7: Efeito do tempo de reag@o na sintese de conversao dos ésteres butirato de metila (m)
e butirato de etila (o). As reacBes foram conduzidas através do biocatalisador
MNs_APTS_GLU_EV (Carga enzimatica: 80 UpNPB.g}), a 25 °C, 150 rpm, concentragdes
molares de 0,2 mol/L, razdo molar de 1:5 para butirato de metila e 1:3 para butirato de etila,
nos periodos de 4, 6, 8, 10 e 12 horas de reacdo. Volume reacional de 1,0 mL (&cido butirico;
(metanol/etanol); hexano).

90
—e— Butirato de Etila

< 884 —&— Butirato de Metila
S
S |
g 86 -
g |
o 844
-c -
‘C
<CT g2
(]
© 4
& 80- §\§/§\1}\§
»
q) -
c 78
c _
@)

76

T T T T T T T T T
4 6 8 10 12
Tempo (h)

Fonte: prdprio autor, 2025.

Ja no estudo de Silva et al., (2025) sobre a sintese de ésteres etilicos catalisada pela lipase B
de Candida antarctica imobilizada em nanoparticulas magnéticas, os resultados da conversédo
foram de 60% em 24 h de reacdo.
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E estudos realizados por Souza et al., (2013) relatam conversao maxima para butirato
de metila de 93,9% e butirato de etila de 96,8% foram obtidos ap6s 8 h de reacédo a 25 °C para
a enzima CALB imobilizada em nanoparticulas magnéticas.

E possivel identificar que as conversdes levaram tempos variados para atingir uma
taxa de conversdo elevada, isto se deve a diversos fatores, como o suporte a qual foram
imobilizadas, as concentracGes adequadas de enzima e substratos, os solventes utilizados e
dentre outros. Esses resultados reforcam a importancia da imobilizacdo enzimatica na melhora
do desempenho catalitico.

A imobilizacio da lipase Eversa® Transform 2.0 em suportes magnéticos facilita a
recuperacdo e reutilizacéo do biocatalisador, além de potencialmente aumentar sua estabilidade
e atividade catalitica. Os resultados deste estudo do tempo reacional demonstraram bom
desempenho. Ao mesmo tempo que comparado aos estudos anteriores, a conversdo foi
satisfatoria mesmo sob condi¢bes brandas, com um tempo de apenas 8 e 10 horas, em
temperatura de 25 °C, em conformidade com os dados da literatura.

4.1.5 Estabilidade operacional

Uma das vantagens mais significativas do uso de um catalisador heterogéneo € sua
reutilizagdo. A imobilizagdo facilita a reutilizacdo do catalisador e melhora a estabilidade da
enzima, oferecendo uma vantagem adicional. A reutilizacdo do biocatalisador foi avaliada pela
realizacdo de ciclos consecutivos, em que apés cada ciclo, o material foi submetido a uma
lavagem com hexano e reutilizado novamente com as mesmas condi¢Ges em cada ciclo (Silva
etal., 2025).

A estabilidade operacional foi avaliada em 14 ciclos consecutivos de 8 horas, como
representado na Figura 8. Os parametros utilizados nesse estudo foram razdo molar, temperatura
e velocidade de agitacao, baseados nas metodologias realizadas por Souza et al. (2023), Moreira
et al. (2024) e Bizerra (2024).

A andlise da estabilidade operacional se deu com a reutilizacdo do biocatalisador
MNs_APTS_GLU_EV, seguindo as melhores condicGes de tempo reacional: 8 horas de reacéo
para o butirato de etila e 10 h para o butirato de metila, a 25°C, em 150 rpm, nas concentrac¢oes
molares de 0,2 mol/L, razdo molar de 1:5 para butirato de metila e 1:3 para butirato de etila,
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utilizando hexano como solvente e um volume reacional de 1mL (acido butirico, metanol/etanol
e hexano).

A conversao maxima de ambos os ésteres ocorreu logo no inicio do estudo, em que a
producdo de butirato de metila foi de 85,8 % no 1° ciclo, e a maior producéo de butirato de etila
foi de 86,4% também no inicio do ciclo.

Souza et al., (2013) fez estudos da reutilizacdo para dois catalisadores, CALB
imobilizada em nanoparticulas magnéticas e a enzima comercial (Novozym® 435) para fins de
comparagdo. A primeira reteve 76% de sua atividade inicial apés 12 ciclos, enquanto a
Novozym® 435 reteve 79%.

No trabalho de Moreira et al., (2024) foi feito um estudo de reuso em 14 ciclos
consecutivos usando a enzima utilizando enzima Eversa® Transfom 2.0. No 4° ciclo a converséo
se manteve em torno de 80% e a partir do 5° ciclo o valor da converséo foi diminuindo, variando
de 77% a 39,9%.

Brand&o Junior et al. (2023) realizaram um estudo semelhante, em 3 ciclos de 8 horas
com os Oleos de babacu e tucumd, obtendo uma conversdo de ésteres de 82,2% e 86%,
respectivamente, utilizando enzima Eversa® Transfom 2.0 em nanoparticulas magnéticas. De
modo geral, o biocatalisador apresentou uma diminuicéao da atividade catalitica apos os 3 ciclos.

Neste trabalho, como mostrado na Figura 8, a maior queda observada da converséo foi
de 81,23 %, para ambos o0s ésteres no 13° ciclo, o que demonstra ser um valor bem relevante,
comparando com 0s autores mencionados anteriormente, provando que o biocatalisador usado
(MNs_APTS _GLU _EV) é favoravel, suportando longos ciclos de reuso, ndo ocorrendo
alteracdes significativas nos demais ciclos, variando entre 82% a 85%.

Junior et al., (2022) estudaram varios ésteres de sabor por meio da esterificacdo do acido
octanoico com diferentes alcoois comerciais de cadeia curta (metanol, propanol, alcool, alcool
benzilico) em sistemas livres de solventes usando a Lipase Eversa ® Transform 2.0 imobilizada.
A reutilizacédo da lipase imobilizada apds seis reagdes consecutivas de esterificacdo em lote foi
investigada. As conversdes atingiram em torno de 80% e apos os 6 cilcos ficaram em torno de
5%.

A diminuicdo do desempenho da reutilizacdo de um biocatalisador pode ser atribuida
a desativacdo/desnaturacdo da enzima pela temperatura, solventes, substrato, produtos, agitacao
mecénica, agregacdo da enzima, perda de quantidade de biocatalisador devido a sua

manipulacdo e solvente de lavagem (Silva et al., 2025). A reacgdo de esterificacdo gera dgua
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como subproduto, e 0 aumento da quantidade de &4gua formada, além de favorecer a reacdo
reversa (hidrélise do éster), pode se acumular no suporte do biocatalisador, limitando a
solubilidade do substrato hidrofobico e criando uma barreira de difusdo ao redor da molécula
da enzima (Rios et al., 2022).

Esse reuso sé é viavel quando as enzimas sdo imobilizadas, possibilitando sua ativagdo
por longos periodos, mesmo sendo sensiveis a mudancas no ambiente. A imobilizacdo preserva
as enzimas de condicBGes desfavordveis, como mudancas extremas de temperatura e pH,
favorecendo usos industriais. Além disso, essa abordagem é considerada economicamente
viavel e ecologicamente correta (Maghraby et al., 2023).

As limpezas realizadas com hexano no biocatalisador ajudam a eliminar o excesso de
substrato ou produtos que se encontram no seu interior. Quando essa remoc¢do ndo é eficiente,
ou quando a lavagem é feita somente com agua destilada, a inativacdo da enzima pode ser
acelerada, tendo maior probabilidade de acontecer (Basso & Serban, 2020). No estudo, o
hexano foi empregado ao longo de todo o ciclo de andlise operacional, tanto como solvente
(juntamente com acido butirico, etanol, metanol e MNs_APTS_GLU_EV), quanto nas lavagens

entre os ciclos.

Figura 8: Estabilidade operacional na sintese de conversdo dos ésteres butirato de metila (m) e
butirato de etila (o) . As reacbes foram conduzidas através do biocatalisador
MNs_APTS GLU_EV, carga enzimatica: 80 UpNPB.g?, temperatura 25 °C, 150 rpm,
concentragdes molares de 0,2 mol/L, razdo molar de 1:5 para butirato de metila e 1:3 para
butirato de etila, no periodo de 8 horas. Volume reacional de 1,0 mL (&cido butirico;

(metanol/etanol); hexano).

44



90

—&— Butirato de Metila
= —e— Butirato de Etila
S 88-

o

©

S 86+

m

(@)

o

(&) -

< 84

(D)

©

82

o

D)

>

o

S 80 -

78 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1 '
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Ciclos

Fonte: préprio autor, 2025.

Pesquisas recentes destacam a importancia de imobilizar lipases para aprimorar a
estabilidade e a reutilizacdo do biocatalisador. Bullo et al. (2024) analisaram a eficacia da lipase
Eversa® Transform 2.0 na producdo de biodiesel, comparando-a com a Novozym® 435,
ressaltando a viabilidade econémica do biocatalisador imobilizado para usos industriais (Bullo
etal., 2024). Ademais, Hussain et al. (2023) debatem varias técnicas de imobilizacéo de lipases
e sua relevancia para areas como a de alimentos, cosméticos e farmacéuticas (Hussain et al,
2023).

A imobilizacdo de enzimas em nanoparticulas magnéticas € uma estratégia eficaz para
aproducdo de ésteres aromaticos, pois facilita a recuperacao do biocatalisador e potencialmente
melhorando sua estabilidade e atividade catalitica. Os resultados experimentais discutidos,
juntamente com estudos correlatos, indicam que a escolha do alcool (metanol ou etanol) e as

condic@es reacionais sao cruciais para otimizar a conversao e a eficiéncia do processo.
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5 CONCLUSAO

A esterificacdo do acido butirico com metanol e etanol, na presenca do biocatalisador
magnético com a enzima Eversa Transform 2.0 foi efetivada com sucesso. Os resultados
apresentados neste trabalho auxiliaram nas discussdes e na andlise final das conclusdes. As
nanoparticulas magnéticas (MNs) modificadas com APTES e GLU proporcionam um suporte
resistente para a enzima ativa, possibilitando a preservacéo de sua atividade catalitica durante
varios ciclos reacionais. A cobertura com APTES ajuda na protecdo contra a oxidagdo e a
formacdo de agregados das nanoparticulas, otimizando a interacdo com os grupos aldeidos do
glutaraldeido e assegurando maior estabilidade enzimatica. O biocatalisador
(MNs_APTS_GLU_EV) avaliado neste trabalho apresentou boa eficiéncia na sintese de
butirato de etila e metila, alcangando conversGes acima de 80% na ocorréncia entre &cido
butirico e etanol sob as condi¢des ideais de 8 a 10 h horas, a 25 °C e 150 rpm . Além disso, a
estabilidade operacional evidenciada nos ciclos torna visivel o potencial de
MNs_APTS_GLU_EV como um biocatalisador sustentavel, uma vez que pode ser facilmente
separado e recuperado por meio da aplicagdo de um campo magnético Diante dos resultados
identificados, é enfatizando que o uso do biocatalisador MNs_APTS _GLU_EV é bastante
eficaz para a producdo dos ésteres butirato de metila e butirato de etila, sendo vantajoso para

industrias com excelente custo beneficio, sendo acessivel e ecologicamente correto.
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