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SYNTHESIS OF BUTYL BUTYRATE BY MICROBIAL LIPASE IMMOBILIZED ONTO STY-
RENE-DIVINYLBENZENE COPOLYMER. This work investigates the reaction parameters of an
immobilized lipase in the esterification reaction of n-butanol and butyric acid. Microbial lipase from
Candida rugosawas immobilized onto styrene-divinylbenzene copolymer (STY-DVB) and subsequently
introduced in an organic medium containing substrates in appropriate concentrations. Heptane was
selected as solvent on the basis of its compatibility with the resin and the enzyme. The influence of
molar ratio of acid to alcohol, amount of immobilized lipase and temperature on the butyl butyrate
formation was determined. The results were compared with those achieved with free lipase and
Lipozyme (commercially immobilized lipase) under the same operational conditions.

Keywords: lipase; organic solvent; immobilization; styrene-divinylbenzene copolymer; butyl butyrate.

INTRODUCAO cada vez maior. Bem ilustrativos sdo os trabalhos de revisédo
de literaturd*"8que redinem exemplos importantes, sob o pon-

Embora nos ultimos anos, a utilizagdo de enzimas na indlsio de vista de sintese organica, de reacoes catalisadas por dife-
tria esteja aumentando rapidamente, ainda existe um grandentes classes de enzimas.
campo para a sua expansdo. Novas enzimas vao criando opor- Entre os processos quimicos de maior interesse industrial
tunidades e, em alguns ramos da inddstria a utilizacdo dagstio as reacdes catalisadas pelas lipases, as quais represen-
enzimas esta apenas comecando. Um exemplo tipico € uso ¢@m aproximadamente 20% das biotransformacdes realiza-
enzimas em sintese orgariéa das atualmenfe

Como é de conhecimento, até pouco tempo, havia a concep- As lipases (triacilglicerol hidrolases EC 3.1.1.3) catalisam
¢ao de que as enzimas tinham pouca utilidade em sintese orgambas as reacdes de hidrélise e sintese de éster a partir de
nica, devido principalmente a idéia preconcebida de que soglicerol e 4cidos graxos de cadeias longas. Essas reacées usu-
mente 0 meio aquoso era propicio para manter a conformacaimente sdo processadas com alta regio e/ou enantiosseletivi-
estrutural de uma enzima cataliticamente ativa. Entretantogade, tornando as lipases um importante grupo de biocatalisa-
sabe-se atualmente que, muitas enzimas (ou complexos enziores. As razdes desse enorme potencial biotecnolégico das
maticos) sdo cataliticamente ativas em ambientes hidrofGbicopases incluem fatos relacionados com: i) sua alta estabilidade
naturais com eficiéncia similar aquela encontrada em solu¢géesm solventes organicos; ii) ndo requerem a presenca de co-
aquosas, ou em certos casos, até supérideredita-se, que  fatores; iii) possuem uma larga especificidade pelo substrato e,
as enzimas sejam cataliticamente ativas em meio organico pojy) exibem uma alta enantiosseletivid&de
que elas permanecem na sua conformacdo original. A incapa- Embora sua funcédo natural seja a de quebrar as ligacdes
cidade da proteina de se desdobrar em meio ndo aquoso devge éster de triacilgliceréis com o consumo de moléculas de
se em parte ao fato das interagGes eletrostaticas entre os grdgua (hidrélise), as lipases sdo também capazes de catalisar a
pos integrantes da enzima serem aumentadas em solventes @gacdo reversa sob condicées microaquosas, como por exem-
ganicos, devido a baixa constante dielétrica da maioria doplo, a formacdo de ésteres a partir de alcoois e acidos carbo-
solventes e também ao aumento do namero de ligac6es de hiflicos. Estes dois processos basicos podem ser combinados
drogénio intramolecular@sisto é importante, pois o equilibrio numa seqiiéncia légica para efetuar reacdes de interesterifica-
termodinamico de muitos processos, como por exemplo, a sircao (acidolise, alcodlise e transesterificagéo), dependendo dos
tese de ésteres, s6 ocorre em auséncia de agua. Em sintggagentes empregad8sd?
organica, existem indmeras vantagens no uso de enzimas que para que a biotransformacdo possa competir com a produ-
apresentam especificidade significativas para a formacéo dgzo quimica otimizada, alguns pontos de natureza técnica de-
produto de tal forma que, custo de separacdo, purificacdo @em ser considerados. A imobilizacdo da lipase, por exemplo,
tratamento de residuos sejam minimiz&dos é um fator limitante na economicidade do processo. Além dis-

Um grande ndmero de trabalhos nesta area pode ser encogo, as lipases, devido a sua natureza protéica, podem sofrer ao
trado na literatura especializada, tendo em vista o interesse C]iongo de uma reacdo um processo de desnaturagdo com perda
entifico demonstrado por diversos grupos de pesquisa, no seprogressiva da atividade funcional. Por meio da imobilizagéo
tido de elucidar as propriedades e o comportamento de enzem suportes sélidos, entretanto, pode ocorrer um aumento na
mas em meios ndo aquosos. Conseqiientemente, 0 numero @&abilidade do catalisador, prolongando sua vida til. A imo-
rotas de sintese que incorporam um passo enzimatico torna-gflizacio facilita a recuperacdo da enzima do meio reacional,
possibilitando sua posterior reutiliza¢o

Ha uma vasta quantidade de trabalhos na literatura que tratam
*e-mail: decastro@easygold.com.br das diferentes técnicas de imobilizacdo de lipases, caracterizagéo
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dos complexos ativados e aplicacbes em reacdes que se procdsATERIAIS E METODOS

sam em meios aquosos e ndo aquosos. Uma grande variedade de

materiais naturais, sintéticos organicos ou inorganicos, com difeMateriais

rentes caracteristicas de tamanho, forma e densidade, foram estu-

dados para a imobilizacéo de lipdsed Foi utilizada lipase de origem microbiar@apdida rugosa
Estudos comparativos mostram diferencas acentuadas nadquirida comercialmente da Sigma Co, EUA, contendo lactose

desempenho de lipases imobilizadas nos varios suportes, (€andida rugosalipase, Tipo VII), com atividade especifica

evidenciam que apesar das varias experiéncias reportadas fm€dia de 1440 U/ mg proteina. Como suporte de imobilizagéo

literatura, a imobilizagéo de lipases ainda é um desafio comfoi empregado copolimero de estireno-divinilbenzeno (STY-

plexo, uma vez que a extensdo da imobilizacdo depende daVB) contendo 45% de divinilbenzeno, de estrutura macropo-

estrutura da enzima, método de imobilizacdo, e do tipo de¢osa, sintetizado por polimerizacdo em suspenséo utilizando

suporté®>®> Em muitos casos, suportes que proporcionam uma0% de diluicdo em heptano de acordo com metodologia de-

elevada atividade e estabilidade da enzima, apresentam sériggnvolvida no Instituto de Macromoléculas Profa. Eloisa Mano

limitagdes de resisténcia mecanica e de queda de fluxo do UFRJ com as seguintes caracterisfitasstrutura macropo-

substrato, que os tornam inviaveis para a utilizacdo em alfosa, 45% DVB, granulometria 80 a 100 mesh; diametro medio

guns tipos de reator&s'® de poro 291A; area BET 0,99%mg; volume de poros 0,72
Dados da literatura sugerem que suportes porosos com graﬁm3/g. Foram utilizados como materiais de partida n-butanol

de superficie interna ativada, com densas camadas de grup@¥erck) e acido butirico (Vetec) e agente dessecante peneira

altamente hidrofébicos, podem ser reconhecidos pelas lipaseg)olecular (Aldrich 4A). Todos os outros reagentes foram de

em nivel molecular, como interfaces sélidas. Desta maneira, agrau analitico.

lipases podem ser imobilizadas em tais suportes levando a “es-

truturas imobilizadas abertd$’ Além disso, estudos detalha- Imobilizacdo da Lipase em STY-DVB

dos do sitio ativo das lipases tém relevado uma hidrofobicida-

de marcante das lipases comerdfaiirecionando desta forma O copolimero (4 gramas) foi suspenso em heptano (20 mL)
a selecédo de suportes hidrofébitosara garantir uma maior durante 30 minutos sob agitacdo de 100 rpm. Em seguida, a
interacdo da lipase com a matriz selecionada. lipase (1 grama) foi adicionada na mistura sob agitacao e apos

Ente os suporte hidrofébicos considerados na imobilizagd® horas de adsorgéo, foi filtrada em tela de nylon de 420 mesh,
de lipases, as matrizes poliméricas como Amberlite (XAD2,sob presséo reduzida em funil de Buchner. As caracteristicas
XAD4, XAD7 e XAD8), poli (acido carboxilico), poliacriloni- gerais da preparacédo de lipase imobilizada em STY-DVB séo
trila e resinas constituidas de estireno e divinilbenzeno, ténapresentadas na Tabela 1. Informagdes detalhadas sobre esta
sido estudadas extensivaméfite. metodologia de imobilizagdo, bem como dados referentes a

Os copolimeros de estireno-divinilbenzeno, conhecidos coestabilidade operacional e de estocagem s&do encontrados nos
mercialmente como: Stryragel, Ultrastryragel, Ultrastyragel li- trabalhos anteriormente realizaéd¥'
near, SHODEX GPC, TSK GEL (tipo H), sdo materiais ampla-
mente empregados em empacotamento de colunas para croma- L ) . .
tografia de exclusdo por tamanho (SEC). S&o formados po',l'abela 1.Caracterizacdo da lipase imobilizada em STY-DVB
esferas mindsculas semi-rigidas obtidas por copolimerizagéo emripo de suporte Copolimero de estireno -
suspenséo do estireno (STY) com divinilboenzeno (DVB), sen- divinilbenzeno
do compativeis com muitos solventes organicos e apresentam

boa resisténcia quimica e mecasfca Método de imob_iliza(;_:?_lo ) Adsorgéo fisica
Em trabalhos anteriores o copolimero de estireno- Réndimento de imobilizacéo (%) 42%

divinilbenzeno com concentracdes moderadas de divinilbenzenoAtividade (U / mg suporte seco) 95 - 125

foi selecionado como suporte para imobilizacdo da lipase 1€0r de agua (%) 4-6%

microbiana Candida rugoshempregando heptano como meio PH otimo e 7,5

de dispers#3?* Esta metodologia favoreceu a obtencdo de |emperatura 6tima®C) 50

um complexo lipase-suporte com elevada atividade, cujas pro- Estabilidade térmica (kd,™h ) 0,03

priedades cataliticas foram consideradas adequadas tanto parfStabilidade operacional em reacdes 620

conduzir reacdes de hidrélise como de esterificacio, sendo ain-de esterificacéo {&, horas)

da constatado uma elevada estabilidade operacional da lipaggnte: Oliveiraet al23

imobilizada (tempo de meia-vida de 620 hotasResultados

similares tém sido descritos por diversos pesquisadores, indi-

cando uma nova tendéncia na utilizacdo de solventes organicqsrgcedimento das Reacbes de Esterificagéo

apolares como meio de dispersdo no procedimento de imobili-

zacéo de lipasés?’. As reacdes de esterificacdo foram conduzidas em reatores
Em funcéo das caracteristicas satisfatorias obtidas pela lipagechados de 100 mL, contendo 20 mL de heptano previamen-

imobilizada em STY-DVB, principalmente com relacdo a suate desidratado com sdédio e quantidades apropriadas de n-

elevada estabilidade operacional, julgou-se conveniente urbutanol e acido butirico. Foram estudadas as seguintes varia-

estudo mais detalhado referente a sua aplicagdo na sintese deis reacionais: razdo molar de reagentes, massa de lipase

ésteres aromatizantes. Como reacdo modelo, foi selecionadmobilizada e temperatura de reagdo. No estudo da proporgéo

um sistema altamente polar constituido de n-butanol, &cidenolar de reagentes foram utilizados substratos com razdées

butirico em heptano como solvente. Foram determinadas asolares entre 0,5 e 3,0. As misturas foram incubadas com a

influéncias da raz&o molar entre acido e alcool, massa de lipadpase imobilizada (115 U/mg) numa proporgéo variavel entre

imobilizada e da temperatura de reacdo no rendimento de fo's e 60% em relagdo ao peso total de reagentes no meio

magéo do butirato de n-butila. Os dados obtidos foram compareacional. Na determinacdo da influéncia da temperatura, a

rados com os obtidos em estudos anteriores empregando uniipase imobilizada em STY-DVB foi utilizada na sintese do

preparacdo comercial de lipase imobilizada (Lipozyme) cujasbutirato de n-butila na faixa de temperatura entre 37°€.60

propriedades cataliticd%, como alta atividade e estabilidade Exceto para esses testes, todas as outras reacdes foram reali-

em temperaturas de até°60) tornaram-na uma das mais testa- zadas a 3T, sob agitacdo constante de 150 rpm, por um

das em escala de laboratgig 28 2931 periodo minimo de 24 horas.
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Métodos Analiticos

A concentragdo de n-butanol foi medida por cromatografia 100

em fase gasosa (Cromatégrafo GC 37), empregando uma colu-
na empacotada (6ft S# DEGS WHP 80/100 mesh), numa tem-
peratura de 6C e empregando hexanol como padrdo interno. 80 —
O teor de &cido butirico foi determinado por meio de titulagédo

de aliquotas dissolvidas em etanol, empregando solucao alco6-—,
lica de KOH 0,02N e fenolftaleina como indicador. O grau de &

o ~ - 60 -
esterificagcéo foi expresso em percentual molar do butanol con- 8
sumido, empregando a equacgéo 1: g 4
>
&
- 5] 40 —
%omolar = 20~ x 100 o °
0 .
onde: G = concentragédo inicial do alcool e C = concentragéo 20
do alcool em um determinado tempo. J
A concentracdo de agua nas fases liquida e soélida foi medi-
da em um titulador automatico Karl Fisher (Modelo Mettler 0 ———T T 77T
DL 18). Os coeficientes de particdo do suporte/reagentes fo- 0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0

ram estimados de acordo com a metodologia descrita anterior-

menté®, empregando a equagdo 2: Razio molar (AB: ButOH)

Figura 1. Influéncia da razéo molar dos reagentes na conversdao molar
_C,-C Vo do n-butanol em produto. As reag¢des foram incubadas com 250 mg da
P= C X Ry, (2) lipase imobilizada (115 U/mg) a 3Z por 24 horas empregando subs-
0 tratos numa concentracao fixa de butanol (200 mM) e concentracdes
de acido butirico entre 100 -600 mM.

Onde:P = coeficiente de particdo do composte,=Cconcen-
tracdo do composto na fase orgénica, C = concentracdo do com- o o

posto apds contato com supontg,= volume total (fase orga- Tabela 2.Valores dos coeficientes de particdo do n-butanol e
nica + suporte)V = volume da fase organica. Para estimativa &cido butirico para diferentes preparacfes enzimaticas.

do volume do suport@v-Vp), foi construida uma curva de ca- — Reagente Coeficiente de particio

libracdo do volume versus massa de suporte (volume da

matriz [cn?] = 0,432x massa do suporte(g) - 0,085, coeficien- Lipase-STY-DVB Lipase-SPC
te de correlacdo= 0,999). n-Butanol 2,32 1,97
Acido Butirico 1,66 1,67
RESULTADOS E DISCUSSAO @ estimado de acordo com a equacdo 2 empregando solucbes
. . Euras de cada composto em heptano, por 2 horas com agitacao.
Influéncia da Raz&o Molar resultados descritos anteriormetite

Na sintese quimica de ésteres, geralmente é empregado
excesso de acido. Esta metodologia pode também ser aplic®s valores indicados, mostram que as ambas preparagdes
da na catalise enzimatica em reacdes de esterificacdo. Epossuem valores de coeficientes de particdo para o butanol
tretanto, acidos graxos de cadeia curta podem impor algummais elevados que os coeficientes de particdo do &cido
tipo de inibigdo no desempenho da lip3sé®ara verificar o butirico, favorecendo desta maneira a migracdo do butanol
efeito do acido butirico no desempenho da lipase imobilizapara a fase sélida da enzima. Estes resultados sugerem que
da em STY-DVB, foram testadas relagdes molares entreas matrizes usadas nas preparagdes enzimaticas possuem uma
acido butirico (AB) e n-butanol (ButOH) na faixa de 0,5 a maior afinidade pelo butanol que pelo acido butirico. Sendo
3,0. Como pode ser observado na Figura 1, quando excessssim, nas interfaces entre as lipases imobilizadas e o meio
de &cido butirico foi usado nenhum efeito inibidor foi de- reacional deve haver mais alcool que &cido, levando a ne-
tectado na atividade enzimética. De fato, o progresso daessidade de que o meio contenha um excesso do acido para
reacao de esterificagéo foi limitado pela disponibilidade deque seja alcangcado quantidades equimolares entre os
acido butirico no meio reacional. reagentes e um rendimento satisfatorio na reagdo de esteri-

Na menor razdo molar testada (AB:ButOH de 0,5) foi al-ficacdo. Além disso, o excesso de acido garante a formacao
cancado um valor maximo da conversao de n-butanol na ordo complexo enzima-grupo acila para posterior reagcdo com
dem de 24%. Esta conversédo foi otimizada com os aumentos alcool, conduzindo assim a formacao do éster, e reduzin-
proporcionais de &cido butirico no meio reacional. Razdeslo desta forma a competicdo entre os aceptores, parametro
molares iguais ou superiores a 1,5 forneceram conversdes essencial para a cinética de uma reacdo de esterifiticdo
produto superiores a 95%. Para quantidades proximas deto sugere que a sintese de butirato de n-butila catalisada
equimolaridade entre os reagentes, o rendimento foi a metadeela STY-DVB-Lipase pode ser limitada pela concentracdo
daquele quando empregou-se acido em excesso. de acido butiricolevando anecessidade de se trabalhar com

Esta proporcao entre os reagentes é similar a encontrada aexcesso deste reagente.
teriormente para lipase imobilizada em silica de vidro de E interessante destacar que a atividade de esterificacdo esta
porosidade controlada (SPC) empregando o mesmo sistentiretamente relacionada com os coeficientes de particao do
reacional®. A razdo para este fato pode estar relacionada com substrato e produto de tal forma que esses valores podem ser
caréater hidrofébico dos suportes e similaridade entre os coeficiusados como parametros para formulagdo do meio reacional.
entes de particdo (medida da taxa de migracdo dos reagentEsta metodologia tem sido aplicada com sucesso para estimar
para a fase so6lida) obtidos por as ambas preparacgées de deriws raz8es molares para sintese do butirato de n-butila empre-
dos imobilizados: STY-DVB - Lipase e SPC-Lipase (Tabela 2).gando lipase imobilizada em diferentes supgftéfs®s
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Influéncia da Massa de Lipase Imobilizada 100

s 37°C

A conversdo molar do n-butanol em produto, utilizando di- e 45

. . ogs . 0,

ferentes massas de lipase imobilizada em STY-DVB, foi ava- 80 A s0c
® 60C

liada em substratos constituidos de acido butirico e butanol
numa razdo molar de 1,5. As sinteses foram realizada%Ca 37

e as massas de lipase imobilizada variaram entre 5% e 60% & 60
(80 a 1000 mg, respectivamente) da massa total dos reagentes <
contidos em 20 mL de substrato em heptano. Na Figura 2 a '% |
conversdo molar do n-butanol em éster é plotada em fungéo da 2 404
massa de enzima e das unidades de atividades corresponden- 3

tes. Valores iguais ou superiores a 15% da massa total de
reagentes levaram a uma conversdo quase completa do n- 20
butanol em éster no periodo de 24 horas de reagdo. Essa con-

centracao é semelhante a utilizada por diversos pesquisadores ]

nos trabalhos experimentais com Lipozy#r&-3° 0 : /o//*/’—.
5

0 10 15 20 25 30
Unidades de Atividade (U) Tempo (horas)

0 25000
|

50000 75000 100000 Figura 3. Efeito da temperatura na sintese do butirato de n-butila

1 i L N 1 R catalisada por lipase imobilizada em STY-DVB. 20 mL de substrato
constituido de acido butirico (600 mM) e n-butanol (400 mM) foi in-
100 — —e cubado com 500 mg da lipase imobilizada (115 U/mg) nas temperatu-
ras de 37 - 68C por 24 horas.

i

80 Restricdes semelhantes relativas a dependéncia do tempo na
. inativacdo térmica da lipaseandida rugosasdo também en-

60 contradas na literatura. O trabalho desenvolvido por Battistel
et al®*é bem ilustrativo com relacdo ao mecanismo complexo

T que envolve a inativagdo térmica daandidaslipases, mesmo

40 - em presenca de polialcoois, conhecidos como bons estabilizan-
tes de enzimas.

Conversao (%)

20 - Comparacdo do Desempenho da Lipase Livre e
Imobilizada na Sintese do Butirato de n-Butila

0 T T : I ¥ I . T A finalidade deste grupo de experimentos foi comparar o
0 250 500 750 1000 desempenho das lipases livre, imobilizada em STY-DVB e o
da Lipozyme na sintese do butirato de n-butila. As sinteses

Lipase imobilizada em STY-DVB (mg) foram realizadas a 3C com substratos contendo acido butirico

) . . : . ~ € butanol na propor¢do molar de 1,5.
Figura 2. Influéncia da massa de lipase imobilizada na conversao : -
molar de n-butanol a 3T por 24 horas empregando 20 mL de Os resultad0§ apresentados na Figura 4’ indicam que as ta-
substrato constituido de acido butirico (600 mM) e butanol (400 mm)*@S de converséo (expressas em mM/g.min), alcancadas nesta

e 80 mg (5%), 160 mg (10%), 250mg (15%), 410 mg (25%) e 1000 m&intese pela_ Iipase_—STY-DVB foram cerca de cinco vezes infe-
(60%) de lipase imobilizada em STY-DVB (115 U/mg). riores a da lipase livre e sete vezes inferiores ao da Lipozyme.

Influéncia da Temperatura de Reacao 100

Resultados anterior&s?* mostraram que mediante a imo-
bilizagdo de lipase microbiana em STY-DVB, ocorreu uma
modificacdo em sua atividade lipolitica para valores mais al-
tos de temperaturas 6timas. Este aumento de temperatura, cor-
respondeu a um aumento na taxa de reacao hidrolitica por
unidade de enzima imobilizada. Para verificar a influéncia da
temperatura na sintese do butirato de n-butila, experimentos
foram efetuados numa faixa de temperatura entre 37°@.60
Embora, um aumento de temperatura reacional em meio or-
ganico implique em uma maior estabilidade da lipase, tendo O Lipase lvre: 33 mb /g mim
em vista que mU|ta§ das reacoes responsaveis pela desnatura- 20 —.—L;,I::zns?fg\fm{fﬂﬁgmm
¢do das enzimas sao reac¢@es hidroliticas, neste caso o aumen-
to da temperatura promoveu um aumento na taxa de
desativacado térmica da lipase, reduzindo conseqientemente a 0 — 1 T T T T T T T T 1
taxa de formacdo de produto. Como mostra a Figura 3, a
conversao do n-butanol em produto diminuiu com o aumento Tempo (horas)
da} temperatura. A maior converséo, apés 24 horas de reaQa?igura 4. Comparagéo do desempenho da lipase livre, lipase imobiliza-
foi de 89% a 3%, e de ,57%’ 31% e 6%, .nas temperaturas deda em STY-DVB e Lipozyme na formagédo do butirato de n-butila. As
45, 50 e 60C, respectivamente. A partir destes resultadosyeacses foram incubadas com 300 mg da lipase livre, lipase imobiliza-
recomenda-se o uso da lipase imobilizada em STY-DVB emda em STY-DVB e Lipozyme &@7por 24 horas empregando 20 mL de
temperaturas iguais ou inferiores a°@0 substrato constituido de acido butirico (450 mM) e n-butanol (300 mM).

80

60 —

40+

Converséo ( %)
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Tabela 3. Diferengas basicas entre a Lipozyme (preparacdo comercial de lipase imobilizada) e lipase imobilizada em STY-DVB.

Caracteristicas Lipozyme*

Lipase-STY-DVB

Suporte
Método de imobilizagéo

Fonte de enzima Mucor miehei

Resina anibnica
Ligacao idnica e adsorgdo

Resina hidrofébica
Adsorcéo
Candida rugosa

*Dados descritos pelo fabricadt®

Embora a Lipozyme tenha sido usada como parametro de 8.
comparagdo, esta metodologia nédo € totalmente adequada, ten-9.
do em vista as diferengas entre as prepara¢fes de lipase imo10.
bilizada, conforme indicado na Tabela 3. Além disso, o pro-
prio fabricante (Novo Nordisk-3® relatou que tem uma expe-  11.
riéncia limitada na imobilizacdo deandidalipases em func¢éo 12.
das dificuldades de se obter preparac¢des imobilizadas com alta
atividade e estabilidade. 13.

Com relagdo a comparacao entr€andidalipase na sua for-
ma livre e imobilizada em STY-DVB, os resultados aparentemen- 14.
te indicam que a imobilizagdo reduziu sensivelmente a atividade
catalitica da enzima. Entretanto, deve ser considerado que a enzimas.
na sua forma imobilizada pode ser utilizada durante um longo
periodo com uma pequena perda de atividade (tempo de meial6.
vida=620 horas) e a enzima livre apés o uso é desc#rtada

17.

CONCLUSOES

O derivado imobilizado em STY-DVB foi aplicado com su- 18.
cesso na sintese do butirato de n-butila, apesar de ter apresentan-
do um desempenho inferior ao alcancaeta Lipozyme (lipase 19.
imobilizada disponivel comercialmente). A razao molar entre os
materiais de partida foi um fator critico para a obtencao de éstere0.
com altos rendimentos, requerendo um excesso de &cido butirico
da ordem de 1,5 vezes com relagdo a concentracdo molar do n-

butanol. O emprego de uma massa minima de lipase imobilizada21.

de 15% com relacdo ao total de reagentes envolvidos, garantiu a

obtengdo do produto com bons rendimentos de esterificacdo. A22.

Unica restricdo da preparacdo de lipase imobilizada é referente a

sua baixa estabilidade térmica. S&o assim recomendadas temper&3.
24.

turas de incubagdo inferiores a°@0 para o uso pleno de sua
atividade catalitica em reacdes de esterificacao.
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