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RESUMO

Esteres de aroma sdo responsaveis pela fragrancia e sabor caracteristico de diversos produtos e sdo
considerados ingredientes criticos, por que sem eles os produtos ndo teriam aceitacdo. Os ésteres de
aroma sdo resultantes da reacdo direta de um alcool com um &cido carboxilico sob a acdo de um
catalisador em presenca ou ndo de solvente. O uso de enzimas como catalisadores bioldgicos
garantem ao aroma um carater de produto natural, satisfazendo um puablico consumidor exigente por
sustentabilidade, produtos naturais e livres de quimicos. Neste contexto, o trabalho teve por objetivo
sintetizar o éster propionato de isoamila, componente do aroma de frutas, aroma adocicado de
améndoas, aroma de cervejas e vinhos. A partir dos testes preliminares para a selecdo do
biocatalisador e do acido carboxilico, foram obtidos percentuais maximos de esterificacdo para as
enzimas Lipozyme® 435 e Lipozyme® RM IM na sintese de diferentes ésteres de isoamila, sendo,
respectivamente: butirato de isoamila 82,9% (2 h) e 84,4% (6 h); acetato de isoamila 86,0% (2 h) e
90,5% (48 h); propionato de isoamila 86,5% (24 h) e 89,0% (24 h); laurato de isoamila 87,1% (2 h)
e 85,4% (2 h). Na selecdo do solvente para a sintese de propionato de isoamila por Lipozyme® 435,
0 uso do hexano resultou em um percentual de esterificagdo de 87,5% com diferenca significativa
(p<0,05) quando comparado aos outros solventes testados (acetona, metiletilcetona, éter dietilico,
tolueno e heptano). A avaliacdo da adicdo inicial de 4gua no sistema indicou que ndo se faz
necessario um pré-tratamento dos reagentes para a remocao da agua intrinseca. Entre as condicfes
reacionais testadas, estabeleceu-se a temperatura de 25°C, razdo molar alcool:4cido de 3:1 e uma
concentracdo de &cido propidnico de 0,3 M, resultando em um percentual de esterificacdo de 95,2%
em 24 h.

Palavras-chave: Esteres de aroma, esterificacdo, sintese enzimatica.
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ABSTRACT

Flavour esters are responsible for fragrance and characteristic flavor of several products and are
considered critical ingredients, because without them the products would not have acceptance.
Flavor esters are resulted from the direct reaction of an alcohol with a carboxylic acid under the
action of a catalyst in the presence or absence of solvents. The use of enzymes as biocatalysts
guarantees to flavour a classification of natural product, satisfying the demand of consumers for
sustainability, natural products and chemical free. In this context, the study aimed to synthesize the
ester isoamyl propionate, an aroma component of some fruits, almonds, beer and wine. From
preliminary tests for the selection of the biocatalyst and the carboxylic acid, maximum percentages
of esterification were obtained for the enzymes Lipozyme® 435 and Lipozyme® RM IM in the
synthesis of different isoamyl esters, respectively: isoamyl butyrate 82.9% (2 h ) and 84.4% (6 h);
isoamy| acetate 86.0% (2 h) and 90.5% (48 h); isoamyl propionate 86.5% (24 h) and 89.0% (24 h);
isoamyl laurate 87.1% (2 h) and 85.4% (2 h). In the selection of the solvent for the synthesis of
isoamyl propionate, hexane showed a percentage of esterification of 87.5% with significant
difference (p<0.05) when compared with the other solvents (acetone, methyl ethyl ketone, diethyl
ether, toluene and heptane). The evaluation of the initial addition of water in the system indicated
that no pretreatment of the reactants is required for the removal of intrinsic water. Among the
reaction conditions tested, it was established a temperature of 25°C, an alcohol:acid molar ratio of
3:1 and a concentration of propionic acid of 0.3 M, resulting in an esterification percentage of
95.2% in 24 h.

Keywords: Flavours esters, esterification, enzymatic synthesis.



1. INTRODUCAO

Novos métodos para producdo de aromas naturais por rotas biotecnoldgicas foram
desenvolvidos nos dltimos anos, visto que estes bioprodutos sdo de grande importancia
industrial. O mercado mundial que abrange aromas, sabores e fragrancias espera uma
aceleracdo no consumo motivada por tendéncias do mercado consumidor, em um segmento
dito atraente e promissor, atingindo um valor de mercado estimado superior a 30 bilhdes de
dolares no ano de 2017. Este mercado é dominado principalmente pelas industrias de
cosméticos e higiene pessoal, produtos de limpeza, alimentos e bebidas (AKACHA,;
GARGOURI, 2015; BNDES, 2014).

Flavours sdo definidos como qualquer substancia perceptivel aos sentidos do paladar
e olfato. Sdo aromas em alimentos, fragrancias em cosméticos e farmacos, componentes
criticos por determinarem as propriedades sensoriais e com isso a aceitacdo do produto final,
podendo ser produzidos em condigdes reacionais brandas quando se utilizam
biocatalisadores (IOFI, 2012; DE BARROS et al., 2012; SINGH; SAXENA; NAIK, 2014;
BARANKOVA; DOHNAL, 2016).

As lipases (triacilglicerol acil-hidrolases, E.C. 3.1.1.3) constituem uma classe
importante de enzimas hidroliticas. Compreendem um importante grupo de biocatalisadores
aplicados em diversos processos biotecnoldgicos, sendo capazes de catalisar a hidrolise de
cadeias longas de triacilglicerois a diacilglicerois, monoacilglicerois, acidos graxos livres e
glicerol na interface 6leo-agua. Sua aplicacdo é relacionada com a sua especificidade pelo
substrato. Também catalisam reacdes de esterificacdo e interesterificagdo como a acidolise
(éster e um acido), alcodlise (éster e um alcool) e transesterificacdo (GUMEL et al., 2011;
RAJENDRAN; PALANISAMY; THANGAVELU, 2009).

As lipases sdo comumente encontradas na natureza, podendo ser obtidas a partir de
fontes animais, vegetais e de micro-organismos, sendo que as Ultimas merecem destaque
devido a maior estabilidade e especificidade quando comparadas as demais fontes. De
maneira geral, as lipases ndo requerem cofatores, atuam em ampla faixa de pH, sdo estaveis
a altas temperaturas e possuem elevada especificidade e enantiosseletividade, fazendo com
que sejam facilmente controladas e aplicaveis em diversos processos industriais (VERMA,;
THAKUR; BHATT, 2012; MESSIAS et al., 2011).

As demais reacOes catalisadas pelas lipases (interesterificacdo, alcoolise, acidolise,

dentre outras) ndo possuem tanto destaque quanto a esterificacdo e a transesterificacao,



sendo estas importantes industrialmente, em funcdo das inumeras aplicacGes
(RAJENDRAN; PALANISAMY; THANGAVELU, 2009; REINEHR et al., 2014). Em
relacdo aos flavours, as lipases podem ser utilizadas na sintese enzimatica de diversos
ésteres componentes de aroma, tais como etil, isobutil, amil e isoamil acetatos (VERMA,
THAKUR; BHATT, 2012), entre outros.

Esteres de aroma s&o formados a partir da reagdo de esterificacio direta de um acido
carboxilico com um &lcool na presenca de um catalisador, o qual define sua rota, seja
quimica ou enzimatica, e com a opcao da reacdo ser realizada na presenca (ou nao) de
solvente organico. Um dos produtos da reacdo € a 4gua, a qual necessita ser controlada para
evitar a ocorréncia da reacao inversa, a hidrélise (MACEDO; PASTORE, 1997).

Como a reacdo ocorre de maneira lenta, 0 emprego das lipases aumenta a velocidade
da reacdo. Desta forma, a concentracdo Otima de agua no meio reacional deve ser
relativamente baixa a fim de minimizar a formacdo de produtos indesejaveis, mas deve ser
suficiente para que a enzima permaneca ativa. Ainda, destaca-se que a temperatura, a razao
molar dos substratos, a quantidade de enzima e dgua adicionada influenciam na velocidade
de reacdo de esterificacdo (MARTINS, 2012). A reacdo de esterificacdo ¢é facilitada em
solventes organicos, tendo como vantagens a dissolucdo dos compostos hidrofobicos e o
deslocamento do equilibrio termodindmico para a sintese, j& que a agua, que favorece a
reacdo de hidrdlise, esta presente em quantidades muito reduzidas (MARTINS et al., 2014;
GUMEL et al., 2011; RAJENDRAN; PALANISAMY; THANGAVELU, 2009; KUMAR et
al., 2006).

Por outro lado, poucos trabalhos na literatura abordam a producdo do éster
propionato de isoamila, componente de aromas de damasco e abacaxi, também do adocicado
de améndoas, bem como de algumas bebidas alcodlicas (KRISHNA; KARANTH, 2002).

Neste contexto, este trabalho aborda a sintese de ésteres de isoamila, componentes de
aromas ditos naturais, por via enzimatica, com énfase na sintese de propionato de isoamila,

avaliando diferentes fatores que possam influenciar o desempenho da enzima.



2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL

Este trabalho tem como objetivo principal sintetizar o éster propionato de isoamila,
resultante da reacdo do acido propiodnico e alcool isoamilico, utilizando lipases microbianas
comerciais como catalisador, em sistema com a presenca de solvente orgénico, avaliando a

influéncia de diferentes parametros reacionais na esterificacéo.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar diferentes lipases comerciais e substratos para a sintese de esteres de
isoamila, a fim de selecionar um sistema reacional e um biocatalisador para estudo;

- Selecionar o solvente organico apropriado para o sistema reacional em estudo;

- Avaliar o efeito da adi¢do de agua no meio reacional;

- Estabelecer temperatura, raz&o molar alcool:&cido e concentracdo de acido no meio

reacional a fim de se obter o maximo percentual de esterificagéo.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1. ENZIMAS

Enzimas sdo catalisadores bioldgicos de diversos processos, atuando em organizadas
sequéncias, catalisando etapas de degradacdo das moléculas, reacBes que conservam e
transformam energia quimica e também as que constroem macromoléculas bioldgicas.
Tratam-se de grandes moléculas de proteinas que, como outros tipos de catalisadores, nao
séo necessarias em grandes quantidades para tornarem-se efetivas (POTTER; HOTCHKISS,
2007; NELSON; COX, 2013).

O sitio ativo de uma enzima é uma regido tridimensional formada por diferentes
grupamentos da estrutura primaria da enzima que se ligam aos substratos e cofatores a fim
de promover a quebra ou gerar novas ligacdes (COELHO; SALGADO; RIBEIRO, 2008). A
catélise ocorre a partir da diminuicdo da energia de ativacdo do sistema gerando assim um
aumento na velocidade de reacdo. Parte desta energia origina-se de ligacOes fracas do
substrato com a enzima, como ligacbes de hidrogénio, interacdes ibnicas e também
hidrofébicas (FENNEMA; DAMODARAN; PARKIN, 2010).

Enzimas imobilizadas s&o utilizadas para uma maior estabilidade e facilidade na
separacdo do meio de reacdo gerando uma economia nos custos do processo. Apresenta
como vantagens 0 aproveitamento da atividade catalitica por um maior periodo de tempo,
operacdo em modo continuo possibilitando um maior controle das variaveis do sistema,
facilidade de separacdo catalisador-produto, reducdo do volume de reacdo, possibilidade de
alteracdo das propriedades cataliticas da enzima (garantia de estabilidade de pardmetros
como pH e temperatura, reducdo dos efeitos de inibi¢cdo substrato—produto) e possibilidade
de uma interrupcdo na reacdo quando determinada conversao é atingida. Como desvantagens
ou limitacdo das enzimas imobilizadas tém-se a perda de atividade que pode ser provocada
durante o processo de imobilizacdo e caracteristicas fisicas do biocatalisador (substrato
soltvel ou ndo) (BON; FERRARA; CORVO, 2008).

3.2. LIPASES

As lipases séo enzimas ativas classificadas como hidrolases utilizadas em reagdes
que envolvem Gleos e gorduras como a hidrolise de 6leos a acidos graxos (PICO et al.,2016;
SATYARTHI; SRINAVAS; RATNASAMY, 2011); como também em reagdes reversas



como esterificacdo (LI et al., 2015; POHNLEIN et al., 2014; ABDULMALEK et al., 2012;
GUMEL et al., 2011; ARAGAO et al., 2011; ARAGAO et al., 2009) e transesterificacio
(WONG et al., 2015; LOPRESTO et al., 2015; MOHAMMADI et al., 2015), dentre outras.
Séo catalisadores versateis e muito eficientes, tendo uma posicéo de destaque devido a gama
de reacOes catalisadas por estas enzimas em sistemas organicos e com baixo contetido de
4gua (VILLENEUVE , 2007).

De maneira natural sdo encontradas em tecidos e secre¢des de animais e vegetais,
podendo também ser produzidas por cultivos empregando micro-organismos como bactérias
fungos e leveduras. As espécies de fungos tem seu cultivo preferencial em meios solidos
(cultivo em superficie), enquanto leveduras e bactérias sdo cultivadas em meio liquido
(cultivo submerso) (MACEDO; PASTORE, 1997; TREICHEL et al., 2010; RIGO et al.,
2010).

O uso biotecnoldgico das enzimas deve-se as inUmeras vantagens, como estabilidade
em solventes organicos, sua larga especificidade pelo substrato, alta enantiosseletividade
(sintese quiral), formacdo de produtos puros, condigdes amenas de pH e temperatura. Nas
reacOes de catalise, as lipases tém como funcdo a quebra das ligacGes de triacilglicerois, na
hidrolise; e, na reacdo inversa, esterificacdo em condi¢cdes microaquosas (STERGIOU et al.,
2013; COLLA; REINEHR; COSTA, 2012; VERMA; THAKUR; BHATT, 2012; JAEGER,;
EGGERT, 2002).

Lipases de origem microbiana sdo mais amplamente utilizadas na industria por
apresentarem uma producdo em menor tempo, por serem de facil manipulacdo genética, por
proporcionar um aumento na escala de producdo e purificacdo e por sua especificidade e
estabilidade (REINEHR et al., 2014). Lipases comerciais como Novozym® 435
(BANSODE; RATHOD, 2014; MARTINS et al., 2014; MARTINS et al., 2013; MARTINS
et al., 2011; TAMALAMPUDI et al., 2008; ROMERO et al., 2005; GUVENC; KAPUCU;
MEHMETOGLU, 2002) e Lipozyme® RM IM (MARTINS et al., 2014; ARAGAO et al.,
2009; ARAGAO et al., 2011; GUVENC; KAPUCU; MEHMETOGLU, 2002) séio

amplamente utilizadas para sintese de ésteres.

3.3. ESTERES DE AROMA

Esteres de aroma sdo de grande importancia na industria devido & fragrancia e sabor
caracteristicos. S&o responsaveis pela formagdo e acentuacdo de aromas nas industrias de
alimentos, cosmetica e farmacéutica (SINGH; SAXENA; NAIK, 2014; KHAN; RATHOD,



2015). Os aromas séo responsaveis pela identidade de determinado produto e podem ser
considerados como ingredientes criticos pelo simples motivo de que, sem a adigdo destes, 0s
produtos ndo teriam aceitagdo. Outros compostos organicos, assim como os ésteres, podem
ser utilizados como componentes de aroma, como cetonas, alcoois, aldeidos, éteres de
fenois, dentre outros (AKACHA; GARGOURI, 2015; DE BARROS et al., 2012;
MACEDO; PASTORE, 1997).

Os aromas, conforme a International Organization of the Flavor Industry — I0FI
(2012), séo definidos como qualquer material perceptivel principalmente pelos sentidos do
paladar e do olfato. A industria alimenticia sofre grande influéncia por parte de
consumidores que buscam conhecimento sobre as caracteristicas nutricionais dos alimentos
e também dos aditivos que neles sdo empregados. Bioaromas, portanto, sao preferidos pelo
mercado consumidor, visto que agregam valor ao produto, fazendo com que o custo da
biocatalise passe a ter um custo final menos significativo (MACEDO; PASTORE, 1997).

A indUstria de cosméticos busca novas alternativas as rotas quimicas visando o
enfoque na seguranca ambiental, sustentabilidade e também pela maior consciéncia por
parte dos consumidores sobre produtos naturais e livres de quimicos. Os produtos
abrangidos por estas industrias sdo necessarios aos seus consumidores de diferentes faixas
etarias e condi¢bes econébmicas para consumo didrio, como produtos de higiene pessoal,
cuidados com o cabelo e maquiagem (KHAN; RATHOD, 2015).

Esteres sdo compostos organicos sintetizados através de reacdo de esterificacdo de
um &cido carboxilico e um alcool. A reacdo de esterificacdo é direta (Equacdo 1), podendo
ser catalisada ou até mesmo espontanea, dependendo das condi¢cdes de temperatura, acidez
do &cido envolvido e da miscibilidade dos reagentes.

RCOOH + R;0H <> RCOOR; + H,0 1)

Essa reacdo comumente produz moléculas volateis como agua e alcoois de baixa
massa molar, podendo ser utilizado o excesso de algum dos reagentes para o deslocamento
do equilibrio ou a 4gua pode ser removida por processos como adsor¢do, destilagdo, uso de
agentes secantes ou membranas seletivas a agua.

O grau de esterificacdo é dependente das condi¢cdes ao qual o sistema reacional esta
submetido, visto que a reagdo inversa a esterificacdo — a hidrolise - é determinada pelo

conteudo de &gua presente. Faz-se, assim, 0 uso de solventes organicos para aumentar a



solubilidade de substratos hidrofébicos, impedindo a hidrélise e favorecendo a esterificacao
(RAJENDRAN; PALANISAMY; THANGAVELU, 2009; GUMEL et al., 2011).

A rota de sintese quimica do ester é considerada uma pratica comum nas industrias,
onde o produto gerado é classificado como éster de aroma artificial, e cuja producao utiliza
catalisadores inorganicos, temperaturas elevadas e pressdo reduzida. Tais condi¢cdes geram
um alto custo de producdo, a formacdo de subprodutos indesejaveis e o éster obtido como
produto final é heterogéneo (devido a diferencas no grau de esterificacdo e do
posicionamento do grupo acila) (MARTINS et al.; 2014; FERRER et al., 2005).

A sintese biotecnologica apresenta como base 0 uso de enzimas, oriundas de
bactérias, fungos ou leveduras utilizados como reagentes ou agentes cataliticos. Oferece um
alto rendimento em comparacéo com a sintese quimica e acelera as reagdes em até 10%-10"
vezes. Requer condi¢cBes moderadas para reacdo como meios de temperaturas entre 40°C e
60°C e pH entre 5 e 8. Algumas enzimas atuam em meio aquoso e apresentam elevado grau
de seletividade, o que aumenta seu potencial de uso e reduz o consumo de energia durante o
processo. O produto, assim gerado, é classificado como éster de aroma natural (GUMEL et
al., 2011; BON; FERRARA; CORVO, 2008; AKACHA; GARGOURI, 2015;
EISENMENGER; REYES-DE-CORCUERA, 2010).

Alcool isoamilico (3-metil-1-butanol), também conhecido como élcool isopentilico,
isobutil carbinol e alcool isoamilico primario, trata-se de um alcool precursor de ésteres de
aroma para a industria de alimentos, de perfumes e cosmética, sendo utilizado como
solvente na extracdo de compostos farmacoldgicos bem como para producdo de ésteres
lubrificantes. Como alternativa ao alcool isoamilico, este pode ser obtido de um residuo
denominado Oleo fusel. Oleo flsel se trata de um residuo das destilarias de etanol,
constituido por uma mistura de &lcoois superiores, classificados como congéneres da
fermentacdo alcoolica, retirados da coluna de retificacdo onde tende a se acumular. Também
por estes alcoois serem obtidos da fermentacdo da cana-de-agUcar, podem ser considerados
como naturais, garantindo alto valor agregado ao produto (DE TEVES, 2003; FERREIRA,
MEIRELLES; BATISTA, 2013).

Dos ésteres produzidos da reagdo com alcool isoamilico, muitos deles ja tiveram sua
sintese estudada. Na Tabela 1, estes sdo descritos e definidos conforme sua ocorréncia, bem

como os trabalhos reportados na literatura.



Tabela 1 - Esteres de alcool isoamilico.

Ester de Isoamila Ocorréncia Referéncias
Romero et al.
O CHj
PN § a0
H3C O CHgz Aroma de banana

da Silva (2014)

Acetato de Isoamila

Aragdo et al. (2009)

@) CHj
/\/Lk /\/k Caracteristico do Anschau et al.
HzC O CH3z
aroma de péra (2011)
Butirato de Isoamila
(@) CHs Compde o0 aroma de Varma: Madras

CHg(CHz)QCHQ/lLO/\)\CH banana, aromas (2007)

3
doces, de queijo e de
Laurato de Isoamila bebidas alcodlicas

Presente no aroma de

cervejas e vinhos, Krishna; Karanth

O CHj
compde formulagdes (2002)
ch \/”\O/\)\CHS

de aroma de
) Leyva et al. (2015)
damasco e abacaxi,

Propionato de Isoamila ) .
também o adocicado

de améndoas

Esteres derivados de cadeias curtas como acetatos, butiratos e propionatos
apresentam baixa massa molar e representam uma boa parte dos aromas por caracterizar
aromas frutados e fragrancias (MACEDO; PASTORE, 1997).



3.4. CONDICOES DE REACAO

O estudo de determinadas variaveis do processo se torna importante para que a
estabilidade do sistema ndo venha a ser afetada. Fatores como solvente, temperatura, agua,
concentracdo de enzima e razdo molar alcool:acido sdo importantes. Nenhuma destas
propriedades individualmente é responsavel pelas fun¢Bes enzimaéticas, em muitos casos

varias destas devem ser consideradas (ZHAO et al., 2009).

3.4.1. Solvente

O uso de solventes organicos para reacfes catalisadas por enzimas apresenta como
vantagem o deslocamento do equilibrio termodindmico da reacdo favorecendo a sintese com
uma maior solubilidade dos produtos de interesse (FERNANDES, 2002). E de fundamental
importancia na sintese catalisada por lipases, pois se faz necessaria a escolha de um solvente
capaz de dissolver suficientemente ambos os substratos envolvidos. Este também néo deve
afetar a estabilidade e a atividade da enzima (GUMEL et al., 2011).

O coeficiente de particdo de um solvente, Log P, estd associado a hidrofobicidade do
mesmo, podendo ser usado como indicador quantitativo da sua polaridade. Refere-se ao
coeficiente de particdo de um soluto em um sistema bifasico de octanol e 4gua determinado
a partir das concentracGes de ambas as fases no equilibrio. Existe uma correlagdo entre a
atividade da enzima e a polaridade do solvente orgénico, pela habilidade deste em afetar a
camada de agua que estabiliza o biocatalisador (LAANE et al.,1987). Os solventes que
menos afetam a atividade enzimaética sdo os mais hidrofobicos, por ndo interagirem com a
agua necessaria para manter a enzima ativa, enquanto que os solventes mais hidrofilicos
tendem a retirar a agua da camada proteica, ocasionando a perda da atividade enzimética
(DE PAULA; BARBOSA; DE CASTRO, 2005).

De fato, a preferéncia € por solventes inofensivos em que a enzima permaneca ativa e
que ndo seja desativada rapidamente. Geralmente, para o caso de reacOes catalisadas por
lipases, solventes com Log P > 3 sdo utilizados, como n-hexano e n-heptano, por exemplo.
Eles, porém, ndo séo apropriados para reacdes que envolvem dois substratos de polaridades
diferentes, como no caso da sintese de ésteres de agUcar, onde uma molécula hidrofilica de
acucar € combinada com uma lipofilica de acido graxo. A solubilidade do agucar neste meio
é quase nula (VILLENEUVE, 2007).
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Na Tabela 2, estdo os solventes mais empregados para reacdes de esterificacdo
catalisadas por lipases.

Tabela 2 - Coeficiente de particdo de solventes comumente utilizados para sinteses

organicas.

Solvente LogP
Dimetilsulfoxido (DMSO) -1,3
Acetonitrila -0,33
Acetona -0,23
Metiletilcetona (Butanona) 0,29
Eter dietilico 0,71
Diclorometano 1,25
Cloroférmio 2,0
Tolueno 2,5
Hexano 3,5
Heptano 4,0

Fonte: LAANE et al. (1987)

A ANVISA — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, na resolucdo RDC n° 2, de
15 de janeiro de 2007, sobre aditivos aromatizantes e quanto ao uso de solvente de extragédo
e processamento de alimentos, fixa a concentragdo méaxima limite dos seguintes solventes no
produto final (Tabela 3).
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Tabela 3 - Limite de solventes permitidos para extracdo e processamento.

Solvente Concentracdo maxima (mg.Kg™)

Acetato de etila 10,0

Acetona 2,0

Butano 1,0
1-Butanol 1,0
Ciclohexano 1,0
Diclorometano 0,1

Dioxido de carbono Limite ndo especificado
Eter de petr6leo 1,0

Eter dibutirico 2,0

Eter dietilico 2,0

Eter metil terc-butilico 2,0
Etilmetilcetona 1,0

Hexano 1,0

Isobutano 1,0

Metanol 10,0

Propano 1,0

Tolueno 1,0

Fonte: ANVISA (2007)
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3.4.2. Temperatura

A temperatura afeta a reacdo nos seguintes parametros: uma influéncia direta na
velocidade de reagdo, na posicdo do equilibrio, na estabilidade da enzima e na solubilidade
dos reagentes e dos produtos. Quando submetidas a altas temperaturas, provoca-se uma
diminuicao significativa na atividade enzimatica devido a desnaturacdo (STERGIOU et al.,
2013; GUMEL et al., 2011).

Empiricamente, a temperatura na qual as lipases apresentam atividade encontra-se
numa faixa de 30°C a 80°C. O 6timo de temperatura depende de outros fatores da reagdo
como comprimento da cadeia das moléculas de acido graxo (GUMEL et al., 2011). Para as
lipases comerciais Lipozyme® 435 e Lipozyme® RM IM as temperaturas estudadas na
literatura variam entre 30°C e 60°C (MARTINS et al., 2014; BANSODE; RATHOD, 2014;
ARAGAO et al., 2009; ROMERO et al., 2005; GUVENC; KAPUCU; MEHMETOGLU,
2002).

3.4.3. Agua

A &gua é um fator necessario na esterificacdo para a estabilidade e hidratacdo da
enzima (influencia na flexibilidade da proteina), para promover a conformacéo correta da
enzima, permitindo que o sitio catalitico fique ativo, e também para a atividade enzimética
(a agua presente dentro da enzima catalisadora € mais importante que a agua do sistema
quando se tratando da atividade enzimatica). Um excesso de agua nha enzima provoca
aumento na camada de &gua em torno de sua molécula, podendo ocasionar problemas de
difusdo limitada de entrada em substratos ou produtos liberados. Seu acimulo na reagdo
pode vir a deslocar o equilibrio da reacdo no sentido de uma hidrolise, isto €, provocar a
reacdo inversa a esterificacdo (GUMEL et al.,2011; WANG et al., 2016).

A 4gua também é um produto da reacdo. Embora sua concentragdo seja muito baixa
em sistemas enzimaticos em meio organico, pequenas variacbes da quantidade de agua
podem provocar grandes modificacfes na atividade da enzima. A diminuicdo da atividade
pode vir a ocorrer devido as limitacdes a transferéncia de massa motivada pelo transporte do
substrato através de uma fase aquosa ou de uma agregacdo das particulas de catalisador
(AIRES-BARROS, 2002).

3.4.4. Concentragédo de enzima e razdo molar dos substratos
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Um aumento na quantidade de enzima afeta positivamente a velocidade de reacéo,
sendo que a velocidade da reacdo aumenta com o aumento da concentracdo do catalisador
até um determinado nivel em que estabiliza. Porém, em uma concentracdo muito elevada, a
conversao ndo apresenta um aumento muito claro. Este fato pode estar associado a
dificuldade de manter a suspensdo do biocatalisador uniforme (para enzimas imobilizadas),
bem como pode ocorrer captura de &gua livre pelo suporte da enzima, acarretando uma
inativacdo enzimatica. Ainda, se o rendimento da reacdo ja for elevado, um novo incremento
na quantidade de catalisador ndo proporcionara um significativo aumento da conversédo
final. E importante que sejam atingidas altas taxas de conversdo com uma menor quantidade
de enzima, visto que em reagdes com enzimas um fator importante € seu alto custo (LAMIN,
2006; MARTINS et al., 2014).

As razdes molares dos dois substratos participantes da reacdo influenciam
significativamente a reacdo por que a solubilidade de um dos substratos pode provocar a

dissolucdo do outro afetando a polaridade da reacdo (GUMEL et al., 2011).

3.5. SINTESE ENZIMATICA DE ESTERES DE AROMA

Martins et al. (2014) compararam o desempenho de lipases comerciais imobilizadas
(Novozym® 435, Lipozyme® TL IM e Lipozyme® RM IM) na sintese de diferentes esteres
de aroma utilizando como substratos os acidos acético, propidnico e butirico com etanol,
alcool isopropilico, butanol ou pentanol. A enzima Novozym® 435 foi a mais eficaz na
maioria das reacdes, perdendo na sintese do butirato de etila para a Lipozyme® RM IM. As
reacbes com o0 &cido butirico obtiveram as maiores taxas de conversdo. Através da
otimizacdo, rendimentos maiores que 90% foram obtidos para as trés enzimas testadas.
Novozym® 435 manteve sua atividade superior a 80% em 5 vezes de reuso, a Lipozyme®
RM IM também 5 vezes e Lipozyme® TL IM apenas 3 vezes.

Kuperkar et al. (2014) estudaram o efeito da temperatura na sintese do propionato de
isobutila em sistema livre de solvente com a enzima Novozym 435, variando-a de 30°C para
50°C e mantendo os outros parametros constantes. A conversdo maxima obtida de 92,5% na
temperatura de 40°C em meio contendo 5% de enzima, razdo molar alcool: &cido de 3:1 e
300 rpm de agitacéo.

Da Silva (2014) otimizou a produgdo enzimatica do acetato de isoamila avaliando a
concentracdo de enzima, razdo molar alcool:&cido, cinética da reacdo e ciclo de reutilizacdo

de enzima comercial (Novozym® 435) e o efeito das peneiras moleculares em sistema livre
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de solvente organico. Como resultados, obteve conversdes superiores a 90%, apos 3 h de
reacdo nas condicBes de 30°C, razdo molar acido:alcool de 1:5 e com 15% em massa de
enzima. Estudando o reuso da enzima, obteve conversGes superiores a 83% para 10 ciclos
reacionais.

Aragdo et al. (2011) sintetizaram o éster butirato de etila com a enzima Lipozyme®
RM IM e n-heptano como solvente. Utilizaram um planejamento experimental para
estabelecer a 6tima condicdo de esterificacdo, temperatura, razdo molar e concentracdo dos
substratos. Um percentual de esterificacdo de 88% foi obtido em 3 h de reacdo para um
sistema a 45°C, concentragdo da enzima Lipozyme® RM IM de 7,7 g.L ™ concentragdo de
acido butirico de 90 mM e razdo molar &cido butirico:etanol de 1:1.

Varma e Madras (2010) investigaram a reacdo de esterificacdo do acido propidnico
com trés diferentes alcoois (alcool isopropilico, alcool isobutilico e alcool isoamilico) em
dioxido de carbono supercritico com cinco diferentes enzimas (Novozym® 435, Lipolase®
100T, lipase de Candida rugosa e duas lipases extraidas de pancreas suino de diferentes
fornecedores). O uso da enzima Novozym® 435 mostrou-se mais eficaz que as demais
enzimas, e a esterificacdo se mostrou mais rapida com os alcoois primarios, como o alcool
isobutilico e o isoamilico. A taxa de conversdo diminuiu com o aumento da cadeia, sendo
assim a conversao com o alcool isobutilico foi maior que com o alcool isoamilico.

Aragdo et al. (2009) estudaram a sintese do éster butirato de isoamila utilizando as
lipases microbianas Lipozyme® TL IM imobilizada em silica e Lipozyme® RM IM
imobilizada em resina aniénica. Testaram diversos solventes e a adicdo de agua no sistema.
Como resultado, uma esterificacdo de 80% foi obtida em 48 h nas condices de 3 g.L™ de
enzima Lipozyme® TL IM a 30°C, 180 rpm de agitacao, razao molar alcool: &cido de 1:1 e
concentracdo de acido de 0,06 M. O solvente selecionado para o sistema foi o n-hexano. A
adicdo de &gua no sistema reacional também foi avaliada, onde com um aumento da
quantidade de adgua (30 pL para 70 pL) a porcentagem de esterificacdo méaxima decresceu de
83% para 72%.

Romero et al. (2005), no estudo da sintese do acetato de isoamila em hexano,
avaliaram as varidveis operacionais e o efeito da inibicdo de reagentes e produtos.
Determinaram o efeito do pH sobre a atividade da enzima Novozym® 435, mostrando uma
forte influéncia deste pardmetro, diminuindo a atividade enzimatica em até 3 vezes quando a
variacdo do pH se deu de 7,7 a 3,5; sendo 7,7 o pH oOtimo para esta enzima. Para
esterificacdo, a maxima conversdo de 100% foi obtida nas primeiras 3 h de reacdo, onde a

taxa de formacdo do éster foi elevada, na temperatura de 37°C e 200 rpm de agitag&o.
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Varma e Madras (2007) estudaram a esterificacdo do acido esteérico e acido laurico
com alcool isoamilico na presenca de dioxido de carbono supercritico. Investigaram
diversos parametros que influenciam a sintese utilizando trés diferentes lipases (Novozym®
435, Lipolase® 100T e lipase de Candida rugosa). Foi obtida conversdo maxima com a
enzima Novozym® 435, de 37% para o laurato de isoamila e 53% para o estearato de
isoamila. A faixa de temperatura Otima para todas as enzimas foi 40-45°C e ambas as
cinéticas mostraram maxima conversdo entre 2 e 3 h. Quanto ao estudo da influéncia da
agua, seu excesso reduziu a conversao e o excesso de alcool néo a reduziu.

Krishna e Karanth (2002) realizaram um estudo para determinar as influéncias de
variaveis sobre o rendimento da sintese do éster propionato de isoamila, bem como uma
otimizacdo utilizando a metodologia de superficie de resposta. No estudo para a sintese de
propionato de isoamila utilizando a lipase Lipozyme® IM 20, de Rhizomucor miehei, um
percentual de esterificacdo méaximo de 93% foi atingido para uma relacdo de 24 g.mol™
enzima-substrato, concentracdo de substrato de 1,5 M (concentragcdo considerada elevada)
para uma razdo alcool:4acido de 2:1 em um tempo de 24 h. Concluiu-se também que a
solubilidade do alcool isoamilico em agua minimizou o acimulo desta sobre a superficie da

enzima conduzindo a mais elevada conversao.
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4. MATERIAL E METODOS

Um fluxograma demonstrando as etapas do estudo proposto esta apresentado

na Figura 1.

Figura 1 - Fluxograma de etapas envolvidas no desenvolvimento da dissertacéo.

Testes preliminares, a fim de estabelecer a lipase e o0 acido carboxilico a serem
utilizados na sintese de éster de isoamila

NS

Teste comparativo de esterificacdo em dois diferentes equipamentos, banho com
agitacdo reciproca e incubadora rotatoria tipo shaker

NS

Estudo do efeito de diferentes solventes (acetona, metiletilcetona, éter dietilico,
tolueno, hexano e heptano) na sintese de propionato de isoamila

NS

Avaliacdo da adig&o inicial de &gua (0, 0,075 e 0,125 v/v) na sintese de propionato
de isoamila

NS

Avaliacdo do efeito da temperatura (25°C, 30°C, 35°C, 40°C e 45°C) na sintese de
propionato de isoamila

NS

Avaliacéo do efeito da relagdo molar alcool isoamilico:acido propiénico (1:1, 3:1 e
5:1) na sintese de propionato de isoamila

NS

Avaliacdo do efeito da concentracéo de &cido propiénico (0,06 M; 0,1 M; 0,2 M ;
0,3 M e 0,5 M) na sintese de propionato de isoamila
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4.1. MATERIAIS
4.2. REAGENTES

Os reagentes utilizados para as sinteses de ésteres de aroma estdo listados a

sequir:

e Acetona (Synth, Brasil);

e Acido acético (Proquimios, Brasil)

e Acido butirico (Merck, Brasil);

e Acido laurico (Dinamica, Brasil);

¢ Acido propidnico (Mallinckrodt Chemicals, Estados Unidos);

e Alcool etilico absoluto (Synth, Brasil);

¢ Alcool isoamilico (Synth, Brasil);

e Eter dietilico (Dinamica, Brasil);

e Fenolftaleina 1%;

e Heptano (Synth Brasil);

e Hexano (Synth, Brasil);

e Hidroxido de potéssio (Vetec, Brasil);

e Metiletilcetona (Vetec, Brasil);

e Sulfato de magnésio (Synth, Brasil);

e Tolueno (Synth, Brasil).

4.2.1. Enzimas

Foram utilizados como biocatalisador para 0s experimentos as enzimas
Lipozyme® RM IM e Lipozyme® 435, fabricadas pela Novozymes e gentilmente
fornecidas pela LNF Latino Americana (Bento Gongalves, RS — Brasil).

A lipase Lipozyme® RM IM (Anexo 1) é uma enzima comercial imobilizada em
resina de troca anionica e produzida por cultivo submerso do fungo Aspergillus oryzae
geneticamente modificado, onde o0 micro-organismo doador do gene que produz a lipase
é Rhizomucor miehei. Lipozyme® 435 (Anexo 2) trata-se de uma lipase de Candida
antarctica imobilizada em resina acrilica, recombinante, expressa em Aspergillus niger,

conforme o fabricante.



18

4.2.2. Equipamentos

Foram utilizados dois equipamentos para a realizacdo da sintese, 0 banho com
agitacdo reciproca (Banho Dubnoff Tecnal TE-053, Brasil) e a incubadora rotatoria tipo

shaker (incubadora com agitacdo orbital Tecnal TE 420, Brasil).

4.3. TESTES PRELIMINARES PARA SELECAO DO BIOCATALISADOR E
ACIDO CARBOXILICO

Para esta etapa foi utilizado o solvente n-hexano, que apresenta log P 3,5, sendo
citado na sintese de diferentes ésteres (CHOWDARY; RAMESH; PRAPULLA, 2000;
KRISHNA et al., 2001; SHIH et al., 2007).

Para a selecdo do biocatalisador mais apropriado foram realizados ensaios
preliminares com duas enzimas comerciais, sendo elas: Lipozyme® RM IM e
Lipozyme® 435.

Estas duas enzimas foram utilizadas na sintese de ésteres de isoamila, utilizando-
se acidos de diferentes tamanhos de cadeia a fim de selecionar um para o estudo. Os
acidos estudados foram os &cidos acético, butirico, propibnico e laurico, a fim de obter
acetato, butirato, propionato e laurato de isoamila, respectivamente.

A sintese dos ésteres foi realizada através da metodologia para reagdes de
esterificacdo descrita por Aragdo et al. (2009), utilizando frascos de vidro (100 mL)
com 40 mL de volume atil contendo acido na concentracdo de 0,06 M, razdo molar
alcool: 4cido 1:1 e quantidade de enzima definida em 3 g.L™*. A temperatura indicada
para o processo foi de 30°C, em banho com agitacdo reciproca, a 180 rpm, por um
periodo que variou de 6 a 48 h, dependendo da sintese.

4.4. AVALIACAO DOS EQUIPAMENTOS PARA SINTESE

Um estudo comparativo entre dois equipamentos foi realizado, pelo fato de ter
sido necessaria a substituicio do equipamento inicialmente utilizado. Foram
comparados 0 banho com agitacdo reciproca e a incubadora rotatoria tipo shaker nas
condigdes reacionais propostas por Aragdo et al. (2009) com a enzima e 0 4acido

carboxilico selecionados no item 4.3.
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4.5. EFEITO DE DIFERENTES SOLVENTES NA REACAO DE ESTERIFICACAO

O efeito dos solventes foi avaliado utilizando-se as mesmas condigcOes
reacionais propostas por Aragdo et al. (2009), utilizando-se diferentes tipos de
solventes: acetona, metiletilcetona, éter dietilico, tolueno, hexano e heptano, em

equipamento estabelecido no item 4.4.

4.6. AVALIACAO DA ADICAO INICIAL DE AGUA NA REACAO DE
ESTERIFICACAO

Com o solvente selecionado, para a avaliacdo da influéncia da adi¢éo de agua no
inicio da reacdo, primeiramente as solucdes de &cido e alcool diluidas em solvente
foram tratadas com sulfato de magnésio anidro (MgSQO,), com o objetivo de eliminar
possiveis vestigios de agua presente nas solucdes (WANG et al.,, 2016). Foram
realizados ensaios com adicdo inicial de 0, 0,075 e 0,125% v/v de agua, comparando
com o0 ensaio sem a adicdo de agua e sem o tratamento dos reagentes. O sistema de

reacao e as condigdes foram as mesmas dos itens anteriores.

4.7. EFEITO DA TEMPERATURA NA ESTERIFICACAO

A fim de avaliar o efeito da temperatura na reacdo de esterificacdo, foram
testadas as temperaturas de 30°C (adotada até esta etapa), 25°C, 35°C, 40°C e 45°C.

4.8. EFEITO DA RAZAO MOLAR ALCOOL:ACIDO NA ESTERIFICACAO

Com a melhor temperatura de sintese selecionada, foram testadas diferentes
razGes molares alcool isoamilico : &cido propidnico. As relacBes estudadas foram: 1:1
(adotada nas etapas anteriores do estudo), 3:1 e 5:1.

4.9. EFEITO DA CONCENTRACAO DE ACIDO NA ESTERIFICACAO

Diferentes concentracdes de &cido propibnico foram testadas a fim de
estabelecer a melhor condi¢do: 0,06 M (adotada até esta etapa), 0,1 M, 0,2 M, 0,3 M e
0,5 M.

4.10. DETERMINACOES ANALITICAS
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O acompanhamento dos experimentos foi realizado com a coleta de aliquotas de
1 mL em intervalos de tempo pré-definidos para determinacdao do grau de esterificacdo

ao longo do tempo de reacéo.

4.10.1. Determinacdo do teor de &cido residual e percentual de esterificacio

O teor de acido foi determinado através da titulacdo de 1 mL de aliquota,
previamente pesada, nos diferentes tempos de sintese, sendo diluida em 10 mL de etanol
contendo 0,1% de fenolftaleina e tituladas com KOH 0,02 N previamente padronizado
(ARAGAO et al., 2011).

A determinacdo do percentual de acido foi realizada a partir da Equacédo 4.1,
adaptada de AOCS (1998).

V-N-MM (4.1)
C (%) = ——m78———
(%) 10-wW
onde C é o percentual de acido carboxilico, V é o volume de KOH gasto na titulacdo, N
é a normalidade do KOH, MM ¢ a massa molar do &cido carboxilico e W a massa
correspondente a 1 mL de amostra retirada para titulacéo.
O percentual de esterificacdo foi expresso em percentual molar do 4acido

consumido, Equacéo 4.2, segundo Oliveira et al. (2000).

-C 4.2)
1
) x 100

Percentual de esterificacio (%) =

onde C, é concentracdo inicial dos acidos residuais livres no tempo 0 h, e C € a

concentracdo dos acidos residuais livres em um determinado tempo t .

4.10.2. Determinacéo da atividade de esterificacao

As determinacOes das atividades de esterificacdo foram realizadas de acordo
com a metodologia adotada por Rizzardi (2012).

A atividade de esterificacdo foi quantificada através da reacdo de sintese do
acido oleico e etanol na razdo molar de 1:1 (mistura padréo). A reagdo foi conduzida em

frascos Erlenmeyer contendo 5 mL da mistura padrdo e aproximadamente 0,1 g da
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enzima, sendo estes incubados em banho a 40°C por 40 min e agitacdo de 160 rpm.
Aliquotas de 500 pL foram retiradas do meio reacional e adicionadas a 20 mL de um
solucdo de acetona:etanol (1:1) para paralisar a reacdo. Apds, a quantidade de &cido
oleico consumido foi determinada através da titulagdo com NaOH 0,035M até atingir o
pH 11,0. Os ensaios em branco foram feitos adicionando-se 20 mL da solucdo de
acetona-etanol (1:1) e 500 pL da mistura padrao.

Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima

que consome 1 umol de acido graxo por minuto e calculada utilizando a Equacéo 4.2.

_ (Va-Vy) .M .1000.Vf (4.2)

AE
t.m.Vc

onde:

AE = atividade de esterificacéo (U.g™);

V, = volume de NaOH gasto na titulagdo da amostra retirada apds 40 min (mL);
V), = volume de NaOH gasto na titulagdo da amostra do branco (mL);

M = molaridade da solucdo de NaOH;

Vf = volume final de meio reacional (mL);

t = tempo (s);

m = massa de enzima (g);

Vc = volume da aliquota do meio reacional retirada para titulacdo (mL).

4.11. TRATAMENTO ESTATISTICO DOS DADOS

Os experimentos foram realizados em triplicata. Foi realizada a analise de
variancia e aplicados o Teste de Tukey ou o Teste t, a 95% de confianca (p<0,05), para
verificar a existéncia de diferencas significativas. Tais tratamentos foram realizados
com o uso do software Statistica 5.0 (StatSoft Inc., EUA).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. SELECAO DO BIOCATALISADOR E ACIDO CARBOXILICO

A Tabela 4 apresenta os resultados obtidos para o percentual de esterificagcdo
médio do butirato de isoamila em funcéo do tempo para as enzimas Lipozyme® 435 e
Lipozyme® RM IM.

Tabela 4 - Percentual de esterificacdo para o butirato de isoamila em funcéo do tempo.
Condicdes reacionais: 30°C; 180 rpm; concentracdo de acido 0,06 M; razdo molar

&lcool:acido 1:1; 3 g.L"! de enzima.

Percentual médio de esterificacdo (%) + desvio padréo

Tempo (h)
Lipozyme® 435 Lipozyme® RM IM
0 0,0+0,0™" 0,0+0,0
0,5 59,2 + 1,24 14,5 +1,8%F
1 76,3 1,34 29,4 +2,7%8
2 82,9 +0,4%¢ 55,7 +1,7°°
3 84,3 +1,8" 82,6 +1,7°#
6 83,5 + 0,22 84,4 + 1,4¢M
24 85,6 + 1,7%" 86,4 + 0,42
48 84,1 +1,9" 87,9 + 150"

Letras minusculas iguais representam que ndo ha diferenca significativa (p>0,05) entre os tempos de reagdo para uma
mesma enzima;

Letras mailsculas iguais representam que néo ha diferenca significativa (p>0,05) entre as enzimas para um mesmo
tempo de reagdo;

Letras gregas iguais representam que ndo ha diferenca significativa (p>0,05) entre os percentuais de esterificacdo

maximos.

O percentual de esterificacdo apresentou aumento no decorrer do tempo de
reacao até certo ponto. Assim, para a enzima Lipozyme® 435 ndo houve diferenca

significativa (p>0,05) para os tempos superiores a 2 h de reacdo, e para enzima
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Lipozyme® RM IM verificou-se que a partir das 6 h ndo houve mais variacdo do
percentual de esterificacdo. N&o houve diferenca significativa (p>0,05) para as enzimas
no mesmo tempo de reacdo a partir de 6 h. Assim, a partir deste tempo as duas enzimas
apresentaram 0 mesmo comportamento reacional.

Analisando os valores dos percentuais maximos de esterificacdo para as enzimas
Lipozyme® 435 (82,9% em 2 h) e Lipozyme® RM IM (84,4% em 6 h), seus valores
néo se diferiram a 95% de confianga. Por outro lado, essa diferenga de tempo para 0s
maximos percentuais de esterificagio comprovou que a enzima Lipozyme® 435
apresentou uma maior taxa de conversao.

Anschau et al. (2011) desenvolveram um estudo sobre a sintese do éster butirato
de isoamila (cujo &lcool isoamilico utilizado foi obtido a partir da destilacdo do 6leo
fasel), catalisado pela enzima Lipozyme® TL IM com n-hexano como solvente. A
partir de um planejamento fatorial estabeleceram como condi¢des temperatura de 50°C,
com 0,1 mol.L™ de 4cido butirico, concentracdo de 0,020 g mL™ de enzima; razdo molar
alcool: &cido de 3:1, agitacdo de 180 rpm, atingindo 94% de conversdo ap6s 18 h de
reacdo. Para ensaios nos quais utilizaram baixa concentragdo de enzima (0,003 g.mL™)
ou elevada concentracdo de acido (0,5 mol.L™"), os resultados obtidos foram baixos,
aproximando-se de 0%. Esse fato foi atribuido a reversibilidade da reacéo, isto €, a
hidrélise. Para baixa concentracéo de enzima (0,003 g.mL™), alta concentracdo de 4cido
(0,5 mol.L™?) e razdo molar de 3:1 (&lcool:4cido), o percentual de esterificacdo maximo
alcancou 69,6% em 6 h, porém em 18 h de reacdo ele reduziu-se, atingindo 0%. O
excesso de alcool pode reduzir a formacdo do complexo acil-enzima, resultando numa
diminuicdo da alcodlise ou até mesmo distorcer a camada de agua essencial das
moléculas de enzima.

Macedo, Pastore e Rodrigues (2004) otimizaram a sintese o éster butirato de
isoamila com a lipase de Rhizopus sp. em um sistema livre de solvente. A melhor
condicdo de esterificacdo foi na razdo molar alcool:acido de 1,5:1, uma concentracao de
enzima de 5,5% a 40°C, obtendo-se um percentual de esterificacdo de 75% em 48 h de
reacao.

O percentual de esterificacdo médio obtido para o acetato de isoamila é

apresentado na Tabela 5.
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Tabela 5 - Percentual de esterificacdo para o acetato de isoamila em funcdo do tempo.
Condicdes reacionais: 30°C; 180 rpm; concentracdo de acido 0,06 M; razdo molar
&lcool:acido 1:1; 3 g.L"! de enzima.

Lipozyme® 435 Lipozyme® RM IM
Percentual médio de Percentual médio de
Tempo (h) esterificacdo (%) + Tempo (h) esterificacdo (%) +
desvio padrao desvio padrao
0 0,0+0,0' 0 0,0+0,0'
0,25 35,7 £2,6° 1 15,1 +0,7°
0,5 58,0 + 0,3 2 23,3+ 1,4°
0,75 73,4 +14° 3 22,4 +1,8°
1 82,0+1,7° 6 38,4 +1,6°
2 86,0 + 0,12 24 85,3+0,2°
3 88,1+ 1,5% 48 90,5+0,7%
6 86,2 +0,1° - -

Letras minusculas iguais representam que ndo ha diferenca significativa (p>0,05) entre os tempos de reagdo para uma
mesma enzima
Letras gregas iguais representam que ndo ha diferenga significativa (p>0,05) entre os percentuais de esterificacdo

maximos.

Para a enzima Lipozyme® 435 ndo foram observadas diferencas significativas
(p>0,05) a partir de 2 h de reacdo, atingindo-se neste tempo 86,0% de esterificacdo.
Para tempos superiores ndo houve diferenca significativa nos percentuais de
esterificacdo. Para a enzima Lipozyme® RM IM observou-se um incremento elevado
no percentual de esterificacdo, de 6 h de reacdo até 24 h. O percentual maximo
correspondeu a 90,5% em 48 h de reacéo.

Ambos os valores méximos néo diferiram a 95% de confianga, mas os tempos de

reacdo distintos para atingir o percentual maximo de esterificacdo, de 2 h e 48 h
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respectivamente, implicam em produtividades distintas (ndo calculada), sendo
Lipozyme® 435 a que apresentou uma maior taxa de reacao.

No estudo de Guveng, Kapucu e Mehmetoglu (2002) em sistema livre de
solvente para a sintese do acetato de isoamila com a enzima Novozym® 435, a maxima
conversdo foi obtida em 6 h, com 80% de conversdo em uma concentracdo de 5% de
enzima. Também avaliaram a enzima Lipozyme® RM IM, na presenca de hexano como
solvente, e obtiveram uma conversdo maxima de 96% em 72 h para concentracdes
enzimaéticas de 7,5-10%.

Na sintese do acetato de isoamila, conforme estudo realizado por Romero et al.
(2005) com a enzima comercial imobilizada Novozym® 435 usando hexano como
solvente, na temperatura de 37°C e 200 rpm de agitacdo, a méaxima conversdo de 100%
foi obtida nas primeiras 3 h de reacdo, onde a taxa de formacao do éster foi elevada.
Com o decorrer do tempo, a reacdo tendeu a ficar mais lenta a medida que os substratos
eram consumidos.

A sintese do éster propionato de isoamila é apresentada na Tabela 6. Para ambas
as enzimas, o percentual de esterificacdo maximo foi observado apds 24 h de reacao,
sendo de 86,5% e 89,0% para Lipozyme® 435 e Lipozyme® RM IM, respectivamente.
Apesar dos valores estatisticamente iguais (p>0,05) para méaxima conversdo,
Lipozyme® 435apresentou um aumento expressivo no percentual de esterificagdo nas
primeiras 2 h de reacdo, quando comparado com a enzima Lipozyme® RM IM,
implicando em uma maior taxa de reacdo nesse intervalo de tempo.

Em relacdo aos tempos de reacdo, as duas enzimas se diferenciaram
estatisticamente a 95% de confianca (p<0,05), nos tempos de reacdo até 3 h.

No estudo de Krishna e Karanth (2002) para a sintese de propionato de isoamila
utilizando a lipase Lipozyme IM-20, também de Rhizomucor miehei, um percentual de
esterificacdo méaximo de 93% foi atingido para uma relacdo de 24 g.mol™ enzima-
substrato, concentracdo de substrato de 1,5 M (concentracdo considerada elevada) em

um tempo razoavelmente curto (24 h).
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Tabela 6 - Percentual de esterificacdo para o propionato de isoamila em funcéo do
tempo. Condigdes reacionais: 30°C; 180 rpm; concentracdo de acido 0,06 M; razéo
molar &lcool:4cido 1:1; 3 g.L™* de enzima.

Percentual médio de esterificacdo (%) + desvio padréo

Tempo (h)
Lipozyme® 435 Lipozyme® RM IM

0 0,0 £0,0" 0,0 £ 0,09"

0,5 32,4 +0,7° 14,0+ 1,7"B
1 59,6 + 0,6%4 25,6 +1,1%B

2 79,2 +1,0%* 42,7 +0,9%B

3 82,7 +0,1°A 55,7 + 2,2%B

6 82,1 +0,3*A 80,3 +1,7°A

24 86,5+ 1,64 89,0+ 1,6

48 87,4 +0,2%8 89,8 + 0,32"

Letras minusculas iguais representam que ndo ha diferenca significativa (p>0,05) entre os tempos de reacdo para uma
mesma enzima;

Letras mailsculas iguais representam que néo ha diferenca significativa (p>0,05) entre as enzimas para um mesmo
tempo de reagdo;

Letras gregas iguais representam que ndo ha diferenga significativa (p>0,05) entre os percentuais de esterificacdo

maximaos.

A Tabela 7 apresenta os resultados para a sintese do éster laurato de isoamila.
Para a enzima Lipozyme® 435, conforme observado na Tabela 7, o0 maximo percentual
de esterificacdo foi atingido em 2 h de reacdo, com 87,1%. Para a enzima Lipozyme®
RM IM, o comportamento foi similar, onde a esterificacdo correspondeu a 85,4% em 2
h. Para ambos os casos ndo houve diferenca significativa (p>0,05) entre os percentuais
de esterificacdo para 0s tempos posteriores.

Na andlise estatistica a 95% de confianga para comparacdo das enzimas em
tempos iguais, tem-se que para os tempos até 2,5 h de reagdo os comportamentos das

duas enzimas foram iguais, e que para tempos posteriores, de 3 e 6 h, a enzima
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Lipozyme® 435 apresentou um maior percentual de esterificagdo em comparagdo com a
Lipozyme® RM IM.

Varma e Madras (2007) estudaram a sintese do éster laurato de isoamila em um
sistema utilizando dioxido de carbono supercritico, em substituicdo ao solvente, e a

enzima Novozym® 435, encontrando 95% de conversdo em 4 h de reacao.

Tabela 7 - Percentual de esterificagdo para o laurato de isoamila em funcéo do tempo.
Condicgbes reacionais: 30°C; 180 rpm; concentracdo de acido 0,06 M; razdo molar

alcool:4cido 1:1; 3 g.L™* de enzima.

Percentual médio de esterificacéo (%) * desvio padrao

Tempo (h)
Lipozyme® 435 Lipozyme® RM IM
0 0,0 +0,0*" 0,0 +£0,0"
0.5 38,7+0,2%" 38,4 +0,4%"
1 71,7 £2,2°° 47,1 £0,1°
15 84,3 +2,0°" 82,6 +0,2°"
2 87,1+ 2,04 85,4 + 0,42
2,5 87,3+ 1,724 86,4 +1,72"
3 88,5 +0,2¢" 85,4 + 0,3*°
6 88,3 + 0,2¢" 85,5 + 0,28

Letras minusculas iguais representam que ndo ha diferenca significativa (p>0,05) entre os tempos de reagdo para uma
mesma enzima;

Letras mailsculas iguais representam que ndo ha diferenca significativa (p>0,05) entre as enzimas para um mesmo
tempo de reagéo;

Letras gregas iguais representam que ndo ha diferenga significativa (p>0,05) entre os percentuais de esterificagdo

maximos.

De modo geral, a sintese de ésteres de isoamila com diferentes tipos de &cidos e
com dois tipos de enzimas provou ser eficiente de modo a alcancar a formacgdo dos
produtos desejados. Os percentuais de esterificagdo méaximos alcangados foram,
respectivamente, para as enzimas Lipozyme® 435 e Lipozyme® RM IM: butirato de
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isoamila 82,9% (2 h) e 84,4% (6 h); acetato de isoamila 86,0 (2 h) e 90,5% (48 h);
propionato de isoamila 86,5% (24 h) e 89,0% (24 h); laurato de isoamila 87,1% (2 h) e
85,4% (2 h). Desta forma, tem-se que todas as sinteses ocorreram de forma bem
sucedida, com percentuais de esterificacdo superiores a 80%. Entretanto, considerou-se
que a enzima Lipozyme® 435 apresentou um melhor desempenho, pela tendéncia de
maior taxa de reagdo observada nas primeiras horas de sintese de butirato, laurato e
propionato de isoamila, indicando a possibilidade de se estabelecer processos com
maior produtividade. Em adicdo, optou-se pela escolha do acido propibnico, pois o
propionato de isoamila é componente de diversos aromas (aroma de banana, abacaxi e
damasco, aroma doce como améndoas, de queijo e bebidas alcodlicas), havendo poucos
trabalhos na literatura a respeito de sua sintese.

E importante frisar que este melhor desempenho da enzima Lipozyme® 435 esta
associado a sua maior atividade de esterificacdo. Foi obtida uma atividade de 46,28 +
1,49 U.g™" para a enzima Lipozyme® 435 e 25,06 + 2,24 U.g™ para a enzima Lipozyme®
RM IM, diferindo estatisticamente entre si.

5.2. AVALIACAO DO EQUIPAMENTO DE SINTESE ENZIMATICA

Por motivo de um possivel desgaste do banho com agitacdo reciproca, e por
diversos trabalhos citarem o uso de incubadora rotatoria tipo shaker, foi realizado um
ensaio de esterificagdo comparativo nestes dois equipamentos. O resultado deste
experimento pode ser observado na Tabela 8.

Analisando os resultados, o percentual maximo de esterificagdo no decorrer do
tempo de reacdo foi de 86,5% para o banho com agitacdo reciproca e 87,5% para a
incubadora rotatdria, ambos em 24 h. Na comparacdo entre os dois equipamentos em
um mesmo tempo, com excecdo do tempo de reacdo de 6 h, ndo houve diferenca
significativa (p>0,05) entre o banho com agitacdo reciproca e a incubadora rotatéria. As
maximas conversdes obtidas para ambos equipamentos ocorreram em 24 h de reacdo
(86,5% e 87,5%, respectivamente), ndo observando-se diferencas significativas (p>0,05)
entre eles. Desta forma, foi possivel a substituicdo do banho com a agitacdo reciproca
pela incubadora rotatoria para realizagdo dos experimentos, sem mudancas no

desempenho da reacéo.
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Tabela 8 - Sintese de propionato de isoamila em diferentes equipamentos. Condigdes
reacionais: 30°C; 180 rpm; concentracdo de acido 0,06 M; razdo molar alcool:acido 1:1;
3 g.L™ de enzima (Lipozyme® 435).

Percentual médio de esterificacdo (%) + desvio padréo

Tempo (h)
Banho com agitacéo reciproca Incubadora rotatéria

0 0,0 £0,0" 0,0 £ 0,04

0,5 32,4 +0,7° 33,7 1,194
1 59,6 + 0,6%4 59,2 + 1,4
2 79,2 +1,0%* 81,2 +1,2°A

3 82,7 +0,1°A 83,8 + 1,2°A
6 82,1+0,3B 83,3 + 0,6""

24 86,5+ 1,64 87,5+<0,1%"°

48 87,4 + 0,284 875+ <0,1%"

Letras mindsculas iguais representam que ndo ha diferenca significativa (p>0,05) entre os tempos de rea¢do, para um
mesmo equipamento.

Letras maiusculas iguais representam que ndo ha diferenca significativa (p>0,05) entre os equipamentos para um
mesmo tempo de reacéo;

Letras gregas iguais representam que ndo ha diferenga significativa (p>0,05) entre os percentuais de esterificacdo

méximos obtidos com os diferentes equipamentos.

5.3. EFEITO DOS SOLVENTES

Nesta etapa do estudo, foram realizados experimentos nas mesmas condic¢des
reacionais em termos de concentracdo dos substratos e enzima, agitacdo e temperatura, a
fim de avaliar diferentes solventes, sendo eles: acetona, metiletilcetona, éter dietilico,
tolueno, hexano e heptano. Os solventes foram escolhidos de forma a cobrir uma ampla
faixa de log P.

Para cada solvente, o teste de Tukey foi aplicado a fim de comparar o percentual

de esterificacdo ao longo do tempo, visando estabelecer o percentual maximo de
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esterificacdo e o respectivo tempo de reacdo (Apéndice A). Os resultados obtidos para o
percentual méximo de esterificacdo e o respectivo tempo para atingi-lo sdo apresentados
na Tabela 9, onde os diferentes solventes sdo comparados através do teste de Tukey.
Para Laane (1987), autor de um dos primeiros estudos sobre a correlagdo da
funcdo enzimatica com solventes organicos, ha trés regras em relacdo ao Log P (fator
que descreve a hidrofobicidade do solvente) e a biocatalise em solventes organicos: (1)
Solventes organicos com Log P < 2, ou solventes polares, ndo sdo adequados a reacoes
biocataliticas visto que atuam na interacdo agua-biocatalisador, inativando ou
desnaturando a enzima; (2) Solventes com Log P entre 2 e 4, muito pouco solGveis em
agua, captam a dgua da camada proteica da enzima que poderd vir a afetar a atividade
da enzima; (3) Solventes com Log P >4 séo apolares e praticamente insolUveis em &gua,
e ndo costumam afetar a quantidade de agua essencial da enzima, assim permanecendo

em um estado ativo.

Tabela 9 — Sintese de propionato de isoamila com diferentes solventes. Condicoes
reacionais: 30°C; 180 rpm; concentracdo de acido 0,06 M; razdo molar alcool:acido 1:1;

3 g.L™" de enzima (Lipozyme® 435).

Esterificagdo maxima Tempo de

Solvente LogP
(%) + desvio padréao reacdo (h)*

Acetona -0,23 21,3+2,3° 48
Metiletilcetona 0,29 245+1,1° 48
Eter dietilico 0,77 58,9 +0,7° 24
Tolueno 2,5 76,6 +1,9° 6
Hexano 3,5 87,5+<0,1% 24
Heptano 4,0 83,8 +0,1° 6

*Tempo para atingir a esterificacdo maxima.
Letras minusculas iguais representam que néo ha diferenca significativa (p>0,05) entre os percentuais de esterificacdo

maximos obtidos em cada solvente.
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Observa-se que 0 hexano resultou no maior percentual de esterificacdo, de
87,5% em 6 h de reacdo, apresentando diferenca significativa (p<0,05) em relacdo aos
demais solventes.

Conforme Xiao et al. (2015), solventes altamente hidrofébicos, como o hexano,
sdo preferidos para sinteses catalisadas por lipases, por ndo penetrarem na camada de
agua que envolve a enzima, favorecendo a manutencéo de sua conformacao.

Yadav e Lathi (2003), em estudo para sintese do ester isobutirato de butila
usando a enzima Novozym® SP 435 como catalisador, avaliaram diferentes solventes
como tolueno, heptano, isoctano e hexano, obtendo conversdes de 39,7%, 57%, 46% e
47%, respectivamente. Afirmam que no meio reacional, quando adicionado de solvente
organico, a eficiéncia da enzima muda drasticamente. As enzimas possuem estabilidade
em solventes com Log P > 4. Quando em meio aquoso, a agua atua como um
lubrificante molecular, aumentando a flexibilidade da enzima bem como a sua
atividade, e os solventes muito apolares ndo atuam sobre a camada essencial de agua
que envolve a enzima, deixando-a em estado ativo.

Pelo motivo de ter apresentado maior percentual de esterificacdo, bem como por
ser um solvente de uso liberado pela ANVISA de acordo com a resolucdo RDC n°2, de
15 de janeiro de 2007, e ser amplamente empregado industrialmente em processos de
extracdo de Oleos vegetais, o hexano foi escolhido como solvente para a sintese do

propionato de isoamila.

5.4. ADICAO INICIAL DE AGUA

A adicdo inicial de agua ao sistema reacional foi avaliada, pois pode influenciar
no equilibrio da reagdo e na estabilidade da enzima. Os resultados obtidos para o
percentual de esterificacdo em funcdo do tempo, e tratamento estatistico dos dados,
podem ser conferidos no Apéndice B. Na Tabela 10, sdo apresentados os valores dos
percentuais de esterificacdo maximos obtidos para cada quantidade de &dgua adicionada
ao sistema, e respectivos tempos de reagéao.

A andlise estatistica dos resultados mostrou que ndo houve diferenca
significativa (p>0,05) entre a adi¢do de agua nas proporgdes de 0,75% v/v e 0,125% v/v
e sem a adigdo de agua, nos ensaios em que houve tratamento dos reagentes. Entretanto,
estas mesmas condicgdes diferiram estatisticamente (p<0,05) do sistema sem tratamentos

e sem adicdo de agua. O maior valor para o percentual de esterificagdo maximo
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observado para esta condi¢do (87,5%) indica que ndo ha necessidade de tratamentos dos

reagentes para remocao de agua.

Tabela 10 - Sintese de propionato de isoamila com a adicéo inicial de agua. Condicdes
reacionais: 30°C; 180 rpm; concentracdo de acido 0,06 M; razdo molar &lcool:acido 1:1;
3 g.L™ de enzima (Lipozyme® 435).

Quantidade inicial de Esterificagdo maxima N
] ] B Tempo de reacéo (h)*
agua (%ov/v) (%) + desvio padréo
Controle** 87,5+<0,1? 24
0 83,2+0,7° 6
0,075 83,3+0,8° 3
0,125 83,0+1,9° 6

*Tempo para atingir a esterificacdo maxima.
**Reagentes sem tratamento e sem adic¢do de agua.
Letras minusculas iguais representam que nao ha diferenga significativa (p>0,05) entre os percentuais de esterificagdo

maximos.

Kuperkar et al. (2014) realizaram um estudo para sintese do éster propionato de
isobutila em sistema livre de solvente investigando parametros como a influéncia da
adicdo inicial de agua no sistema. Verificaram que ao aumentar a concentracdo de agua
inicial de 0,1 M para 0,3 M, a conversdo reduziu de 77,3% para 60,5%. Atribuiu-se essa
diminuicdo ao fato de que a adi¢do de agua desloca o equilibrio da reacdo em direcdo a
reacao de hidrolise.

Aragdo et al. (2009), na sintese do butirato de isoamila em solvente n-hexano,
estudaram a adic¢do inicial de &gua no sistema, em quantidades de 0,075% a 0,175% v/v,
comparando esses resultados com um controle, sem remoc¢éo de 4gua, bem como sem a
adicdo inicial de &gua nos reagentes tratados. Como resultados, o percentual de
esterificagdo decresceu de 83% para 72% quando a adi¢do de &gua variou de 0,075%

para 0,175% v/v, sendo que o sistema em que houve o tratamento e sem adi¢cdo de agua
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resultou em um percentual de 87%, maior que 0 ensaio controle, sem tratamentos e

adicdo de &gua, no qual os autores obtiveram 80%.

5.5. TEMPERATURA

Para cada temperatura, foi acompanhado o percentual de esterificacdo em funcgéo
do tempo, conforme Apéndice C. S&o exibidos na Tabela 11 os resultados obtidos para

0 méximo percentual de esterificacdo para cada uma das temperaturas.

Tabela 11 - Sintese de propionato de isoamila em diferentes temperaturas. Condigdes
reacionais: 180 rpm; concentracdo de acido 0,06 M; razdo molar alcool:acido 1:1; 3 g.L"

! de enzima (Lipozyme® 435).

Esterificacdo maxima 3
Temperatura (°C) ] B Tempo de reacéo (h)*
(%) = desvio padréo

25 87,3+ 0,6° 24
30 87,5 +<0,1° 24
35 86,5 +1,3*" 48
40 84,6 +<0,1° 24
45 81,6 +0,7° 3

*Tempo para atingir a esterificagdo maxima.
Letras minusculas iguais representam que nao ha diferenca significativa (p>0,05) entre os percentuais de esterificagdo

méximos obtidos em cada temperatura.

Pela andlise estatistica, considera-se que as temperaturas de 25°C e 30°C
resultaram em comportamentos iguais, por apresentarem percentuais maximos de
esterificacdo que nédo diferiram entre si (p>0,05) no mesmo tempo de reacédo (24 h),
sendo, respectivamente, 87,3% e 87,5%. Estes valores ndo diferiram estatisticamente ao
obtido na temperatura de 35°C (86,5%), porém este foi alcangcado em um maior tempo
de reagdo (48 h). Para as temperaturas de 40°C e 45°C a redugdo do percentual de
esterificacdo observada pode ter sido motivada pela diminuicdo da sua atividade
enzimatica devido a desnaturacdo. Desta forma estabeleceu-se a temperatura de 25°C,

que representa também uma condi¢do com menor gasto energeético.
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Kupekar et al. (2014), em seu estudo da sintese do éster propionato de isobutila,
variaram a temperatura de 30°C a 50°C, mantendo 0s outros parametros da reacao,
como velocidade de agitacdo, quantidade de enzima e razdo molar, constantes. Um
aumento da conversdo de 66% para 82% foi observado com a temperatura aumentando
de 30°C até 40°C, porém ao elevar a temperatura para 50°C a conversdo foi reduzida a
75%. Atribuiu-se essa reducao a desnaturacao térmica, em que a temperatura pode vir a
diminuir a conversdo em funcdo do tempo. O aumento da conversdo inicialmente pode
ter sido devido ao fato de que o aumento da temperatura pode reduzir a viscosidade
aumentando a solubilidade, melhorando o processo de difusdo e com isso as interacdes
entre enzima e substratos.

Guveng, Kapucu e Mehmetoglu (2002) propuseram o estudo de parametros na
sintese do ester acetato de isoamila em sistema livre de solvente. O sistema contendo
como catalisador a enzima Novozym® 435 foi submetido a diferentes de temperaturas
(30°C, 40°C e 50°C). A maxima conversdo alcancada para as trés temperaturas testadas
foi de 81% com concentracdo de 68 mmol.L™ de enzima. As reacdes atingiram seu
equilibrio em 6 h de reacdo. A tendéncia crescente das curvas de concentracdo em
funcdo do tempo demonstrou que ndo houve inativacdo térmica das enzimas durante o
processo reacional. Sua étima condicdo foi estabelecida na menor temperatura (30°C)

em um tempo de 6 h suficiente para atingir uma concentracao de éster elevada.

5.6. RAZAO MOLAR ALCOOL:ACIDO

Na Tabela 12 sdo apresentados 0s maximos percentuais de esterificacdo para
diferentes razGes molares alcool isoamilico:acido propibnico. Os dados relativos ao
percentual de esterificacdo em funcdo do tempo e tratamento estatistico sdo

apresentados no Apéndice D.

Valor méximo foi obtido para razdo molar de 5:1 (92,5%), que diferiu das
demais. Por outro lado, a razdo molar de 3:1 foi estatisticamente superior a razdo molar
1:1, salientando que nesta condicdo o tempo de reacdo para atingir a esterificacdo
méaxima foi reduzido de forma expressiva em relacéo as demais condigdes (de 24 h para
6 h). Desta forma, a fim de conciliar o aumento do percentual de esterificacdo e a
reducdo do tempo de reacdo foi estabelecida a razdo molar de 3:1, com 89,9% de

esterificacao.
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Tabela 12 - Sintese de propionato de isoamila com diferentes razdes molares
(&4lcool:4cido). Condigdes reacionais: 25°C; 180 rpm; concentracdo de acido 0,06 M; 3
g.L™" de enzima (Lipozyme® 435).

Razéo molar Esterificacio maxima

Tempo de reacgao (h)*

(alcool:4cido) (%) + desvio padrao

1:1 87,3+0,6° 24
31 89,9+0,1° 6
5:1 925+<0,1% 24

*Tempo para atingir a esterificacdo maxima.
Letras minusculas iguais representam que néo ha diferenca significativa (p>0,05) entre os percentuais de esterificacéo

maximos obtidos em cada razdo molar.

Kupecar et al. (2014), no estudo do efeito da razdo molar na sintese do éster
propionato de isobutila, afirmam que o fato de aumentar a concentracao de alcool pode
fazer com que a reacdo demore mais tempo para atingir seu equilibrio, bem como pode
diminuir as taxas de reacdo. A conversdo apresentou um acréscimo de 82,5% para 90%
quando a proporcao alcool-acido mudou de 1:1 para 1:3, mas para razdo molar de 1:4 a
conversdo ndo mudou, indicando, segundo os autores, um efeito inibitério do alcool

sobre a enzima, mas esta evidéncia, porém, ndo foi provada.

5.7. CONCENTRACAO DE ACIDO

Foram testadas diferentes concentracfes de acido propiénico nas condicbes
selecionadas nos passos anteriores. Os percentuais de esterificacdo em funcdo do tempo
para cada uma das concentracGes de acido estdo apresentados no Apéndice F. Na Tabela
13, sdo expostos os resultados referentes ao percentual de esterificagdo maximo para

cada concentracao.
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Tabela 13 - Sintese de propionato de isoamila com diferentes concentracfes de acido
propidnico. Condicdes reacionais: 25°C; 180 rpm; razao molar &lcool:4cido 3:1; 3 g.L™
de enzima (Lipozyme® 435).

Concentragédo de acido Esterificagdo maxima N
) . Tempo de reacgao (h)*

(M) (%) + desvio padréo

0,06 89,9 +0,1° 6
0,1 93,7+0,1° 24
0,2 97,4+0,2° 48
0,3 95,2 + <0,1° 24
0,5 57,1+0,1° 24

*Tempo para atingir a esterificagdo maxima.
Letras minusculas iguais representam que nao ha diferenca significativa (p>0,05) entre os percentuais de esterificagdo
maximos obtidos para cada concentrago de acido propidnico.

A melhor condicdo para concentracdo de acido propibnico foi de 0,2 M,
atingindo 97,4% de esterificacdo para um tempo de reacdo de 48 h, diferindo
significativamente das outras condi¢Oes testadas. Entretanto, considerando que o
aumento da concentragdo de &cido no meio reacional é interessante, pois representa uma
maior concentracdo de éster produzido, favorecendo sua recuperacdo, optou-se por
selecionar a concentracdo de 0,3 M, cujo maximo percentual de esterificacdo foi de
95,2% em 24 h. Apesar do valor do percentual de esterificacdo ser um pouco menor em
relacdo ao obtido com 0,2 M, o tempo para atingir a maxima conversdo foi menor (24 h
para 0,3 M e 48 h para 0,2 M), indicando uma maior produtividade. Observa-se ainda
gue na concentracao de 0,5 M o percentual de esterificacdo sofreu uma drastica reducao,
significando que a acidificacdo do meio para concentragcfes iguais ou maiores que esta
provoca uma provavel desnaturacdo ou inibicdo enzimatica, diminuindo a atividade
catalitica.

Lorenzoni et al. (2012) estudaram a sintese do éster butirato de butila em sistema
com presenca da lipase Lipozyme® RM IM. Avaliaram o efeito do &cido sobre a
atividade enzimatica, variando a concentracdo de 0,1 a 2,0 M. Constatou-se um aumento

na velocidade de reacdo até a concentracdo de 1,0 M. Uma diminuicdo na atividade foi
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observada quando a concentracdo variou de 1 a 2 M, relacionada a uma possivel

inibicdo ou acidificacdo excessiva do meio.
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6. CONCLUSAO

Os testes preliminares para sintese de esteres de isoamila com diferentes tipos de
acidos e com dois tipos de enzimas foram promissores, de modo a alcancar a formagéo
dos produtos desejados. Os percentuais de esterificagdo maximos alcancados foram,
respectivamente, para as enzimas Lipozyme® 435 e Lipozyme® RM IM: butirato de
isoamila 82,9% (2 h) e 84,4% (6 h); acetato de isoamila 86,0% (2 h) e 90,5% (48 h);
propionato de isoamila 86,5% (24 h) e 89,0% (24 h); laurato de isoamila 87,1% (2 h) e
85,4% (2 h). Desta forma, tem-se que todas as sinteses ocorreram de forma bem
sucedida, com percentuais de esterificacdo superiores a 80%, o que demonstra a
capacidade de esterificacdo das enzimas para acidos carboxilicos de diferentes tamanho
de cadeia.

Na sintese do éster propionato de isoamila, o hexano apresentou o maior
percentual de esterificacdo, de 87,5%, entre o0s solventes testados, apresentando
diferenca significativa (p<0,05) em relacdo aos outros solventes.

O sistema foi submetido a adigdo de diferentes quantidades iniciais de dgua ap6s
um tratamento dos reagentes para remocdo da &gua intrinseca, comparando com a
esterificacdo sem tratamentos e sem a adicdo inicial de agua, verificando-se que ndo se
faz necessario um pré-tratamento dos reagentes para a remocao da agua.

Com relacdo a varidvel temperatura, a sintese de propionato de isoamila nas
temperaturas de 25°C e 30°C demonstrou comportamentos que nao diferiram entre si,
sendo estabelecida a temperatura de 25°C, que implica em menor gasto energético. Para
as temperaturas de 40°C e 45°C a reducdo do percentual de esterificacdo pode ter sido
motivada pela diminuigdo da sua atividade enzimatica devido & desnaturacéo.

Um méaximo percentual de esterificacdo foi encontrado para a razdo molar de
5:1, entretanto optou-se pela razdo de 3:1, na qual houve uma reducdo no tempo de
reacdo associada ao ganho no percentual de esterificacdo quando comparado a razdo
1:1.

Utilizando concentracdo de acido propidnico de 0,2 M, atingiu-se 0 maximo
percentual de esterificacdo entre as concentragOes testadas. Entretanto, optou-se por 0,3
M, em que foi possivel conciliar concentracdo de &cido mais elevada (e
consequentemente do éster formado), alto percentual de esterificacdo e menor tempo de
reacdo, sendo que uma reducdo no percentual de esterificacdo foi observada a 0,5 M,

possivelmente associada a desnaturacéo da enzima em condi¢des mais acidas.
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Desta forma, definiu-se como condigdo para a reacdo de esterificacdo do éster
propionato de isoamila: temperatura de 25°C; 180 rpm de agitacdo; razdo molar
&lcool:4cido 3:1; concentracdo de 4cido 0,3 M; e 3 g.L™* de enzima (Lipozyme® 435).

Nestas condigdes, o percentual de esterificacdo foi de 95,2% em 24 h.
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7. SUGESTAO PARA TRABALHOS FUTUROS

e Propor um modelo matematico para a reacdo de sintese do éster propionato de
iIsoamila;
e Estudar a sintese do éster propionato de isoamila em sistema livre de solvente;

e Estudar a sintese do éster laurato de isoamila.
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APENDICE A: Efeito de Diferentes Solventes na Reacdo de Esterificacdo — Condices reacionais: 30°C; 180 rpm; concentragdo de &cido 0,06

M; raz&o molar alcool:4cido 1:1; 3 g.L ™" de enzima (Lipozyme® 435).

Percentual de esterificacdo (%)

Tempo (h) ]
Acetona Metiletilcetona Eter dietilico Tolueno Hexano Heptano
0 0,0+0,0° 0,0+0,0° 0,0£0,0' 0,0£0,0' 0,0+0,0° 0,0£0,0'
0,5 05+1,2° - - 23,4 + 8,4° 33,7+1,1° 31,2+ 15°
1 - - - 45,4 +0,9° 59,2 + 1,4° 52,6 +2,8°
2 0,7+0,7° - 4,4 +1,0° 63,0 +0,2° 81,2+1,.2° 75,8 + 2,5°
3 - - 12,9 +1,4° 71,4 +0,9°° 83,8+1,2° 79,4 +1,9°°
6 - - 36,5+0,7° 76,6 +1,92° 83,3+0,6° 83,8 + 0,12"
24 14,0 +2,4° 16,7 +1,1° 63,6 + 0,5 81,712 87,5 +< 0,17 87,0+0,8
48 213+23° 245+ 1,1° 58,9+0,7° 80,8 + 0,8 87,5+<0,1° 88,0 + 0,12

Letras minudsculas iguais representam que ndo ha diferenca significativa (p>0,05) entre os tempos de reagdo para um mesmo solvente.




APENDICE B: Efeito da Adicéo Inicial de Agua na Reacdo de Esterificacio — Condigdes reacionais: 30°C; 180 rpm; concentracio de 4cido

0,06 M; razdo molar alcool:4cido 1:1; 3 g.L™* de enzima (Lipozyme® 435).

Percentual de esterificagédo (%)
Tempo (h)

Controle 0% v/v 0,075% v/v 0,125% v/v

0 0,0 +0,0° 0,020,0' 0,0 +0,0° 0,0+0,0
0,5 33,7+1,1¢ 32,3+0,5° 36,0 + 2,3° 335+ 19°
1 59,2 + 1,4° 57,3+0,3° 59,4 + 3,3° 54,7 +0,8°
2 812+12° 79,1+1,5° 81,3+ 14° 78,0 +1.4°
3 838+12° 83,6+1,2" 83,3 +0,82° 81,3 +0,6"°
6 83,3 +0,6° 83,2+0,72° 84,9 + 0,78P 83,0 +1,08¢
24 87,5 +<0,1% 85,3+0,82° 87,4 + 0,82 85,6 + 0,72
48 87,5+ <0,1 85,7+0,72 87,3+0,72 86,5 + 1,4

Letras minudsculas iguais representam que ndo ha diferenga significativa (p>0,05) entre os tempos de reagdo para uma mesma adicao de agua.
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APENDICE C: Efeito da Temperatura na Reacdo de Esterificacdo - CondigBes reacionais: 180 rpm; concentracio de acido 0,06 M; razdo molar

alcool:4cido 1:1; 3 g.L* de enzima (Lipozyme® 435).

Percentual de esterificagédo (%)
Tempo (h)
25°C 30°C 35°C 40°C 45°C
0 0,0 +0,0¢ 0,0 +0,0° 0,0+0,0" 0,0 £0,0° 0,0 +0,0°
0,5 241+13 33,7+1,1° 285+1,9° 27,3+1,7° 37,2+ 26°
1 493 +1,8° 59,2 + 1,4° 52,9 + 1,0° 60,3 +1,3° 63,4 + 1,4°
2 79,2 +1,1° 81,2+1,2° 792 +1,3° 79,4 +0,1° 76,2 +1,3"
3 83,6 +0,9° 83,8+1,2° 81,7 +1,2°¢ 79,6 +0,1° 81,6 + 0,72
6 84,9 + 0,9°¢ 83,3+ 0,6 81,6 +1,2°° 79,5+ 0,2° 80,4 + 0,72
24 87,3 + 0,62 875+<0,1° 82,9 +1,2° 84,6 +<0,1° 81,7 +0,72
48 87,8+ 0,12 875+<0,1° 86,5 +1,3? 85,1 + 0,82 82,5+0,12

Letras minusculas iguais representam que ndo ha diferenga significativa (p>0,05) entre os tempos de reacéo para uma mesma temperatura.
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APENDICE D: Efeito da Razdo Molar Alcool:Acido na Reacdo de Esterificacdo - Condigdes reacionais: 25°C; 180 rpm; concentracio de acido

0,06 M; 3 g.L™ de enzima (Lipozyme® 435).

Percentual de esterificacdo (%)
Tempo (h)
1:1 3:1 5:1

0 0,0 +0,0¢ 0,0+0,0" 0,0 + 0,0¢

0,5 241+13 33,6 +1,4° 283+0,7
1 493 +1,8° 58,7 + 2,1° 483 +0,8°
2 79,2 +1,1° 82,3+0,2° 72,5+0,1°
3 83,6 +0,9° 87,8+0,8 83,3+ 1,4°
6 84,9 + 0,9°° 89,9 + 0,18° 90,0 +<0,1"
24 87,3 + 0,62 92,4 +0,12 925+<0,1°
48 87,8 +0,12 92,4 +0,12 92,5+<0,1°

Letras minudsculas iguais representam que ndo ha diferenca significativa (p>0,05) entre os tempos de

reacdo para uma mesma razao molar.



APENDICE E: Efeito da Concentracio de Acido Propidnico na Reacio de Esterificacio - Condigdes reacionais: 25°C; 180 rpm; razdo molar

alcool:4cido 3:1; 3 g.L™* de enzima (Lipozyme® 435).

Percentual de esterificacdo (%)
rempo® 0,06 M 0,1 M 02M 0,3M 0,5M
0 00£0,0" 0,0 £ 0,09 0,0+0,0" 0,0 £ 0,09 0,0 £0,0g
0,5 33,6 +1,4° 28,4 0,4 18,0+ 0,2 14,7+0,6' 5,9 + 0,5f
1 58,7 +2,1¢ 45,1 +0,5° 35,7+0,7 24,2 +0,1° 9,6 +0,4e
2 82,3+0,2° 73,9 1,6 60,1 +0,2° 40,9 +£0,7° 22,2 +0,4d
3 87,8+0,8 83,8 +0,8° 76,0 +0,7° 56,4 + 0,6° 30,6 +0,3c
6 89,9 +0,12° 93,0+0,8 91,6 +0,3° 83,4 +0,4° 49,1 +0,2b
24 92,4 0,12 93,7 +0,18° 95,2 +0,2° 95,2 + <0,1° 57,1+0,12
48 92,4 +0,1° 95,3 +0,12 97,4+0,2° 95,2 +<0,1° 57,4+ 0,18

Letras minudsculas iguais representam que ndo ha diferenca significativa (p>0,05) entre os tempos de reacdo para uma mesma concentragdo de acido.






