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(57) Resumo: PROCESSO DE OBTENCAO DE
CATALISADOR ENZIMATICO MAGNETICO E
PRODUTO OBTIDO. E descrito um processo de
obtencéo de catalisador enzimatico magnético
gue prové a producéo de enzimas magnéticas
recobertas com material magnético, tornando
possivel a producdo de um catalisador
enzimatico com propriedades magnéticas com
alta atividade, possibilitando a recuperacao do
biocatalisador do meio reacional através de
campo magnético e manutencéo da atividade
catalitica por varios ciclos reacionais
consecutivos, ao contrario dos processos do
estado da técnica que envolvem diversas etapas
de preparacéo dos biocatalisadores magnéticos,
sendo necessaria, em sua grande maioria, a
funcionalizacao dos ndcleos magnéticos com
compostos que possibilitem uma eficiente
imobilizacdo das enzimas ao suporte magnético.
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PROCESSO DE OBTENGAO DE CATALISADOR ENZIMATICO
MAGNETICO E PRODUTO OBTIDO

CAMPO DA INVENGCAO

A presente invencdo descreve um processo de obtencdo de
catalisador enzimatico magnético e produto obtido. Mais
especificamente compreende um catalisador enzimatico magnético
com alta atividade, com recuperagdo do meio reacional através de
campo magnético e manutencdo da atividade catalitica por varios
ciclos reacionais consecutivos.
ANTECEDENTES DA INVENGAO

Enzimas s&o catalisadores protéicos que possuem uma série de
caracteristicas que as tornam mais vantajosas em um processo
industrial quando comparadas a catalise quimica convencional (Ye, P,,
Jiang, J., Xu, Z-K. Colloids Surf. B Biointerfaces. 60, 62-67 (2007);
Macario, A., Moliner, M., Corma, A., Giordano, G. Microporous
Mesoporous Mater. 118, 334-340 (2009); Miletic, N., Vukovi., Z.,
Nastasovi, A., Loos, K. J. Mol. Catal., B Enzym. 56, 196-201 (2009).
Entre essas vantagens, cabe salientar o alto grau de eficiéncia
catalitica de uma enzima, muito superior a catalise quimica. Ressalta-
se, ainda, a alta especificidade de uma enzima na reagéo, 0 que
permite nao somente discriminagéo entre reacées como também entre
substratos (especificidade pelo substrato), entre partes similares de

uma molécula (régio-especificidade) e entre isdmeros Opticos
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(estereo-especificidade) (Ye, P., Jiang, J., Xu, Z-K. Colloids Surf. B
Biointerfaces. 60, 62-67 (2007); Macario, A., Moliner, M., Corma, A,
Giordano, G. Microporous Mesoporous Mater. 118, 334-340 (2009);
Miletic, N., Vukovi., Z., Nastasovi, A., Loos, K. J. Mol. Catal., B Enzym.
56, 196-201 (2009). Essas caracteristicas das enzimas evitam a
formacdo de subprodutos através de reagdes inespecificas,
aumentando o grau de pureza do produto final. Além disso, as
enzimas operam em condi¢ées amenas de temperatura, pressdo e
pH, enquanto os catalisadores quimicos muitas vezes requerem
condicbes criticas de operacdo. Isto proporciona substancial
economia de energia em processos industriais e consequentemente
redugd@o no custo de produgdo (Macario, A., Moliner, M., Corma, A,
Giordano, G. Microporous Mesoporous Mater. 118, 334-340 (2009),
Miletic, N., Vukovi., Z., Nastasovi, A., Loos, K. J. Mol. Catal., B Enzym.
56, 196-201 (2009).

Até 1960, o mercado mundial de enzimas era estimado em
poucos milhdes de dolares anuais, porém, desde entdo, o mercado
tem crescido sensivelmente, atingindo o patamar de US$ 2,3 bilhdes,
em 2007. Estima-se ainda que a demanda mundial por enzimas
alcance a taxa de crescimento de 4% ao ano, projetando um mercado
de aproximadamente US$ 2,7 bilhdes em 2012 (Solazyme, Chevron
Catal. Commun. 9, 1050. Business Communications Co, Inc, 40

Washington St, Wellesley, MA 02481, USA.
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Website:http://www.bccresearch.com (2008).

Seguida pelas proteases e carbohidrases, as lipases s&o
consideradas o terceiro maior grupo de enzimas baseado no total de
volume de vendas. O uso comercial de lipase totaliza um valor de US$
1 bilhdo e engloba uma variedade de aplicagdes (Hasan, S.D.M.,
Melo, D.N.C., Filho, R.M. Chem. Eng. Process. 44, 335-343 (2005).

A utilizacao das lipases em aplicagdes industriais se tornou
atrativa devido a sua atuagdo em reacdes de sintese em meio
organicos e na catalise quiral através de reagdes de acil transferéncia,
a fim de se produzir compostos enanteopuros dificeis de serem
preparados através de métodos quimicos convencionais (Hara, P,
Hanefeld, U., Kanerva, L.T. J. Mol. Catal., B Enzym. 50, 80-86 (2008);
Othman, S.S., Basri, M., Hussein, M.Z.., Rahman, M.B.A., Rahman,
R.N.Z.A., Salleh, A.B., Jasmani, H. Food Chem. 108, 437—443 (2008);
Zhou, G, Chen, Y., Yang, S. Microporous and Mesoporous Mater. 119,
223-229 (2009); Bussamara, R., Fuentefria, A.M., Oliveira, E.S,,
Broetto, L., Simcikova, M., Valente, P., Schrank, A., Vainstein, M.H.
Bioresour. Technol. 101: 168-275. (2010); Bussamara, R., Dall'Agnol,
L., Schrank, A., Fernandes, K.F., Vainstein, M.H. Enzyme Res. 1-12
(2012).

Lipases (triacilglicerol acilhidrolase, EC 3.1.1.3) sdo enzimas que
podem tanto catalisar reagées de hidrolise de ésteres de &acidos

graxos em mono, diglicer6is e acidos graxos livres em meios contendo
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agua, como realizar reagdes de sintese como esterificagdo,
transesterificagéo, interesterificacdo e aciddlise em meio com
solventes orgéanicos (Reis, P., Holmberg, K., Watzke, H., Leser, M.E.,
Miller, R. Lipases. Adv Colloid Interface Sci. 147-148, 237-250 (2009);
Secundo, F., Miehe-Brendle, J., Chelaru, C., Ferrandi, E.E., Dumitriu,
E. Microporous Mesoporous Mater. 109, 350-361 (2008); Vaidya,
B.K., Ingavle, G.C., Ponrathnam, S., Kulkarni, B.D., Nene, S.N.
Bioresour. Technol. 99, 3623-3629 (2008); Lu, J., Chen, Y., Wang, F.,,
Tan, T. J. Mol. Catal., B Enzym. 56, 122-125 (2009); Ozyilmaz, G. J.
Mol. Catal., B Enzym. 56, 231-236 (2009); Bussamara, R., Fuentefria,
A.M., Oliveira, E.S., Broetto, L., Simcikova, M., Valente, P., Schrank,
A., Vainstein, M.H. Bioresour. Technol.  101: 168-275. (2010);
Bussamara, R., Dall'Agnol, L., Schrank, A., Fernandes, K.F., Vainstein,
M.H. Enzyme Res. 1-12 (2012). Apesar das vantagens apresentadas
pelas enzimas, elas ndo sao plenamente utilizadas na escala
industrial devido ao seu alto custo, dificuldade de separacéo do meio
reacional e instabilidade de suas estruturas ocasionada,
principalmente, pela crescente utilizacdo desses biocatalisadores em
aplicagbes que atuam em condigdes desnaturantes (pHs e
temperaturas extremas, forte agitacdo e presenca de solventes
organicos) (TTumturk, H., Karaca, N., Demirel, G., Sahin, F. Int. J. Biol.
Macromol. 40, 281-285 (2007); Lei, L., Bai, Y., Li, Y., Yi, L., Yang, Y.,
Xia, C. J Magn. Magn. Mater. 321, 252-258 (2009); Miletic, N.,
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Vukovi,, Z., Nastasovi, A., Loos, K. J. Mol. Catal., B Enzym. 56, 196—
201 (2009); Zhou, G, Chen, Y., Yang, S. Microporous and Mesoporous
Mater. 119, 223-229 (2009).

O desenvolvimento de métodos eficientes de fixagdo da enzima
em suportes que proporcionem maior estabilidade, melhor atividade
catalitica, protecdo em ambientes desnaturantes, diminuigdo da
contaminagdo do produto, facil separacdo e reutilizagdo em
aplicacdes industriais, podera tornar possivel o uso do biocatalisador
em aplicagdes industriais (Secundo, F., Miehe-Brendle, J., Chelaru, C.,
Ferrandi, E.E., Dumitriu, E. Microporous Mesoporous Mater. 109, 350~
361 (2008); Miletic, N., Vukovi,, Z., Nastasovi, A., Loos, K. J. Mol.
Catal.,, B Enzym. 56, 196-201 (2009); Zhou, G., Chen, Y., Yang, S.
Microporous and Mesoporous Mater. 119, 223-229 (2009).Quanto a
escolha do suporte, o uso de particulas magnéticas na imobilizagao
de enzimas apresenta-se como uma boa alternativa. A imobilizagdo de
enzimas em particulas magnéticas apresenta como vantagem a facil
recuperagdo do meio reacional através da aplicacdo de um campo
magnético externo possibilitando sua reutilizagdo no processo e
estabilizacdo em reatores de leito fluidizado pela aplicacdo de um
campo magnético, reduzindo com isso custos de capital e de
operacgao (Chaubey, A., Parshad, R., Taneja, S.C., Qazi, GN. Process
Biochem. 44, 154-160 (2009); Jiang, Y., Guo, C., Xia, H., Mahmood, |.,
Liu, C., Liu, H. J. Mol. Catal., B Enzym. 58, 103-109 (2009); Neri,
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D.F.M., balcao, V.M., Dourado, F.O.Q., Oliveira, J.M.B., Carvalho Jr,,
L.B., Teixeira, J.A. Reactive & Functional Polymers 69, 246-251
(2009); Yong, Y., bai, Y., Li, Y., Lin, L., Cui, Y., Xia, C. J Magn. Magn.
Mater. 320, 2350-2355 (2008). Devido as vantagens acima descritas,
diversos processos para obtengcdo de catalisadores enzimaticos
suportados em materiais magnéticos foram desenvolvidos.

O documento GB2034719 descreve a enzima peroxidase
suportada em material magnético, sendo utilizado éxido de cromo ja
sintetizado. Este material paramagnético foi recoberto com um agente
silano aminofuncional. Posteriormente, os grupos amino livres foram
convertidos a isocianato e realizada a ligacao da enzima a esses
grupos funcionais. Com este processo de imobilizacdo, foi obtida a
recuperagao de apenas 20,0% da atividade da enzima em
comparagao a obtida na sua forma livre. A invencédo também descreve
a enzima amiloglucosidase suportada em material magnético, sendo
recuperada apenas 15,0% da atividade original. A partir do processo
proposto nesta invencao, foi obtida uma eficiente deposicéo de niquel
na enzima lipase, com recuperacao de 68,0% da atividade de hidrélise
e 76,0% da atividade de transesterificacdo em comparagéo a lipase
livre.

O documento WO2005108302 descreve um processo de
obtencdo de nanocristais magnéticos a partir de bactérias. A produgao

de nanocristais magnéticos a partir de organismos vivos apresenta
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como desvantagem a sensibilidade do microrganismo ao ambiente,
provocando possiveis oscilagdes na reprodutibilidade do processo.
Além disso, para se recuperar estes cristais deve-se romper as
celulas, liberando com isto enzimas, proteinas e metabdlitos que
podem se adsorver a superficie dos nanocristais, contaminando o
mesmo.

O documento US4624923 descreve um processo de formacgéo de
uma microesfera magnética para imobilizacdo de enzimas. O material
magnético foi inserido a microesferas de polialdeido, mantendo a
microefera em contato com o sal ou acido do metal de transicdo até
estes serem reduzidos, pelos grupos aldeidos, proporcionando a
ligacdo do metal a microesfera. No entato, em alguns casos, pode ser
observado que o tempo de reacéo foi longo, necessitando a adigcéo de
agentes redutores como boroidrato de sédio. Outra desvantagem
deste tipo de suporte consiste no fato de que grupos amino de
enzimas, proteinas e outros compostos biolégicos deverdo se ligar a
microesfera também. Como a mesma ja possue o metal ligado,
sobram poucos sitios de ligagado da enzima, restringindo a quantidade
de enzima ligada ao suporte.

O documento US20090159533 descreve um processo de
imobilizagdo de enzimas em uma particula envolvendo um nucleo
magnético (como exemplo a magnetita) com uma camada de uma

substancia (polimeros) contendo grupos funcionais que possibilitam a
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imobilizacdo da enzima por ligagdo covalente para se utilizar esta
enzima na inibigdo da formacgéo de biofiimes de microrganismos em
sistemas de agua. O método utilizado para a imobilizagdo da enzima
foi a partir de interacdo eletrostatica. Foi adicionada a resina
magnética positivamente carregada uma solugdo negativamente
carregada e por cima uma camada de quitosana, positivamente
carregada, que serviu como fornecedor de grupos funcionais para a
imobilizacdo da enzima por ligagdo covalente. Nesta invencdo foi
possivel a reutilizagdo da enzima em novos ciclos operacionais,
porém a imobilizacdo da enzima acarretou na necessidade da
colocagdo de uma camada polimérica para ligacdo da enzima a
particula magnética e também, neste caso, a enzima ficou totalmente
exposta ao meio reacional, ficando acessivel aos efeitos nocivos dos
componentes do meio, podendo vir a perder a eficiéncia em
determinadas aplicagdes.

O documento WO9735964 descreve o recobrimento da particula
magneética com uma membrana organica, principalmente composta
por fosfolipideos, nos quais as proteinas vao se ligar. No entanto, a
membrana organica ficou totalmente exposta ao meio reacional,
estando acessivel aos efeitos nocivos dos componentes do meio,
podendo vir a perder a eficiéncia em determinadas aplicacoes.

O documento GB1403359 descreve a imobilizagdo de enzimas

em particulas magnéticas que funcionam como um suporte, porém por
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um meétodo mais laborioso no qual deve ser adicionado um agente
sinalizante como o 3-aminopropiltrietoxisilano e glutaraldeido a fim de
permitir suficiente imobilizagdo da enzima no suporte magnético,
podendo tornar este processo caro.

Os documentos US4343901 e GB2125018 descrevem um
catalisador magnético produzido a partir de um suporte contendo um
oxido inorganico que contém no seu interior particulas de material
ferromagnético, sendo este material impregnado com uma poliamina
com excesso de reagente bifuncional. De igual forma, este processo
se torna inviavel comercialmente dado o alto custo.

O documento US20040219361 descreve um método para
produzir uma particula magnética na qual o nucleo é composto por
FesO, e a superficie contém ouro. Este processo apresenta o
inconveniente da enzima necessariamente ser recoberta com ouro
para posterior ligagdo da enzima a particula.

Dessa forma, a literatura técnica descreve diversos processos de
imobilizacdo de enzimas em particulas magnéticas. Entretanto, os
processos descritos no estado da técnica envolvem diversas etapas
de preparacdo dos biocatalisadores magnéticos, sendo necessaria,
em sua grande maioria, a funcionalizacao dos nucleos magnéticos
com compostos que possibilitem uma eficiente imobilizacdo das
enzimas ao suporte magneético.

A presente invencdo, por sua vez, possibilita a produgdo de
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enzimas magnéticas de uma forma inovadora e simples,
diferenciando-se dos processos descritos no estado da técnica por
suportar o material magnético sobre as enzimas, tornando possivel a
produgé@o de um catalisador enzimatico com propriedades magnéticas
com alta atividade, possibilitando a recuperagdo do biocatalisador do
meio reacional através de campo magnético e manutengdo da
atividade catalitica por varios ciclos reacionais consecutivos
SUMARIO

A invengao prové um catalisador enzimatico magnético com alta
atividade, possibilitando a recuperacdo do biocatalisador do meio
reacional através de campo magnético e manutencdo da atividade
catalitica por varios ciclos reacionais consecutivos.

A invengdo prové um processo de obtencdo de catalisador
enzimatico magnético que prové uma alta retencdo das particulas
magneéticas sobre a enzima, permitindo a atuacdo da dita enzima no
substrato e formando uma camada protetora que evita os efeitos
nocivos que o meio reacional possa propiciar a enzima, permitindo a
manutencdo da atividade catalitica por varios ciclos reacionais
consecutivos.

A invengdo prové um processo de obtencdo de catalisador
enzimatico magnético que reduz as etapas de insercéo das particulas
magnéticas e recobrimento do material com reagentes funcionais,

proporcionando um processo mais simples e eficaz, cuja unica
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diferengca da forma livre da enzima é a propriedade magnética,
aumentando a viabilidade na comercializag@o deste catalisador.

A invengdo prové um processo de obtencdo de catalisador
enzimatico magnético que gera menor quantidade de residuos quando
comparado com os processos do estado da técnica, mantendo o
produto livre de impurezas por ser um método extremamente limpo e
utilizando pressdo de trabalho em alto vacuo com a utilizagdo de
gases inertes.

A invengdo prové um processo de obtencdo de catalisador
enzimatico magnético de baixo custo e com nivel de produgao
elevado, utilizando a técnica de pulverizagao catddica (sputtering a
baixa presséo), utilizando o equipamento para deposi¢do de materiais
gaseificados em suportes particulados descrito no documento
BRPI2012001392, do mesmo titular, que permite a realizagdo de
processos deposi¢ao de materiais metalicos, ceramicos, poliméricos e
materiais semicondutores homogeneamente sobre suportes utilizando
sistemas convencionais de evaporagdo com controle do percentual
depositado na superficie do suporte a ser usado.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

A figura 1A apresenta a representagdo do compartimento
contendo a lipase recoberta com niguel em meio aquoso (A) e a figura
1B apresenta a lipase recoberta com niquel (B) sendo atraida pelo

campo magneético para sua reutilizacdo.
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A figura 2 apresenta a representacado grafica de experimento com
lipase pura (circulos abertos) e lipase recoberta com niquel (circulos
fechados).

DESCRICAO DETALHADA DA INVENGAO

O processo de obtencdo de catalisador enzimatico magnético
propicia uma alta retencdo das particulas magnéticas sobre a enzima,
permitindo uma facil recuperacdo do catalisador do meio reacional
possibilitando a sua utilizagdo em varios ciclos.

O recobrimento das enzimas pode ser realizado com qualquer
material magnético, tal como niquel, ferro, ferro-niquel, cobalto ou
oxido deste metal. As particulas magnéticas depositadas na enzima
podem apresentar um diametro de 1,0 a 100,0 nm e podem ser
apresentadas em varios formatos, tal como esfera, cilindro, cubo e
outros.

As enzimas a serem utilizadas no processo objeto da presente
invengdo podem ser selecionadas dentre aquelas presentes ou
isoladas de animais, micro-organismos e plantas, como por exemplo
as lipases, proteases, amilases, celulases, ureases, glucose
isomerases, lactases, glucoamilases, histidinases, peroxidases,
tripsina, papaina, hexoquinases, acilase, invertase, lisozimas,
pepsinas, xilanases, beta amilases, asparaginases, alcool
desidrogenases, colaginases, catalases, entre outras.

O catalisador enzimatico magnético objeto da presente invencgéao
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pode ser utilizado em uma grande variedade de reag¢des bioquimicas,
substituindo as enzimas soluveis em processos onde essas ja sao
utilizadas, como na clarificag@o de cerveja, na preparagao da celulose,
de aminoacidos oticamente ativos, na fixacdo de nitrogénio e de
didxido de carbono, em células combustiveis bioguimicas e outras.

O processo de obtencdo de catalisador enzimatico magnético
utiliza o equipamento objeto da patente BRPI2012001392, que
apresenta uma camara de evaporacao hermeticamente fechada
dotada de valvulas de admissdao de gases controlada por
controladores de vazdo, sensores de pressdo interna e controle de
vacuo e um sistema de vacuo; um sistema de agitacédo suportado por
um eixo moével disposto na base da camara de evaporagdo, dito
sistema de agitacdo que funciona pela ressonancia das particulas
através da propagacdo de ondas mecénicas originadas por um
gerador de freqUiéncia; uma mesa oscilatéria disposta sobre o sistema
de agitacdo, um recipiente de tratamento disposto sobre o sistema de
agitacdo; um sistema de aquecimento do recipiente de tratamento;
evaporadores de evaporagado fisica na regido superior da camara de
evaporagao e um gerador de funcéo assistido por computador dotado
de um programa que prové uma variagdo abrupta na frequéncia de
trabalho através de um amplificador operacional de tenséo e corrente
variavel.

Em uma primeira etapa, é realizado o calculo da taxa e tempo de
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deposicédo conforme a massa e volume das enzimas e a poténcia e
freqUéncia a ser empregada no processo. As enzimas sdo colocadas
no interior da camara de evaporagdo e entram no processo de pré-
vacuo (até 10™° mBar), podendo permanecer por até 30 minutos. Findo
0 pré-vacuo, as enzimas passam para o processo de vacuo, onde as
pressdes podem chegar até 10"'mBar por até 30 minutos. Iniciado o
pré- Sputtering com pressdes na faixa de 10" a 10 mBar.

Iniciada a deposicdo do material magnético, as enzimas sao
agitadas em uma freqiéncia proporcional a freqiiéncia ressonante do
sistema, onde seu valor pode variar de 5Hz a 1kHz e sua poténcia
proporcional ao volume total das enzimas.

A deposicdo das particulas magnéticas estdo compreendidas
entre pressées de 10“mbar a 10'mbar e tensdes da ordem de 250V a
1000V. Podem ser utilizados pés enzimaticos de tamanhos variados,
pois o sistema permite sintonizar o nivel freqliéncia ressonante, capaz
de manter o pd suspenso e girando durante o tempo de deposicdo. A
quantidade de material magnético a ser depositada também pode ser
controlada pela taxa de deposicdo e o tempo de deposi¢do. Todos
este parametros sdo controlaveis precisamente, ampliando o uso
deste sistema para qualquer tipo de p6 utilizado.

EXPERIMENTO 1: utilizada lipase como fonte enzimatica e o
niquel como material magnético.

A confirmagao da presenca do niquel depositado na enzima
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lipase deu-se medidas de magnetizacdo a temperatura ambiente
usando-se magnetémetro de grandiente de campo (AGM). A partir da
analise magnética do catalisador pode-se observar conforme a figura
1 que para a lipase pura aparece como esperado, uma resposta
diamagnética (circulos abertos). Por outro lado, apés a deposicdo de
niquel sobre a lipase, a curva de magnetizacdo apresenta um
comportamento ferromagneético tipico, com um “loop” de histerese
bem definido.

Corrigindo-se o diamagnetismo apresentado pela lipase pura, a
magnetizacdo da amostra Lipase + Niquel apresenta uma saturagao
ao redor de 500 (Oe), com remanéncia de aproximadamente 60%,
valores suficientes para recuperagdo do catalisador, quando em
solugdo, por um magneto externo.

A fim de se verificar a atuagdo deste catalisador enzimatico
magnetico, foi medida a atividade de hidrolise desta lipase magnética
comparada com a mesma quantidade da lipase livre. Como fonte de
triglicerideo empregado nas reac¢des de hidrélise, foi utilizado o
substrato sintético p-nitrofenilpalmitato (acido hexadecandico p-
nitrofenil éster - CyoH3sNO,).

Uma aliquota (6 mg) da lipase magnética e livre foi misturada
a 0,9 mL do substrato (Winkler, U.K., Stuckmann, M. J. Bacteriol. 138,
663-670 (1979); Maia, M.M.D., Heasley, A., Moraes, M.M.C., Melo,
E.HM., Moraes, JrM.A., Ledingham, W.M., Lima Filho, H.O.J.L.
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Bioresour. Technol. 76, 23-27 (2001)). Apés 10 min de incubagéo a
40°C, foi realizada a leitura da absorbancia a 410 nm em
espectrofotdmetro (Ultrospec 2000), sendo utilizado como referéncia
um controle negativo/branco contendo substrato com adigdo de 6 mg
de niquel metalico.

Uma unidade de lipase (U) foi definida como a quantidade de
enzima necessaria para liberar 1umol de p-nitrofenolpalimitato por
minuto nas condigdes descritas acima. A curva padréo foi construida
com p-nitrofenolpalmitato dissolvido em a4agua destilada nas
concentracoes de 0,1 a 1,0 umoles/mL.

Os ensaios foram realizados em duplicata sendo calculados o
desvio padréo e a média aritmética entre elas.

Foi analisado também o comportamento deste catalisador
magnético frente a sua reutilizagdo no processo de hidrélise. Para
tanto, apds o término de cada ensaio, o catalisador foi separado do
meio reacional pela aplicacdo de um campo magnético, adicionado
em um novo meio reacional e sua atividade determinada conforme
descrito acima.

Foi verificado que a lipase magnética apresentou alta atividade
de hidrélise (232 U/g), sendo recuperado 68% da atividade em relacéo
a enzima sem as particulas magnéticas (339 U/g). Foi observado
também que este método propiciou uma alta retencdo das particulas

magnéticas sobre a enzima, pois o catalisador foi facilmente isolado a
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partir de um campo magnético e reutilizado em mais 3 ciclos sem
nenhuma perda significativa da atividade (atividade relativa de 99,56%
para o 1° reuso, 96,63% para o 2° reuso e 94,61% para o 3° reuso) e
por mais 8 ciclos mantendo uma atividade de hidrélise acima de 50%.

A lipase magnética foi também empregada em reagbdes de
transesterificacdo do 6leo de soja com metanol em sistema em
batelada. Na sintese de biodiesel, os 6leos vegetais e animais e em
particular de soja, principal matéria-prima empregada, & constituido
majoritariamente de triglicerideos, que sdo derivados de acidos graxos
contendo diferentes graus de insaturagdo, sendo eles os acidos
palmitico (C16:0), estearico (C18:0), oléico (C18:1), linoléico (C18:2) e
linolénico (C18:3).

Os mono-alcoois utilizados para a transesterificacao séo alcoois
de cadeia curta, contendo de 1 a 8 atomos de carbono e no maximo
um grupo hidroxila.

A atividade de transesterificacdo foi realizada adicionando-se 200
mg da lipase livre e da lipase magnética em uma mistura contendo 10
pL de agua, 0,05 g (0,057 mmol) de éleo de soja e 0,275 mL (0,685
mmol) de metanol. A mistura foi mantida a 55°C, sob agitacéo por
24h. Apos decantacdo da mistura, a fase superior contendo o éster foi
retirada e analisada por HPLC.

Para analise do comportamento do catalisador enzimatico

magnético em repetidas reagbes de transesterificagdo, ao final da
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reagéo de transesterificagdo foi aplicado um campo magnético para o
isolamento do catalisador e insergdo em uma nova reagao.

Os produtos reacionais foram analisados por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC) em um Shimadzu LC-20A equipado
com detector de espalhamento de luz evaporativo (ELSD) e coluna
Shim-Pack (C-18, 250 mm, 4,6 mm de didmetro interno) cuja
temperatura foi mantida a 35°C. O volume de injecdo de amostra foi
de 20 pL e o fluxo de 1 mL/min”'. As amostras foram diluidas em 2-
propanol:hexano (5:4, v/v). A identificacdo dos picos foi feita por
comparacédo dos tempos de retencao das amostras e dos compostos
padrées (triglicerideo, diglicerideo, monoglicerideo e biodiesel
metilico). Um gradiente ternario de 57 min. foi empregado: 30% agua
+ 70% acetonitrila em 0 min, 100% de acetonitrila em 15 min, 50% de
acetonitrila e 50% de 2-propanol:hexano (5:4, v/v) em 30 min, seguido
de eluicdo isocratica com 50% de acetonitria e 50% de 2-
propanol:hexano (5:4, v/v) nos ultimos 27 min, conforme metodologia
desenvolvida por M. Holcapek, P. Jandera, J. Fischer, B. Proles, In:
Journal of Chromatography A 58 (1999) 13.

Em relagdo a atividade de transesterificagéo, foi recuperada 79%
da atividade da lipase magnética em relacdo a enzima sem as
particulas magnéticas. Foi observado também uma alta retencéo das
particulas magnéticas sobre a enzima, pois foi possivel isolar

faciimente o catalisador a partir de um campo magnetico e reutiliza-lo
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em mais 3 ciclos, mantendo uma atividade de hidrélise acima de 85%
(atividade relativa de 97,44% para o 1° reuso, 87,17% para o 2° reuso
e 85,90% para o 3° reuso).

Em testes realizados com o catalisador magnético produzido
através do processo descrito na presente invencdo, utilizando o
substrato p-nitrofenilpalimitato, no pH 7, temperatura de 40°C por 10
minutos, foi possivel observar alta atividade de hidrolise.

Os experimentos 1 e 2 listados na tabela 1 demonstram que o
catalisador enzimatico magnético produzido através do processo
descrito na presente invencdo exibe alta atividade de hidrélise
mantendo 68% da atividade comparado com o catalisador na forma
livre.

Os experimentos 3 a 11 descrevem os experimentos realizados
para se verificar a possibilidade de recuperagdo e reutilizagdo do
catalisador, com a atividade de hidrélise mantida acima de 50%

durante os oito ciclos reacionais testados.
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TABELA 1: Atividade de hidrélise de catalisador enzimatico magnético

Experimento Ciclo Catalisador | Atividade de Atividade
hidrolise relativa
(U/lg de (%)
catalisador)

1 @ . Lipase livre 339

?_” 1° Lipase + Ni 232 100

3" 2° Lipase + Ni 230 99,56 + 0

4" 3° Lipase + Ni 224 96,63 + 1,38

5" 4° Lipase + Ni 220 9461+1,73

ﬁf 5° Lipase + Ni 203 87,51 + 0,37

79 6° Lipase + Ni 185 79,69 + 0,66

8h 7° Lipase + Ni 150 64,69 + 3,21

9’ 8° Lipase + Ni 139 60,02 +2,72

’K}I 9° Lipase + Ni 102 4412 + 0,96

ﬂ*‘ 10° Lipase + Ni 63 27,36 + 3,37

“reacao realizada com o catalisador enzimatico na sua forma livre;

®orimeira reacdo realizada com o catalisador enzimatico recoberto

com niquel;

‘reacao realizada com o catalisador recuperado do Experimento 2,

"’rea«;ée realizada com o catalisador recuperado do Experimento 3;

“reacéo realizada com o catalisador recuperado do Experimento 4,

'reagéo realizada com o catalisador recuperado do Experimento 5;

reacdo realizada com o catalisador recuperado do Experimento 6;
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"reacdo realizada com o catalisador recuperado do Experimento 7;
'reacao realizada com o catalisador recuperado do Experimento 8;
Ireagdo realizada com o catalisador recuperado do Experimento 9;
“reacao realizada com o catalisador recuperado do Experimento 10.

Em testes realizados com o catalisador enzimatico magnético
produzido através do processo descrito na presente invencgdo, foi
possivel observar alta atividade de hidrélise, até a décima reacgao,
utilizando como substrato o p-nitrofenilpalmitato a temperatura de
40°C por 10 minutos.

Os experimentos 12 e 13, listados na tabela 2 demonstram que

o catalisador enzimatico magnético produzido através do processo
descrito na presente invencdo exibe alta atividade de
transesterificagdo, mantendo 79% da atividade comparado com o
catalisador na forma livre.

Os experimentos 14 a 16 permitiram verificar a possibilidade de
recuperacgao e reutilizacéo do catalisador, sendo evidenciado que sua
atividade de transesterificagdo foi mantida acima de 85% durante os 3

ciclos reacionais testados.
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TABELA 2: Atividade de transesterificagdo de catalisador enzimatico

magnético

Experimento | Ciclo | Catalisador | Conversdo total | Atividade relativa
(%) (%)

12° - Lipase livie | 99

13° 1° Lipase + Ni | 78 100

14° 2° Lipase + Ni | 76 97,44

15 3° Lipase + Ni | 68 87,17

16° 4" Lipase + Ni | 67 85,90

reacédo realizada com o catalisador enzimatico na sua forma livre;
®primeira reacdo realizada com o catalisador enzimatico recoberto
com niquel;
‘reacdo realizada com o catalisador recuperado do Experimento 13;
‘reacdo realizada com o catalisador recuperado do Experimento 14;
°reacéo realizada com o catalisador recuperado do Experimento 15.
Em testes realizados com o catalisador enzimatico magnético
produzido através do processo descrito na presente invengao, foi
possivel observar atividade de transesterificagdo com todas as
reagdes utilizando como matéria-prima o 6leo de soja e metanol a

temperatura de 55°C por 24 horas.
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REIVINDICAGCOES:

PROCESSO DE OBTENGAO DE CATALISADOR ENZIMATICO

MAGNETICO caracterizado por compreender as etapas de:

a)

definida a taxa e o tempo de deposi¢cdo conforme a massa e
volume das enzimas, a poténcia e frequéncia a ser
empregada;

disposigcéo das enzimas no interior da camara de evaporagao;
pré-vacuo das enzimas com pressao até 10" mBar por até 30
minutos;

vacuo das enzimas a pressdo de até 10"'mBar por até 30
minutos;

pré-sputtering com pressées na faixa de 10" a 10 mBar;
deposicdo das particulas magnéticas na superficie das
enzimas mediante agitagdo em uma frequéncia entre 5Hz a

1kHz e poténcia proporcional ao volume total das enzimas.

PROCESSO DE OBTENCAO DE CATALISADOR ENZIMATICO

MAGNETICO, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado

pelo fato das enzimas serem selecionadas dentre aquelas

presentes ou isoladas de animais, micro-organismos e plantas.

PROCESSO DE OBTENGAO DE CATALISADOR ENZIMATICO

MAGNETICO, de acordo com a reivindicagcéo 1, caracterizado

pelo fato do material magnético ser selecionado dentre niquel,

ferro, ferro-niquel, cobalto ou éxido deste metal.
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PROCESSO DE OBTENGAO DE CATALISADOR ENZIMATICO
MAGNETICO, de acordo com a reivindicagdo 3, caracterizado
pelo fato das particulas magnéticas apresentarem um diametro
de 1,0 a 100,0 nm.

PROCESSO DE OBTENGAO DE CATALISADOR ENZIMATICO
MAGNETICO, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado
pelo fato da deposicdo das particulas magnéticas ocorrer com
pressdo entre 10“mbar a 10 'mbar e tensées da ordem de 250V
a 1000V.

PROCESSO DE OBTENGAO DE CATALISADOR ENZIMATICO
MAGNETICO, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado
pelo fato de opcionalmente ser utilizado pés enzimaticos.
PRODUTO OBTIDO A PARTIR DO PROCESSO REIVINDICADO
EM 1, caracterizado pelo fato de prover um catalisador enzimatico
magnético que compreende o recobrimento de enzimas ou pés
enzimaticos com material magnético.

PRODUTO, de acordo com a reivindicagéo 7, caracterizado pelo
fato do catalisador enzimatico magnético ser reutilizado em ciclos

reacionais consecutivos.
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RESUMO
PROCESSO DE OBTENGAO DE CATALISADOR ENZIMATICO
MAGNETICO E PRODUTO OBTIDO

E descrito um processo de obtengdo de catalisador enzimatico
magnético que prové a producdo de enzimas magnéticas
recobertas com material magnético, tornando possivel a produgao
de um catalisador enzimatico com propriedades magnéticas com
alta atividade, possibilitando a recuperacdo do biocatalisador do
meio reacional através de campo magnético e manutencédo da
atividade catalitica por varios ciclos reacionais consecutivos, ao
contrario dos processos do estado da técnica que envolvem
diversas etapas de preparacdo dos biocatalisadores magnéticos,
sendo necessaria, em sua grande maioria, a funcionalizagdo dos
nucleos magnéticos com compostos que possibilitem uma eficiente

imobilizagcdo das enzimas ao suporte magnético.
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