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RESUMO

A sintese por esterificagdo direta de 54 ésteres de cadeia curta, componentes
de aroma, foi testada utilizando lipases microbianas ndo comerciais de Geotrichum
sp, Alcaligenes sp, Aspergillus linhagens 1068 ¢ 1099 sp, Rhizopus sp e a lipase
comercial de Candida rugosa.

Os ésteres testados foram os derivados dos acidos acético, butirico,
propidnico e laurico com os alcoois metanol, etanol, propanol, isopropanol, butanol,
isobutanol, isopentanol, citronelol e oleo fusel, constituido por uma mistura de
dleoois onde predomina o alcool isoamilico. As lipases ndo comerciais foram
produzidas no Laboratorio de Bioguimica de Alimentos da UNICAMP.

A sintese foi realizada em meio livre de solvente organico ¢ adigdo de dgua.
Muitos ésteres foram sintetizados com boas taxas de conversfio, as quais
dependeram do tipo de substrato e da especificidade da lipase empregada.

Foram selecionadas as lipases de Geotrichum sp e Rhizopus sp bemn como 0s
ésteres acetato, propionato e butirato de isoamila, para o estudo ¢ otimizagdo das
condigdes de sintese.

Foi realizado um delineamento experimental inicial do tipo fatorial completo
com pontos centrais a fim de se avaliar o efeito das variaveis; temperatura, relagfio
molar entre substratos, quantidade de lipase ¢ tipo de lipase no processo. Como
resultado deste delineamento experimental inicial foi selecionada a lipase de
Rhizopus sp dentre as duas lipases testadas por ter apresentado melhor rendimento e
produtividade na sintese dos trés ésteres. A concentragfio enzimatica e relagio molar
entre os substratos foram as varidveis mais importantes na sintese dos ésteres
acetato e butirato de isoamila. Para a sintese do propionato, a temperatura também
foi importante no processo.

Em seguida foi realizado um segundo delineamento experimental fatorial
completo com dois niveis mais os pontos central ¢ axiais, totalizando 5 condigdes
para cada varidvel estudada na sintese de cada éster a fim de se otimizar as
condigBes do processo proposto para a sintese dos ésteres acetato, propionato €
butirate de isoamila.

Baseado nos resultados obtidos, foi possivel estabelecer as condigBes Otimas
para a sintese de acetato e butirato de isoamila: relagfio molar entre acido e alcool de
(1,5 :1),concentragdo enziméatica em massa dos reagentes de 5,5 %,temperatura de
40 °C, apds 48 horas de reag8o.

Foi também possivel estabelecer as condigdes Otimas para a sintese de
propionato de isoamila: relagdo molar entre 4cido e alcool de (3 :1), concentragdo
enzimatica em massa dos reagentes de 5,5 %, temperatura de 30 °C, apés 48 horas
de reagdo.

ix



SUMMARY |

The preparative synthesis of 54 short chain flavour esters by non commercial
lipases from Geotrichum sp, Rhizopus sp, Aspergillus sp, Alcaligenes sp and
commercial Candida rugosa, was investigated in organic solvent free medinm.
Acetic, propionic, butyric and lauric acids as well as methanol, ethanol, butanol, i-
butanol, propanol, i-propanol, i-pentanol, citronellol and fusel oil, were used as
substrates. The non commercial lipases were isolated and produced in the
Laboratério de Bioquimica de Alimentos of UNICAMP. Most of the esters were
synthesized in good yield by at least one of the lipase specificity toward the acid or
alcohol moiety of the ester.

It was selected the lipases from Geotrichum sp and Rhizopus sp to continue
the study and optimize the sinthesys of isoamyl acetate, butyrate and propionate
esters. A two level Fatorial Design ( with central point) was used to evaluate the
effects of synthetic variables, such as temperature, molar ratio of isoamyl to acid,
enzyme amount and type of lipase used.

Rhizopus sp lipase was the most effective in the synthesis. Molar ratio and
amount of lipase were the most important variables for the isoamyl acetate and
butyrate synthesis. Temperature was important to propionate synthesis,

Another five level central composite design were used to optimize the
synthesis of these three esters.

Based on surface plots, optimum conditions to the isoamyl acetate and
butyrate synthesis were: time reaction 48 hours, temperature 40°C, enzyme amount
3,3 % and molar ratio (alcohol: acid) { 1,5:1).

Based on surface plots, optimum conditions to the isoamyl propionate
synthesis were: time reaction 48 hours, temperature 50°C, enzyme amount 5.5 % and
molar ratio {(alcohol: acid) { 3:1).



1. INTRODUCAO

Triacil glicerol hidrolases, as lipases, sfio enzimas que pertencem ac grupo
das serina hidrolases ( E.C. 3.1.1.3) ¢ catalisam preferencialmente a hidrolise de
acilglicerideos na interface o6leo / dgua . As reagBes hidroliticas catalisadas por
lipases sdo essencialmente reversiveis e o potencial destas enzimas na sintese de
¢ésteres tem sido bem documentado.

O reconhecimento das vantagens da utilizagio de lipases em relagio aos
processos quimicos convencionais fem estimulado a produgdic e a utilizacio dessas
enzimas pela mdastria.

Estudos sobre a capacidade das lipases em catalisar reagdes de sintese de
csteres tém sido realizados principalmente pelas vantagens que a sintese enzimatica
apresenta frente as reagdes de sintese convencionais. Ha lipases comerciais com
grande capacidade, relatada na literatura, em catalisar a sintese de ésteres com
estereoespecificidade, pureza e alto grau de rendimento. As reagdes podem ocorrer
com variados substratos desde acidos e dlcoois de baixo e alto peso molecular até
aminas ¢ amidas.

Esteres de Acidos carboxilicos sdo componentes importantes de aromas
naturais usados na inddstria alimenticia que contribuem na formagio dos aromas em
alimentos. Pode-se citar como exemplos os ésteres butirato de etila e acetato de
isoamila que sdo, respectivamente, encontrados nos aromas de morango e banana.

Dentre os ésteres de 4cidos graxos, os de baixo peso molecular representam
uma importante classe de aromas. Muitos deles sdo responsaveis por odores de
frutas ¢ fragrancias de alimentos, que sdo constituidos principalmente por acidos e
seus derivados, especialmente os ésteres de cadeia curta como acetatos, propionatos
¢ butiratos.

S&0 conhecidos muitos ésteres componentes de aromas naturais que tém sido
obtidos de fonte natural ou por métodos tradicionais de sintese quimica. O custo
desses processos ¢ elevado em fungdo do grau de pureza e estereoespecificidade
requeridos. Os ésteres produzidos por sintese quimica ndo podem ser considerados
aromas naturais sendo, portanto, menos valorizados no mercado que 0s ésteres
obtidos de fontes naturais. J& aqueles produzidos por via biotecnoldgica podem ser
constderados naturais.

Devido a complexidade de muitos aromas naturais, tanto em relagho a
composigdo, como estrutura quimica individual, a aplicagio de métodos
biotecnologicos, particularmente enzimaticos, na produgdio destes produtos tem
atraido muita atengdo desde a Gltima década. Adicionalmente, aromas produzidos
biotecnologicamente podem ser caracterizados como “naturais” ou “idénticos ao



natural” e portanto sdo preferidos pelo mercado consumidor. A presenca de aromas
adiciona valor a0 produto em tal magnitude que o custo da biocatdlise passa a ser
menos significativo. Durante os Gltimos 15 anos, processos biotecnoldgicos tém-se
estabelecido nas indistrias de aroma para produgdo de aromatizantes naturais,

O principal objetivo deste trabalho foi demonstrar a habilidade de preparagdes
brutas de lipases nfio comerciais na sintese de ésteres componentes de aromas em
alimentos, em sisterna reacional livre de solvente Organico, sistema cujas vantagens
serdo expostas posteriormente.



2. OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho ¢ investigar a habilidade de preparagfes brutas de
lipases microbianas nfio comerciais em sintetizar ésteres formadores de aromas de
alimentos em sistema reacional livre de solventes organicos.

A procura por aromatizantes para alimentos que sejam considerados naturats,
molivou a investigagdo de um processo de sintese que empregasse novos
biocatalisadores em sistema reacional livre de solventes organicos, a fim de se obter
a recuperagdo ¢ aplicagdo dos produtos mais facilmente.

Finalmente, diante de um vasto conjunto de varidveis de processo o que
resulta em um grande nimero de ensaios exploratorios, fez-se necessaria a utilizagdo
da técnica de planejamento experimental propiciando inclusive a otimizacio dos
processos de sintese propostos.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1. Consideracdes gerais sobre lipases
3.1.1.Classificacio

As lipases pertencem ao grupo das serina hidrolases ( E.C. 3.1.1.3) . Os
triglicerideos sfo os substratos naturais e o modo de acdo das lipases esta
relacionado as suas propriedades de atuar na interface 6leo/ agua dos sistemas
bifasicos. (BORGSTON & BROCKMAN, 1984; MUKESH e col.. 1997 ).

Az lipases s8o capazes de catalisar as seguintes reagdes :

1. Hidrélise:
RCOOR’ + H,O —  RCOOH +R'OH

2. Esterificacio:

RCOOH+R'OH -  RCOOR’+ H,0O

3, Transesterficacdo :

(LINKO & WU, 1996)

» Alcolise : RCOOR” + R”0OH 3 RCOOR” + R’0OH

¢ Acidélise: RCOOR+ R”COOH - RCOOR™ R*COOR”
* Interesterificacdo; RCOOR+ R”COOR’™ -  RCOOR™ R’COOR*”

4. Lactonizagdo: RCOO - CHy)- OH —
( Esterificacdo intramolecular)

{ GATFIELD, 1997)

»

(CH), O




3.1.2. Fontes e produgio de lipases

Lipases podem ser encontradas em tecidos e secrecdes animais ¢ vegetais.
Podem ser produzidas por fermentagio empregando diferentes espécies  de
MICrorganismos, como  bactérias, fungos ¢ levedwas ( BORGSTON &
BROCKMAN, 1984 ).

Do ponto de vista industrial e econémico, as lipases microbianas sdo mais
importantes pois podem ser produzidas em grandes quantidades com mais facilidade
que as demais (tabela 1),

TABELA 1 - Exemplos de preparacies de lipases comercializadas reportadas
em ( VORDERMULBECKE e col., 1992). |

LIPASES

FONTES COMERCIAIS

Aspergitlus niger
Rhizopus delemar
Porcine pancreas
Ceandida cvlindracen
Candida lipolytica
Geotrichum candidum
Psewdononas fluorescens
Mucor javanicus
Rhizopuy niveus
Aducor michei

Wheat germ
Aspergittus orvzoe
Bacillus sublilis
Pregastric esterase
Lipaprotein lipase
Cholesterol esterase
Rhizopus arrhizus
Chromobacterinm viscosun
Preudonionas sp
Biedipase A
Penicifliun sp
Peniciflim raquefortii
Thumicola tanuginosa
Lipomod AC

Lipamod RD

Animal fipase
Penicillium cyclopinm
Rhizopus japonicus
Rhizopus eprhizus

Amano, Rochm

Amano, Biocatalysis
Fluka, Serva, Sigma, Merck,
Amano, Sigma, Genzyme Biochemicals
Amane, Biocatalysis, Fluka
Amano, Biocatalysis
Amnano

Amano

Amano, Fluka,
(ist-Brocades, Biocatalysis
Sigma

Rochm

Rochm

Biocon

Biocon

Biocon

{Gist-Brocades, Fluka
Genzyme Biochemicals
Genzyme Biochemicals
Biocon

Amano

Amano, Bigcatalysis
Amano, Biocatalysis
Biocalalysis

Biocalalysis

Biocatalysis

Biocatalysig

Biocatatysis

Fluka

Embora os estudos cientificos tenham se concentrado mais na aplicagido

dessas enzimas, alguns grupos de pesquisa ainda se dedicam ao isolamento de Novos
microrganismos produtores de lipase. Isto tem sido considerado muito importante,




no sentido de se conseguir sempre lipases novas com caracteristicas diferenciadas de
atuagao, tanto nas reagdes de hidrélise como nas reagdes de sintese.

3.1.3. Propriedades gerais das lipases

O peso molecular das lipases pode variar de 20000 a 200000 daltons
dependendo de sua fonte de origem. As lipases podem ser ativas na faixa de pH
entre 4 ¢ 9 ¢ & temperaturas que variam de ambiente a 70°C. De mado geral, sdo
enzimas que sdo ativadas quando encontram a interface Oleo/agua, ligando-se ao
substrato e a 4gua com suas porgdes hidrofébica e hidrofilica respectivamente.

Podem ser diferenciadas das esterases por que além de atuarem na interface
oleo/agua preferem dcidos graxos de cadeia longa como substratos.

Algumas lipases podem ser consideradas induziveis, ou seja, sua sintese pode
ser induzida ou suprimida pela presenca de determinados COmMpoStos Do meio
fermentativo. Sua produgdo ¢ inibida na presenga de agiicares simples como ghicose
ou frutose ou ainda quando glicerol estd presente no meio de fermentagfio. Por outro
lado, acidos graxos ¢ lipideos, incluindo triglicerideos, podem efetivamente
estimular a produgdo ou sintese da enzima. Os meios fermentativos sio formulados
geralmente usando polissacarideos complexos como amido ou trigo, triglicerideos ou
acidos graxos como fonte de carbono e energia. As fontes de nitrogénio provém de
peptonas, extrato de carne ou caseina hidrolisada (MACRAE & HAMMOND,
1985).

O reconhecimento das vantagens na utilizagio de lipases em relagio aos
processos quimicos convencionais tem estimulado tanto a produgdo quanto a
utilizagiio dessas enzimas na inddstria ( WU e col, 1996).

3.1.4. Especificidade ¢ Estereoespecificidade

Uma grande vantagem dos uso das lipases em relagfio 4s reages quimicas
convencionais reside no fato destas enzimas apresentarem, ou néo, especificidade
que pode ser dividida em ftres grupos principais, segundo MACRAE &
HAMMOND | 1985 ¢ SONNET ,1988 -

DLipases ndo especificas: Catalisam a hidrolise completa do triglicerideo em
acidos graxos e glicerol, apresentando mono e diglicerideos como mtermediarios,
atuando de modo aleatorio. As lipases de Candida cylindracea, Propionibacterium
acnes, Staphylococcus aureus e Pseudomonas fluorescens pertencem a esse grupo.

CH;00CR CH,OH
RCOOCH + 3H,0 - 3RCOOCH  +HOCH
CH,00CR CH,OH



2)Lipases 1.3 especificas : Na presenga dessas lipases, os trighcerideos sio
hidrolisados nas ligagoes dos C; e C; do glicerol produzindo #cidos graxos, 2
monoglicerideos e 1,2 ou 2,3 diglicerideos, ambos quimicamente mstaveis,
ocorrendo migraglo do grupe acil para produzir 1,3 diglicerideos ¢ 1 ou 3
monoglicerideos. Pertencem a este grupo as lipases de Aspergillus niger, Mucor
michei, Rhizopus delemar entre outras.

,CH;00CR CHLOH CH.OH
RCOOCH +H0 —»  RCOOH + RCOOCH -  +2RCOOH +RCOOCH
* CH00CR CH;00R CH,0H

3)Lipases acido graxo especificas: Sfio lipases com agdio especifica na
hidrélise de ésteres cujos acidos graxos sejam de cadeia longa insaturada com
duplas ligagbes em cis, no carbono 9. Esteres com 4cidos graxos saturados ou sem
msaturagdo no carbono 9, sdo lentamente hidrolisados. Este tipo de especificidade
ndo € comum entre as lipases ¢ o exemplo mais estudado até hoje € a lipase de
Geotrichum candidum usada na alcoolise de dleos selecionados para produtos
especificos.

A especificidade das lipases pode ser explorada para produzir misturas
especificas dos triglicerideos como, por exemplo, na produgdo de substitutos da
manteiga de cacau a partir de 6leos vegetais de menor valor comercial. ( CHANG e
col., 1990).

As lipases podem ainda possuir um tipo de especificidade denominada
estereoespecificidade, que ¢ a habilidade em discriminar enantidmeros em uma
mistura racémica. Um exemplo de aplicagdo ¢ a separagdo do R-isémero do
asparfame que tem gosto doce enquanto o S-isdmero tem gosto amargo. A
enantioespecificidade das lipases pode mudar com o substrato. FEsta mudanga pode
estar relacionada a natureza quimica do éster, segundo CASTRO & ANDERSON,
1995,

3.2 Aplicagbes industriais das lipases

Possiveis aplicagbes das lipases na indistria sio ilustradas na tabela 2 (
CASTRO & ANDERSON, 1995; GANDHI, 1997).



TABELA 2 - Aplicaghes industriais das lipases.

Industria Efeito ntilizado

Alimentos

« Laticinio Hidrdlise da gordura do leite

# Panificacdo Aumento do aroma, da qualidade ¢ da
vida de prateleira

s Cervejana Aumento do aroma ¢ aceleragdo de
fermentagdo em fungéio de hipideos

¢ Molhos Aumento da qualidade do ovo pela
hidrélise dos lipideos

¢ Processamento de carne Desenvolvimento do aroma, remocdo do
excesso de gordura

Quimica

¢ Processamento de oleo Transesterificagio dos dleos

» Quimica fina Sintese de ésteres; resolugdo de
racematos

» Detergentes Hidrdlise de gorduras

Misceldnea

¢ Farmacéutica Digestio de oleos e gorduras em
alimentos

¢ Médica Determinacio de triglicerideos no sangue

¢ Cosmética Remocio de lipideos

s Couro Remogio de lipideos da pele de animais

¢ Tratamento de residuos Decomposicio e remocdo de substancias
oleosas

Como pode ser verificado, as lipases podem ser empregadas nas indistrias de
alimentos, cosméticos, bebidas, quimica, farmacCutica, couro, médica, de
detergentes e tratamento de efluentes.

3.2.1. Interesterificagdo de 6leos e gorduras

A reagdo de interesterificagio ¢ usada na mdustria a fim de modificar as
propricdades fisicas ¢ funcionais dos triglicerideos. A  indistria quimica realiza a
interesterificagfo através do aquecimento de misturas de éleos ¢ acidos graxos na
presenga de catalisadores, como o sddio metalico ou alcodxido de sodio, induzindo a
migragéio aleatoria dos acidos graxos para os trighicerideos. -



As lipases sdo aptas em catalisar esse tipo de reagéio com vantagens como a
seletividade e especificidade posicional e por acidos graxos. A comparagdo entre a
interesterificagdo quimica ¢ enzimatica de estearina foi descrita por POSORSKE ¢
col. em 1988, onde os autores afirmaram que o método enzimatico & vidvel
economicamente.

Um dos principais exemplos do uso da lipase nessas reagdes € a
interesterificagdo de 1,3 - dipalmitoil- 2 monoleina { POP), principal trighicerideo do
oleo de palma com dcido estearico para produzir 1.3 palmitoil-3 (1)- estearil-
monoleina ( POSt) ¢ 1,3 diesteroil 2 monoleina ( StOST) principais componentes da
manteiga de cacau. { MACRAE, 1983).

3.2.2. Avaliagiio de plasticos biodestrutiveis.

Um tipo de material que pode ser transformado por microrganismos em um
produto indcuo ¢ chamado de biodestrutivel. Polietileno misturado com amido usado
frequentemente em embalagens de restaurantes do tipo “fast food “ é um exemplo
deste tipo de material. A diferenga entre biodegradavel e biodestrutivel ¢ o grau de
decomposi¢do alcangado pelo material. A téenica padrio de avaliagfio do grau de
degradaclio desses materiais ¢ muito demorada, leva meses. Um Institufo de
Pesquisas no Japdo desenvolveu wma nova técnica de avaliaglo do grau de
degradacdo de diferentes materiais usando lipases que tenham habilidade em
degradar policaprolactonas. A técnica consiste em misturar a policaprolactona com
plasticos e avaliar a diferenga no grau de degradagio entre os materiais. A
policaprolactona ¢ hidrolisada e o polietileno que esta junto permenece merte, porém
fragmenta-se. Além de ser mais rapida, esta técnica permite ainda determinar tipos
de materiais que possam ser nusturados aos pldsticos a fim de aumentar sua
degradagéio (CASTRO & ANDERSON, 1995).

3.2.3. Produgdo de monoglicerideos

Monoacilglicerois sdo os emulsificantes mais utilizados em produtos
alimenticios, farmacéuticos e cosméticos. Sdo produzidos em escala industrial pela
glicerdlise quimica continua de 6leos e gorduras a 220 - 250 °C, empregando
catalisadores alcalinos. Esse processo demanda etapas sucessivas de purificagdo do
produto pois promove escurecimento, degradacdo e formagdio de compostos
colaterais. ., _

O processo alternativo € baseado na alcolise dos triglicerideos por lipases. A
reagfio enzimatica ocorre e os produtos sdo isolados por simples filtragdo ou
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cristalizagdo. Este processo foi desenvolvido para vérios tipos de dleos e gorduras.
As taxas de obtengdo e pureza sdo maiores de 90% ( BORNSCHEUER, 1995).

3.2.4. Produgdo de compostos opticamente ativos

A atividade biologica, toxicidade ¢ absor¢do de uma droga quiral podem ser
drasticamente diferentes em fungdo de um ou outro enantidmero. A talidomida por
exemplo, cujo S-epantidmero provoca morte ¢ deformagdo fetal, possui o R-
enantibmero com propriedades sedativas. No entanto, até recentemente a maioria
das drogas era comercializada como racematos. ( MARGOLIN, 1993).

Em 1992, devido a complexidade da quiralidade na atividade biologica, a
FDA ( Food and Drug Administration ) adotou um programa, a longo prazo, que
permite as industrias farmacéuticas a escotha de um desenvolvimento de drogas
quirais como racematos ou como simples enantidmeros.

O desenvolvimento de racematos ndo esta proibido, mas tais drogas quirais
terdo que ser rigorosamente justificadas para que sejam aprovadas pelo FDA.
Consequentemente a maioria das inddstrias tem desenvolvido simples enantidmeros
em vez de racematos.

Recentes avangos na sintese de compostos opticamente puros tem levado as
ndastrias farmacéuticas a investirem em pesquisas sobre os métodos vidveis para
obtengdo destes compostos. Dentre estes métodos, o biocatalitico tem despertado
grande interesse. Enzimas como proteases, hidrolases e lipases sdo utilizadas hoje
em mais de 30% das biotransformagdes publicadas { FURUTAMI ¢ col, 1 997). A
aplicagdo, principalmente das lipases, tem sido facil devido ao grande niimero de
fontes comerciais, devido a sua estabilidade em solventes orgdnicos e ao ndo
requenimento de cofatores ( FABER & FRANSSEN, 1993),

Nestes casos, a lipase catalisa a resolugdio cinética de compostos
biologicamente ativos em solventes orgénicos (BOTTA e col, 1997). Muitos
compostos quirais como fluoroprostaglandinas, antiinflamatérios nio esterdides,
bloqueadares, etc. tem sido sintetizados usando hidrolise estereoseletiva em dgua ou
transesterificagio estereoseletiva em meio ndo aquoso. { CASTRO & ANDERSON,
1995).

3.2.5. Produgo de amidas
Alguns derivados de amida do 4cido propidnico tdm mostrado atividade

bactericida, enquanto amidas o , B insaturadas tém sido utilizadas na sintese de
materiais poliméricos.



As lipases, por serem ativas em solventes orgnicos, possuirem especificidade
relativa ao substrato e ndo catalisarem a hidrolise da ligagdo amida, podem ser
usadas em reages de sintese com amidas.

A lipase de Candida antartica catalisou a produgdo de amidas acrilicas
opticamente ativas com alto excesso enantiomérico a partir de amidas racémicas
PUERTAS e col., 1993).

3.2.6. Tratamento de efluentes

Os fungos filamentosos sdo capazes de assimilar, por difusfo direta, lipideos
de cadeia longa encontrados em alguns efluentes industriais. RATLEDGE, em 1992,
usou fungos no tratamento de efluentes reduzindo a produgdo de espumas devida a
biomassa, facilitando o tratamento posterior.

3.2.7. Industria de papel

Além de celulases e lignases a indistria de papel tem empregado lipases para
melhoraria do processo ( MILAGRES e col. , 1992).

A pasta de celulose apresenta um acimulo de compostos com alto teor de
gordura que se depositam nas maquinas (cilindros) causando queda na producio e na
qualidade final do papel. Pesquisas sobre a natureza destes compostos mostraram
que os triglicerideos sio polimerizados. A hidrolise enzimatica destes triglicerideos
por agdo das lipases liberam 4cidos graxos que sio saponificados com hidréxido de
sodio na lavagem. Este método tem apresentado bons resultados, pois, além das
vantagens técnicas, um tempo menor de estocagem da madeira, bem como redugiio
da quantidade de compostos quimicos adicionados ao processo de pré tratamento
das resinas tém sido alcangado ( FISCHER & MESSNER, 1992).

3.2.8. Indistrias de detergentes

As lipases tém sido largamente utilizadas nos tltimos anos para remog¢iio de
manchas de gordura em tecidos, em formulagdes de detergentes ¢ sabdo em po. As
lipases usadas em comjunto com as proteases em detergentes devem possuir
caracteristicas especificas como atividade étima em pH alcalinos, estabilidade a0
ataque de proteases e serem ativas até 60 °C.

il



O uso destas enzimas no mercado de detergentes ¢ muito promissor uma vez
que seu emprego leva a redugido de temperatura e tempo de lavagem, resultando em
um processo mais eficiente e economizando energia ( MACRAE & HAMMOND,
1985).

3.2.9. Producio de lipideos com fins nutracéuticos

As hpases podem ser usadas para promover novas propriedades fisicas ¢
nutricionais aos triglicerideos.

Em relagiio as propriedades fisicas, a interesterificagdo enzimatica pode
methorar a estrutura ¢/ou o ponto de fusio para aplicagdo em produtos como cremes
semn leite empregados em confeitaria. O uso desses triglicerideos modificados pode
methorar ainda as propriedades organolépticas, reduzir o total de gorduras saturadas,
aumentar o tempo de estocagem, etc..

Além de todas estas aplicagdes, ainda tem-se a vantagem da esterificagdo
enzimatica ser seletiva ¢ possibilitar controle total das reacgdes. Triglicerideos
estruturados para fins nutracéuticos podem também ser sintetizados por lipases.

Acidos graxos saturados de cadeia longa ( C16 ou maior), em geral, sdo
menos absorvidos que os insaturados nas posigbes 1,3. Foi desenvolvido um
trighicerideo dertvado de Oleos vegetais que possuil estrutura lipidica semethante aos
lipideos presentes no leite humano. Este triglicerideo s6 pode ser estruturado
utilizando lipases 1,3 especificas ¢ reagindo tripalmitina com  acidos  graxos
insaturados { QUILAN & MOORE, 1993).

A sintese de triglicerideos ricos em n-6 acidos graxos polinsaturados, n-3
polinsaturados e dcidos graxos monoinsaturados de cadeia muito longa foi discutida
por MUKHERJEE, 1994. Esses triglicerideos possuem propriedades biomédicas,
tendo sido largamente comercializados como alimentos nutracéuticos.

3.2.10. Produgio de ésteres

Embora os ésteres de dcidos graxos possam ser produzidos com altos
rendimentos ¢ razoavel pureza por reagdes quimicas convencionais, as reagdes de
sintese catalisadas por lipases apresentam wma série de vantagens.

Estereoespecificidade, regioseletividade, baixo consumo de energia sdo
algumas das caracteristicas que fazem com que os processos catalisados por lipases
se tornem mais atrativos do que os convencionais ( HIRANO, 1986).

Fsteres de acidos graxos sdo utilizados em uma extensa classe de produtos.
As aplicagbes mais comuns sdo: lubrificantes, plastificantes, cosméticos, agentes
anti-ferrugem, etc.
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As aplicagOes mais conhecidas dos ésteres podem ser observadas na tabela 3,
onde se comprova a grande importincia comercial desses compostos { MEFFERT,
1984).

TABELA 3 - Aplicagcdes comerciais de ésteres,

L Aplicagao  Indistria
w Kiimcn{i-c;i\éi S
Emulsificanics Farmacbwlica

et o Cosmética
e DrOmatzantes Cosmética ;

Alimenticia

%'Jubriﬁcanl.cs
Poliesteres )
Esteres opticamente ativos  Pesticidas
Fiarmacos

Estudos sobre a sintese de ésteres catalisada por lipases tém sido muito
relatados na literatura. Processos de sintese realizados com Lipozyme, uma lipase
comercial de Mucor michei que apresenta capacidade de sintetizar ésteres com
especificidade de agdo atuando em um grande nimero de substratos, desde acidos e
alcoois de baixo e alto peso molecular até aminas ¢ aminoacidos, com alto grau de
conversdo tém sido publicados por diversos autores tais como LANGRAND e col.
em 1988, WELSH e col. em 1990, MANJON ¢ col. em 1991, BHIRUD ¢ col. em
1991 ¢ GATFIELD ¢ col. em 1995,

Um sumdrio da literatura mais recente sobre este assunto estd apresentado na
tabela 4.
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TABELA 4 : Sintese de ésteres por lipases

Enzima Estado em que  Solvente Doador Acil Alcool Referéncia
¢ usada
""I';}poxyme imobilizada isoprgi;iﬂi dlcool  cstearil aming cg-Cie Bhirud ¢ col
............... . - S 1991
hexano ac. Cl4 clanol
Dumont ¢ col,
.......... s e ..‘_.l 9{}2 -
SCCO, Cl8c(C22 oleil Bloomer ¢ col,
insat. i 1992 5
seim solv, de. oleico Ci-C5, primadrio Knez ¢ col,
e e e e et e . e ¢ glicerol 1990
CCL softvel hexano e C2,C4 C2,C4,C5 Welsh ¢
AR e pem e, e et 1A I A e e P e ey, 1 e, Wj]liﬂiis, ;98() |
MUCMIE  imobilizada decano, octane dc C2,C4 C2,04,C5 Welsh ¢ col,
_ . 1990
PEL soltvel octann dc C2,C4 C2,C4,C5 Welsh e
B B Wiltians, 1990
REIDEL,  setucio dgua dc. oleien glicerol Hogecol, 1985
£V, PFL
MUCMIE,

MUCMIE  sofivel hiexanio dc butirico butanol " ‘Borzeix e
_____ . SOL 1992
MUCMIE  solinvel hexano d¢. oleico clano! Gatfield ¢ col,
e g e - S — 1 995_‘ FroTr.
MUCMIE  celile hexano dc butirico etanol Manjon ¢
............... s SEP R e . e COi:‘ 299 } e e,
CCL sifica gel heptano ac. C4 Cz Gillies ¢ col,
............... R~ S e } 987 —
CCL imobilizada hexano ac. C3 clanol Caria ¢ Gainer,

_______ - 1591
CCL, miccias isoociano dc laurico butanoi Hayes ¢ Guiari,
L
RHIDEL 1990
CCL  solavet [ — i oleico heptanol Géfabcrg e
- . e S col, 1990
GEQ, solfvel dgua C2,C3.C4.Co terpénicos fwai ¢ col, 1980
ASPNIG,
RHIDEL
ASPNIG,  soldvel heplang C2,C4 isoamihico ¢ Langrand e ¢ol,
1
MUCMIE geraniol 1958
GEQ solvel agua ac. oleico dlcool tercidrioc  Okurura ¢ col,
1979
CCL  Candida rugosa ( cylindracea) LAY Chromobacterium viscosim
RIIDEL Rhizopus delemar P, Pseudomonas flucrescen
MUCMIE AMucor miehei GEQ  Geotrichum candidum

ASPNIG Aspergilius nige
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Observando a tabela 4 podemos ter uma 1déia da variedade de substratos nos
quais as lipases podem agir. As lipases que sdo usadas predominantemente na
sintese de ésteres sdo as de Mucor michei e Candida rugosa ( JAASKELAINEN ¢
col, 1996)

Em muitos casos ¢ usado um solvente no meio reacional, normalmente
hidrofobo. As regras para otimizagiio de sistemas biocataliticos em varios tipos de
meio contendo solventes orgnicos sdo derivadas da combinagdo de dados da
literatura ¢ do log do coeficiente de partigdo ( log P), uma medida quantitativa da
polaridade do solvente ( LAANE e col, 1987). A biocatalise em solventes organicos
¢ menor nos solventes polares que possuam log P < 2, ¢ moderada nos solventes
com log P entre 2 ¢ 4 ¢ ¢ maior nos solventes apolares com log P >4. Iss0 porque a
relagdo entre polaridade e atividade enzimdtica esta envolvida com a capacidade do
solvente orgnico de diminuir a hidratagio da enzima, essencial a reagdo de
biocatalise.

Segundo DORDICK, 1989 ¢ LAANE e col, 1987, as vantagens de se
conduzir reagdes em sistema com solvente organico sdo, entre outras, a alta
solubilidade de muitos compostos em solventes orgdnicos; a habilidade de reverter
reagdes de hidrolise; menor possibilidade de formagfio de produtos colaterais, como
a hidrolise de anidridos ou polimerizagiio de quinonas; o processo de imobilizagdo
da enzima torna-se desnecessario, uma vez que as mesmas podem ser retiradas do
meio por filtragdo; a facilidade na recuperagdio do produto fmal, a maior
termoestabilidade da enzima e a eliminagdo da possibihdade de contaminagido
microbiana no meio de reagdo .

Em contrapartida, o uso de solventes orginicos em sintese € seriamente
limitado pela desnaturacio da enzima provocada pelo solvente (| TORRES &
OTERQ1996), problemas como a limitagdo das condigbes de ensaio, como
temperatura ¢ pressdo, recuperagdo e descarte dos solventes Organicos,
detoxificagio do produto para uso alimenticio, ete. Por isso, neste trabalho,
propdem-se um sistema de sintese sem adigfo de solvente orgénico .

Porém, como as caracteristicas de agdo das lipases mudam de acordo com sua
fonte, muitos outros meios reacionais e substratos ainda podem ser explorados tendo
em vista a grande variedade de lipases disponiveis no mercado (HERNAIZ ¢ col
1997},

A reacio de esterificagfo pode ser classificada com base no tipo de éster
sintetizado. A sintese de ésteres de acidos graxos com polidis { ésteres de agilicares,
glicerideos, etc.) tem sido estudada exaustivamente. Utiliza-se lipase ainda, para
esterificar enantidmeros especificos de 4cidos graxos e ou alcoois. Esteres alifaticos
de alcoois de cadeia média ( C4 - C10) e dcidos graxos { C6-C12), tém recebido
atengfio especial.,
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3.2.11. Sintese de compostos de aromas e fragrancias

Esteres de acidos carboxilicos sdo componentes mmportantes de aromas
naturais usados na industria alimenticia que contribuem na formagfio e incremento
dos aromas em alimentos. Os ésteres de baixo peso molecular representam wma
importante classe de aromas. Muttos deles sdo responsaveis por odores de frutas e
fragrancias dos alimentos e sdo constituidos principalmente por compostos
dertvados de acidos de cadeia curta como acetatos, propionatos ¢ butiratos. Pode-se
cifar exemplos como os ésteres butirato de etila e acetato de isoamila que sdo,
respectivamente, encontrados nos aromas de morango e banana { GATFIELD ¢ col,
1995).

Sdo conhecidos muitos ésteres componentes de aromas naturais que tém sido
obtidos de fonte natural ou por métodos tradicionais de sintese quimica a um custo
elevado em fungio do grau de pureza e estercoespecificidade requeridos. Os ésteres
produzidos por sintese quimica nfo podem ser considerados aromas naturais, sendo
portanto menos valorizados no mercado que os ésteres obtidos de fontes naturats.
Contado, aqueles produzidos biotecnologicamente podem ser considerados
naturais { CHRISTEN & LOPEZ-MUNGUIA, 1994),

O recente crescimento da preferéncia dos consumidores por produtos naturais,
indica que a biocatalise pode ser uma alternativa frente as reagdes de sintese quimica
tradicionats, por seus produtos poderem ser denominados e aceitos como naturais
{ GATFIELD e col, 1995).

Além deste aspecto, reagbes biocataliticas possuem menor requerimento
energético que as catalises quimicas e podem ser usadas para sintetizar produtos de
melhor qualidade com maior diversificacdo.

Como alternativa para as exigéneias de pureza ¢ estercoespecificidade, bem
como problemas com os custos ¢ origem dos ésteres produzidos por catdlise
quimica, a sintese enzimatica pode vir a solucionar grande parte das dificuldades
citadas. Lipases ( triacil glicerol acil hidrolase - E.C. 3.1.1.3) podem ser usadas
como biocatalizadores para a produgdo de ésteres de aroma pelas reactes de
transesterificagdo e esterificagdo direta dos substratos { SCHREIER, 1997). Entre a
sintese direta de ésteres por estertficag@io de dlcoois e acidos catalisada por lipases e
a sintese por transesterificagdo, a segunda reagiio traz mais vantagens: 1) Néo sdo
formadas ou consumidas moléculas de agua durante a reagfo; 2) A estabilidade
enzimatica geralmente € maior nestas condigdes. Tém-se obtido ésteres metilicos de
acidos graxos e ésteres naturais provenientes de triglicerideos de manteiga, por este
tipo de reacdo (KYOWA, 1991).

Alguns trabalhos vém sendo realizados no sentido de produzir compostos de
aromas de frutas através da biosintese direta , ou seja, por fermentagdo de agticares
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por variados microrganismos. Contudo, a concentragio e o isolamento desses
compostos ainda constitui um problema que nem sempre pode ser solucionado, pela
alta volatilidade dos compostos e baixa concentragdo no meio de cultura (KRINGS ¢
c0l,1995 ; PASTORE e col, 1994).

3.3. Consideracdes sobre Aromas e Fragrincias
3.3.1. O mercado de aromas ¢ fontes de obtengio

A sintese de compostos de aromas obtidos biotecnologicamente vem
crescendo muito na indistria de alimentos. Isto ¢ resultado, enire outras coisas, dos
avangos cientificos em processos bioldgicos, fazendo uso de microrganismos ou
enzimas como alternativa as sintese quimicas, combinado aos recentes
desenvolvimentos de técnicas analiticas como HPLC, CG, 1V ¢ espectrometria de
massa. As pesquisas nesta drea a procura de novos produtos ¢ bioprocessos também
aumentaram devido ao desenvolvimento de um mercado consumidor que procura
mgredientes alimentares ndo toxicos ¢ naturais (CHRISTEN & LOPEZ-MUNGUIA,
1994).

De um mercado mundial de 6 bilhdes de dolares para a indistria de aromas ¢
fragrancias em 1990, aromas para alimentos representaram cerca de 25% com um
crescimento de 5 % ao ano. O mercado de aromas foi estimado em US$ 675 milhides
em 1991 e era esperado um aumento de US$ 376 milhdes para o Mercado Comum
Europeu { VULFSON, 1993; CHRISTEN & LOPEZ-MUNGUIA, 1994),

Por outro lado a industria alimenticia vem sendo fortemente influenciada pelo
aumento do conhecimento dos consumidores sobre as caracteristicas nutricionais e
os msumos de sua dieta bem como dos adifivos empregados nos produtos
ndustrializados. Isso pode ser observado ndo s6 pelo aumento do ntmero de
produtos com baixo indice de gordura, sddio, cafeina ou colesterol, como também
pela troca da sacarina pelo aspartame e pela busca de corantes, antioxidantes e
preservativos naturais.

Devido a complexidade de muitos aromas naturais, tanto em relagio a
composi¢do, como estrutura quimica individual, a aplicagio de métodos
biotecnologicos, particularmente enzimdticos, na producdo destes produtos tem
atraido muita atengdo desde a Gltuna década ( ROSSITER, 1996).

Aromas produzidos biotecnologicamente podem ser caracterizados como
“naturais” ou “idénticos ao natural” e portanto sdo preferidos pelo mercado
consumidor. A presenga de aromas adiciona valor ao produto, o que significa que o
custo da biocatalise passa a ser menos significativo no custo final.
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Durante os ultimos 15 anos processos biotecnologicos téme-se estabelecido
nas mdustrias de aroma para produgo de aromas naturais (GATFIELD e col, 1995 ).

As leis de regulamentacio de aditivos em alimentos reconhecem o fato de que
aromas e constituintes de aromas naturais possam ser obtidos biotecnologicamente.

Contudo, algumas condigdes devem ser garantidas para se assegurar que o
produto final seja natural. Estas condigdes estipulam que a matéria prima ou
substrato sejam naturais e somente processos fisicos ou biotecnoldgicos sejam
empregados para o isolamento e purificagdo dos materiais formados. Exemplos
tipicos destes processos sdo a destilagfo, extracio ¢ concentracdo ( Figura 1),

»  Extracio: Animal { bovinos, aves, peixes, etc.)
Vegetal { cogumelos, ervas, etc.)

¢ Destilaciio: Citrus, ptmentas, mentas, etc.
» Councentraciio: Ixiratos, sucos de frutas, etc.

» Biotecnologia:  Fermentagio { acidos, alcoois, ésteres, etc.}
Catalise Enzimatica ( queijos, sopas, etc.)

FIGURA 1 - Processos para obteng@o de aromas naturais
3.3.2. Biotecnologia - Catalise enzimatica na producio de aromas

Este ramo da biotecnologia tem side empregado hd anos na produgio de
alimentos com a grande vantagem de aumentar a vida de prateleira do produto. Além
deste aspecto, o aumento no aroma destes alimentos pela agdo de enzimas ¢
microrganismos usados pode ser positivo { GATFIELD e col, 1995). Daferentes
classes de aromas podem ser obtidos biotecnologicamente incluindo acidos, ésteres,
lactonas, alcoots, aldeidos ¢ cetonas { GATFIELD, 1997).

Enzimas como biocatalizadores oferecem uma larga escala de aplicagdo na
produgdo de aromas para uso em alimentos. Podem ser utilizadas diretamente no
alimento como aditivos ndo s6 para liberar ou produzir precursores de aroma como
fambém como corretivas de  aromas indesgjavels causados pela presenga de
campostos especificos.

As enzimas envolvidas em processos formadores de aromas podem ser
endogenas, nerentes do sistema alimentar, ou provenientes de fonte microbiana,
adicionadas intencionalmente ou amda podem ser contaminantes { DEMEYER,
1997 ; TOLDRA e col, 1997). Na figura 2 apresenta-se o resumo dos principais
objetivos do uso de enzimas na biotecnologia de aromas.
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¢ Aditivos para aumentar ou produzir precursores de aroma.

¢ Processo de biocatalise para produgiio de compostos de aroma.

¢ Aditivos na extragdo de aromas de matéria prima natural.

e Ativacdo de enzimas endogenas que induzam reagdes de produgdo de aroma.

e Inativagdo de enzimas enddgenas para evitar a formaglo de compostos de aroma
indesejavel.

e Uso de enzimas para eliminagiio de compostos de aroma indesejavel.

FIGURA 2 - Tecnologia enzimatica relacionada a aromas para alimentos

3.4. Lipases como biocatalisadores na sintese de ésteres de aroma.

A fim de testar a aplicagio de lipases na sintese de ésteres de dlcoois
terpénicos, TWAI ¢ col,, 1980, empregaram as lipases de Aspergillus  niger,
Rhizopus delemar, Geotrichum candidum e Penicillium cyclopium em sua forma
purificada.

As reagdes de esterificagiio foram realizadas a 30°C, com 200 rpm de agitagdo
por 18 horas. O meio reacional foi composto de 0,1 mlL de acido ( C3-C6), 0,2 mL
de alcool ( geranil e farnesol), 1 mL de agua e 0,1 mL de lipase ( 100 Unidades). A
reagiio fot paralisada com a adi¢8o de 20 mL de etanol e titulada contra KOH 0,5 M
para o caleulo da porcentagem de esterificagdo em fungdo da quantidade de acido
consumida.

A lipase que obteve as maiores taxas de conversdo foi a de Aspergillus niger.

A lipase de Geotrichum candidum ndo foi capaz de esterificar nenhum éster
nas condiges testadas. Ja as lipases de P. cyclopium ¢ R. delemar sb esterificaram
quando o substrato acido foi o caprdico.

Os autores concluem o trabalho afirmando que a lipase de Aspergillus niger €
mais estavel a diferentes pH e possue menor especificidade de substrato quando
comparada as outras. A lipase de Aspergillus niger sintetizou bem os ésteres mono,
di ¢ sesquiterpénicos, mas ndo catalison a esterificagio de alcoois secundarios e
ferciarios.

E importante observar que o acido acético ndo foi esterificado por nenhuma
lipase em estudo. Ao analisarem as condigdes otimas de produgfio de butirato de
geranila, catalisada pela lipase de Aspergillus niger, enconfraram que a melhor
relagdo molar foi de 1 mol de acido para 2 moles de alcool na presenga de 1 mL de
agua. A temperatura otima mostrou ser de 30 °C ¢ 18 horas de reagfo, com uma
porcentagem de esterificagdo de 80 % usando 800 unidades de lipase.




GILLIES e col. 1987, relataram que a lpase de Candida cylindraceaq,
adsorvida em silica gel, sinfetizou uma variedade de ésteres de aroma, quando
hidratada e agitada em n-heptano juntamente com os substratos. A produgdio em
escala piloto de eti]l butirato, éster de grande interesse comercial, pois compde o
aroma de frutas como banana e abacaxi, foi realizada em coluna empacotada com
reciclagem de solugdo dos substratos em n-heptano. A temperatura 6tima de
atividade da lipase mmobilizada esta entre 20-30 °C, temperaturas de baixo valor
energético portanto, consideradas econdmicas. Os autores examinaram ainda a
capacidade da lipase de Candida cylindracea sintetizar os ésteres laurato, butirato,
octanoato, hexanoato, heptanoato e propionato de etila, acetato ¢ butirato de
isoamila e acetato de isobutila. A melhor taxa de conversdo de acido butirico e
etanol em butirato de etila ocorren quando a concentragao de etanol foi de 0,4 M e
0,5 M de acido butirico.

Em 1988, TAKASHI e col. modificaram enzimas como lipase, chimotripsina,
catalase e peroxidase utilizando polietileno gheol, com o objetivo de tornar as
mesmas solitvels e ativas em solventes orginicos como benzeno.

A hpase modificada de Pscudomonas fluorescens catalisou varias reagdes de
sintese de ésteres em benzeno, a 25 °C. Foram realizadas reagfes de esterificacido
onde a concentragdo do alcool amilico foi fixada em 0,75 M e variados os tipos de
dcidos : pentandico, octandico, dodecandico, benzdico, entre outros. Posteriormente,
fixou-se a concentragdo do Acido pentandico em 0,5 M e variou-se o0s tipos de
alcoots: pentil, hexil, octil e dodecil.

A lipase modificada de Pscudomonas fragi catalisou reagdes de siniese de
ésteres em benzeno na concentragfio de 0,33 mg/ml. com os alcoos terpénicos como
citronelol, farnesol, geranil ¢ fitol e os acidos acético, propidmico, butirico e
valérico. Os resultados estdo relacionados a seguir e foram medidos apos 8 horas de
reacdo:

% Esterificacio

Alc:Ac Acético Propibnico Butirico Valérico
Citronelol 18 52 28 74
Geranil 19 81 94 83
Farnesol 19 78 90 &1
Fitol 29 86 95 92

As lipases modificadas foram extremamente termoestaveis, mas em todos os
casos foi necessaria uma pequena quantidade de dgua no meio de reacdo para a
expressdo da atividade enzimatica.
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LANGRAND e col. 1988, testaram trinta preparagbes de lipases comerciais
quanto & habilidade de catalisar a formagdo dos ésteres acetato, propionato ¢
butirato de isoarila ou de geranila como compostos de aroma. As reagdes foram de
esterificagdo direta ou éster solvolise em n-heptano. A formagdo de butirato de
isoamila e geranila e propionato de isoamila ¢ geranila por esterificagéio direta foi
catalisada pela maioria das lipases testadas. Esteres de acido acético mostraram-se
mais dificeis de se obter. As reagdes de transesterificagiio mostraram ser uma boa
alternativa para a sintese dos ésteres, pois as lipases se mostraram mais estaveis
neste tipo de reagfio. As condigdes da reagfio testadas pelos autores ndo foram ainda
otimizadas.

WELSH & WILLIANS 1989, estudaram a conversdio de oleo fusel, mistura
de alcoois de cadeia alifatica de C3, C4 e C35, em seus ésteres acetato e butirato,
usando lipase de Candida cylindracea. As reagles foram realizadas em fluido
imiscivel em agua, como hexano. A temperatura de incubagio foi de 30°C com 150
rpm de agitagio. A produgiio méxima para ésteres butiricos foi de 65.8% de
conversio e para ésteres acéticos de 46,4 % apos 48 horas de reagfo. A enzima
pode ser reutilizada trés vezes antes de perder a atividade para a sintese de ésteres
de acido acético, mas somente uma vez para ésteres de acido butirico.

GOLDBERG e col. 1990, estudaram as reagdes de esterificagdo ¢
transesterificagdo catalisadas por lipase de Candida cylindracea. Os autores tinham
como objetivo comparar o efeito de diferentes substratos aumentando a
concentragdo de agua do sistema na fase liquida e a atividade de agua do sistema
consequentemente. Analisaram os efeitos da dgua adicionada ¢ da dgua produzida no
sistema reacional durante a atividade enzimatica.

As reagdes foram realizadas em sistema bifasico solido/liquido, com os
substratos previamente desidratados. Agua foi adicionada ao sistema posteriormente
pois a lipase em estudo foi mativa em sistemas desidratados.

No caso da esterificagdio direta, a conversdo aumentou com o aumento da
atividade de 4gua no sistema. Por outro lado, a reagdo de transesterificagdo do
propionato de etila, foi 48 vezes maior com nonanol do que na presenga de hieptanol
desidratados, e somente 2,2 vezes maior quando os substratos estavam saturados
com &gua. Fsses resultados comprovam segundo GOLDBERG e col., 1990, a
absoluta necessidade em se considerar a polaridade de cada substrato, pela propria
habilidade em modificar a agua de partigio entre as fases solida ( preparagdo
enzimatica) ¢ a fase liquida { produto e substrato ), atuando drasticamente na
atividade enzimatica.

O efeito das moléculas de agua produzidas durante a reagdo enzimatica foram
exatamente da mesma ordem de magnitude para os dois tipos de reagdo.
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ISHI e col. 1990, investigaram a sintese de ésteres em sistema aquoso,
utilizando lipase bruta de Rhizopus oligosporus. Fot usado o acido oleico como
substrato a fim de avaliar o grau de esterificagfio obtido pela lipase, com &lccois
primarios { C1.C10). O meio reacional foi composto por 2 g de dlcool, 1 g de acido
oleico e 1mL de solugdio enzimdtica ditnida em tampéo fosfato.

Dentre os alcoois estudados, o maximo de conversdo obtida foi com o 1-
propanol com 38,5%. As baixas taxas de esterificagdo obtidas com o metanol ¢
etanol { menos de 20%), sdo devidas, segundo ISHII e col. 1990, & desnaturagio da
lipase. A lipase de Rhizopus oligosporus mostrou ainda ser habil em estertficar
alcoois secundarios obtendo a taxa méxima de conversdo com o 2-propanol, de
36,5%. Segundo os autores, ¢ uma importante caracteristica da enzima.

LANGRAND e col. 1990, reportaram detalhadamente a influéneia do
tamanho da cadeia carbonica dos acidos ( C2 a C6) e dos dlcoois ( Cl a C6,
primarios ), bem como a influéneia da natureza do dleool ( terpénico ou nflo ) na
sintese de ésteres de aroma.

A preparagio de 35 ésteres de cadeia curta, componentes de aroma, for
realizada pelas lipases de Mucor michei, Aspergillus sp, Candida rugesa e
Rhizopus arrhizus em sistema com adicio de solvente orgimico. Os substratos
utilizados foram os acidos: acético, propidnico, butirico, valérico e capréico assun
como os alcoois: metanol, etanol, butanol, isopentanol, hexanol, citronelol ¢ geranil.
Cada preparacio de lipase testada apresentou seletividade de reagdo, de acordo com
o acido ou alcool testado. Por exemplo, a lipase de Aspergillus sp foi altamente
seletiva para dcidos e alcoois de cadeia carbdnica muito curta, Os autores concluem
que as reagfes enzimaticas catalisadas por lipases sfo muito convenientes na
sintese de ésteres. Contudo, cada sintese apresenta um problema especifico onde as
condigdes de preparagdo ¢ experimentais devem ser otimizadas para se obter altos
niveis de conversio.

WELSH e col. 1990, realizaram estudos para testar a capacidade de 27
lipases comerciais diferentes para sintetizar ésteres de baixo peso molecular em
sistemas aquosos. Dentre as lpases testadas, as de Candida cylindracea,
Pseudomonas fluorescens ¢ Mucor michei se destacaram. A produgdo maxima
obtida apds 24 horas de reagdo foi com as concentragdo de 0,05 mol/L. de substrato
para acetato de isopentila, 0,2 mol/L para butirato de etila e 0,3 mol/L para butirato
de 1sopentila.

A taxa de conversdo de butirato de butila for de quase 100% quando se
trabalbou com concentragdes maiores que 0,2 mol/L de acido. Os autores
observaram inibigio da enzima de Pseudomonas fluorescens pelo substrato aciuna
da concentracdo de 1 mol/L, mas o mesmo efeito ndo foi observado com as outras
ipases.
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Os solventes hexano, octano e decano foram utilizados no meio reacional,
exceto para a sintese de butirato de etila, onde somente o hexano foi empregado.

WELSH & WILLIAMS 1990, compararam a eficiéncia das lipases de
Candida cylindracea, Pancredtica e Aspergillus niger na catalise da sintese de
butirato de ctila e butirato butila de a 30 °C e 50 °C, usando hexano no meio
reacional. O objetivo do trabalho foi examinar o efeito do pH da enzima, da
concentragdio do substrato, pré-tratamento da enzima ¢ amnda o efeito da fonte das
lipases no grau de sintese de butirato de etila ¢ butirato de butila.

Os autores concluiram que os pardmetros testados afetam realmente a sintese
dos ésteres, mas tém sua extensdo dependente da fonte da hipase. A lipase de
Aspergillus niger conseguiu maxima conversio entre os pH 4-6 com 0,1 mol/l para
o butirato de etila e 0,125 mol /l para o butirato de butila. Para a lipase de Candida
eviindracea a converso maxima ocorreu entre os pH 6 ¢ 8.

O estudo do efeito do pré tratamento da enzima foi realizado com enzima
dissolvida em agua, em tampéo e sem dissolver. Os resultados mostraram que a
performance da enzima foi afetada mais uma vez de forma diferenciada de acordo
com a fonte da enzima. s dados para a lipase pancreatica mostraram que o pré
fratamento com tampdo aumentou a sintese em relagdio ao pré-tratamento com aguoa.
Por outro lado, para a lipase de Candida cylindracea ¢ Aspergillus niger, o pré
tratamento com tampdo ndo alterou em nada a atividade enzimatica. De maneira
geral o pré-tratamento das lipases afeta muito pouco a atividade em comparagfo as
nio tratadas.

CARTA & GAINER 1991 examinaram o mecanismo ¢ os produtos da reagdo
de esterificagio catalisada por lipase de Candida cylindracea imobilizada em
suporte de nylon. A reagiio de esterificagio tinha como alvo a produgfo de variados
ésteres utilizando como substratos alcoois ¢ 4cidos carboxilicos. Os  autores
discutiram a sintese de propionato de etila, em meio reacional composto por 0,17
mol/L. de etanol e 0,2 mol/L. de 4dcido propidnico em hexano. A concentragdo da
lipase variou de 10 mg/ml a 250 mg/ml, tendo sido a temperatura 6tima de reago
entre 30-37°C. A lipase de Candida cylindracea foi testada também na sintese de
propionato de etila,butirato de etila, butirato de isoamila ¢ propionato de isoamila.
As maiores taxas de conversdo foram obtidas para os ésteres de alcool isoamilico,
0,17 mol/L. apos 24 horas.

Foi verificado que a cinética da esterificagdo ¢ fortemente dependente da
natureza dos substratos alcool e acido e que pareceu haver uma regifio distinta de
atividade enzimatica para cada sistema reacional. Em alguns casos, o solvente
orginico pode ser totalmente eliminado do sistema, facilitando muito o processo de
separagio dos produtos posteriormente. Os autores desenvolveram modelos e
parimetros matematicos a partir dos dados cinéticos obtidos nas reagdes enzimaticas
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de formacdo de ésteres componentes de aroma, tanto em meio aquoso Como em
meio organico.

FAYOLLE e col. 1991, investigaram um método biolégico de produgdo de
butirato de butila a partir de fonte natural. Butanol ¢ acido butirico foram produzidos
por processo fermentativo otimizado,de farinha de trigo hidrolisada por linhagens
selecionadas de Clostridium. O butanol foi recuperado do meio fermentativo por
destilagdo e o acido butirico por extragiio com solvente. O éster butirate de butila fo1
produzido por esterificagdio direta usando lipase de Mucor michei. O meio de reagdo
foi composto por 0,1 moles de butanol, 0,1 moles de dcido butirico e 0,25 ¢/L de
lipase a 40° C, em heptano.

Os autores estudaram o melhor solvente organico para a sintese. Testaram n-
butanol, éter butilico, ciclohexano, hexano, heptano, octano e isoctano. O melhor foi
heptano. As taxas de conversdo foram proporcionais ao aumento da concentragao
enzimatica ( 0,5 a 1 g/L) tendo sido escolhida a concentragio de 1 g/L para as
reagdes pois o tempo de reagdo foi menor. Os autores observaram que a temperatura
otima de reacdo foi de 60° C onde se atingiu a conversdo de 0,52 umol/min/mg. A
adigio de 1g/L de dgua ao sistema foi benéfica mas, as taxas de conversdo cairam
quando foi adicionado 5 g de agua por litro de meio. Isso indica, segundo os autores,
que a agua tem um papel na ativagio enzimatica. O mesmo fendmeno fo1 observado
quando a cinética da reagdo foi realizada com baixas concentragoes enzimaticas.
Neste caso, a maxima conversdo ocorreu apés algumas horas de reagdo quando
provavelmente a enzima foi ativada pela dgua formada durante a esterificagdo.

KIM & RHEE 1991, estudaram os mecanismos de sintese enzimatica de
glicerideos de cadeia média usando acido caprico (decanoico), acido oleico e
glicerol como substrato. A enzima empregada fol a Lipozyme sem a adigdo de
solventes e/ou surfactantes ao meio de reagiio. A analise quantitativa da reagdo fol
conduzida usando cromatografia liquida de alta resolugio. A atividade de
esterificagio da Lipozyme foi determinada a 40 °C, em reator aberto, tendo sido
obtidos os seguintes resultados: 400 e 200 unidades/g para sintese de glicerideo
caprico e glicerideo oleico respectivamente. A temperatura otima de reagdo for de
50°C para sintese com acido caprico € 60 °C para sintese com acido oleico. Segundo
os autores, a taxa de conversio foi muito influenciada pelos métodos usados para a
remocdo da agua do sistema formada pela reagdo.

KYOWA 1991, autor de uma patente japonesa, publicou um novo meétodo
para produzir compostos de aroma de frutas que compreende o {ratamento de
lipideos e oleo fiisel com lipase. Os lipideos devem conter preferencialmente acidos
graxos de cadeia curta, como 6leo de palma, manteiga, creme de leite, gordura de
leite e os produtos da agdo da lipase. As lipases utilizadas foram provenientes de
animais ou microrganismos como Rhizopus niveus, Rhizopus delemar, Aspergilius
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niger, Mucor japonicus, Candida cylindraceaq, Pseudomonas sp, Chromobacterium
viscosum, ete. Oleo fusel foi usado na concentragdo de 0,05 - 10 g/g de lipideo. A
reacio foi realizada entre 20 ~ 50 °C por 5 - 40 horas. Os compostos de aroma
produzidos podem ser usados na industrias de alimentos, em produtos lacteos,
confeitaria, sorvetes, cremes, bebidas, sobremesas, etc.

MANJON e col. 1991, imobilizaram a lipase de Mucor michei em celite e
nylon, por ligagdo covalente para testar sua capacidade de sintetizar ésteres que
tenham aroma em meio de reagdo bifisico com dpua e solvente orginico. A
influéncia do método de imobilizagdo foi considerada na porcentagem de sintese. A
hidrofobicidade do solvente e quantidade de dgna no sistema bifésico influenciaram ,
segundo os autores, a estabilidade da enzima e o equilibrio quimico da reagdo. Deste
modo, solventes com log P > 3,5 ¢ menos de 1% de agua foram considerados os
methores. E importante considerar o efeito do pH na atividade da enzima, quando se
usa substratos acidos, e os autores afirmam ainda que a temperatura de atividade
maxima na sintese de etil butirato esteve entre 40 ¢ 50 °C. Neste trabalho, a lipase
de Mucor michei se mostrou capaz de sintetizar virios ésteres de cadeia curta e
mostrou ainda que o tamanho da cadeia carbdnica do alcool tem maior influéncia na
sintese do que as caracteristicas do acido utilizado.

MONOT e col. 1991, investigaram o destino do solvente organico e da agua
residual na sintese de butil butirato por n-butanol e acido n-butirico em hexano,
catalisada por lipase de Mucor miehei, através da andlise da cinética e balangos de
massa da reacdo. A reagdio de esterificagdio se realizou em dois sistemas com baixa
quantidade de agua. Um com adigfo de hexano e outro um sistema bifasico com a
enzima em solugdo aquosa num sistema com hexano. No sistema com enzima sohida,
adicionada diretamente ao hexano, a enzima adsorveu a agua produzida durante a
reagio, formando ap6s algum tempo wm sistema bifasico. Segundo os autores, como
esperado, a presenga de alguma quantidade de agua foi indispensavel para a reagdo ,
pois quando a agua foi retirada, houve comprometimento da atividade enzimatica.
Contudo, observou-se que a remogio de Agua produzit pouco efeito no grau de
esterificagiio final, tendo se observado que as velocidades de estenificagio foram
similares tanto no meio de reagdo em hexano guanto no sistema bifasico. No tltimo
caso, o butirato de butila foi encontrado quase exclusivamente na fase orginica. Os
resultados obtidos mostram que a sintese ocorre nos dois sistemas, basicamente pos
mecanismos similares, baseado na quantidade de 4gua disponivel no sistema, a
reaciio dispde o éster na fase orgnica, pelo coeficiente de partigio ser assim
favoravel.

RLOOMER e col. 1992, demonstraram que a sintese de ésteres de acido
graxos ¢ etanol catalisada por lipase, de maneira simplificada, pode ser (til também
na sintese de ésteres polinsaturados. A evaporagiio da dgua gerada na reagdo
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proporcionou a rapida produgdo de ¢steres com mats ¢ 99% de conversdo em
refluxo com hexano ou pentano. A agua fol retirada pela condensagdo do vapor em
refluxo passando por uma pereira molecular. Altas taxas de conversdo foram
rapidamente obtidas na sintese de ésteres etilicos de oleico, linoletco, o lnolénico ¢
acido aracdonico sem peroxidacgio das duplas lgaghes. O éster oleil oleato foi
também sintetizado rapidamente com pouca peroxidagdo. O excesso molar de etanol
de 1,25 a 1,5, permitiu a melhor taxa de conversdo na sintese. A sintese de etil
estearato foi realizada em escala preparativa { 50 g) onde foi obtido mais de 99% de
conversdo em 50 minutos. A lipase utilizada nos experimentos foi a Lipozyme IM 60
produto comercial da NOVO Nordisk de Rhizomucor miehel.

CASTRO e col. 1992, estudaram o comportamento da lipase comercial (
NOVO Lipozyme) na reagdo de esterificagio de componentes de alcoois terpénicos,
frente a presenga de heptano no meio reacional. Foi observado que durante a reagdo
a quantidade de dgua do meio de reagfio diminuia, apesar da mesma ser um dos
produtos da esterificagfio. Os autores observaram que o suporte em que a lipase
estava imobilizada adsorvia a agua do meio de reagfio, por se tratar de uma resina de
troca i6nica. Como resultado disto, a preparagdo da enzima imobilizada apresentou
alto grau de hidrata¢fio no final da reagdo. As consequéncias desta hidratagdo em
diferentes condicBes de reagdo foram entdo analisadas pelos autores. A principal
conclusdio foi que a quantidade de dgua adsorvida pelo suporte da enzima ndo
influenciou em nada na sintese de butirato de citronelila, Para que a enzima fosse
reutilizada, a fim de se obterem boas taxas de conversio foi preciso desidratar o
suporte com heptano ap6s cada batelada.

CASTRO ¢ col. 1992, em outro estudo s¢ preocuparam em investigar
diferentes métodos de se desidratar o suporte da lipase (NOVO Lipozyme) apos
cada batelada da reacgdo de sintese de butirato de citronelila. Dependendo do método
usado para desidratagdo do suporte, a atividade da enzima pode ou ndo ser
restaurada a niveis proximos aos iniciais. A aplicagdo de peneira molecular
parecen ser um método eficiente de remogdo da agua adsorvida pela enzima. Outra
possivel solugdo para o problema envolve a escolha de um matenial para o suporte
da enzima que seja menos hidrofilico. Os autores discutem que a preferéncia por
celite como suporte se explica por este ser menos hidrofilico que resinas de troca
itnica. O suporte da Lipozyme pode ser uma restrigdo a sua aplicagdo em reagdes de
esterificaglio em operagio continua, alertam os autores. Contudo, segundo eles, ¢
necessario mais estudos sobre os pardmetros da reagdo pois existe uma relagio
complexa entre o solvente do meio, a dgua associada a enzima e a hidrofobicidade
do solvente,

CARTA e col. 1992, testaram a lipase imobilizada de Candida cylindracea
na esterificagiio direta de alcool isoamilico e etilico com os acidos propinico e
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butirico. A lipase imobilizada se mostrou efetiva na catdlise dos €steres propionato
de etila, propionato de isoamila ¢ butirato de isoamila, em gistemas reacionais
compostos por quantidades estequiométricas de substrato ( 0-2 M) em hexano.

CGuando etanol em hexano foi substrato, a conversdo micial de esterificaco
foi de 0,02 moles / h .g de proteina; mas a enzima foi estavel somenie quando a
concentragio dos substratos fol inferior a 0,2 M.

Quando o 4lcool isoamilico foi utihzado como substrato em hexano, as taxas
de conversdo foram da ordem de 0,085 moles/h.g e neste caso a enzima foi estavel
em concentragdes muito maiores deste substrato.

Os autores observaram que com a utilizagio do alcool isoamilico como
substrato, o uso de solventes como hexano, ndo fo necessario para a esterificagio e
a enzima pode ser empregada em misturas com diferentes concentragdes de acido.
Neste caso, com o acido propibnico como substrato, a conversao aumentou
gradualmente com a concentragdo de dcido at¢ 1,5 Me diminuiu para concentragdes
maiores. As taxas de conversio méximas foram obtidas a 35°C diminuindo
rapidamente com o aumento da temperatura para 40 e 60°C.

A comparagio das taxas de esterificagio obtidas para o propionato de
isoamila foi realizada entre os sistemas reacionais com e sem hexano. Comparando
os dados obtidos, os autores concluiram que as taxas de conversdo foram
essencialmente as mesmas nos dois sistemas . Contudo, variando a concentragdo de
acido propidnico no sistema sem hexano as taxas de esterificagdo aumentaram com a
concentragio de acido até 3 M o que correspondia a 0,34 da fragdo molar do
sistema. Assim, os autores concluem que as taxas de conversio obtidas em hexano
si0 similares as obtidas sem hexano, com concentragdes maiores de acido. Por outro
lado, a presenga de excesso de dlcool isoamilico pareceu ter efeifo estabilizador na
lipase. Foi testado ainda o efeito da adigdo de 4gua ao sistema sem hexano,
concluindo que a presenca de mais de 5% ( v/v) de agua dissolvida em alcool
isoamilico ndo foi significativa nas condigdes de reagio.

CHULALAKSANANUKUL e col. 1992, estudaram a sintese de acetato de
geranila por transesterificagdo catalisada pela lipase imobilizada de Mucor michei. A
fim de se obter alto grau de conversdo na sintese, o efeito do tamanho da cadeia
carbbnica do éster na transesterificacdo foi estudado. Os autores concluiram que o
melhor substrato para a sintese de acetato de geranila foi o acetato de propila.
Estudando a cinética da reagdo, sugeriram o modelo bi-bi ping-pong como o mais
adequado ¢ verificaram que ocorreu inibigdo da enzima por excesso de alcool
geraniol. Os autores mostraram que acetato de geranila fol sintetizado pela lipase em
reacio de transesterificagio na presenga de hexano anidro, uma alternativa para a
sintese de ésteres que ndo possam ser obtidos por esterificagdo direta. Obtiveram
qma taxa de conversio de 85% ap6s 3 dias { 72 horas ) de reagdo. Observaram que
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o tamanho da cadeia carbdmnica afeta acentuadamente a sintese de acetato de
geranila. O acetato de propila serviu como excelente substrato para a lipase
imobilizada de Mucor michei na sintese de acetato de geranila.

Verificou-se que 0,1 g de 4gua ¢ necessirio por grama de suporte para s¢
obter maxima atividade enzimatica.

RIZZI e col.1992, sintetizaram acetato de isoamila utilizando lipase
imobilizada de Mucor miehei Lipozyme através da reagdio de transesterificagdo de
acetato de efila com alcool isoamilico em n-hexano. Foi observado que a
seletividade e a taxa de conversdo diminuiram quando a quantidade de agua no
suporte que imobiliza a enzima excedeu 3% (p/p). Os dados experimentais
indicaram que tanto os substratos quanto os produtos ( etanol e acetato de iscamila)
atuam como inibidores da agdo enzimatica. Os autores sugerem que esta intbicdo
seja do tipo competitiva.

CLAON & AKOH 1993, reportaram o efeito da ordem de adi¢do dos
reagentes , solvente e enzima no grau de conversao de acetato de geranila usando
como catalisadores da esterificacio direta cinco lipases comerciais. As lipases
utilizadas foram de Mucor michei, Candida antartica e Aspergillus niger. O estudo
foi conduzido realizando as misturas de reagdc com OS MESMOS Componentes,
variando a ordem de adi¢do dos mesmos:

Mistura # 1 : Hexano + geranil + acido acético + enzima
Mistura # 2 : Enzima + geranil + hexano + 4cido
Mistura # 3 : Enzima + acido + hexano + gerand

Os sistemas # 2 e # 3 eram homogeneizados antes da adi¢do de hexano. Os
sistemas foram incubados a 30° C por 24 horas a 200 rpm,

Os melhores resultados foram obtidos no sistema #1 seguido pelo #2 e #3. Os
autores discutem que a ordem da adigio dos substratos & importante para minimizar
o efeito de inibigdo da enzima pelos reagentes.

CLAON & AKOH, 1994 (a) realizaram um estudo com duas lipases de
Candida antartica ( SP382 ¢ SP435) na esterificagfio de geranil com acido acético
em n-hexano. Os autores afirmam que a quantidade de lipase utilizada no processo ¢
um fator econdmico crucial. As concentragdes de lipases reportadas pela literatura
sdo muito altas para qualquer aplicagdo industrial, como 38 a 93% em massa dos
reagentes. Verificaram 96 % de conversdo com 15 % em massa de lipase para
SP382 e 2% cm massa para SP435, tendo sido este tltimo valor menor do que a
faixa de utilizacdo recomendada pelo fabricante da enzima ( 5-10%).

O efeito da concentragio dos substratos tem sido relatado em estudos de
sintese de ésteres por lipases de Mucor michei ¢ C. cylindracea. As lipases sdo
geralmente inibidas pelo aumento da concentragao de etanol, butanol e geraml. Os
autores relatam que o geranil ndo inibiu a atividade de esterificagdo das lipases SP
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382 ¢ 5P 435, O maior fator de conversdo fot conseguido quando a concentragdo de
geranil esteve por volta de 0,1M. No entanto, o aumento da concentracio de dcido
acético provocou a wnibigdo das duas lipases, entre 0,2 ¢ 0,5M. A temperatura 6tima
de reaco esteve entre 35 - 40 °C para SP 382 ¢ SP 435 respectivamente. A adigdo
de 60 % { p/p) de agua ao sistema causou perda de atividade das duas enzimas da
ordem de 50-60 %. A polandade do solvente organico usado na sintese ndo afetou a
atividade enzimatica.

CLAON & AKOH 1994, publicaram os resultados do estudo da habilidade
das lipases comerciais de Mucor miehei ( IM 60 ), Candida antartica ( SP 435),
Pseudomonas sp ( PS e AK) e Candida cylindracea de catalisar a sinfese de ¢steres
terpémicos por transesterificacdo. Como ndo houve sintese com os alcools mentol ¢
linalool, os autores reportaram os dados obtidos com as reagdes de geranii e
citronelol. Os ésteres cuja producio for testada foram: acctato de metia, ctila,
isopropila, isoamila e triacetina; butirato de metila, etila, glicila e tributirina;
caproato de metila, etil e tricaproina; caprilatos de metila, etila e tricaprilina.

Este estudo fo1 importante para a compreensio do efeito do comprimento da
cadeia do doador acil na sintese de ésteres ierpénicos pela reagdo de
transesterificagio. Os autores sugerem que o efeito do tamanho da cadeia varie de
uma enzima para outra ¢ que também seja dependente da natureza do alcool
terpénico usado. Dentre as lipases estudadas a lipase de Pseudomonas sp { AK Y e
Candida cylindracea foram as que obtiveram a pior performance. As lipases de
Pseudomonas sp ( PS ) e de Mucor michei, { IM 60 ) geralmente catalisaram melhor
a reagdo com o aumento da cadeia do doador acil. A hipase de Candida antartica
obteve a melthor performance mas ndo reagiu com tricaprilina como doador acil.

Dentro das condigdes estudadas, os triacil glicerdis foram os melhores
deadores acil. Os alcoois mentol e linalool ndo foram estertficados.

CLAON & AKOH 1994, estudaram os parmetros enzimaticos que afetam a
sintese de acetato de citronelila por esterificagdo direta. As reagbes foram
preparadas com 2 mL de hexano, 0,1 M de citronelol, 0,1 M de acido acético, 10% (
p/p) de lipase de Candida antartica { SP435) ¢ incubadas a 30° C, 200 rpm por 24
horas. Apods 14 horas de incubagéio foi observada uma taxa de conversdo de 98%.
Concentragdes molares maiores de 0,3 M de acido acético inibiram a atividade da
enzima. A lipase foi capaz de converter 95,6 % apds ser usada por 10 vezes,
demonstrando grande estabilidade.

CLAON & AKOH 1994, estudaram a transesterificagdo de geranil e citronelol
com friacetina catalisada pela lipase de Candida antartica { SP 435). As reagdes
foram conduzidas em n-hexano com 0,1 m de alcool ¢ 0,03 M de triacetina ¢ 10 %
da massa dos reagentes de lipase. Analisaram o efeito da adiciio de dgua, da
temperatura, do tipo de solvente e reuso da lipase nas taxas de conversdo. Taxas de
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conversio maiores de 96% foram obtidas apos 10 horas de incubagdo. As condigdes
dtimas para sintese foram obtidas com a temperatura entre 30- 40° C, sem adigdo de
agua, em solvente orgdnico. Para os sistemas sem adi¢do de solvente e para aqueles
cujos solventes possuiam log maior ou igual a 0,85, as taxas de conversdo variaram
entre 62-97%.

FONTEYN e col. 1994, obtiveram wma taxa de conversdo de 74 % na sintese
de acetato de citronelila utilizando lipase de Candida antartica em meio reacional
livie de solvente orginico. A sintese foi realizada em Erlenmeyers onde 0,5 g de
lipase foram adicionados a 0,1% de agua, 55 mmoles de alcool ¢ 35 mmoles de
acido. A incubagio foi realizada a 45° C com 150 rpm de agitagdo. Estas foram as
condigdes Otimas de sintese descritas em trabalho anterior ainda nfo publicado.
Nestas condigdes, apds 6 horas de reaglio foi observada 74 % de taxa de conversio.

Os autores estudaram dois modos para tentar aumentar a taxa de conversdo. O
primeiro foi a adigiio de dissecantes ao meio reacional para prevenir o acmulo de
agua no sistema. Neste ensaio ndo foi adicionada agua ao meio de reagdo. Os
resultados obtidos para as taxas de conversdo foram de 83 % sem adigdo de
dissecante, 92% com 1 g de sulfato de magnésio e 91 % com 1,5 g de peneira
molecular.

Na segunda alternativa, ao meio reacional foram acrescentadas quantidades
caleuladas de acido acético no transcorrer da sintese. Os resultados indicaram que
conseguit-se aumentar a pureza do éster em até 84 % aumentando até 5 vezes o
volume inicial dos reagentes. A definigiio de pureza para os autores fot:

9 Pureza = massa de éster / massa acido + alcool + éster x 100

HWANG & PARK 1994, estudaram a sintese de acetato de etila em fase
gasosa usando lipase pancredtica a 25° C. Os autores buscavam alternativas para 0s
problemas de transferéncia de massa dos reagentes e recuperagdo do produto,
segundo os mesmos, muito conhecidos nas sinteses em solventes orgdnicos. As
reagbes foram realizadas com 0s substratos gasosos, 5 mL de ar saturado com
etanol e acido acético a 25° C comntendo 10 mg de lipase liofilizada, em frascos
selados com septo de borracha.

Foram testadas varias concentragdes de lipase no meio reacional. Com o
aumento da concentragdo de lipase, observou-se a diminuigdo da concentragdo de
acetato de etila no meio. Segundo os autores, este fato poderia ser explicado pela
formagio de agua que ¢ equimolar & formagio de éster, durante a reacfio. Estudos
subsequentes serdo divulgados avaliando o efeito da temperatura, concentracdo de
substratos e quantidade de agua na porcentagem de esterificagao.

RAZAFINDRALAMBO ¢ col. 1994, escolheram a reagio de sintese de
acetato de isoamila como modelo para estudo da otimizagdo da sintese por catalise
enzimatica. A reagfio foi realizada em 10 mL de n-heptanc em agitador corn 150
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rpm. A relagio molar entre os substratos alcool : dcido variou de 1 a 8, a
concentragio de enzima de 0,1 a 1 g, tendo sido usadas as temperaturas de 32 a2 35
°C e a quantidade de agua de 0,1 - 1% ( p/v). As condigdes Otimas determinadas
foram 4 para a relagdo molar entre os substratos, 45°C de temperatura, 0,1% de agua
¢ 0.5 g de enzima. A taxa de conversao obtida foi de aproximadamente 80% apés 25
horas de reagdo.

YEE e col. 1995, imobilizaram a lipase de Pseudomonas sp em ¢inco suportes
diferentes, para testar sua habilidade em catalisar a sintese de ésteres de geranil por
transesterificagdo usando triacilglicerois de cadeta curta como doadores acil. As
misturas de reagfio foram preparadas em 2 mL de n-heptano, 0, M de geranil, 0,03
Im de triacilglicerol e 200 unidades de lipase, tendo sido incubadas a 30° C, 200
rpm por 24 horas.

Os suportes testados para imobilizar a lipase foram polivinilpirrolidona, celite
545, duolite A 340, silica gel 12 ¢ pérolas de vidro. Para a sintese de acetato de
geranila e caproato de geranila o melhor suporte foi o duclite, com 77 % ¢ 95% de
conversdo respectivamente, Para os ésteres butirato e caproato de geranila o methor
suporte foi a polivinilpirrolidona, com 80 ¢ 95 % de sintese respectivamente. Os
piores suportes foram a celite e silica gel.

Com raras excecdes, com o crescimento da cadera carbbnica do acido, a taxa
de sintese também aumentou sugerindo que a lipase de PS possut maior afimdade
por acidos graxos com mais de quatro carbonos. No presente estudo a influéneia do
suporte nfio pode ser descartada, embora ainda seja pouco compreendida. Dados de
taxas de conversio com a enzima nfio imobilizada foram obtidos ¢ mostraram que
siio melhores do que quando a enzima foi imobilizada em silica gel.

O desempenho do processo de esterificagdo para obten¢iio de butirato de
citronelila foi estudado por CASTRO e col. 1995, comparando dois processos
cataliticos : o quimico e o enzimatico. Esteres terpénicos s3o usualmente preparados
por via quimica, sendo o butirato de citronelila obtido a 120° C em uma reagdo com
excesso de acido butirico onde obtém-se além do éster subprodutos que devem ser
separados em operagdes que oneram o processo.

Os autores realizaram a sintese quimica em baldo volumétrico de fundo
redondo onde foram adicionados 6,75 g ( 0,076 moles) de acido butirico e 10 g (
0,064 moles) de citronelol com 0,32 g de acido sulfurico,, como catalisador. A
reagio foi conduzida a 120° C durante 6 horas. A extragdio do éster foi realizada
com diclorometano e lavado com solugdo aquosa de Na,CQs. O éster foi recolhido
na fase organica e seco com Na,S5O; anidro.

A reacdo enzimatica foi conduzida em Erlenmeyer de 250 mL bem como em
balio de fundo redondo acoplado a condensador de refluxo usando hexano ou
heptano. A proporgio de aleool foi de 1,25 para 1 de acido, 10% de lipozyme (p/p),
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60° C ¢ 100 rpm de agitagio. A enzima foi recuperada por filtragdo ¢ o éster
concenirado em rotavapor.

O butirato de ciironelila obtido por via quimica apresentou 3as mesmas
caracteristicas quimicas do obtido enzimaticamente. O rendimento na sintese
quimica foi de 53%. Ja para os resultados da sintese enzimatica, pode-se observar
que independentemente do tipo de solvente empregado, as taxas de conversdo foram
insatisfatérias quando a reagdo foi conduzida em Erlenmeyer. Os autores utilizaram
o aparato de Deam-Stark para a sintese em meio com hexano, alcangando 75,9% de
rendimento e com e emprego da peneira molecular no meio com heptano a sintese
alcancou um rendimento de 86,6%.

Segundo os autores, a sintese enzimatica ¢ mais vantajosa em relagdo a
quimica pois a energia despendida no processo é menor, os componentes da reagdo
sio todos tecicliveis além de considerar que, no processo quimico, 50 % da massa
de solido gerada ndo ¢ reciclavel.

CASTRO & JACQUES, 1995 estudaram a biotransformagdo de citronelol em
butirato de citronelila, usando uma preparagdo de lpase imobilizada comercial
Lipozyme em condigdes de baixa concentragio de Agua. Mesmo controlando a
concentragio de agua na reagdo, foi formado de 100 a 200 ppm de agua por mol de
butirato de citronila formado. Com a finalidade de verificar a distribuigao no sistema
reacional desta quantidade de agua formada, foi efetuado um monitoramento da
concentragio de agua nas fases solidas ( FS ) e liquidas ( FL ) durante a reagdo, em
presenca ¢ auséneia de dessccantes moleculares. Em ambos 05 ¢asos constatou-se
que a dgua formada durante a reagiio ndo permanece na FL, sendo adsorvida pelo
suporte da preparagéio da enzima ou pelo agente dessecante, sendo que este ultimo
possui maior poder hidrofilico que o suporte da enzima, Concluiram 08 autores que a
quantidade de agua formada durante a reagao ndo interfere no equilibrio da reagéo
desejada, tanto na presenga quanto na auséneia de agentes dessecantes. O
desempenho da sintese foi melhor quando o contato enzima-dessecante foi restrito a
um curto periodo de tempo.

CASTRO e col. 1995, investigaram a esterificagdo do citronelol com Varios
acidos  em sistemas constituidos predominantemente de solventes Organicos,
empregando lipase de AMucor michei (NOVO) como catalisador. Os acidos
empregados como substrato foram o deido acético, butirico, caprilico, pelargbnico,
caprico, laurico, miristico e oleico. As reagdes foram realizadas na presenga de 20
mbL de heptano contendo 0,25M de citronelol ¢ 0,3 M de acido em reatores
fechados. A mistura foi incubada com 0,25 g de enzima a 45° C, por 24 horas.

Apbs 24 horas de reagdo, porcentagens entre 95 ¢ 98% dos diferentes acidos
( C4 a C8) foram esterificados. A exceqao foi com relacio ao emprego do écido
acético onde foram alcangadas taxas de apenas 13,56% de esterificagao.
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Os autores estudaram mais a fundo os resultados obtidos com o acido acetico.
Na literatura encontraram resultados similares que eram justificados basicamente
porque a presenga de cido acético no meio, pode ocasionar danos & camada de
hidratagdo da enzima, inibindo assim sua atividade. O acido acético, por apresentar
alta polaridade migra para a fase sélida da enzima alterando o microambiente,
baixando as taxas de conversdo, Variando a composi¢do do meio reacional ( razdo
entre os reagentes), aumentando a concentragdo de enzima € empregando
temperaturas mais baixas além de adicionar ao meio dessecante, os rendimentos
passaram de 13,56% para 20,8% nas primeiras 24 horas ¢ para 40% apoés 48 horas
de reagdo.

GANDHI e col. 1995 estudaram o efeito da temperatura, velocidade de
agitagio e concentragdo da enzima na sintese de laurato de butila usando lipase de
Mucor michei ( Lipozyme ). Embora a enzima seja termoestavel em solugdo aquosa,
a2 mesma se desativou rapidamente a partir de 40 ° C na presenga de butanol. Esta
enzima, que foi imobilizada em uma resina trocadora de anions, mostrou boa
estabilidade quando comparada a forma solivel em relagio 4 desnaturagdo na
presenga de butanol, nas mesmas condigdes. Segundo os autores, a desnaturagao da
Lipozyme mostrou ser dependente da concentragao de butanol na fase aguosa.

GANDHI e col. 1995 estudaram a inativagdo térmica da lipase de Mucor
michei na presenga de butanol. Este fendmeno for observado pelo grupo em estudo
relatado anteriormente ( 1995-a) na sintese de laurato de butila fot conduzido com
reagdes que foram preparadas com 0,1 mol de acido laurico ¢ 0,2 moles de butanol,
a 29, 38, 50 ¢ 60° C. Apos varios experimentos onde ao meio reacional fot
adicionado ora isooctano ora excesso de butanol, os autores concluiram gue a
Lipozyme ¢ altamente vulnerdvel a desnaturacdo térmica a partir de 50° C. Esta
desnaturagdo ¢ mais rapida na presenga de butanol pois a presenga de solventes nao
polares confertu estabilidade a enzima, como verificado com tsooctano.

A Lipozyme pode sofrer desnaturagdo térmica na presenga de butanol até
mesmo a 29° C, dependendo da concentragdo de butanol no meio.

O uso de lipases como biocatalisadores na sintese de oleato de butila por
esterificagdo foi investigado por LINKO ¢ col., 1995, Foram testadas 25 lipases
comerciais na sintese de oleato de butila a partir de butanol e acido oleico. O meio
de reagio foi composto pela adigio dos substratos, enzima e dgua. As lipases que
produziram as maiores taxas de conversio foram as de Candida rugosa,
Chromobacterium viscosum, Rhizomucor m ichei ¢ Pseudomonas fluorescens. A
anica lipase que conseguiu esterificar sem a presenga de agua foi a de
Chromobacterium viscosum com 98% de conversdo apos 12 horas de reagdo em
excesso de butanol. Com excesso de écido oleico e somente 0,3% de lipase,



Candida rugosa e Mucor michei converteram 94 e 100% , na presenca de32¢ld
% de agua respectivamente.

MESTRI & PAI 1995, testaram diferentes lipases para a esterificagio de
oeranil ( de 6leo de palma rosa) com dcido butirico. A enzima imobilizada de Mucor
miehei fol a que conseguiu o maximo de conversdo. As condigdes otimas de reagdo
foram de 40° C com 5 mL de 6leo de palma rosa ¢ 3 mL de acido butirico apos 24
horas com | g de enzima, onde a taxa de esterificagdo foi de 95%. O methor
solvente organico testado foi o heptano.

OGUNTIMEIN e col. 1993, utilizaram a lipase de Candida antariica para
sintetizar ésteres de acidos graxos de cadeia curta com o alcool terpénico geranil em
am sistema livre da adi¢io de solvente. A maxima taxa de conversao enzimatica
ocorreu 4 temperatura de 60°C. Quando foram esterificados os acidos graxos
propidnico e butirico, altas taxas de conversdo foram obtidas. Ja quando o dcido
acético foi utilizado, a atividade da lipase foi muito baixa. Foi observado que a
atividade enzimatica depende da quantidade de agua adsorvida pela enzima. A
medida que a atividade de agua crescia no sistema, a atividade enzimatica se
manteve constante em 175 mg/ml.h, até atividade de dgua de 0,5. A maior
stividade enzimatica foi obtida com atividade de agua de 1. Os autores conseguiram
reutilizar quatro vezes consecutivas a enzima com perda de atividade somente de
10%.

WANG & LINKO 1995, empregaram as lipases de Candida rugosa,
Pseudomonas fluorescens ¢ Rhizopus japonicus na esterificagdo direta de diferentes
isémeros de citronelol com acido butirico com ou sem adigio de solvente organico.,
Os autores reportaram neste estudo, 98% de taxa de conversio para R(+) - citronelol
apds 18 horas de reagio sem adi¢do de solvente orgdnico, com 12% de agua. Este
resultado foi obtido pela lipase de (. rugosa. Para o R () citronelol a taxa de
conversio foi de 67% com adigio de 18% de 4gua pela mesma lipase. Nao toi
observado qualquer sintese em hexano com até 12 ppm de agua no sistema. A
medida que a quantidade de agua aumentou para 0,1%, as taxas de esterificacdo
comecaram a ocorrer rapidamente para todos 0S substratos. As lipases de P
flurescens e R japonicus exibiram taxas de conversio maior de 80% para R(+)
citronelol apos 4 horas de reagao.

YEE e col. 1995, estudaram cinco lipases na sintese de ¢steres terpénicos por
transesterificagdo. A natureza da molécula de alcool terpénico e da fonte da enzima
influenciaram as taxas de conversdo. As lipases estudadas foram : Lipase AK, ndo
especifica em sua agdo lipolitica e de transesterificagio ¢ proveniente de
Pseudomonas sp, a lipase AY de Candida rugosa, a lipase L de Candida lipolytica
especifica para as posigdes 1 € 3; a ipase N de Rhizopus niveus ¢ G de Penicillium
evelopium. Os dlcoois testados foram: geramiol € o citronelol ¢ os trighcerideos
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foram triacetina, tributirina, tricaproina ¢ tricaprilina. A hpase AY mostrou as
melhores taxas de conversio, seguida da lipase G. Isso mostrou que as duas lipases,
especialmente AY, tém potencial para catalisar a sintese de ¢steres terpénicos via
transesterificagdo. Segundo os autores, dentro das condigdes estudadas, os melhores
substratos foram geraniol e tributirma.

ZAIDI e col. 1995, estudaram a sintese de laurato de butila por estertficagdio
direta de acido ldurico com o alcool n-butanol empregando lipase de Candida
evlindracea imobilizada em nylon. Os estudos foram realizados em n-hexano ¢ a
taxa de conversio maxima foi de 37 mmol/h.g de enzima quando os substratos
estavam em concentragio equimolar de 0,5 moles/L. A reagfo foi inibida quando a
concentragiio molar dos substratos foi maior que 0,5 mol/L, . A methor temperatura
de reacio foi de 40° C.

YEE e col. 1995, selecionaram cinco lipases quanto 4 capacidade em
sintetizar ésteres dos alcoois terpénicos, geranil e citronelol por transesterificagfio
com tributirina. As fontes das lipases testadas foram: lipase nfio especifica de
Pseudomonas sp (AK); lipase (AY) de Candida rugosa; lipases sn 1,3 especifica
(L) de Candida lipolytica, lipase de Rhizopus niveus (N) e lipase (G) de Penicillium
evelopium. Segundo os autores, todas as lipases testadas sintetizaram os esteres
terpénicos em estudo, com diferentes taxas de conversdo. As maiores Conversoes
foram obtidas na sintese de butirato de geranila pela lipase AY com 96,2% apoés 84
horas de reagdo e 31,6% para butirato de citronelila com a lipase G. As reagdes
foram conduzidas em 2 mL de n-hexano com 0,1 mol de dlcool e 0,03 moles de
tributirina, sempre com 200 unidades de lipase. Segundo os autores as lipases
mostraram maior afinidade pelo geranil do que pelo citronelol.

SHIEH e col. 1996, publicaram um trabalho cujo objetivo foi estabelecer a
relagio entre os fatores ( tempo de reagdio, quantidade de dgua, quantidade de
enzima, relagiio molar enfre os substratos) € a resposta ( porcentagem de conversio
molar) da reagfio de transesterificagfio na sintese de butirato de geranila. Os autores
procuravam, com o estabelecimento de uma relagdo matematica entre os fatores e a
resposta, otimizar as condigdes de sintese do éster. Para tanto, empregaram a lipase
de Candida rugosa e a metodologia de planejamento experimental e andlise da
superficie de resposta com ponto central.

O experimento foi montado com 5 varidveis onde foram requeridos 32
experimentos. As varidveis consideradas foram: o tempo ( 1 a9 horas);, a
temperatura ( 25-65° C); a concentragio enzimdtica ( 10- 50% do peso do geranil); a
relagiio molar enfre os substratos ( 1:0,33 - 1:1 de geranil : tributirma) e a guantidade
de agua adicionada ao sistema ( 0- 20 % da massa de geraml). Esses pardmetros
foram escothidos baseado em estudos anteriores.



Os primeiros resultados do estudo indicaram que as variaveis significativas
nas respostas foram: o tempo, a temperatura, a quantidade de agua ¢ concentragdo
enzimatica. A relagio molar ndo teve efeito significativo, o que mostrou que era
possivel usar a menor concentragdo molar de geranil e tributirina na sintese. Para o
aspecto de aplicagdo industrial, este resultado foi muito bom pois reduziriam os
custos da sintese.

Os autores consideraram o tempo e a temperatura como varidveis mais
importantes, sendo entdo indicadores da performance econdmica efetiva.
Mantiveram constante a relagdo molar entre os substratos ¢ estudaram a sintese em
condices de 10 a 50 % de enzima em peso, 10 a 20 % de agua, 25 a 65° C, nos
tempos de 1 a 9 horas de reagdo. Apos andlise prafica dos dados obtidos
determinaram as condicBes dtimas de sintese do butirato de geranila a 9 horas, 35°C
com 50 % de enzima e 10 % de agua no sistema.

WU ¢ col. 1996, investigaram a esterificagio estercoseletiva de mentol
racémico em n-hexano usando acidos anidros como agentes acilantes pelas lipases
de Candida rugosa AY-0 e Pseudomonas sp. PS. Foram investigadas as reagdes de
esterificagdo de mentol com #cido acético, butirice e propidnico. As concentragoes
de substratos usadas foram 1 mmol: 0,5 mmol ( alcool : acido); 1:1 e 1:2 em 2 mL de
hexano. Fol empregada concentragio de lipase de 7% em peso dos reagentes. Os
autores realizaram experimentos-controle sem adigdo de lipase a fim de avahar a
porcentagem de esterificagdo espontinea dos reagentes ¢ as condigdes dos testes.
Foram testados 8 tipos diferentes de solventes organicos na sintese. A lipase AY-30
ndic imobilizada demonstrou ser um biocatalisador eficiente em hexano, de mentol
com os 4cidos propidnico e butirico. Produziu preferencialmente ( -) ésteres
mentilicos com 64% de esterificacio de butirato de mentila ¢ 200 % de propionato
de mentila apos 48 horas a 30° C. As porcentagens de esterificacdo espontinea
foram de 23, 26 e 29 % apds 48 horas para 0s sistemas com acido acético,
propidnico e butirico respectivamente.

TALON ¢ col. 1996, testaram a habilidade das lipases de Staphiloccocus
warneri e Staphiloccocus xylosus imobilizadas em silica gel na catalise da sintese de
variados ésteres. Foram testados como substratos para sintese acidos que continham
de 2 2 18 carbonos € os seguintes alcoois: etanol, butanol, hexanol, isobutanol ¢
isoamilico. As reacGes foram realizadas em solventes organicos a 300C. Apos 24
horas de reacdo, a lipase de S. warneri chegou a produzir 230 moles de decanoato
de hexila. Segundo os autores, a lipase de S. warneri pode ser empregada na sintese
de ésteres de cadeia média de hexanoato de etila a laurato de etila, devido a sua
especificidade.

YEE e col. 1997, testaram a habilidade da lipase de Pseudomonas sp
imobilizada em catalisar a sintese de butirato de citronelila e caproato de geranila
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por fransesterificacdo em n-hexano. Os pardmetros de reacdo investigados foram:
efetto da concentracio do substrato, adicio de agua, temperatura, tempo, tipo de
solvente orgamico, phl, reutilizagdo da lipase e concentragio da lipase. Os autores
observaram taxas de conversdo de 96 e 99% para butirato de citronelila e caproato
de geranila respectivamente, com adicdo de 300 wumdades de lipase (
aproxiumadamente 15 % em massa dos reagentes). Estes resultados foram obtidos
apds 24 horas de reagdio entre 30 ¢ 50°C. Foram testados mais de dez solventes
organicos, mas aqueles que apresentam log P maior que 2,5 foram os mais
adequados, segundo os autores. A porcentagem de 2% de agua adicionada ao meio
e pH entre 6 ¢ 8 propiciaram melhores condigdes de sintese. Os autores observaram
que a lipase pode ser reutilizada por 12 vezes consecutivas,
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4. MATERIAIS
a) Reagentes

Reaventes e solventes guimicos: metanol, etanol, n-propanol, iso-propanal, n-
butanol, iso-butanol, acidos: acético, butirico € propiduico, hexano ¢ citronelol
(Merck Hexanol Riedel), aloool isoamilico e oleo fusel ( Centro de tecnologia
COPERSUCAR), acido laurico ( Henckel).

Meios de cultura © agar, peptona, extrato de levedura ( DIFCO), farclo de
trigo, farelo de soja e farinha de trigo ( comerciais).

Enzimas: preparagdes de lipases brutas liofilizadas obtidas no Lab. de
Bioquimica de Alimentos da FEA - UNICAMP ( Geofrichum sp, Alcaligenes sp,
Aspergillus sp, Rhizopus sp); lipase de Candida rugosa produzida por Meito
Sangyo Company.

Padries para Cromatogralia Gasosa: ésteres: acetato de etila,acetato de amila,
acetato de isoamila, acetato de propila, butirato de isoamila, propionato de isoamila,
laurato de butila. Acidos: acético, butirico, propidnice. Alcoois; amilico, isoamilico,
etilico, butilico. (Sigima).

b) Equipamentos

- Banho de 4gua termostatizado com agitagdo . Fabr. Gilson.

- Cromatografo a gas com detector de ionizagdo de chama Chrompack CP
9001 com integrador no software MOSAIC,

- Cromatografo a gas HP 5890 series I com detetor de massa MSD- HP
5970.

¢} Outros materiais

- Colunas Capilares para Cromatogralia gasosa
1. CP WAX 52 CB:; 30 m x 0.32 um x 0.2 mm; COT/cf
2. FFAP 50 m x 0.32 um x 0.2 mm
- Microseringas Hamilton 10 plL
- Micropipetas e ponteiras -Labsystems, Gilson ; 1 00-1000 pL e 40-200 ul
- Tubos Eppendorf - Brand.



S.METODOLOGIA

5.1, Estudos preliminares para selegio de lipases ¢ substratos para a sintese de
ésteres em nmieio agquoso

5.1.1. Seleciio dos ésteres de interesse

Foi realizada uma intensa pesquisa na literatura a fim de se estabelecer uma
listagem de ésteres comercializados como aditivos aromatizantes para altimentos ¢
comprovar o interesse comercial pela sintese de determinados ésteres em especial.
Uma listagem de alguns compostos quimicos comercializados como aditivos de
aroma para alimentos, pela indistria Fleurchem, Inc. esta ilustrada na tabela 3. A
listagem completa pode ser consultada no Anexo 1.

Os resultados obtidos na selegio das lipases avaliando sua capacidade de
catalisar a sintese de variados ésteres foram cruciais na escolha daquelas a serem
empregadas no estudo que se seguiu. Além disso, foi investigado ¢ interesse
comercial pelos ésteres sintetizados. Conciliou-se¢ portanto a habilidade das hpases
em teste, com o interesse comercial pelos ésteres em estudo.

TABELA 5 - Esteres de aroma comercializados pela Fleurchem, Inc.
( Perfumer & Flavorist, v.18, p 42, 1893}

Quimicos Naturais

Acetato de n-butia Acetato de propiia

Butirato de propila

Acetato de citronelila Laurato de propiia

Butirato de citronelila

Propionato de propiia

Propionato de citronelila

Acetato de etila

Acetato de isobutila

Butirato de etila

Butirato de isoabutila

{aurato de etila

Laugrato de isobutila

Propionato de etila

Propionato de isobutila

Acetato de isoamila

Fspeciais- Kosher

Butirato de isoamila

Acetato de etila

Propionato de isoamila

Butiratoe de etila

laurato de isoamila

Propionate de etila
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5.1.2. Selegio das lipases

Este estudo visou testar a habilidade das hipases produzidas no laboratdrio de
Bioquimica de Alimentos da FEA -~ UNICAMP em estertficar variados alcoois ¢
acidos, comparando os resultados com os disponiveis na literatura para lipases
comerciais. As preparagdes de lipases empregadas nos experimentos possuem suas
fontes nos respectivos microrganismos: Geolrichum sp, Alcaligenes sp, Aspergillus
sp {linhagens 1068 e 1099), Rhizopuy sp, isolados no Laboratorio de Bioquimica de
Alimentos da FEA - UNICAMP,

Junto as hipases preparadas em escala laboratonal, foi testada a lipase
comercial de Candida rugosa reconhecidamente empregada como catalisadora das
reagdes de sintese em estudo.

5.1.2.1. Produgfo das lipases microbianas
a) Produgdo da lipase de Geotrichum sp ( MACEDO & PASTORE, 1995)

Frascos Erlemmeyer de 50 mL contendo 15 mL de meio de cultura composto
de 1,5% de farinha de soja desengordurada, 1% de farelo de trigo, 0,2% de nitrato
de amdnio, ¢ 3 % de extrato de levedura, previamente esterilizados por 15 minutos a
121° C com | atm de pressio, foram inoculados com 0,5 mL de suspensdo do
mnoculo de Geotrichum sp. Os frascos foram mcubados por 48 horas em shaker a
temperatura de 30° C com agitagdo de 200 rpm. Apds o tempo de fermentagiio os
meios foram centrifugados a 4000 rpm por 25 minutos ¢ o precipitado fo
descartado. Ao extrato aquoso enzimatico recolhido foi adicionado sulfato de
aménio em quantidade suficiente para fornecer 80% de saturagdo. O sal foi
adicionado lentamente com agitacdo branda e a mistura permaneceu por 24 horas a
5° C, para precipitagdo completa da enzima. A mustura foi centrifugada a 4000 rpm
por 20 minutos sob refrigeragdo. O precipitado foi dialisado contra tampdo fosfato
pH 7.0 por 48 horas a 5° C. Apos a didlise o material foi congelado e liofilizado. O
pé obtido foi denominado preparagdo enzimatica bruta onde foi medida a atividade
enzimatica ¢ concentragio proteica.

b) Producio da Lipase de dlcaligenes sp { NETO & PASTORE, 1996)
Frascos Erlenmeyer de 50 mL contendo 20 mL de meio de cultura composto
por 1% de agua de maceragio de mitho, 1% de farinha de trigo, 0,5% de fosfato

bibasico de potassio e 2% de farinha de soja torrada, previamente esterilizados por
15 minutos a 121° C com 1 atm de pressdo, foram woculados com 0,5 mL de
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suspensdo bacteriana. O pH do meio foi ajustado para 9,0 com solugio 0,2% de
carbonato de sodio. Os frascos foram incubados por 72 horas em shaker a
temperatura de 30" C com agitagfio de 200 rpm. Apods o tempo de fermentagio os
metos foram centrifugados a 10000 rpm por 10 minutos ¢ o precipitado foi
descartado. Ao extrato aquoso enzimdatico recolhido foi adicionado sulfato de
amobnio em quantidade suficiente para fornecer 80% de saturagio. O sal foi
adicionado lentamente com agitagdo branda e a mistura permaneceu por 24 horas a
5% C, para precipitacdo completa da enzima. A mistura foi centrifugada a 4000 rpm
por 20 minutos sob refrigeracdo. O precipitado foi dialisado contra tampdo pH 9,0
por 48 horas a 5° C. Apds a didlise o material fol congelado e hofilizado. O po
obtido foi denominado preparacdo enzimdtica bruta onde foi medida a atividade
enzimatica e concentracfo proteica.

¢) Producdo das lipases de Aspergillus sp ( linhagens 1068 e 1099)
(COSTA & PASTORE, 1996)

O meio de cultura para produgfio da lipase fo1 composto de farelo de trigo ¢
agua na proporgdo de 1:1 (m/m). Frascos Erlenmeyer de 500 mlL contendo 20 g de
melto de cultura esterilizados por 15 minutos a 121° C com 1 atm de pressdo foram
inoculados com 1 mL de suspensio homogénea de esporos, preparada com agua
destilada estéril ¢ com esporos de cultura de 96 horas de crescimento em meio
inclinado de 4gar batata dextrosado. Os frascos foram incubados a 30° C por 72
horas. Apos a incubagdio foram adicionados 100 mL de dgua destilada em cada
frasco. Os meios de cultura foram homogeneizados com bastdo de vidro e apos
permeneceram em extragdo por 1 hora com agitagdo ocasional, foram filtrados em
papel Whatman n® 1 e coletados num nico recipiente. Ao filtrado foi acrescentado
sulfato de amdnio em quantidade suficiente para fornecer 80% de saturagdo. O sal
foi adicionado lentamente com agitagio branda e a nustura permaneceu por 24 horas
a 5° C, para precipitagdo completa da enzima. A mustura foi centrifugada a 7000 rpm
por 15 minutos sob refrigeragio. O precipitado foi dialisado confra dgua por 48
horas a 5° C. Apos a didlise o material foi congelado ¢ liofilizado. O pé obtido for
denominado preparagfo enzimatica bruta onde foi medida a atividade enzumatica ¢
concentragdo proteica.

d) Produgiio da lipase de Rhizopus sp. ( COSTA & PASTORE, 1997)
() meio de cultura para produgdo da lipase foi composto de farelo de trigo e
agua na proporgdo de 60 % de trigo para 40% de agua (m/m). Frascos Erlenmeyer

de 500 mL contendo 20 g de meio de cultura esterilizados por 15 minutos a 121° C
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com | atm de pressdo foram moculados com | mL de suspensdo homogénea de
esporos, preparada com Agua destilada estéril e com esporos de cultura de 96 horas
de crescimento em meio inclinado de agar batata dextrosado. Os frascos foram
incubados a 30° C por 120 horas. Apds a incubagdo foram adicionados 100 mL de
agua destilada em cada frasco. Os meios de cultura foram homogeneizados com
bastio de vidro ¢ apos permaneceram em extragdo por 1 hora com agitagdo
ocasional, foram filtrados em papel Whatinan n® 1 e coletados num Gnico recipiente.
Ao filtrado foi acrescentado sulfato de amdnio em quantidade suficiente para
fornecer 80% de saturagdo. O sal foi adicionado lentamente com agitagdo branda ¢ a
mistura permaneceu por 24 horas a 5° C, para precipitagdo completa da enzima. A
mistura foi centrifugada a 7000 rpm por 15 minutos sob refrigeragdo. O precipitado
foi dialisado contra agua por 48 horas a 5° C. Apos a didlise o material foi
congelado e liofilizado. O pd obtido foi denominado preparagao gnzimatica bruta
onde foi medida a atividade enzimatica e concentragio proteica.

5.1.22. Determinagio da atividade lipolitica ¢ concentragdo de proteina

A atividade lipolitica das lipases foi medida em um sistema composto por: 3
mlL de emulsio de dleo de oliva extra virgem ¢ goma ardbica 7% na proporgdo de
25% de dleo para 75% de goma; 2 mL de tampao Fosfato pH 7,0, 0,1M ¢ 1 mL de
solucdo enzimatica na concentragdo de 10 mg/mL de enzima. O sistema foi incubado
a 40° C por 30 minutos em banho termostatizado com agitagdo de 130 oscilagOes
por minuto. A reagdo foi paralisada com a adigdo de 15 mbL de solugdo
acetonazetanol ( 1:1, em volume) e os acidos graxos liberados titulados contra
soluciio de KOH 0,05N usando fenolftaleina como indicador.

Uma unidade de atividade de lipase ¢ definida como a quantidade de lipase
necessaria para liberar 1 pmol de acido graxo por minuto, nas condigfes descritas.

A concentragio proteica dos extratos liofilizados foi determinada de acordo
com HARTREE ( 1972).

Enzima Unidades de Proteina Atividade
Atividade {mg/g do cnzima) especifica
{pmoles acido {Unidades/mg de
graxo/min/mg) proteing)
Geotrichim sp 36 30 0,12
Alealigenes sp 0.6 5.53 0,10
Aspergillus sp - 1068 37 56,8 0,06
Aspergillus sp - 1099 1.15 25 0,04
Rhizopus sp 4.16 27,4 0,15
Candida rugosa 12 - -
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5.1.3. Selecdo dos substratos

Neste estudo de selegdo foram testados os seguintes alcoots: metanol,
etanol, propanol, 1so-propanol, butanol, 1so-butanol, iscamilico, a mistura de alcoois
Sleo flsel, e o citronelol gue tem sido muito empregado na sintese de ésteres de
aroma. Us acidos escolhidos para estes ensaios foram o acético, butirico, propténico
e acido laurico.

O alcool isoamilico e a mistura de alcoois denominada déleo fisel foram
tornecidos pelo Centro de Tecnologia COPERSUCAR.

O oleo fusel é um residuo da mndustria alcooleira, constituido de uma mistura
de alcoois superiores, etanol, dgua ¢ outros compostos. Com relagdo ao volume
gerado no processo, sido estimadas proporgles entre 0,5 a 1% de oleo fisel para
cada litro de é&lcool produzido. Considerando que, a produgdo de dlcool no paifs é da
ordem de 12 bilhdes de hitros por ano, o volume de dleo fisel gerado ¢ de
aproximadamente 120 milhdes de litros.

Embora sua composigdo seja rica em dlcoois superiores a laxa de
recuperacdo deste residuo € de apenas 25% do total produzido no pais, ou seja, 30
milhdes de litros por ano. Entre os possivels processos de aproveitamento pode-se
citar a sua wtilizacao para a producdo de alcoois superiores por destilagio fracionada
simples ou dupla, dependendo do produto final obtido. Vale lembrar que atualmente
no Estado de Sio Paulo, existe uma unmidade de producdo de dlcool 1soamilico a
partir de oleo fsel; no entanto, nem toda a produgfo de dleo fisel do Estado ¢
processada. Apesar do aproveitamento deste residuo nfo atuar diretamente na
reducdo do custo final do alcool etilico, certamente representaria um importante
passo no sentido de mmcrementar a cliciéneia global da ndistria alcooleira. Neste
sentido, a uttlizagio tanto do alcool iscamilico como do oleo fisel, matérias primas
abundantes ¢ de baixo custo, como precursores de ésteres de aromas para a mdistnia
de alimentos, torna-se bastante atrativa sob os pontos de vista técnico-economico.

Por se tratar de um subproduto da fermentagdo alcodlica de carboidratos, a
composigido dos dlcoois superiores pode vanar em funco da maténa-prima
empregada no processo.

No presente trabatho fol utilizado oleo fusel provemente da fermentagiio de
caldo de cana-de agucar, possuindo a segulnte composi¢do média (em porcentagem
em peso) agua ( 15,45%), etanol (13,27%), n-propanol (1,69%), iso-butanol
(15,18%), n-butanol ((,93%) e 1soamilico (51,40%)).

A idéia da utihizaglo do dcido ldurico como substrato surgiu do fato de este
acido poder ser obtido com abundéancia ¢ a baixo custo em nosso pais, proveniente
do oleo de babaci. Esteres de acido lurico comeo: laurato de etila, bufila e 1soamila



siio produzidos e comercializados como compostos que incrementam oS aromas de
frutas em alguns produtos, na Ewropa.

5.1.3.1. CondicOes da reagdo de esterificagdo

Um dos objetivos deste trabalho foi estudar a sintese de ésteres de aroma em
meio reacional sem a adigio de solventes orgénicos. Essa escolha pode ser
justificada com base nas consideragdes de varios  autores sobre as vantagens e
desvantagens da sintese em solventes orgdnicos. Utilizando sistemas fivies de
solventes ndo se corre riscos de desnaturagio da enzima pelo solvente; ndo se geram
descartes de dificil e onerosa reciclagem; a recuperagdo do produto ¢ mais facil e
menos dispendiosa; nio havera limitagdo de temperatura de operagio por parte dos
reagentes; os sistemas sdo mais simples sem problemas de evaporagio dos solventes
além de considerarmos que os ésteres sintetizados sem a presenga de solventes
organicos poderiio ser utilizados em alimentos sem maiores restrigdes.

As reacdes de esterificago foram realizadas em tubos plasticos cilindricos de
10 cm de comprimento ¢ 3 cm de diametro com tampa de rosca, selados com
parafilme. O sistema de reagdo foi composto por 0,02 moles de dcido graxo para
0,04 moles de alcool, 10 pérolas de vidro e adigdo de 1% de enzima em relagiio a
massa total dos reagentes. Os frascos foram incubados com 0s substratos por 3
minutos em banho a 40°C antes da adigho da enzima. As reagGes foram realizadas a
40°C em banho termostatizado com agitagio de 130 oscilagdes por minuto. Foram
recothidas aliquotas apods 4, 8 ¢ 24 horas de reagao.

5132 Analise dos resultados e calculo da porcentagem de esterificagdo

A andlise das porcentagens de esterificacio nestes ensaios de sclegio das
enzimas e substratos foi realizada por titutagdio do acido residual do sistema apos 4,
8. ¢ 24 horas de reagiio. Este método foi escolhudo por ser representativo e rapido,
atendendo as necessidades desta fase do estudo.

Todos os resultados da selecdo das lipases ¢ substratos estdo dispostos 1o
primeiro capitulo de resultados e discussao deste trabalho.

As aliquotas foram  dissolvidas em 10 mL de etanol contendo 0,1% de
fenolftaleina e tituladas contra KOH 0,5 N.

A porcentagem de esterificagio foi calculada considerando 100 % de acido
graxo livre no tempo zero de reagdo © subtraindo a porcentagem residual de dcido
livre caloulada pela equagio abaixo.

A porcentagem residual de acidos livres foi calculada pela formula

ot



Yo AGR=VxNxPM/I6xW

Onde: V = volume gasto de KOH na titulagdo;
N = normalidade da solucio de KOH utilizada;
PM = peso molecular do acido graxo titulado;
W = peso da aliquota titulada.

5.2, Estudos da Otimizacae da sintese dos ¢steres acetate, butirato e propionato
de isoamila utilizando Planejamento Experimental ¢ Analise da Superficie de
Resposta,

5.2.1. Introducdo aos métodos de Planejamento Expermmental na Otmizagdo de
Processos

A importancia das variavels em um processo pode ser determinada através da
utilizacdo de um método de planejamento experunental, o qual possibilita o
planejamento ¢ execucdo de forma organizada ¢ racional de um niimero de ensaios
reduzidos ao minimo necessdrio. Estes métodos permitem a vernificagdio dos efeitos
individuais ¢ de interagdo de todas as variaveis sobre a resposta, a definicio das
variaveis mais importantes para o processo, a avaliagdo dos erros experimentais ¢ de
regressdo, a modelagem empirica dos resultados em fungdo das variaveis escolhidas,
através de programas estatisticos de regressio e consequentemente a definigdo das
faixas Stimas de operagio do processo, respeitando restrigdes quando houver.

(s métodos de plangjamento experimental mais conhecidos sdo ¢
« Simplex;

+ Plangjamento fatorial;
» Meétodo de analise por superficie de resposta.

O método simplex e suas derivagdes s3o adequados para ensatos rapidos ja
que a especificagdo das condigdes nas quais deve ser realizado o ensaio seguimnte
depende da resposta do ensaio anterior { BOX e col., 1978).

O método de planejamento expenimental e andhise de superficie de resposta
tem como base o planejamento fatorial. Consiste num grupo e técenicas usadas para
o estudo empirico das relagbes entre uma ou mais respostas medidas analiticamente
( como rendimento ¢ produtividade) ¢ um ntmero de varidveis de entrada que
possam ser controladas { como a temperatura, concentragdo, etc.), Estas téenicas sdo
usadas para resolver principalmente as seguintes questdes:



e (Como uma resposta é afetada sobre uma regido de interesse por um dado conjunto
de varaveis de entrada;

¢ Quais conjuntos de variaveis de entrada resultardo num produto dentro das
especificacdes desgjadas;

» Quais os valores das varidveis de entrada que levardo ao melhor valor para uma
resposta especifica ¢ como ¢ a superficie de resposta proxima a este ponto.

Para aplicar o método de andlise de superficie de resposta € necessario
micialmente programar ensaios através de um planejamento fatorial. Este método
consiste em selecionar um mimero fixo de niveis para cada uma das varidveis de
entrada ¢ entéio executar experimentos com todas as possiveis combrnagdes. Como
se deseja reduzir o ntmero de ensaios ao minimo possivel, wm planejamento fatorial
com 2 niveis ( +1 e - 1) para cada varidvel ¢ especificamente eficiente. Se “n”
variavets estiverem envolvidas no estude de um determinado sistema, 0 nimero de
experimentos que devem ser realizados para mvestigar todas as combinagdes
possiveis ¢ portanto 2 . Acrescentam-se ainda ensaios no minimo em triplicata
realizados nas condigdes correspondentes s intermediarias entre as dos dois niveis
atribuidos a cada variavel { nivel 0 ou ponto central do planejamento) com o
objefivo de estimar o erro experimental associado aos ensaios ( erro puro).

Neste ponto, pode-se considerar encerrado o método de planejamento fatorial.
Com os dados obtidos apds a execugio dos ensaios ¢ possivel calcular os efeitos
principais e de interagdo das variaveis sobre as respostas, determinar quais sdo os
efeitos mais significativos, comparando o valor do efeito com o do erro experimental
estimado, e até ajustar um modelo de 1° ordem para correlacionar varidveis e
respostas.

Caso se deseje explorar outras condigBes experimentais nfio previstas pelo
planejamento fatorial ou se o modelo de 1* ordem proposto nfdo estiver bem
correlacionado com os dados experimentais, pode-se completar o planejamento
realizando ensaios 10s pontos axiais para um modelo de 22 ordem.

Para avaliar se os modelos empiricos obtidos através de regressio multilinear
ou ndo linear apresentam um grau de ajuste adequado aos dados experimentais,
BOX e col.1978 sugerem que seja feita uma analise estatistica, utilizando como
pardmetros o coeficiente de correlagdo da regressdo e o valor estimado para o teste
I descritos a seguir.

O coeficiente de correlagio ¢ um pardmetro estatistico que compara a
variancia dos pontos experimentais em relacdo ao modelo Proposto, com a varidncia
da propria populagiio de pontos experimentais.

Quande o valor do coeficiente € 1, a correlagiio entre os valores previstos pelo
modelo ¢ os valores experimentais é perfeita. Quando este valor & Zero, nfdo existe
correlagdo. As analises dos valores intermedidrios ndo pode ser expressa de forma
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tdo simples, mas em termos qualitativos, quanto mais proximo da unidade estiver o
valor do coeficiente de correlagdio, melhor serda o ajuste do modelo aos pontos
experimentais.

Atraves da realizagdo do teste F, ou seja, comparando o valor estimado para F
a partic dos dados experimentais com o valor tabelado para uma distribuicdo de
referéneia, ¢ possivel verificar a relevncia estatistica dos fatores experimentais no
valor das respostas. O fundamento do teste F consiste em verificar se existe relagio
enfre as varidveis e a resposta. Segundo BARROS e col. 1995, quando ndo ha
relagdo entre a resposta ¢ a varidvel, pode-se demonstrar que a razio entre as
médias quadraticas da regressdo e dos residuos ( MQR/MQr) segue uma
distribuigéio F ( hipdtese nula). Neste caso, a variagio nos valores dos resultados foi
devida exclusivamente a fatores aleatérios. A hipétese nula pode ser testada usando
o valor efetivamente calculado para MQR/MQr. Para isso basta compara-lo com o
valor de F tabelado. Se as variagSes nas respostas observadas experimentalmente
apresentarem alta probabilidade de pertencerem a esta distribuigdio, ndo ha razio
para questionar a hipotese nula, Entdo pode-se afirmar que a equagio de regressio
ndo é significativa.

Por outro lado, se a razdo MQR/MQr ¢ maior que o T tabelado, pode-se
afirmar que a equacdo ¢ estatisticamente significativa ¢ os dados experimentais sio
representados pelo modelo proposto.

Pode acontecer, porém, que uma regressdo, embora significativa do ponto de
vista do teste F, ndo seja Gl para realizar previsdes, por cobrir uma faixa de
variagdo pequena dos fatores estudados. Tanto BOX & WETZ 1973, como
BARROS e col. 1995, sugerem que para que isso nfio ocorra, isto ¢, para que uma
regressdo seja além de estatisticamente significativa, Gtil para fins preditivos, o valor
da razdio MQR/MQr deve ser no minimo 4 a 5 vezes o valor de F tabelado.

Como exemplo da aplicagdo desta técnica em estudoss de sintese enzimatica,
podemos citar o trabatho de SHIEH e col. 1996, que publicaram um estudo cujo
objetivo foi estabelecer a relagfo entre os fatores ( tempo de reagiio, quantidade de
agua, quantidade de enzima, relagdo molar entre os substratos) ¢ a resposta (
porcentagem de converso molar) da reagio de transesterificagdio na sintese de
butirato de geranila. Os autores procuravam com o estabelecimento de wma relagio
matematica entre os fatores ¢ a resposta, otimizar as condigdes de sintese do éster.
Para tanto, empregaram a lipase de Candida rugosa ¢ a metodologia de
plancjamento experimental e andlise da superficie de resposta com ponto central.

47



5.2.2. Definigdo das varidveis de processo ¢ os niveis a serem estudados
>.2.2.1. Estudos inicials para definigdo das variaveis do Processo

Foram realizados estudos iniciais, para definicdo das varidveis a serem
estudadas nas sintese dos ésteres selecionados através dos resultados da selegiio de
lipases ¢ substratos. As lipases selecionadas foram as de Geoirichum sp e Rhizopus
sp. Os ésteres selecionados para o estudo de sintese foram os eésteres acetato,
butirato ¢ propionato de isoamila. As discussdes e justificativas para estas escolhas
estdao no primeiro capitulo de resultados e discussio.

Nesta fase do estudo, a andlise e quantificagio das reagdes foi realizada por
cromatografia gasosa com detetor de ionizagdo de chama. A concentracdo residual
do dlcool no sistema foi determinada apos intervalos de tempo com o uso de um
padrdo interno. Esse procedimento também foi seguido em trabalhos descritos pela
literatura investigada ¢ citada aqui.

Para os estudos miciais das condicdes das reagbes de  esterificacdio, fot
estabelecido que a concentragdio enzimatica do sistema e 2 temperatura de reagio
fossem mantidas constantes nos valores de 1% em peso dos reagentes e 40° C
respectivamente, valores razodveis para a detecedo de atividade enzimatica,
Portando, mantendo-se a temperatura e concentra¢do enzimdtica constantes, resta
estabelecer a melhor relagdo molar (ou faixa) entre os substratos alcool e acido.

Nos estudos relatados na literatura a faixa de variagdo testada entre as
concentragbes de alcool ¢ deido ¢ muito variada e niio segue um padrio definido.
Geralmente esta relagdio entre os substratos estd intimamente i gada a fonte da lipase
enipregada que pode resistir {ou n3o) a maiores ou menores concentragdes dos
reagentes no sistema. Portanto, foram testadas as seguintes relagdes molares entre
aleool e dcido a fim de se obter uma idéia do comportamento das lipases
selecionadas de Geotrichum sp ¢ Rhizopus sp.

Fixando a concentragio de dcido em 0,02 moles, a concentracdo de alcool foi
sendo variada em 0,01; 0,02; 0.04; 0.06 e 0,08 moles onde foram medidas as
porcentagens de esterificagdo. Em seguida foi fixada a concentragdo de alcool nos
pountos de maior conversdio para cada éster e variada a concentragdo de acido em
0,005; 6,01; 0,02 0,04 e 0,06 moles.

Aliquotas do meio de reacio foram recolhidas nos tempos de 2,4,6,824 48 ¢
72 horas, a fim de se definir os melhores intervalos de tempo a serem medidos. Estes
ensaios foram cruciais na definicio das faixas de estuds em que deveriam ser
realizados os ensaios de esterificagio, empregando a metodologia de delineamento
experimental.

43



A partir dos resultados obtidos durante os estudos iniciais, foram
estabelecidas as varidveis a serem estudadas em combinagfio, na expectativa de se
analisar o efeito proporcionado sobre a porcentagem de esterificagiio dos ésteres.

As varidveis escolhidas foram : temperatura de reagdo (T), concentragio
enzimatica (E), tipo de lipase ( tipo E) e relagiio molar entre alcool e acido { RM). O
tempo ndio for estabelecido como varidvel independente, mas as respostas foram
dadas em fungdo dele, ou seja, todos os experimentos foram realizados durante 72
horas ¢ as respostas medidas apos 6, 24, 48 ¢ 72 horas de reagdo.

5.2.2.2. Defini¢do dos niveis para a variavel temperatura

Com base nos dados de estabilidade térmica das lipases de Geotrichum sp e
EBhizopus sp relatados em estudos anteriores por MACEDO & PASTORE (1995) e
COSTA & PASTORE (1996), a faxa de variagdo de temperatura foi estabelecida
entre 40" C ¢ 60° C. Abaixo de 40° C a velocidade da reagdo seria muito lenta
impossibilitando verificagio de atividade em faixas razoaveis; acima de 60° C as
lipases perderiam sua estabilidade.

5.2.2.3. Definigdo dos niveis para a variavel concentragio enzimatica.

Embora a concentragdo proteica e a atividade lipolitica das lipases tenham
sido determinadas, a concenfragfo enzimdtica nas reagdes de esterificag@o foi
sempre calculada em fungdo da massa total dos reagentes. Foi assim definido por
que a definicio de atividade de esterificacdo mediada por lipases é muitas vezes
particular ao sistema de sintese empregado. Nio foi definida, portanto, uma
atividade de esterificagfo para este estudo, ndo s6 por ndo ter sido considerado
necessario mas também porque as lipases empregadas sdo preparagfes enzimaticas
brutas.

Convém ressaltar que, para os calculos da produtividade do sistema em
estudo { gramas de éster formado / gramas de enzima ), 0 modelo adotado ¢ valido e
tem sido exaustivamente empregado na hteratura.

O nivel mintmo para a concentragiio enzimdtica foi estabelecido como 1%
{m/m), concentragio minima para detec¢do de atividade sintética ¢ o nivel maximo
foi estabelecido em 10% (m/m) de enzima, dentro da possibilidade operacional, pois
acina desta concentracdo a enzima ndo se dissolveria 1o sistema.
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5.2.2.4. Comparacio entre as lipases de Geotrichum sp e Rhizopus sp.

Esta varidvel do processo foi estabelecida a fim de se comparar o desempenho
das lipases de Geotrichum sp e Rhizopus sp na sintese de acetato, butirato ¢
propionato de isoamila, wma vez que as duas se¢ mostraram vidveis na sintese mesmo
possutndo caracteristicas lipoliticas to diferentes.

5.2.2.5. Defini¢do dos niveis para a variavel relagdo molar entre os substratos.

Quando se estuda relagiio entre os substratos procura-se descobrir quanto de
excesso de um dos reagentes é possivel adicionar ao sistema a fim de deslocar o
equilibrio quimico da reagdo no sentido do produto. Com os resultados obtidos nos
ensaios preliminares, pode-se estabelecer que a concentragio maxima de acido no
sistema seria a representada pela relagio alcool: acido de 1:2 ¢ que por outro lado, a
concentragdo méxima de dlcool no sistema seria representada pela relagiio 4:1. Fstes
limites foram impostos pelas caracteristicas bioquimicas das lipases em estudo.

5.2.2.6. Delimeamento experimental dos ensaios

Para estudar o efeifo das vamavels temperatura, concentragdo enzimatica,
relagdo molar entre os substratos ¢ tipo de enzima, na taxa de conversdo dos ésteres,
fot empregado planejamento experimental do tipo central composto rotacional de 22
ordem ( COCHRAN & COX, 1964). As variaveis foram examinadas em 2 niveis
codificados como -1, +1. O delineamento de 2° ordem com 4 varidveis
mndependentes exigiu um nimero minimo de 16 experimentos ( 27 ). Os valores reais
correspondentes a esses niveis foram estabelecidos dentro das possibilidades
operacionais do processo e com base nos diversos ensaios preliminares realizados.

A tabela 6 mostra os valores maximos e minimos estudados para cada
varidvel, sendo que X3 € uma varidvel qualitativa e no quantitativa. O planejamento
fatorial permite este tipo de estudo, o que é muito interessante quando se deseja
avaliar qual tipo de lipase ¢ mais eficiente dentro das mesmas condigdes estudadas,
TABELA 6 - Varidveis e niveis para Delincamento experimental 1

Varidveis Niveis

-1 0 +1
Xy = Relagiio molar entre dlcool : dcido 12y (2,251 (4:1)
X, = Temperatura (* C) 40°C  50°C  60°C
X3 = Tipo de lipase Geotrichum sp Rhizopus sp
X4= Concentragdo de lipase 1% 55%  10%
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O delineamento experimental estd apresentado na Tabela 7 na forma
codificada e na Tabela 8 em valores reais.
TABELA 7 - Delineamento experimental 1 para quatro varidveis em valores
codificados,

Ensaio Niveis das Varidveis

X4 X, X Xy
i -1 - 1 -1 -1
P/ +1 -1 -1 -1
3 -1 +1 -1 -1
4 +1 +1 -1 -1
5 -1 -1 +1 -1
6 +1 -1 +1 -1
7 -1 +1 +1 -1
8 +1 +1 +1 -1
9 -1 -1 -1 +1
16 +1 -1 -1 +1
11 -1 +1 -1 +1
i2 +1 +1 -1 +1
13 -1 -1 +1 +1
14 +1 -1 +1 +1
15 -1 +1 41 +1
16 +1 +1 +1 +1
17 0 . +1 0
18 0 0 +1 )
19 0 0 +1 0
20 g g -1 0
21 { 0 -1 g
22 0 0 -1 )

Xy = Relago molar entre dlcool ; cido
X, = Temperatura (° C)

X3 =Tipo de lipase

X4= Concentragdo de lipase
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TABELA 8 - Delineamento experimental 1 em valores reais.

Ensaio Niveis das Varidveis
X X X3 X4

1 (1:2) 40 G.sp. 1%

2 (4:1} 40 G.sp. 1%
3 (1:2) 60 (.sp. 1%
4 4:1) ol G.sp. 1%
S (1:2) 40 H.sp. 1%
6 (4:1) 44 R.sp. 1%

7 (1:2) 60 R.sp. 1%
& {4:1) 60 R.sp. 1%
9 {1:2) 40 Gosp. 10%
10 {4:1) 40 G.sp. 10%
i1 (1:2) GO G.sp. 10%
12 {4:1) 60 G.sp. 10%
13 {1:2) 40 R.sp. 10%
14 (4:1) 40 R.sp. 10%
15 (1:2) 60 R.sp. 10%
i6 (4:1) 60 R.sp. 10%
17 (2,25:1) 50 R.sp. 5.5 %
i8 (2,25:1) 50 R.sp. 55 %
i9 (2,25:1) 50 R.sp. 5,5 %
20 (2,25:1) 50 G.sp. 3,5 %
21 (2,25:1) 50 G.sp. 5,5 %
22 (2,25:1) 50 G.sp. 5,5 %

X, = Relacio molar entre alcool : acido
X, = Temperatura (* C)

X3 =Tipo de lipase

Xy= Concentracio de lipase

5.2.3. Condicoes das reagdes de esterificacdo

As reacGes de esterificagdio direta para a sintese de acetato, butirato e
propionato de tsoamila foram realizadas de acordo com ¢ desenho experimental.

Seguindo as recomendacdes estatisticas, os experumentos foram realizados de
forma aleatoria.

As concentragdes intcims de agua presente nos substratos fot medida por Karl
Fisher (tabela 9). Os substratos nfo foram desidratados para as reagdes ¢ a
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padrdo interno hexanol, 150 ul. da aliquota de reagiio e 750 uL de hexano. Foi
aplicado | uL desta solugdo no cromatografo.

b) Condigdes cromatograficas

Foi utilizado um Cromatografo gasoso Chrompack CP 9001 com detector de
ionizagdo de chama (FID} e uma coluna de separagio do tipo CP-WAX 52 CB com
30 m; 0,32 um x 0,2 mm. As analises foram realizadas utilizando a temperatura da
coluna inicial de 35° C por 2 minutos, aumentando gradativamente de 5° C por
minuto até 90° C onde permaneceu por 2 minutos. A temperatura do detector foi
fixada em 200° C, a temperatura do injetor a 150° C, empregando como gas de
arraste hidrogénio na vazdo de 1 mL por minuto em sistema de mjegdo sphit com
razdo de 1:100.

5.2.5. Condigbes de analise por Cromatografia Gasosa - detetor seletivo de massa

Foram realizadas andlises de algumas reacdes no CG-MS a2 fim de se
identificar através de comparagdo com a espectroteca do equipamento 0s tempos de
retengdo ¢ a identidade dos compostos nos cromatogramas.

O cromatografo gasoso com detetor de massa utilizado foi o HP 5890 series
Il com detector seletivo de massa MSD- HP 5970. A coluna de separacio foi a
FEAP com 50 m x 0,32 um x 0,2 mm. As andlises foram realizadas utilizando a
temperatura da  coluna inicial de 60° C mantendo-a por T minuto, aumentando
gradativamente de 5 C por minuto até 150° C onde permancceu por 15 minutos. A
temperatura do detector foi fixada em 250° C, a temperatura do injetor a 200° C,
empregando como gas de arraste hélio na vazio de 0,64 mL por minuto em sistema
de mjecdo split com razéo de 0,68:150,

Cialculo da concentraciio dos ésteres

O caleulo da porcentagem de esterificagdo foi realizado em fungio do caleulo
de consumo do alcool isoamilico. A concentragiio de alcool iscamilico residual foi
encontrada atihzando-se como padrdo internc hexanol. A concentracdo inicial

considerada foi sempre a limitante.

% Esterificagdo = 1 - Concentragdo final de isoamilico / Concentragiio inicial
isoamifico x 100
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As concentrages iniciais de dgua presente nos substratos foi medida por Karl
Fisher (tabela 9). Os substratos nido foram desidratados para as reagdes ¢ a
concentragdo micial de agua nos sistemas de sintese Toi calculada ¢ encotifra-se¢ na
tabela 10.

TABELA 9 - Concentraciio de dgua nos substratos

Substrato Concentrac@o de dgua
{ Yo m/m )
Aleoot Isoamilico 0,84
Acido Acético 0,54
Acido Butirico 0,15
Acido Proptdnico 0,20
TABELA 10 - Concentraciio inicial de dgua nos sistemas de sintese
Sistenmua Concentracdio de dgua { % m/m)
Relacfio Molar

(1:2) 4:H
Isoamilico: Acético 0,66 (0,80
Isoamilico:Butirico 0,38 0,70
Ispamilico:Propidnico (3,42 0,74

Os experimentos foram conduzidos em tubos plasticos cilindricos de 10 ¢m
de comprimento e 3 cm de didmetro com tampa de rosca, selados com parafilme ¢
com 10 perolas de vidro em cada tubo. Os frascos foram incubados com os
substratos por 5 inutos em banho antes da adiglo da enzima. As reagdes foram
realizadas em banho termostatizado com agitagdo de 130 oscilagdes por minuto.
Foram recolhidas aliquotas apos 6, 24, 48 e 72 horas de reacdo.

Foram realizados experimentos sem adicio de enzima a fim de se avaliar a
porcentagem de esterificacdo espontinea dos sistermas.

5.2.4. Andlise e quantificagdo dos ésteres por Cromatografia Gasosa -FID
a) Preparo das aliquotas recolhidas para andlise no CG.
As aliquotas recolhidas do sistema de reagdo foram centrifugadas a 4° C |

10000 rpm por § minutos e o sobrenadante congelado em freezer por no maxunoe 24
horas. As amostras para cromatografia gasosa foram preparadas com 100 ul. de



6. RESULTADOS E DISCUSSAQ

6.1. Resultados dos estudos preliminares para seleciio das lipases e substratos

Os porcentuais de sintese dos ésteres de acido acético, butirico, propidnico ¢
taurico obtidos por esterificagdo direta com os dlcoois: metanol, etanol, propanol,
isopropanol, butanol, isobutanol, isopentanol ( isoamilico), citronelol e 6leo fisel nas
condigbes descritas nos itens 4.1.4 ¢ 4.1.5 estfio dispostos neste capitulo. Os
resultados foram analisados separadamente, de acordo com o tipo de lipase. As
maiores taxas de esterificagfio obtidas pelas lipases testadas estio na figura 10 que
resume e conclue esta ctapa do trabatho.

Para todos os tipos de lipases testadas foram observados os aspectos da
fluencia do tipo de alcool e do tamanho da cadeia carbonica do alcool, bem como
a influéneia do tipo de dcide na porcentagem de sintese obtidas pelas lipases.

6.1.1. Resultados obtidos com a lipase de Geotrichum sp

Os graficos das porcentagens de esterificacdo obtidas pela lipase de
Geotrichum sp estdo expostos nas figuras 4a a 4j. Os dados numéricos podem ser
consultados no anexo 2. A figura 4] resume as maiores taxas de conversdo obtidas
pela lipase de Geotrichum sp.

Com relagiio a mfluéneia da cadeia carbOnica do alcool nas taxas de
conversdo, observou-se que com o aumento da cadeia carbénica, a porcentagem de
esterificagdo sofreu leve acréscimo, ficando constante por volta de 60% na presenca
dos alcoois propanol , butanol e isopentanol. Quando o oleo fusel foi empregado
como substrato a lipase de Geotrichum sp apresentou uma conversdo maxima por
volta de 70 % a partir de 8 horas de reaglio. A mesma faixa de conversdo foi
abservada para o citronelol. Aparentemente a atividade sintética da lipase em estudo
ndo tot mifluenciada pela presenga dos isdmeros » ou iso testados.

Analisando a influéncia do tipo de 4cido empregado, observou-se que as
maiores taxas de conversdo foram obtidas com o acido acético, ficando entre 60 e §0
% apos 8 horas de reagdo. Quando o acido acético foi esterificado com o citronelol,
as porcentagens de esterificagdo observadas situraram-se na faixa de 45 %. Neste
caso, provavelmente, a catalise foi inibida em fungdo da presenga do citronelol junto
a0 acido acético.

As porcentagens de esterificagdo obtidas com os dcido butirico e propidnico
foram muito semelhantes neste caso ( 40 a 70 %), e acentuadamente maiores que as
observadas para o dcido laurico ( 20 a 50%). Foi observado que na presenca de
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citronelol, as taxas de esterificagiio atingiram até 80% apos 8 horas de
reagdo, para o dcido laurico.

A figura 4j resume as maiores taxas de conversio obtidas pela lipase de
Creotrichum sp. acetato de butila, acetato de iscamila, butirato de citronelila,
propionato de isoamila e laurato de citronelila.

Pode-se concluir a andlise dos resultados obtidos com a lipase de Georrichum
sp afirmando que a mesma possui habilidade de esterificar variados substratos nas
condigdes testadas, com preferéneia para os alcoois isoamilico e gitronelol.

6.1.2. Resultados obtidos com a lipase de Alcaligenes sp.

Os graficos das porcentagens de esterificagdo obtidas pela lipase de
Alcaligenes sp estio expostos nas figuras 5a a 5i. Os dados numéricos podem ser
consultados no anexo 2. A figura 5j resume as maiores faxas de conversio obtidas
pela lipase de Alcaligenes sp.

Com relagdo a4 influéneia da cadeia carbonica do dlcool nas taxas de
conversdo, observou-se que a lipase de Alcaligenes sp parece ser inibida na
presenca de metanol onde as taxas de esterificacdo observadas ficaram em tomo de
3%. A maior taxa de conversdo foi observada para o acetato de metila com 60%
apos & horas de reagfio. Ao observar os perfis das curvas obtidas para os demais
alcools, verificou-se que a presenga do alcool terpénico citronelol foi marcante na
atuagdo da lipase de Alcaligenes sp. Para os demais alcoois, as diferencas nos
valores de esterificagdo observados parece ser no entanto, fungdo da natureza do
acido empregado. As maiores taxas de esterificacdo foram observadas com o Acido
acetico, em relagdo ao desempenho obtido com os demais acidos testados. O periil
de preferéneia da lpase de Alcaligenes sp entre os acidos testados foi na ordem
descrescente: 4cido acético, dcidos propidnico e butirico igualmente e por Glimo
acido taurico. Este comportamento foi alterado na presenga de citronelol, quando as
malores taxas de conversdo foram observadas com os dcidos laurico { 70-80 %),
butirico nas primeiras horas de reagfio, seguidos pelos acidos acético e propidnico,

As maiores taxas de esterificagdo obtidas com a lipase de Alcaligenes sp
estdo expostas na figura 5) com os ésteres acetato de isopropila | butirato de
citronelila, laurato de citronelila e propionato de isoamila.
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6.1.3. Resultados obtidos com a lipase de Asperwillus sp - 1068,

Os graficos das porcentagens de esterificacdo obtidas pela lipase de
Aspergillus sp - 1068 estdo expostos nas figuras 6a a 6j. Os dados numéricos
podem ser consultados no anexo 2. A figura 6] resume as maiores taxas de
conversdo obtidas pela lipase de Aspergillus sp - 1068.

Dentre os alcoots testados, as menores taxas de conversdo foram obtidas com
o metanol, ficando por voita de 30 a 55%. Com os demais alcoois, as taxas de
conversdo estiveram entre 40 ¢ 80%. Com o dcido acético, observou-se porcentagem
de esterificagdo destacdvel em relagdo aos demais acidos, porém quando os alcoois
metanol ¢ etanol foram empregados, esta lipase parece ter sua atividade diminuida
na presenga do dcido acético. Com o aumento da cadeia carbénica dos alcoois, os
ésteres dos acidos propidnico ¢ butirico apresentaram acréscimo em sua taxa de
conversdo. As taxas de conversdo obtidas com o dcido laurico sio sempre inferiores
as demais, até quando a presenca do citronelol inverte o quadro aumentando a
conversdo de éster de acido laurico.

As maiores taxas de conversio observadas com a lipase de Aspergilius sp
1068, estdo expostas na figura 6 com os ésteres acetato de isoamila, propionato de
isoamila, butirato e laurato de citronelila.

6.1.4. Resultados obtidos com a lipase de Aspergillus sp - 1099,

Os graficos das porcentagens de esterificagdic obtidas pela lipase de
Aspergillus sp - 1099 estdo expostos nas figuras 7a a 7i. Os dados numéricos
podem ser consultados no anexo 2. A figura 7] resume as maiores taxas de
conversdo obtidas pela lipase de Aspergillus sp - 1099.

Observando a influéncia do alcool nas taxas de conversiio obtidas pela lipase
de Aspergillus sp - 1099, pode-se perceber que o perfil de comportamento desta
lipase ¢ muito semelhante a da Aspergillus sp 1068, O citronelol exerceu grande
influéneta nas taxas de conversdo dos acidos laurico e butirico, exatamente como
relatado anteriormente. O aumento da cadeia carbdnica dos alcoois resulta no
aumento das taxas de esterificagéo.

Quanto a mfluéncia dos acidos, as maiores conversdes foram no sentido
decrescente : 4cido acético seguido pelos acidos butirico e propiénico e pér {ltime o
acido laurico na presenga de todos os dlcoois. A excegdo foi observada na presenga
do dlcool citronelol, onde as taxas de esterificacfio obtidas com o acido laurico
foram as maiores, seguidas pelos acidos butirico, propidnico e acético,
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As lipases do género Aspergillus, mostraram ter preferéncia por substratos de
cadeia carbonica maior, para a sintese neste tipo de sistema.

A figura 7} ilustra as maiores taxas de conversdo obtidas pela lipase de
Aspergitlus sp - 1099, para cada tipo de acido testado: acetato de isoamila,
propionato de isoamila, butirato de citronila ¢ laurato de citronelila.

6.1.5. Resultados obtidos com a lipase de Rhizopus sp.

Os graficos das porcentagens de esterificacio obtidas pela lipase de Rhizopus
Sp estao expostos nas figuras 8a a &j. Os dados numéricos podem ser consultados
1o anexo 2. A figura 8 resume as maiores taxas de conversio obtidas pela hipase de
Rhizopus sp.

A ordem crescente de atividade sintética da lipase de Rhizopus sp com
relaglo aos dlcoois foi: metanol semelhante ao etanol ¢ menores que o propanol,
butanol e oleo fisel que pdr sua vez obtiveram taxas de conversio menores que o
alcool isoamilico e citronelol. A lipase de Rhizopus sp mostrou ter afinidade maior
por &lcoois de cadeia carbdnica maiores que C4. As porcentagens de esterificacio
observadas para os dlcoois propanol, isopropanol, butancl, 1soabutanol, ¢ para o
oleo fusel sdo muito semelhantes € por volta de 65 % para a maioria dos ésteres
sintetisados. A afinidade pelos alcoois isoamilico e citronelol foi clara, onde foram
observadas as maiores faxas de conversio com a lipase de Rhizopus sp.

Com relaglo a influéneia do tipo de acido, pode-se observar que nio houve
afinidade marcante da lipase por qualquer tipo de acido especificamente. A
diferenciagdo entre as taxas de conversdo ocorre pela influéneia dos substratos em
conjunto, cOMO nos casos anteriores. Dados significativos foram observados para as
taxas obtidas para os ésteres metil e etil laurato (10 - 20 %) que mostraram ser
muito inferiores as demais obtidas com o &cido ldurico. A maior taxa de
esterificagdo observada com o acido laurico, foi por volta de 90 % apds 24 horas de
reagdo com os dlcoois isoamilico ¢ citronelol. A lipase de Rhizopus sp destacou-se
na sintese de ésteres de acido laurico em relagdo as demais lipases. As taxas de
esterificagdo observadas com o 4cido acético ficaram por volta de 65% com excecdo
do acetato de citronelila que ndo foi esterificado pela lipase de Rhizopus sp. E
importante ressaltar o otimo desempenho obtido pela lipase de Rhizopus sp na
sintese de butirato de iscamila com conversdo rapida ¢ estavel perto de 95%.

As maiores taxas de conversdo obtidas pela lipase de Rhizopus sp para cada
um dos acidos testados estdo dispostas na figura 8§: acetato de isoamila, butirato de
isoamila, propionato de isoamila e laurato de citronelila. Sem ditvida, com o aleool
isoamilico foram observadas as melhores taxas de esterificagfo com estabilidade das
reagles para a lipase de Rhizopus sp.
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6.1.6. Resultados obtidos com a hipase de Candida rugosa.

Os graficos das porcentagens de esterificacdio obtidas pela lipase de Candida
rugosa estdo expostos nas figuras 92 a 95, Os dados numérnicos podem ser
consultados no anexo 2. A figura 9) resume as maiores taxas de conversdo obtidas
pela lipase de Candida rugosa.

O principal a observar neste caso, € que os expernimentos foram realizados
com a lipase de Candida rugosa por s¢ tratar de uma lipase comprovadamente capaz
de esterificar substratos do tipo dos testados neste trabalho. Portanto, esperava-se
que o desempenho da lipase de Candida rugosa fosse superior as demais lipases
testadas, em todos os casos. O fato ¢ que apesar disso, os resultados obtidos com
esta hipase ndo foram muito diferentes dos observados com as demais lipases
testadas. A preferéneia por dlcoois de cadeia carbdmica mator, a prefer€ncia pelo
isoamilico ¢ citronelol, bem como a pouca afinidade pelo dcido laurico se repetiram
neste caso. As maiores taxas de conversio obtidas pela lipase de Candida rugosa
para cada um dos acidos testados estfio dispostas na figura 9] acetato de isoamila,
butirato de isoamila, propionato de 1soamila e laurato de citronelila.

Y



Lipase comercial de Candida rugosa
Metanoi

0 4 :] 12 16 20 24
Tempo de reacao, h
Acidos esterficados
mAc. Acetico ==Ac. Butiico - Ac. Propionic ==Ac. Laurico

Fig. 9a - Sintese de esleres de metanol

Lipase comercial de Candida rugosa
Propanol

i
- : —P—— R

- -:fl
20
.

o 4 | 12 16 20 24
Tempo de reacao, h
Acidos esterficados
w=fAc Acetico ==Ac, Butirico -~ Ac. Proplonic = Ac. Laurico

Fig. 9¢ - Sinlese de esteres de propanol

Lipase comercial de Candida rugosa
Butanol

] 4 8 12 16 il 24

Tempo de reacao, h
Acidos estenficados
mAc. Acetico ==Ac. Butiico - Ac. Propionic msAc. Laurico

Fig. 9 - Sinlese de esteres de butanol

70

Lipase comercial de Candida rugosa
Etanol

100

W — —— — — — - — - - = — — — — — — =

Porcentagem de esterificacaoc,%

o 4 8 12 16 20 24
Tempo de reacao, h
Acidos estenficados
A, Acetico ==Ac. Butiico - Ac. Propionic ==Ac. Laurico

Fig. 9b - Sintese de esteres de elanal

Lipase comercial de Candida rugosa
iso propanol

Porcentagem de esterificacan,%

12 16 20 24
Tempo de reacao, h

Acidos esterificados
m Ao Acelico ==Ac. Butiico -~ Ac. Propionic ==Ac. Laurico

Fig. 9d - Sintese de esteres de iso propanol

Lipase comercial de Candida rugosa
iso butanoi

*® 3
o
a ]
) SRS ———
E ——
2
o
o
% i
= 12 16 20 4
Tempo de reacao, h
Acidos esterificados

|-M Acetico = Ac. Butiico ~~Ac. Propionic s=Ac. Laurico

Fig. 9f - Sintese de esteres de iso bulanol




Lipase comercial de Candida rugosa
iso pentanol

100

Porcentagem de esterificacan,™

] 12 16 20 24
Tempo de reacao, h

Acidos esterificados
= Ac, Acetico wsAc. Butirico - Ac. Propionic mAc. Lawico

Fig. 9g - Sintese de esteres de iso pentanol

Lipase comercial de Candida rugosa

Ciironelol

5 om

E a0 i——
i a0

]

g 40

7

‘.E 20

§

1] 4 8 12 18 20 24
Tempo de reacao, h

l Acidos esterificados
|==Ac. Acetico ==Ac. Bufinico == Ac. Propionic ==Ac. Laurico

Fig. 9i - Sintese de esteres de citronelol

1

Lipase comercial de Candida rugosa
Qleo Fusel

Porcentagem de esterificacan,%

0 4 ] 12 16 20 24
Tempo de reacao, h
Acidos esterficados

=mAc. Acetico ==Ac. Bulirico ~Ac. Propionic wAc. Laurico

Fig. 9h - Sintese de esleres de oleo fusel

Maiores taxas de conversao obtidas
. pela lipase de Candida rugosa

100 I
_‘___H
£E = -
&0
-
40
n
N
1]
a o 4 E 12 16 20 24
Tempo de reacao, h
= Acetalo de isoamila = Butirato de isoamila
i de ila == Laurato de citronila

Flg. 9j - Sintese de esteres pela lipase de Candida rugosa




As lipases testadas mostrarami-se capazes de catalisar a sintese de ésteres de
acidos e dlcoois nas condigdes testadas. De um modo geral pode-se observar que as
lipases atuam melthor a medida que aumenta a cadeia carbonica dos 4lcoois; Nao
foram afetadas de uma forma isolada pelo alcool ou acido mas pela presenca do dois
substratos em conjunto. Nao houve diferenca significativa nas sinteses obtidas para
os isdmeros 150 ou 1 estudados. A afimdade pelos alcoois isoamilico e citronelol foi
constatada na maioria das lipases testadas. A diferenciacdo do comportamento da
sintese na presenga de citronelol foi marcante em todas lipases testadas. As lipases
testadas ndo apresentaram muita afinidade pelo acido laurico, este fato pode ser em
parte explicado pela dificuldade de dissolugfio do acido laurico em alguns sistemas,
na temperatura de estudo. No entanto, for surpreendente a capacidade observada
pela maioria das lipases em esterificar o acido acético, substrato muito discutido na
literatura por apresentar dificuldades nas reagdes de sintese. A lipase de Rhizopus sp
nio foi capaz de estenficar o 4cido acético com o alcool citronelol, apresentando no
entanto as melhores taxas de conversdo com o acido laarico.

Grande parte da literatura disponivel na drea de sintese de ésteres de aroma
do tipo dos testados neste trabalho, emprega solventes orginicos no meio reacional.
Contudo, alguns trabalhos testaram a sintese em meio com adigdo de agua ou
tampdo ao sistema, denominando-o assim de aquoso. Como foi observado, o meio
reacional proposto neste trabalho ndo utiliza solventes organicos ou dgua, propondo
um modo mais simples ¢ barato de obtencfio dos ésteres. Portanto a necessidade de
empregar-se lipases com grande estabilidade e atividade neste tipo de sistema fica
evidente. A comparacdo dos dados obtidos nestes ensaios experimentais com 0s
relatados da hiteratura se faz necessdria apesar destas diferencas com relacdo ao
meio reacional.

IWAI e col. 1980, ndo observou qualquer reagdo entre o acide acético e
geranil com as lipases de Aspergillus niger, Rhizopus delemar, Geotrichum
candichom e Penicillium cyclopium, em meto reacional sem adigdo de solvente
orginico ¢ com adicio de 1 mL de dgua. A lipase mais ativa nas sinteses foi a de
Aspergitlus aiger, sintetisando bem ésteres mono, di e sesquiterpénicos, mas ndo
catalisou a esterificagdo de dlcoois secundarios e terciarios. A lipase de G.
candidum ndo fol capaz de esterificar nenhum éster nas condigdes testadas. J& as
lipases de Rhizopus delemar e Penicillium cyclopium s6 foram capazes de
esterificar ésteres de dcido caproico.

GILLIES e col. 1987, examinaram a capacidade da lipase de Candida
cylindracea de sintetizar os ¢€steres:  laurato, butirato, octanocato, hexanoato,
heptanoato e propionato de etila; acetato e butirato de isoamila além do acetato de
isobutila. A lipase foi lndratada e agitada em n-heptano com os substratos para as
reagdes. Obtiveram taxas de conversdo de 24 e 25 % apds 24 horas de reagio para o
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acetato de 1sobutila e 1soamila respectivamente. Na conversio de laurato de etila,
observou-se 52 % de sintese. As melhores taxas de conversdo foram observadas na
sintese de butirato de etila com 0.4 M de etanol ¢ 0.5 M de acido butirico, com
100% de conversdo apos 24 horas.

LANGRAND e col. 1988, testaram trinta preparacSes de lipases comerciais
quanto a habilidade de catalisar a formagio dos ésteres isoamil ou geranil acetato,
propionato e butirato como compostos de aroma. As reagdes foram de esterificacio
direta ou éster solvolise em n-heptano. A formagdo de isoamil ou geranil butirato ¢
propionato por esterificagdo direta for catalisada pela maioria das lipases testadas.
Esteres de acido acético mostraram-se mais dificeis de se obter. Encontraram 80 e
23 % de conversdo na sintese de acetato de 1soamila usando lipase de Mucor miehei
¢ Aspergillus respectivamente. Na sintese de acetato de geranila o maior
rendimento foi de 14 % alcangado pelas lipases de Mucor michei ¢ P. cyclopium.

TAKASHI e col. 1988, estudaram a sintese de ésteres com citronelo! ¢ 4cido
acético, propidnico, butirico e valérico em benzeno, catalisada pela lipase de
Pseudomonas fluorescens. Os resultados obtidos apés 8 horas de reagdo foram 18%
para acetato de citronelila, 52% para butirato de citronelila, 74 % para valerato de
citronelila.

WELSH e col. 1989, estudaram a conversio de oleo fasel em seus ésteres
acetato ¢ butirato, empregando lipase de Candida cylindracea, em hexano. A
producao maxima para os ¢steres butiricos fo1 de 65,8 % e para os acéticos de 46,4
% apds 48 horas de reagio.

LANGRAND e col. 1990, reportaram a influéneia do tamanho da cadeia
carbOnica dos dcidos (C2 a €6) e dos dlcoois (C2 a C6) bem como a influéneia da
natureza do dlcool em heptano. As maiores taxas de conversdo observadas apds 1
hora de reacdo foram obtidas com as lipases de Mucor miehei ¢ Rhizopus arrhizus
enquanto as lipases de C.rugosa e Aspergillus s6 obtiveram  resultados
significativos apds 18 horas de reagio.

Todas as lipases testadas sofreram a influéneia da presenca do 4cido acético
com a maioria dos alcools com excegdo do metanol, quando ndo foi observada
esterificacdo. As malores taxas de conversdo foram obtidas com as lipases de
Aspergitlus ¢ Candida rugosa. Em contrapartida, as lipases de R. arrhizus ¢ Mucor
michei mostraram-se mais ativas com acidos de mator cadera (C6 ¢ C4-C6
respectivamente). Para a lipase de Aspergillus, as taxas de conversdo decresceram
com ¢ aumento da cadeia carbdnica do aleool. Para a lipase de C. rugosa, os ésteres
de butil e isopentil mostraram os matores indices de conversdo. Com as lipases de
Mucor michei e Rhizopus arrhizis os dlcoois terpénicos foram sintetizados em
menores taxas do que os demais alcoots.



WELSH ¢ col. 1990, realizaram estudos para testar a capacidade de 27
fipases comerciats diferentes para sinfetisar esteres de baixo peso molecular em
sistemas aquosos. Denire as lipases testadas, as de Candide cylindraceq,
Pseudomonas fluorescens ¢ Mucor michel se destacaram. A produgio maxima
obtida apos 24 horas de reagéo fol com as concentragdo de 0.05 mol/L de substrato
para isopentil acetato, 0,2 mol/L para etil butirato e 0,3 mol/L. para isopentil butirato.

A taxa de conversdo de butil butirato foi de quase 100% quando se trabalhou
com concentragdes matores que 0.2 mol/L de 4dcido. Os autores observaram 1bicdo
da enzima de Pscudomonas fluorescens pelo substrato acima da concentracio de |
mol/L., mas o mesmo efeito ndo foi observado com as outras lipases.

Os solventes hexano, octano ¢ decano foram utilizados no meio reacional,
exceto para a sintese de etil butirato, onde somente o hexano fol empregado.

CARTA e col. 1992, testaram a lipase imobilizada de Candida cylindracea na
esterificagdo direta de alcool 1soamilico e etilico com os acidos propidnico e
butinico. A lipase umobilizada se mostrou efetiva na catdlise dos ésteres etil
propionato, isoaml propionato e tsoamul butirato, em sistemas reacionais compostos
por quantidades estequiométricas de substrato ( 0-2 M) em hexano.

Quando etanol em hexano fo1 o substrato, a conversio micial de estenificagéio
foi de 0,02 molesth.g de proteina; mas a enzima foi estavel somente quando a
concentragdo dos substratos for mferior a 0,2 M.

Quando o alcooel 1soamilico for utihzado como substrato em hexano, as taxas
de conversio foram da ordem de 0,085 moles/h.g ¢ neste caso a enzima fo1 estavel
em concentragles multo matores deste substrato.

Os autores observaram que, com a utihzagdo do alcool 1scamilico como
substrato, o uso de solventes como o hexano nfo 101 necessario para a esterificacio
¢ a enzima pode ser empregada em misturas com diferentes concentragdes de 4cido.
Neste caso, com o acido propidnico como substrato, a conversdo aunmentou
eradualmente com a concentragdo de acido até 1,5 M e diminuiu para concentragdes
maiores. As taxas de conversio maximas foram obtidas a 35°C diminuindo
rapidamente com o aumento da temperatura para 40 e 60°C.

A comparagio das taxas de esterificagdo obtidas para o propionato de
1soamila foi realizada entre os sistemas reacionats com € sem hexano, Comparando
os dados obtidos, os autores concluiram que as taxas d¢ conversdo foram
essencialmente as mesmas nos dois sistemas . Contudo, variando a concentragiio de
acido propidnico no sistema sem hexano, as taxas de esterificacfo aumentaram com
a concentragdo de acido até 3 M, o que correspondia a 0,34 da fragdo molar do
sistema. Assim, 08 autores concluem que as taxas de conversdo obtidas em hexano
sdo similares as obtidas sem hexano, com concentracdes masores de acido. Por outro
lado, a presenga de excesso de dlcool 1soamilico pareceu ter efeito estabilizador na
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lipase. Foi testado ainda o efeito da adig@o de dgua ao sistema sem hexano,
concluindo que a presenga de mais de 5% (v/v) de Agua dissolvida em dlcool
isoamilico ndo foi significativa nas condigdes de reagdo, isto €, ndo produziu efeitos
nas taxas de conversio.

Quando se observam os dados obtidos pelas lipases testadas neste trabatho,
verifica-se que houve confirmagio da observagiio de Carta e col. 1992, sobre o
efeito estabilizador que o alcool isoamilico parece exercer sobre as lipases nestes
sistemas de sintese, dispensando outro solvente organico no meio reacional.

Ao verificar-se a habilidade das lipases em  esterificar os subsiratos
propostos, foi atingido um dos objetivos do trabalho, A escolha do (s) éster {es) de
interesse bem como da (s) lipase (s) a ser (em) empregada (s), foi realizada levando
em conta as observagdes feitas neste capitulo. Com a analise dos dados expostos na
figura 10, observou-se que ésteres dos alcoots isoamilico ¢ de citronelol foram
esterificados na porcentagem média de 90 % pela maioria das lipases, nas condigGes
testadas.

As vantagens do alcool isoamilico sobre o citronelol sdo, em primeiro lugar, a
possibilidade de se conduzir a reagdo em meio livre da adigio de mais um solvente
organico , como o hexano e, em segundo lugar, o fato de ser um substrato natural de
baixo custo por se tratar de um subproduto da inddstria alcooleira nactonal. Portanto,
foi escolhido como substrato alcédolico o dlcool 1soamilico.

Os acidos acético, propidnico e butirico foram escolhidos e descartado o
4cido ldurico por apresentar problemas de dissolugdo no sistema proposto € nas
temperaturas empregadas.

As lipases selecionadas para comparagdo de suas performances foram a de
Rhizopus sp e Geotrichum sp, em fungdo dos bons resultados obtidos com as
mesmas. Uma vez definidos nesta etapa preliminar os alcoois, os acidos e as fontes
de lipase mais promissores na sintese dos ésteres acetato, butirato e propionato de
isoamila, foi realizado um estudo de otimizagdo baseado no planejamento
experimental e analise da superficie de resposta para estabelecer as melhores
condicdes de sintese.

Portanto, fo1 estudada a sintese dos ésteres dos acidos acético, butirico e
propidnico, com o dlcool isopentanol ( isoamilico) comparando o desempenho das
lipases de Geotrichum sp ¢ Rhizopus sp em sistema livre da adi¢do de solvente
orglnico.
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Resumo das maiores taxas de
conversao obtidas na selecao
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Fig. 10 - Maiores taxas de conversao obtidas na sele¢ao
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6.2. Obtencio de propionato de isoamila

Discutiremos neste capitulo os resultados obtidos na realizagdo dos ensaios
do planejamento experimental 1, descrito nas tabelas 7 e 8 para a sintese de
propionato de isoamila.

Para mellior compreensio e analise dos resuitados, o estudo foi dividido em
ensaios realizados pela lipase de Geotrichum sp (1,2,3.4, 9,10,11 e 12) ¢ ensaios
realizados pela lipase de Rhizopus sp (5,6,7,8,13,14,15,¢ 16).

Como um dos objetivos do trabatho foi comparar a performance das duas
lipases no planejamento experimental 1, e escolber a melhor para a continuago dos
estudos, esta foi a metodologia de analise mais adequada,

Inicialmente compararemos as curvas da cinética enzimatica obtidas pelas
lipases de Geotrichum sp e Rhizopus sp ilustradas nas figuras 11 ¢ 12.

O rendimento maximo obtido pela lipase de Geotrichum sp { fig.12 ) fol de
71,5 % no ensaio 11 seguido pelo ensaio 10 com 60,5% apods 72 horas de reagfio. As
condigbes experimentais em que foram realizados esses ensaios, foram as seguintes:

Ensaio RM Temperatura Cone. Enz.
10 (4:1) 40 °C 10 %
11 (1:2) 60 °C 16 %

Pode-se verificar na tabela 11 que ao se variar a relagdo molar de (1:2) para
(4:1) houve um decréscimo de até 19,2 % no rendimento da reagdio apds 48 horas.
Ao se variar a temperatura de 40 para 60 °C também ocorreu um decréscimno de até
4,9% apos 6 horas de reagdo.

O aumento da concentragdo enzimatica de 1 para 10% acarretou em um
incremento de 23.85% apods 72 horas de reagdo. Ainda analisando a tabela 11
verifica-se que 50 existem efeitos estatisticamente sigmificativos apos 72 horas de
reacfio para as variaveis RM e Conc. Enz.. Todos os demass efeitos calculados para
gste processo ndo apresentaram efeitos estatisticamente significativos.

Pode-se concluir que a faixa de estudo das varidveis do processo ndo foi
adequada para avaliar o real efeito das mesmas no processo quando ¢ empregada a
lipase de Geotrifnan sp . Provavelmente, ndio foi possivel pois, em alguns casos
como a temperatura e concentragdo enzimatica, ja se havia atingido a regidio otima
de catdlise pela lipase de Geotrichum sp. Além desta observacdo, cabe ressaltar que
apos 72 horas de reagdo a sintese ainda nfo atingiu equilibrio pois os valores estao
em curva ascendente na figura 11. Isso significa que ndo haveria como delinear outro
plangjamento experimental respeitando as condigdes pré estabelecidas para o
processo. Pode-se dizer que, para este processo, com as condigdes assim definidas,
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empregando a lipase de Geotrichum sp , que as condigdes otimas observadas foram
estabelecidas com a relagdo molar entre o alcool ¢ o acido de (1:2), com a
temperatura de 60 °C, adi¢do de 10 % de lipase em massa dos reagentes apos 72
horas de reagao.

100 Y i
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s 10} -
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S 60}
I
» 50 p
[ﬁ =@~ Ensaio 1
Z ol i3~ Ensaio 2
% | -8~ Ensaio 3
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g - = Ensaio 9
N =% Ensaio 10
«g~ Ensaio 11
0 . : - .

5 24 48 72 “ Ensaio 12

Tempo de reacao, horas
Figura 11 - Planejamento Exp. 1 para propionato de isoamila com Geotrichum
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TABELA 11 : Resultados obtidos para o planejamento experimental 1 com a

lipase de Geotrichum sp na sintese de propionato de isoamila.

Ensato Variaveis % Esterificacio
RM Temper. | Conc. E | 6 horas | 24 horas | 48 horas | 72 horas
°C %
i -1 -1 -1 5.5 16,5 15,4 18,7
2 +1 -1 -1 17,6 16,5 16,5 16,8
3 -1 +1 -1 16,5 19,4 34,1 33
4 +1 +] -1 5.2 5,5 14,3 17,6
9 -1 -1 +1 6,6 17,6 28,6 38,5
10 +1 -1 +1 22,5 12,1 12,8 60,5
1 -1 +1] +1 5,5 19,8 51,7 71,5
12 +1 +1 +1 5,5 7,1 9.1 i1
ceritral 0 O 0 3 0 0 8,7
central 0 0 0 0 0 0 3.9
gentral ¢ 0 0 0 { { 0

TABELA 12: Efeitos calculades para o planejamento experimental 1 com a

lipase de Geotrichum sp na sintese de propionato de isoamila.

Efettos 6 horas 24 horas 48 horas 72 horas
Media 10,6 14,31 22,81 3345

- BRM 4,15 8,02 ~19,27 -13,95 %
2-Temperatura 49 «2.72 8,97 -0 35

3~ Concentrac, E -1,15 -0,32 5,4 2385 %

{ * valores significativos estatisticamente)

Analisando a figura 12, que ilustra a cinética enzimatica dos ensaios
realizados com a lipase de Rhizopus sp, pode-se observar que o maximo rendimento
obtido foi de 77 % e 78 % no ensato 16 apds 48 ¢ 72 horas de reacgio
respectivamente. No entanto, o perfil das curvas é muito diferente do obtido com a
lipase de Georrichum sp.

A lipase de Rhizopus sp atua mais rapidamente, de modo mais estavel,
atingindo apds 48 horas valores muito semelhantes aos cbtidos apés 72 horas,
indicando que a reagdo entra em equilibrio apds 48 horas. Portanto, a lipase de
Geofrichum sp possin produtividade inferior, uma vez que s6 comega a apresentar
taxas significativas de conversio apos 72 horas de reagdo, como pode ser
observado, apos 48 horas a lipase de Geotrichum sp atingiu wm maximo de 35 % de
conversdo contra 57,5 % da lipase de Rhizopus sp.
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Figura 12- Planejamento Exp. 1 para propionato de isoamila com Rhizopus

Analisando as tabelas 13 e 14 a seguir, observa-se que todos os efeitos
calculados para os resultados obtidos para a sintese de propionato de isoamila com a
lipase de Rhizopus sp apresentaram significancia estatistica apos 24 horas de reagdo.

Este comportamento difere do apresentado por essa lipase na sintese dos
ésteres acetato e propionato de isoamila, onde a variavel temperatura nunca foi um
fator muito importante no rendimento das reagdes. Como veremos mais adiante.

A variagdo da relagdo molar entre os substratos de 1:2 para 4:1 causou um
incremento de até 14,1 % no rendimento apos 24 horas de reacdo. A temperatura,
quando aumentou de 40 para 60 °C causou um aumento no rendimento de até 26 %
apos 48 horas . O aumento da concentragdo enzimatica também aumentou 19,25 % o
rendimento ao passar de 1% para 10%.
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TABELA 13: Resultados obtidos para o planejamento experimental I com a

lipase de Rhizopus sp na sintese de propionato de isocamila.

Ensao Varidvels % Esterificagio
RM Temper. | Conc. E | 6 horas | 24 horas | 48 horas | 72 horas
°’C %
5 1 -1 -1 5.5 16,5 25,3 495
6 +1 -1 -1 55 5.5 14,3 28,6
7 -1 +1 -1 7,7 242 33 37,4
8 +1 +1 ~1 25,3 29,7 33 34,1
13 -1 -1 +1 | 154 7,7 14,3 165
14 +1 -1 1275 44 385 38,5
15 -1 +1 +1 23,1 i54 52,8 407
16 +1 +1 +1 &,8 41 77 78,1
central 0 0 0 0 3,1 36,56 60
central O 0 0 0 0 33,22 37.7
central 0 0 0 4 0 29,88 55,6

TABELA 14: Efeitos calculados para o planejamento experimental I com a

lipase de Rhizopus sp na sintese de propionato de isoamila.

Efeitos 6 horas 24 horas 48 horas 72 horas
Media 14,6 23 36,02 40,42
i- RM 3.35 4,1* 9,3% 8.8*
2-Temperatura 225 9,15% 25,8% 14 3%
3- Concentrac. E 7.2 8 05% 19.2%* 6,05

{ * valores significativos estatistiamente)

A lipase de Rhizopus sp catalisou mais rapidamente a sintese de propionato
de isoamila do que a lipase de Geotrichum sp.

Qs objetivos deste delineamento experimental inicial foram comparar a
capacidade das lipases de Rhizopus sp e Geotrichum sp na sintese de propionato de
isoamila ¢ também avaliar a verdadeira importancia das varidveis estudadas no
Processo.

Quanto ao primeiro objetivo, pode-se coneluir micialmente, que a lipase de
Geoirichum sp ¢ mais lenta na sintese do que a lipase de Rhaizopus sp, no entanto as
duas atingem rendimentos finais muito semelhantes. Portanto, a lipase de Rhjzopus
sp possui maior produtividade neste processo.

Com relagio ao segundo objetivo, ndo foi possivel observar com os resultados
obtidos para a sintese de propionato de isoamila, empregando a lipase de
Geotrichum sp,o verdadeiro peso das variavels no processo.
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Para o processo de sintese de propionato de isoamila empregando a lipase de
Rhizapus sp, for possivel constatar que todas as variaveis estudadas sdo
significativas no processo.

Prossegumdo no objetivo inicial de otimizar a sintese de propionato de
isoamila empregando o processo ora proposto, o proximo passo foi realizar um novo
delineamento experimental com a lipase de Rhizopus sp.

Foi realizado um segundo delineamento experimental do tipo 27 + pontos
axiais ( estrela) para modelo de segunda ordem se necessario ¢ pontos centrais para
determinagdo do erro pwo. O estudo foi delingado em cinco niveis distintos,
deslocados no sentido de tentar encontrar wma regifio de maximo rendimento. Para a
varidvel relaglo molar, a preferéneia da lipase de Rhizopus sp na sintese de
propionato de isoamila fot no sentido da (4:1), descartou-se portanto pontos muito
proximos da (1:2), restringindo o mtervalo de variagdo dentro da faixa de methor
atividade da enzima, estabelecida pelo primeiro planejamento experimental. A
varidvel concentragdo enzimdtica foi estudada dentro dos limites de 1| % para o
menor nivel e 10 % para o mator, respeitando as limitagSes operacionais ja
mencionadas anteriormente E a variavel temperatura foi estudada dentro dos limites
de 40 a 60 °C também respeitando as limitagSes neste caso, da enzima.

Os nivets de estudo das variaveis bem como o planejamento experimental
completo estdo dispostos a seguir,

O nivel estrela, foi calculado segundo a formula (2 HY * = 1,68, em valor
codificado. (BOX e col., 1978)

TABELA 15 - Varidveis e niveis para o delineamento experimental 2° + estrela
+ ponto central para sintese do propionato de isoamila

Yaridvel Niveis
-1,68 ~1 0 1 1,68
RM (1,59:1) (2,16:1) (3:1) (3,8:1) {4,41:1)
Temperatura 40 44 50 56 60
Conc. Enz. 1 2,82 5,5 8,1 10

RM = (dlcool: &cido)
Temperatura : °C
Conc. Enzimatica : % em massa dos reagentes
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TABELA 16 - Delineamento experimental 2° + estrela + ponto central para
sintese do propionato de isoamila em valores codificados.

Ensaio Rel. Molar Temperatura, “C  Conc. Enzima (%)
1 -1 -1 -1
2 1 -1 -1
3 ~1 1 -1
4 1 i -1
5 -1 -1 i
6 i ~1 1
7 -1 1 1
8 1 1 i
9 +1,68 0 0
16 -1,68 0 0
i1 0 -1,68 0
12 0 +1,68 0
i3 0 0 -1,68
14 0 G 1,68
15 0 0 0
16 0 0 0
17 0 0 0

TABELA 17- Delineamento experimental 2° + estrela + ponto central para
sintese do propionato de ispamila em valores reais.

Ensaio Rel. Molar Temperatura, "C  Conc. Enzima (%)
i {2,16:1) 44 2,82
2 (3,81 44 2,82
3 {2,16:1) 56 2,82
4 (3,81} 56 2,82
5 (2,16:1) 44 8,1
6 {3,81) 44 8,1
7 {2,16:1) 56 8,1
& {3,8:1) 56 8,1
9 {4,41:1) 50 5,5
10 (1,59:1) 50 5,8
11 (3:1) 60 5,5
12 (3:1) 40 5.5
13 {3:1) 50 10
14 (3:1) 50 ]
is {3 50 5,5
i6 3:1) 56 5,5
17 (3.1} 50 5,5

Foram retiradas aliquotas do meio de reagdo apds 6, 24, 48 ¢ 72 horas.



Us resultados obtidos na realizagdo dos ensaios do planejamento experimental
2 estdo ilustrados a seguir.

A figura 13 traz a cinética obtida na realizagdo dos ensaios. E possivel
observar que os methores rendimentos obtidos ocorreram nos ensaios 12,14,15.16 ¢
17 com 76, 85 ¢ 75 % de conversdo respectivamente. Os ensaios 15 a 17 sdo os
poutos centrais. Ja 0s ensaios 12 ¢ 14 sdo os pontos estrela para a temperatura e
concentracdo enzimdtica. Isso significa que trabalhando na faixa operacional entre
-} e 1, estaremos na faixa maxima de rendimento.

Também neste caso os rendimentos observados apos 48 horas de reagio
indicam que a reag@o neste ponto ja atingiu o equilibrio, pois os valores sio
semethantes aos obtidos apds 72 horas. Devemos portanto, trabathar na faixa de 48
horas de reagdo, onde se obtém maior produtividade, beneficiando economicamente
O Processo.

Ao analisarmos as condigBes experimentais dos melhores ensaios, a
constatagdo de que o melhor ensaio observado tenha sido o 14 ocorre porque foi
com ele atingido o maior rendimento.

Ensato RM Temperatura Conc. Enzimatica
12 3:1 60 5,5 %
14 3:1 50 10 %
13 3:1 50 5.5 %
16 3:1 50 5,5 %
17 3:1 50 5,5 %

No entanto, foi o ensaio onde se empregou maior quantidade de enzima.
Qutra observagéo importante ¢ que parece ndo haver divida quanto a methor relagio
molar para a sintese de propionato de iscamila pela lipase de Rhizopus sp {3:1);
nem tdo pouco quanto a temperatura de 50°C.

Economicamente portanto, a condicio do ensaio 14 € menos atraente e sem
divida a condigfo central pode ser melhor pois emprega-se menos enzima.

Em termos de produtividade, a condi¢@o central também parece interessante,
pois com 75 % de rendimento apds 48 horas de reagio, obtém-se cerca de 600 g de
éster por hitro de meio,ou ainda, 12,25 g/ L por hora, contra 680 g de éster por litro
de meio apos 48 horas de reagdo na condigo do ensaio 15 ( ou 14,16 g / L por
hora}. Em contrapartida, em relagdo ao gasto de lipase, a condigdio 14 produz 0,11
moles de propionato de 1soamila por hora de reagdo por grama de lipase contra 0,18
moles de ¢ster por hora por grama de hipase utilizada.

LANGRAND e col. em 1988, testaramn a sintese de propionato de iscamila
com aproximadamente 30 lipases comerciais por esterificagdo direta. As reagdes
foram realizadas com 0,25 M de isoamilico e 0,5 M de acido, 0,1 % de aguae 0,5
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gramas de lipase em 10 mL de n-heptano. Os resultados obtidos com a lipase de
Geotrichum candidum foram de 2 % de rendimento apds 24 horas e de 95 % de
rendunento com a lipase de C. rugosa.

CARTA e col. 1992, testaram a lipase imobilizada de Candidu cylindracea
na esterificagfio direta de dlcool 1soamilico com os acidos propidnico e butirico. A
lipase Imobilizada se mostrou efetiva na catalise dos ésteres, isoamil propionato e
iscamil  butirato, em  sistemas reacionais compostos por  quantidades
estequiometricas de substrato (de 0 a 2 M) em hexano.

Quando o alcool isoamilico foi utilizado como substrato em hexano, as taxas
de conversdo foram da ordem de 0,085 moles / h. ¢ e neste caso a enzima foi
estavel em concentragdes nuito maiores deste substrato.

Os autores observaram que com a utilizagdo do alcool isoamilico como
substrato, o uso de solventes, como o hexano, ndo foi necessario para a esterificagio
¢ a enzima pode ser empregada em musturas com diferentes concentragdes de acido.
Neste caso, com o acido propidnico como substrato, a converso aumentou
gradualmente com a concentragdo de acido até 1,5 M e diminuiu para concentragdes
maiores. As taxas de conversio méaximas foram obtidas a 35°C diminuindo
rapidamente com o aumento da temperatura para 40 e 60°C.

A comparagido das taxas de esterificagdo obtidas para o propionato de
1soamila foi realizada entre os sistemas reacionais com e sem hexano. Comparando
os dados obtidos, os autores conclufram que as taxas de conversdo foram
essencialmente as mesmas nos dois sistemas . Contudo, variando a concentragio de
dcido propidnico no sistema sem hexano as taxas de esteriticagdo awmentaram com a
concentracdo de acido até 3 M o que correspondia a 0,34 da fracio molar do
sistema. Assim, os autores concluem que as taxas de conversdo obtidas em hexano
sdo sumilares as obtidas sem hexano, com concentragfes matores de geido. Por outro
lado, a presenca de excesso de dlcool 1soamilico pareceu ter efeito estabilizador na
lipase. Foi testado amnda o efeito da adigio de dgua ao sistema sem hexano,
concluindo que a presenga de mais de 5% (v/v) de agua dissolvida em dlcool
1soamilico ndo foi significativa nas condigdes de reagdo.
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Figura 13- Planejamento Exp. 2 para o propionato de isoamila

As tabelas 18 e 19 ilustram os resultados e efeitos estatisticos calculados para
os experimentos realizados.
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TABELA 18: Resultados obtidos para o planejamento experimental 2 com a
lipase de Rhizopus sp na sintese de propionato de ispamila

Ensaio Vartaveis % Esterificacio Produtividade
EM  Temp. Conc 6 24 48 72 g Sster /g
'C Enz, horas  horas horas  horas lipase
(%) 48 horas
1 -1 -1 -1 v 10 10 13 3,9
2 1 -1 -1 12 21,5 23,5 27 968
3 ~ i -1 6 1 15 18 5,9
4 1 1 ~1 15,6 26 34 30 13,2
5 -1 ~1 1 7.8 13 i5 15 1,5
6 i ~1 i 17,6 293 38,2 39 33
7 -1 1 i 13,8 23 29,8 30 2,9
8 ] 1 1 19,2 32,5 50 45 5
9 +1,68 0 O 3 3 5 i5 0,8
10 -1,68 O 0 5 5 4 15 0,6
i1 0 -1,68 0 31,6 52 68 65 11
12 0 +1,68 0 33 35,3 76 73 12,2
13 ¢ 0 -1,68 27 455 59,5 60 35,5
14 G 0 1,68 40 05 &5 &4 7.5
15 0 G G 30 58,5 77 75 12,4
16 0 0 0 3s 397 75 70 11,9
17 0 0 0 39 60 73 79 11,7

TABELA 19 : Efeitos calculados para ¢ planejamento experimental 2 com a
hipase de Rhizopus sp na sintese de propionato de isoamila

Efeitos 6 horas 24 horas 48 horas 72 horas
Media 18,36 31,3 40,2 40,09
1- RM 7,7 13,07 19,4* 16,25%
Z-Temperatura 2,8 4,67* 10,02% 7,25
3- Concenirac. E 47 7.3% 15,12% 1025

{ * valores significativos estatisticamente)
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Prapionato de isoamila
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Figura 14 - Valores observadoes vs, Valores previstos

TABELA 20 - Analise de varidncia - Propionato de isoamila

Fonte de Soma Graus de | Média Teste ¥ | Distribuicio F
variacieo Quadritica | liberdade | Quadritica {5%)
Regressio 124092 6 2068,2

Residuos 671.8 10 67,18 30,78 3,08
Falta de ajuste 663,8 8 82,97

Erre puro 8 2 4

Total 13G81,02

Porcentual de Varidncia Explicada = 94%

Porcentual maximo de Varincia Explicavel = 99 %

A modelagem para o ajuste de um polindmio de grau 2 que descreva o
processo em estudo foi realizada através do programa estatistica versdo 5.0
(STASOFT, 1995), obtendo-se¢ a Equacdo (1) que relaciona a porcentagem de
estertficacdo com as vandveis adimensionats RM (x;), Temperatura (x;) ¢
Concentragio enzimatica (X;).

%o Esterificacio = 77,71 +6,38 (RM) +4,29 (Temperaturay +7,05 (Conc. Enz. )+
38,85 (RM)*? -4,9 (Temperatura) * - 4,77 (Conc. Enz)’.

O valor do Teste F calculado foi comparado ao valor tabelado para a
Distribuicdo F (5 %), com os respectivos graus de hberdade (Bruns e col., 19935).
Venficou-se que F ( regressdo/ residuos) = 30,78 € maior que o F o7 = 3,68 cerca de
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8.3 vezes, indicando que a regressdo € significativa ¢ preditiva ao nivel de 95 % de
confianca. Através da observagio da figura 14 percebe-se que o desvio dos valores
experimentals obtidos com relaciic aos previstos ¢ muito pequeno, Ppouco
significativo, ¢ que os valores observados estdo bem distribuidos pela reta indicando
que o planejamento fot bem realizado, cobrindo a faixa de estudo satisfatoriamente.

Observando as figuras 15, 16 ¢ 17 que ilustram a superficie de resposta, pode-
se perceber com facilidade que o processo de sintese de sintese de propionato de
1soamtla for otimizado.

A figura 15 apresenta os efeitos das variaveis RM e Concentragdo enzimatica
na porcentagem de esterificaco sendo a temperatura mantida na condigfo de 50 °C.
As condigtes onde ocorrem os matores rendimentos estdo muito préximas a8 RM
(3:1) posswindo um 1ntervalo muito pequeno de vartagdo. Observando o grafico, no
eixo da concentragio enzimatica, na area vermelha da superficie de resposta, pode-
se verificar que na faixa acima de 1% a regifio 0tima esta presente, ndo apresentando
queda at¢ mesmo na regifo de 10 % de enzima. Isso significa que se fosse possivel
operar {ou desejavel economicamentie) com concentragdes superiores a 10 %, ainda
estariamos provavelmente aumentando os rendimentos obtidos.

A figura 16 apresenta o efeito das vartdveis RM ¢ Temperatura na
porcentagem de esterificagdo tendo sido mantida constante a concentracio
enzimatica em 5,5 %. As condigdes onde ocorrem os maiores rendimentos estio
muito proximas do ponto central de (3:1) para a relacfo molar. Observando o eixo
da temperatura, na area vermelha da superficie de resposta, pode-se verificar que em
toda a faixa estudada de temperatura estdo localizados os rendimentos maximos.
Isso porque a faixa em que foi estudada a variavel temperatura € justamente a faixa
de atividade maxima da lipase de Rhizopus sp, como ja foi comentado no inicio do
trabalho.

A figura 17 apresenta o efeito das varidveis Concentracdo enzimatica e
Temperatura na porcentagem de esterificagdo. A RM for mantida em (3:1). As
condicdes onde ocorrem os maiores rendimentos 53¢ mails extensas, podendo se
trabalhar entre as temperaturas de 45 a 37 °C aproximadamente, e com concentragio
enzimatica entre 5 ¢ 8,7%. Estas sdo as variaveis mais flexiveis do processo. Deve-
se sempre atentar para a estreita faixa de variagdo otima da RM.

As condigbes otimas para a sintese de propionato de 1soamila pela lipase de
Rhizopus sp foram estabelecidas empregando a relagdo molar entre o alcool
isoamilico e o acido propidnico de (3 :1), com concentracdo enzimatica em massa
dos reagentes de 5,5 % o que equivale a 1913 Unidades de Atividade. A
temperatura de reagdo foi de 50 °C, e o tempo de 48 horas. O rendimento obtido foi
de 75 %. A produfividade de 12,25 gramas de éster por litro de meio por hora de
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reagfio ou, 600 gramas de éster por litro de meio apds 48horas de reagiio ou ainda,
0,18 moles de acetato de 1soamila por hora por grama de lipase.
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6.3. Obtencio de butirato de isoamila

Os resultados obtidos na realizagdo experimental dos ensaios do planejamento
experimental 1, descrito nas tabelas 7 e 8 para a sintese de butirato de isoamila seriio
discutidos neste capitulo.

Para melhor compreensdo e analise dos resultados, o estudo foi dividido em
ensaios realizados pela lipase de Geotrichum sp (1,2,3,4, 9,10,11 ¢ 12) e ensaios
realizados pela lipase de Rhizopus sp (5,6,7,8,13,14,15,¢ 16).

Comparar a performance das duas lipases nos ensaios do planejamento
experimental 1, ¢ escolher a melhor para a continuagio dos estudos, foi a
metodologia de analise dos dados adotada.

Inicialmente compararemos as curvas da cinética enzimatica obtidas pelas
lipases de Geotrichum sp e Rhizopus sp ilustradas nas figuras 18 ¢ 19,

O rendimento méaximo obtido pela lipase de Geotrichum sp ( fig.18 ) na
sintese de butirato de iscamila foi de 68,5 % apds 72 horas de reagdo no ensaio de
nimero 11, segutdo pelos ensaios 9 ¢ 10 com 53 % de rendimento apds 72 horas de
reagio. As condigdes experimentais em que foram realizados esses ensaios, foram as
seguintes:

Ensaio RM Temperatura Cone. Enz.
9 (1.2} 40 °C 10 %
10 (4:1) 40 °C 10 %
11 (1:2) 60 °C 10 %

Analisando as tabelas 21 e 22 pode-se verificar que mais uma vez, de acordo
com o compartamento dessa lipase na sintese de acetato de isoamila, nenhuma
variavel do processo mostrou-se estatisticamente significativa dentro da faixa
estudada.

Pode-se verificar ainda nestas tabelas que a variagdo da relacio molar entre os
substratos de 1:2 para 4:1 acarretou em wn decréscimo de até 16,3 % no rendimento
apos 72 horas. A analise dos efeitos provocados pela temperatura, mostra que a
mudanga de 40 para 60 °C provocou um decréscimo de apenas 2,7 % ao rendimento
provando ser realmente pouco significativa no processo. O aumento da concentragio
enzimatica de 1 para 10 % provocou um incremento de 26,8 % no rendimento apds
72 horas de reagdo.

Portanto, pode-se concluir que, nas condigdes estudadas nenhum efeito de
primeira ordem foi significativo estatisticamente. Isso significa que dentro das faixas
de estudo estabelecidas para esta lipase, ndo foi possivel perceber o efeito das
varidvels no processo. Provavelemnte porque ja se estabeleceu uma faixa de estudo
muito préxima do ideal ou amda porque ndo houve tempo suficiente de reagdo para

94



avaliar os efeitos das variaveis. No entanto, ndo ha como delinear outro
planejamento experimental respeitando as condigdes pré estabelecidas para o
processo em questdo. Comportamento semelhante foi observado com o processo de
sintese de propionato de isoamila pela lipase de Geotrichum sp.

Pode-se dizer que, para a sintese de butirato de isoamila empregando a lipase
de Geotrichum sp , as condigdes Otimas de reagdo foram obtidas com a relagdo
molar entre o alcool e o acido de (1:2), com a temperatura de reagao a 40 °C (por ser
a mais econdmica), adicionando 10 % de lipase em massa dos reagentes apos 72
horas de reagdo.
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figura 18- Planejamento Exp. 1 para butirato de isoamila com Geotrichum sp
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TABELA 21 : Resultados obtidos para o planejamento experimental 1 com a
lipase de Geofrichum sp na sintese de butirate de isoamila

Ensaio Variaveis % Estertficacio
RM Temper. | Conc. E | 6 horas | 24 horas | 48 horas | 72 horas
°C Yo
i -1 -1 -1 5,5 3 5 7,4
2 +1 -1 -1 5.5 5,5 5,5 7.4
3 -1 +1 -1 2,6 30,2 18,7 30,8
4 +1 +1 -1 5,5 8.8 19,8 27,5
9 -1 -1 +1 15,4 28,6 27,5 52,8
10 +1 -1 +1 16,5 22 30,8 53,6
11l -1 +1 +1 1,7 il 22 63,5
12 +1 +1 +1 2,2 2,2 G 3,3
central 0 ¢ 0 38 9 0 0
central 0 0 G 32 4.4 O 0
central 0 { 0 25 0 G 0

TABELA 22: Efeitos calculados para o planejamento experimental 1 para

lipase de Geelrichum sp na sintese de butirato de isoamila.

Efeitos 6 horas 24 horas 48 horas 72 horas
Media 7.6 13,91 16,91 31,68
i- RM -0,37 -8,57 277 -16,37
Z-Temperatura -0,22 -1,72 -0,57 277
3~ Concentrac. E 5,67 4,07 932 26,82

Na figura 18 podem ser observadas as curvas da cinética

dos ensaios

realizados com a lipase de Rhizopus sp na sintese de butirato de isoamila. Os
maiores rendimentos obtidos pela lipase de Rhizopus sp foramde 66 % ¢ 90 % no
ensaio 15, apos 48 ¢ 72 horas respectivamente. No ensaio 13 o rendimento foi de 76
% apds 48 horas de reagio.

Como observado na sintese de propionato de isoamila, o perfil das curvas de
cinética de reacio com Geotrichum sp ¢ muito diferente do perfil das curvas obtidas
com a hipase de Rhizopus sp. A lipase de Geolrichum sp ¢ maits lenta na catalise do
butirato de isoamila, atingindo valores acima de 30 % de rendimento somente apds
72 horas de reagdio. A reacfo de sintese neste ponto ndo parece proima da
estabilidade, indicando que o tempo de reagdo para maiores rendimentos falvez
sejam ainda maiores. A lipase de Rhizopus sp possibilita methor rendimento em
menor tempo, aumentando a produtividade do processo.

Observando as tabelas 23 e 24 verifica-se rapidamente que ao contrdrio do
observado na sintese de propionato de isoamila, a variacdo da temperatura ndo foi
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significativa estatisticamente no processo, dentro da faixa de estudo. Pode portanto
se tornar uma varidvel fixa em estudos posteriores. A relagdo molar entre os
substratos provou ser novamente importante no processo pois sua variagdo de 1:2
para 4:1 diminuiu em até 18,45 % o rendimento apos 48 horas de reagdo. A
concentragdo enzimatica mostrou ser uma variavel também importante no processo
provocando um aumento significativo de 32,2 % no rendimento apds 72 horas
quando variou de 1 para 10 %.
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Figura 19 - Planejamento Exp. 1 para butirato de iscamila Geotrichum sp
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TABELA 23: Resultados obtidos para o planejamento experimental 1 com a

lipase de Rhizopus sp na sintese de butirato de isoamila.

Ensaio Variaveis % Esterificagdo
RM Temper. | Conc. E | 6horas | 24 horas | 48 horas | 72 horas
°’C %
5 -1 -1 -1 5,5 15,4 15,4 121
6 +1 -1 ~1 22 18,7 18,7 33
7 -1 +1 -1 33 16,5 29,7 45,1
8 +1 +1 -1 9,68 253 22 293
13 -1 -1 +1 4.4 35,2 76 46
i4 +1 -1 +1 15,4 38 38,5 34,1
15 -] +1 +1 51,7 60,5 66 50,2
16 +1 +1 +1 15,7 28,6 34,1 26 4
central 0 0 0 0,3 20 34 47 35,07
central 0 0 G 0 15,8 31 31,65
central 0 0 {0 ( 11,6 31,22 28,23

TABELA 24: Efeitos calculados para o planejamento experimental 1 com a
lipase de Rhizopus sp na sintese de butirato de isoamila.

Efeitos 6 horas 24 horas 48 horas 72 horas
Media 19,67 29,77 37,55 35,77
I-RM ~7,95 -4 25 ~18,45 * -25,15 %
Z-Temperatura 15,69 59 0,8 2395

3- Concentrac, E 4.2 21,6 % 322* 11,8 %

{ * valores significativas estatisticamente)

Os objetivos deste delneamento experimental inicial foram comparar a
capactdade das lipases de Rhizopus sp ¢ Geotrichum sp na sintese de butirato de
ispoamila e também avaliar a verdadeira importdncia das variaveis estudadas no
Processo.

Quanto ao primeiro objetivo, pode-se concluir inicialmente, que a lipase de
Geotrichum sp ¢ mais lenta na sintese do que a lipase de Rhizopus sp, no entanto
mais wna vez as duas atingem rendimentos finais muito semelhantes. Portanto, a
lipase de Rhizopus sp possui maior produtividade neste processo.

Com relagdo ao segundo objetivo, ndo foi possivel observar com os resultados
obtidos para a sintese de butirato de isoamila, empregando a lipase de Geofrichum
sp,0 verdadeiro peso das varidveis no processo.

Em fungdo de potencial apresentado por esta lipase, a sugestiio seria o estudo
de outro processo, com faixas mais amplas de variagdo das variaveis a fim de se
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utilizar o grande potencial desta lipase, que ficou prejudicado pelo processo, ou por
sua falta de estabilidade nas condi¢des do processo. O controle de 4gua no processo
por exemplo, pode ser um fator importante na acelera¢do da sintese empregando a
lipase de Geotrichum sp. Seria muito interessante investigar outro processo de
sintese empregando esta lipase.

Para o processo de sintese de butirato de isoamila empregando a lipase de
Rhizopus sp foi posstvel comprovar que as varidvets relevantes no processo sdo a
relagdo molar entre os substratos e a conceniragdo enzimatica.

A faixa de temperatura estudada foi estabelecida em fungfio da faixa 6tima de
atividade ludrolitica da lipase ¢ mostrou ser a mesma na sintese de butirato de
1soamila.

Convém comentar que a lipase de Geotrichum sp apresentou comportamento
semelhante ao catalisar a sintese de propionato de isoamila.

Prosseguindo no objetivo inicial de otimizar a sintese de butirato de isoamila
empregando o processe ora proposto, ¢ proximo passo foi realizar um novo
delineamento experimental para a lipase de Rhizopus sp.

Foi realizado um segundo delineamento experimental do tipo 2* -+ pontos
axiais (estrela) para modelo de segunda ordem quando necessario, € com pontos
centrais para determinagio do erro puro. Utihzando somente as vanidveis
significativas estatisticamente, relagfio molar ¢ concentracfio enzimatica, fixando a
temperatura em 40°C, condigfo operacional de menor custo, em termos de energia
térmica.

O estudo foi realizado em cmco niveis distintos, deslocados no sentido de
enconfrar uma regifio de maxuno rendimento. Para a varidvel relagdo molar, a
preferéncia da lipase de Rhizopus sp fot no sentido da (1: 2), descartou-se portanto
pontos muito proximos da (4:1), restringindo o mtervalo de variagio dentro da faixa
de melhor atividade da enzima, estabelecida pelo primeiro planejamento
experimental. A variavel concentragfo enzimatica foi estudada dentro dos limites de
1 % para o menor nivel e 10 % para o maior, respeitando as limitagdes operacionais
j4 mencionadas anteriormente.

Os niveis de estudo das varidveis bem como o planejamento experimental
completo estio dispostos a seguir.

O nivel estrela, fol calculado segundo a férmula (2
codificado ( BOX e col.,, 1978).

W4 =141, em valor
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TABELA 25 - Varidveis e niveis para o delineamento experimental 2 para
sintese de butirato de isoamila

Variavel Niveis

-1,41 -1 0 1 1,41
RM {0,09:1) (1:2) (1,5:1) (2,5:1) (2,91:1)
Conc E 1% 2.3% 5,5% 8,7% 1%

Relagdo Molar : ( dlcool : dcido)
Concentragfo Enzimatica : % em massa dos reagentes

TABELA 26 - Delineamento experimental 2% + estrela + ponto central para
sintese de butirato de isoamila em valores codificados.

Ensaio Relacdo Molar  Conc. Enzima
1 -1 -1
2 +1 -1
3 -1 +1
4 -1 +1
5 1,41 0
6 +1,41 0
7 0 -1,41
8 0 +1,41
9 0 0

10 0 0
i1 0 0
12 0 0

Relagdo Molar : ( alcool : 4cido)
Concentragio Enzimatica : % em massa dos reagentes
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TABELA 27 - Delineamento experimental 2% + estrela + ponto central para
sintese de butirato de isoamila em valores reais.

Ensaio Relacdo Molar Conc. Enzima
1 (1:2) 2.3
2 (2,5:1) 2,3
3 (1:2) 8,7
4 (2,5:1) 8,7
5 {0,09:D) 5,5
6 (2.91:1) 5,5
7 (1,5:1) 1
8 (1,5:D) 10
9 (1,5:1) 5,5
10 (1,5:1 5,5
11 (1,5:1) 5,5

Relagéio Molar : ( dlcool : 4cido)
Concentragdo Enzimatica : % em massa dos reagentes

Foram retiradas aliquotas do meio de reagfio apos 6, 24, 48 £ 72 horas.

Qs resultados obtidos na realizagdo dos ensaios do planejamento experimental
2 estdo ilustrados a seguir.

A figura 20 traz a cinética obtida na realizagdo dos ensaios. E possivel
observar que os melhores rendimentos obtidos ocorreram nos ensaios 8,9,10 e 11,
com 85 % de rendimento apos 48 horas no ensaio 8 ¢ 76 % nos demais que sfo os
ensaios dos ponfos centrais.

Os rendimentos observados apds 48 horas de reagdo indicam que a reagdio
neste ponto ja atingiu o equilibrio, pois os valores sdo semelhantes aos obtidos apds
72 horas. Devemos portanto, trabalbar na faixa de 48 horas de reagdo.

O médximo rendimento obtido foi no ensaio 8§ com RM (1,5:1 ) ¢ 10 % de
enzima, com 85 % de conversdio. No entanto, trabalhando nas condigdes centrais (
ensaios 9,10 e 11) onde RM é de { 1,5 :1) e 5,5 % de enzima, obteve-se 75 % de
rendimento ( tabela 28).

Economicamente, a condigdo central pode ser também interessante pois
emprega-se menor quantidade de enzima. Em termos de produtividade, com a
condi¢do central com 76 % de rendimento médio apos 48 horas de reagio, obtém-se
cerca de 600 g de éster por litro de meio,ou ainda, 12,5 g/ L por hora, contra 671 g
de éster por litro de meio apos 48 horas de reagdo na condigiio do ensaio 8 ( ou 13,9
g/ L por hora).

LANGRAND e col., 1988, testaram a sintese de butirato de isoamila com
aproximadamente 30 lipases comerciais por esterificaco direta. As reagdes foram
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realizadas com 0,25 M de isoamilico ¢ 0,5 M de 4cido, 0,1 % de dgua e 0,5 gramas
de lipase em 10 mL de n-heptano. Os resuitados obtidos com a lipase de
Geotrichum candidum foram de 18 % de rendimento apods 24 horas ¢ de 98 % de
rendimento com a lipase de Mucor michei, Segundo os autores, estdo investigando a
otimizacgdo destas condigdes reacionais.

WELSH ¢ col. 1990, realizaram estudos para testar a capacidade de 27
lipases comerciais diferentes de sintetizar ésteres de baixo peso molecular em
sistemas  aquosos. Dentre as lipases testadas, as de Candida cylindraceaq,
Pseudomonas fluorescens ¢ Mucor michel se destacaram. A produgdo maxima
obtida apos 24 horas de reac¢do for com as concentragio de 0.05 mol/LL de substrato
para isopentil acetato, 0,2 mol/L. para etil butirato e 0.3 mol/L. para 1sopenti] butirato.

A taxa de conversdo de butil butirato foi de quase 100% quando se trabalhou
com concentragdes maiores que 0,2 mol/L de acido. Os autores observaram inibigio
da enzima de Pscudomonas fluorescens pelo substrato acima da concentragio de 1
mol/L, mas o mesmo efeito ndo foi observado com as outras lipases. Os solventes
hexano, octano e decano foram utilizados no meto reacional, exceto para a sintese de
etil butirato, onde o hexano foi a escolba.

CARTA e col. 1992, testaram a hpase imobilizada de Candida cylindracea
na esterificacgfio direta de alcool 1soamilico com acido butirico. A lipase imobilizada
se mostrou efetiva na catalise do ¢ster isoamil butirato, em sistemas reacionais
compostos por quantidades estequiométricas de substrato { 0-2 M) em hexano.

Cuando o alcool iscamilico foi utilizado como substrato em hexano, as taxas
de conversdo foram da ordem de 0,085 moles / h. g e neste caso a enzima foi
estavel em concentragdes muito matores deste substrato.

Os autores observaram que com a utilizagdo do alcool isoamilico como
substrato, o uso de solventes como hexano, nfo foi necessario para a esterificagio ¢
a enzima pode ser empregada em misturas com diferentes concentragdes de acido,
Assim, os autores concluem que as taxas de conversdo obtidas em hexano sio
similares as obtidas sem hexano, com concentragdes malores de acido. Por outro
lado, a presenga de excesso de alcool isoamilico pareceu ter efeito estabilizador na
lipase. Foi testado ainda o efeito da adigdo de dgua ao sistema sem hexano,
concluindo que a presenga de mais de 5% ( v/v) de 4dgua dissolvida em alcool
tsoamilico no fot significativa nas condi¢des de reagio.
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Figura 20 - Planejamento Exp. 2 para butirato de isoamila

TABELA 28 - Resultados obtidos para o planejamento experimental 2 com a
lipase de Rhizopus sp na sintese de butirato de isoamila.

Ensaio Variaveis % Esterificagdo Produtividade
RM Conc. 6 24 48 72 horas | g ester/g lipase
Enz. horas | horas horas 48 horas
1 =1 «1 5 6,3 8,7 9 3.4
2 +1 -1 15 19,2 40,63 40 16,11
3 -1 +1 13 15.2 22.35 24 2,26
4 +1 +1 40 60 60 60,1 6,13
5 - 1,41 0 5 5 6 8,31 0,96
6 +1,41 0 35 51,6 43,1 45 6,92
7 0 -1,41 10 13,4 14,5 15 137
8 0 +1,41 40 59.5 85 85 7.55
9 0 0 24 24 76,5 77 12,4
10 0 0 25 28 72 73 11,7
11 0 0 22 26 75 i 12,22




TABELA 29: Efeitos calculados para o planejamento experimental 2 para a
lipase de Rlizopus sp na sintese de butirato de iseamila.

Efeitos 6 horas 24 horas 48 horas 72 horas
Media 18,25 25,17 32,92 33,25
I- RM 18,5 28,8 34,8 % 335¢%
2- Concentrac. B 16,5 248 % 16,5 % 17,5 %

{ * valores significativos estatisticamente)

Butirato de isoamila, 48 horas de reagdo

100 ¢

so k. ..o

Valores previstos

Valores observados

Figura 21 -Valores observados vs. valorss previstos

TABELA 30 - Anilise de Vartincia- Butirato de isoamila

Fonte de Sema Graus de | Média Teste ¥ | Distribuigio F
variagio Quadritica | liberdade | Quadratica (5 %)
Regressio 8069,7 4 20174

Residuos 643,7 6 107,2 18,8 5,05
Falta de ajuste 635 4 158,1

Erro puro 8,6 2 4,3

Total 87134

Porcentual de Varifincia Explicada = 92 %

Porcentual miaximo de Variincia Explicivel =99 %

A modelagem para o ajuste de um polindmio de grau 2 que descreva o
processo em estudo foi realizada através do programa estatistica versdo 5.0
(STASOFT, 1993), obtendo-se a Equaglo (2) que relaciona a porcentagem de
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esterificagio com as varidveis adimensionais RM ( x;) e Concentragdo enzimatica
' (x,) para a sintese de butirato de isoamila pela lipase de Rhizopus sp.

o, Esterificacio = 74,34 + 15,28 (RM) +16,60 (Conc. Enz.) ~ 26,05 (RM) *.13,38
- (Cong. Enz.) 2

: O valor do Teste F calculado foi comparado ao valor tabelado para a
- Distribui¢dio F (5 %), com os respectivos graus de liberdade (Bruns e col., 1995).
. Verificou-se que F ( regressiio/ residuos) = 18,80 ¢ maior que 0 F 55 = 5,05 cerca de
- 3,7 vezes, indicando que a regressdo & significativa ao nivel de 95 % de confianga.
- A figura 21 ilustra que houve boa dispersio entre os dados experimentais, ou seja,
foi atingido o objetivo do delincamento,onde se estudou foda a regifio descrita por
ele, com um bom ajuste final a0 modelo matematico proposto.

Pode se afirmar que o ajuste deste modelo foi adequado, descrevendo o
- fendmeno com 95 % de confianga.

_: Observando a figura 22 que ilustra a superficie de resposta, pode-se perceber
- com facilidade que o processo de sintese de butirato de isoamila foi otimizado. As
- condices onde ocorrem oS maiores rendimentos estdio entre (2,5:1} & um pouco
~ mais que (1:2). Observando o eixo da concentragdo enzimatica, na area vermetha da
* superficie de resposta, pode-se verificar que na faixa acima de 2,3 % até 10 % de

enzima também estiio localizados os méximos rendimientos.

As condiges Gtimas para a sintese de butirato de iscamila, empregando a
lipase de Rhizopus sp.foram obtidas empregando a relagfio molar entre o alcool
isoamilico e o acido butirico de (1,5 :1), a concentragao enzimatica em massa dos
reagentes de 5,5 % o que equivale a 1248 Unidades de Atividade. A temperatura de
40 °C, e 48 horas de reagfo. O rendimento alcancado foi de 76 %. A produtividade
com este rendimento foi de 12,5 gramas de éster por hiro de meio por hora de
reagfio ou,600 gramas de éster por litro de meio apos 48 horas de reagdo ou ainda,
de 0,26 moles de acetato de isoamila por hora por grama de lipase.
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(a)

Bl 7,414
B 14,828
22,242
I 29,656
EE 37.071
[ 44,485
[ 51,899
Bl 59,313
[ 68,727
B 74,141
[ above

(b)

Concentragao enzimatica, %

10 . ’ :
(2,91:1) (2,5:1) (1,5:1) (1:2) (0,09:1)

Relagao Molar

Figura 22 - Efeito da relagdo molar e concentragdo enzimatica na porcentagem de
esterificacdo de butirato de isoamila apos 48 horas de reagdo a temperatura de 40°C.
(a) Superficie de Resposta; (b) Curvas de contorno
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6.4. Obtencio de acetato de isoamila

Discutiremos neste capitulo os resultados obtidos na realizacdo experimental
dos ensaios do planejamento experimental 1, descrito nas tabelas 7 ¢ § para a sintese
de acetato de isoamila.

Para melhor compreensdo e andlise dos resultados, o estudo foi dividido em
ensaios realizados pela lipase de Geotrichum sp (1,234, 9,10,11 e 12) e ensaios
realizados pela lipase de Rhizopus sp (5,6,7,8,13,14,15,e 16).

Como um dos objetivos do trabalho foi comparar a performance das duas
hipases no planejamento experimental 1, ¢ escolher a melhor para a continuagio dos
estudos, esta foi a metodologia de analise mais adequada.

Inicialmente compararemos as curvas da cinética enzimatica obtidas pelas
lipases de Geotrichum sp ¢ Rhizopus sp ilustradas nas figuras 23 e 24,

O rendimento maximo obtido pela lipase de Geotrichum sp ( fig.23 ) foi de 77
% apbs 72 horas de reagdo no ensaio de ndmero 3 onde as condigbes de reagio
foram : RM (1:2), temperatura de 60 °C ¢ 1 % de lipase. Os melhores resultados
foram obtidos sempre apds 72 horas de reagdio com os ensaios 3,11,10 ¢ 9 com 77,
66, 67 ¢ 54 % de esterificagiio respectivamente. As condigbes experimentals em que
foram realizados esses ensaios, foram as seguintes:

Ensaio RM Temperatura Conc. Enz.
3 (1:2) 60 °C 1%

9 (1:2) 40 °C 10 %

10 (4:1) 40 °C 10 %

11 (1:2) 60 °C 10 %

Observando estes resultados, a tendéncia é assumir que a relagiio molar de
(4:1), e a concentragdo enzimatica de 1% ndo sdo as melhores por estarem presentes
menos vezes nos ensaios acima. No entanto, as andlises sdo realizadas segundo sua
significincia estatistica, como esta ilustrado na tabela 32 que traz os efeitos
calculados estatisticamente de cada varidvel no processo. Observa-se que nenhuma
vartavel mostrou-se estatisticamente sigmficativa dentro da faixa estudada (valores
significativos s3o apresentados acompanhados de um asterisco). Com relagiio "a
varidvel RM, pode-se observar que a mudanga do nivel -1 para +1, ou de {(1:2) para
{4:1), provoca um decréscimo no rendimento final de 38,78 %. Confirmando o
observado anteriormente.

A andlise dos efeitos provocados pela variavel temperatura, mostra que a
mudanga de 40°C para 60°C provoca um incremento de 2,9% ao rendimento. Muito
pouco significativo realmente. O aumento da concentragfo enzimatica de 1% para
10 % provocou um incremento de 19,7 % no rendimento final do processo.
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Portanto, pode-se concluir que, nas condigdes estudadas nenhum efeito de
primeira ordem mais uma vez foi significativo estatisticamente. Isso significa que
ndo ha como delinear outro planejamento experimental respeitando as condigdes pre
estabelecidas para o processo. Pode-se dizer que para a sintese de acetato de
isoamila empregando a lipase de Geotrichum sp as condigbes Otimas de reagdo
foram observadas com a relagdo molar entre o alcool e o acido de (1:2), com a
temperatura de reagdo de 40 °C (por ser a mais econdmica), empregando 10 % de
lipase em massa dos reagentes apos 72 horas de reagéo.
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Figura 23- Planejamento Experimental 1 para acetato de isoamila com Geotrichum s
Tempo de reagdo, horas
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TABELA 31 : Resultados obtidos para o planejamento experimental 1 com a

lipase de Geetrichum sp na sintese de acetato de isoamila.

Ensaio Vartaveis % Esterificagio
RM Temper. | Conc. E | 6horas | 24 horas | 48 horas | 72 horas
1 -1 -1 -1 5,5 5,5 9 27,5
2 +1 -1 ~ 1 5,5 il 13,2 i1
3 -1 +1 -1 8.8 16 33 77
4 +1 +1 -1 3,3 3,3 5 5
9 -1 -1 +1 5.5 22 28,6 66
1 +1 -1 +1 11 8 27,6 54
1 -1 +1 +1 3 24 35,5 67,1
12 +1 +1 +1 7.7 18 16,5 12,1
central 0 ¢ 0 14,2 & 0 0
central 0 0 0 97 ¢ 0 G
central 0 0 0 52 0 0 4

TABELA 32: Efeitos calculados para o planejamento experimental 1 com a

lipase de Geotrichum sp na sintese de acetato de ispamila,

Efeitos 6 horas 24 horas 48 horas 72 horas
Media 6,28 14,72 21,05 39,906
i~ RM 117 ~4.3 ~10,95 -38. 87
Z-Temperatura -1,17 1,2 29 0,67
3- Concentrac. £ 102 11,55 12 19,67

Analisando a figura 24 que ilustra a cinética enziunatica dos ensaios realizados
com a hpase de Rhizopus sp, pode-se observar que o maximo rendimento obtido foi
de 67,1 % apos 72 horas de reagfo. No entanto, o perfil das curvas ¢ muito diferente
do obtido com a lipase de Geotrichum sp.

A lipase de Rhizopus sp atua mais rapidamente, de modo mais estavel,
atingindo apOs 48 horas valores muito semelhantes aos obtidos apds 72 horas,
indicando que a reagfio enira em equilibrio apds 48 horas. A lipase de Geotrichum
sp possui rendimento final pouco supertor ao da hipase de Rhizopuy sp, mas com
produtividade inferior, uma vez que s6 comeca a apresentar taxas significativas de
conversdo apos 72 horas de reagdo, como pode-se observar, apos 48 horas, a lipase
de Geotrichum sp atingiu um maximo de 35 % de conversdo contra 57,5 % da
lipase de Rhizopus sp.

As melhores taxas de conversdo obtidas pela lipase de Rhizopus sp |, foram
nos ensatos 13, 8 e 5, como pode ser obervado na figura abaixo.
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Figura 24 - Planejamento Experimental 1 para Acetato de isoamila com Rhizopus sp
Tempo de reagao, horas

Analisando as tabelas 33 e 34 a seguir, observa-se que, como foi observado
na sintese de butirato de isoamila, a variavel temperatura foi a Uinica a ndo apresentar
significancia estatistica, ou seja, sua variagdo dentro da faixa estudada, nio afetou
significativamente o rendimento obtido pela lipase de Rhizopus sp. A relagdo molar
entre os substratos provou ser estatisticamente importante no processo € a variagao
de (1:2) para (4:1) provocou um decréscimo de até 21,1 % no rendimento obtido
apos 24 horas de reagdo. Também importante estatisticamente porém em menor grau
foi a variavel concentragdo enzimatica.
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TABELA 33 : Resultados obtidos para o planejamento experimental 1 com a
lipase de Rltizopus sp na sintese de acetato de isoamila.

Ensaio Variaveis % Esterificacio
RM Temper. | Conc. E | 6horas | 24 horas | 48 horas | 72 horas
°’C Yo
5 -1 -1 -1 1495 44 45,1 55
& +1 -1 ~ 1 5,5 8,8 14,3 23,1
7 -1 +1 -1 22 36 374 24,2
8 +1 +1 -1 149 55 56,2 56,5
13 -1 -1 +1 49 47 57,5 67,1
14 +1 -1 +1 21 23 20,2 25,3
15 -1 +1 +1 28,2 44 57,5 31,7
i6 +1 +1 +1 5,5 22 22.4 21,5
central 0 0 0 0 10,5 0 23,9
central 0 0 0 0 5,7 1,5 198
central 0 0 0 0 1,05 0 15,8

TABELA 34: Efeitos calculados para o plancjamento experimental 1 com a
lipase de Rhizopus sp na sintese de acetato de isoamila.

Efettos 6 horas 24 horas 48 horas 72 horas
Media 28,71 34,97 38,82 38,8

- RM ~16,92 -158,55 * ~21,1 % ~-14,4 *
2-Temperatura -5,07 8,55 9,1 -7.65

3- Concentrac. B -5,57 % ~1,95 % 1,15 -1,8 *

(* valores significativos estatisticamente)

OUs objetivos deste delineamento experimental inicial foram comparar a
capacidade das lipases de Rhizopus sp ¢ Geotrichum sp na sintese de acetato de
isoamila e também avaliar a verdadeira importdncia das varaveis estudadas no
Processo.

Quanto ao primeiro objetivo, pode-se concluir inicialmente, que a lipase de
Geotrichum sp é mais lenta na sintese do que a lipase de Rhizopus sp, no entanto as
duas atingem rendimentos finats muito semelhantes. Portanto, a lipase de Rhizopus
sp possut maior produtividade neste processo.

Com relaciio ao segundo objetivo, ndo foi possivel observar com os resultados
obtidos para a sintese de acetato de isoamila, empregando a lipase de Geotrichum
s5p,0 verdadeiro peso das varidveis no processo.
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Em fungdo do potencial apresentado por esta lipase, a sugestiio seria o estudo
de outro processo, com faixas mais amplas de variagfio das variaveis a fim de se
utihzar o grande potencial desta lipase, que ficou prejudicado pelo processo. O
controle de agua no processo por exemplo, pode ser um fator importante na
aceleragdo da sintese empregando a lipase de Geotrichum sp. Seria muito
interessante investigar outro processo de sintese empregando esta lipase.

Para o processo de sintese de acetato de ispamila empregando a lipase de
Rhizopus sp foi possivel comprovar que as varidveis relevantes no processo sdo a
relagdo molar entre os substratos e a concentragdo enzimatica.

A faixa de temperatura estudada foi estabelecida em fungdo da faixa Gtima de
atividade hidrolitica da lipase que mostrou ser a mesma na sintese de acetato de
isoamila.

Nunca ¢ demais lembrar que estes resultados sfio validos para a sintese do
acetato e butirato e ndo para a sintese de propionato de iscamila como foi observado
anteriormente,

Prosseguindo no objetivo micial de otimizar a sintese de acetato de isoamila
empregando © processo ora proposto, o proxime passo for realizar um novo
dehneamento experimental para a lipase de Rhizopus sp.

O segundo delineamento experimental foi realizado como 2 + estrela com
pontos centrais. Utilizando somente as variaveis significativas estatisticamente,
relacdo molar e concentragfio enzimatica, fixando a temperatura em 40°C, faixa
operacional de menor custo.

QO estudo foi realizado em cinco nivels distintos, deslocados no sentido de
encontrar wma regiio de maximo rendimento. Para a variavel relagdo molar, a
preferéneia da lipase de Rhizopus sp foi no sentido da (1: 2), descartou-se portanto
pontos muito préximos da (4:1), restringindo o ntervalo de variacfo dentro da faixa
de melhor atividade da enzima, estabelecida pelo primeiro planejamento
experimental. A varidvel concentragdo enzimatica foi estudada dentro dos limites de
1 % para o menor nivel ¢ 10 % para o maior, respettando as limitagdes operacionais
ja mencionadas anteriormente.

Os niveis de estudo das varidveis bem como o planejamento expertmental
completo estdo dispostos a seguir.

O nivel estrela, foi calculado segundo a formula (2 H)Y ¢ = 1,41, em valor
codificado.
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TABELA 35 - Varidveis e niveis para o delineamento experimental 2 para
sintese do acetato de isoamila

Viariavel Nivels

- -1,41 -1 0 1 1,41
RM (0,09:1) (1:2) (1,5:1) 2.5:1) (2,91:1)
Conc E 1% 2.3% 5,5% 8. 7% 10%

Relag@o Molar : ( dlcool : 4cido)
Concentragiio Enzimatica : % em massa dos reagentes

TABELA 36 - Delineamento experimental 2° + estrela + ponto central para
sintese de acetato de isoamila em valores codificades.

Ensaio Relacio Molar Conc. Enzima
i -1 -1
2 +1 -1
3 -1 +1
4 +1 +1
5 -1,41 0
6 1,41 0
7 0 -1,41
3 0 1,41
9 0 0

10 0 0
i1 0 0

Relagdo Molar : { alcool : acido)
Concentragio Enzimatica : % em massa dos reagentes
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TABELA 37 - Delineamento experimental 2° + estrela + ponto central para
sintese de acetato de isoamila em valores reais.

Ensaio Relacio Molar Conc. Enzima
1 (1:2} 2,3
2 (2,5:1) 2,3
3 (1:2) 8,7
4 (2,5:1) 8,7
5 (0,09:.1) 5,5
6 (2,91:1) 5,5
7 (1,5:1) 1
8 (1,5:1) 10
9 (1,5:1) 5,5
10 (1,5:1) 5,5
i1 {(1,5:1) 5,5

Relacio Molar : ( alcool © 4cido)
Concentragdo Enzunatica ; % em massa dos reagentes

Foram retiradas aliquotas do meio de reagdo apos 6, 24, 48 ¢ 72 horas.

(s resultados obtidos na realizagdo dos ensaios do plangjamento experumental
2 estdo lustrados a seguir.

A figura 25 traz a cinética obtida na realizaciio dos ensaios. E possivel
observar que os melhores rendimentos obtidos ocorreram nos ensaios 1,3,9,10 e 11,
que compreendem os niveis -1, 0 e 1, ¢ os plores rendimentos, nos pontos axiais ou
estrela. Isso significa que trabalhando na faixa operacional entre -1 ¢ 1, estaremos na
faixa maxima de rendimento.

Os rendimentos observados apos 48 horas de reacdo mdicam que a reacdo
neste ponto ja atingiu o equilibrio, pois os valores sdo semelhantes aos obtifos apés
72 horas. Devemos portanto, trabathar na faixa de 48 horas de reacfo.

O maximo rendimento obtido foi no ensaito 3 com RM (1:2 ) ¢ 8,7 % de
enzima, com 80 % de conversdo. No entanto, trabalhando nas condigdes centrais (
ensaios 9,10 ¢ 11) onde RM é de (1,5 :1) e 5,5 % de enzima, obteve-se 75 % de
rendimento ( tabela 38 ).

Economicamente, a condi¢do central pode ser methor pois usa-se menos
enzima, e excesso de alcool isoamilico, reagente mais barato do processc. Em
termos de produtividade, a condigdo central também parece interessante, pois com
75 % de rendimento apds 48 horas de reagfio, obtém-se cerca de 415 g de éster por
litro de meio,ou ainda, 8,6 g/ L por hora, contra 460 g de éster por litro de meio
apos 48 horas de reagdo na condi¢do do ensaio 3 (ou 9,5 g/ L por hora).

RAZAFINDRALAMBO ¢ col. 1994, escolheram a reagfio de sintese de
acetato de 1soamila como modelo para estudo da otunizagio da sintese por catalise
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enzimatica. A reagdo utilizada foi a de transesterificagfio direta do acido acético e
alcool isoamilico, realizada em 10 mlL de n-heptano em agitador com 150 rpm. A
relaciio molar entre os substratos alcool : 4cide variou de 1 a 8, a concentracio de
enzima de 0,1 a 1 g, tendo sido usadas as temperaturas de 32 a 55 °C e a quantidade
de dgna de 0,1 - 1% ( p/v).

As condigbes otimas determinadas foram 4:1 para a relagio molar entre 0s
substratos ( 4lcool : dcido) , 45°C de temperatura, 0,1% de 4gua e 0.5 g de enzima.
As taxas de conversdo obtidas durante a cinética realizada nas condigdes dtimas foi

Tempo (h) % Estenficagdo
4 56
8 76
24 82
48 81,5

Os autores observaram ainda que na relagdo molar de 1:1, a porcentagem de
esterificagdo ndo foi superior a 5 %. Calculando a produtividade da lipase de Mucor
miehel imobilizada, os autores obtiveram cerca de 255 g de éster por litro de meio
apos 24 horas ou 10,62 g/ L por hora de reagéo.

Comparando aos dados obtidos neste trabatho, RAZAFINDRALAMBO e
col. obtiveram produtividade 20 % maior que o obtido nos pontos centrais por
Rhizopus sp e 11 % a mais que o obtido no ensaio 3.

Deve-se ressaltar que o meio reacional ndo ¢ o mesmo nos dois trabalhos, o
autor adiciona solvente organico ¢ agua ao meio reacional, procedimentos que ndo
foram adotados aqui. Além deste aspecto, a lipase de Mucor michei é comercial.
Punificada ¢ imobilizada, e a lipase de Rhizopus sp é uma preparagiio bruta em po e
ndo comercial. Considerando estes aspectos, pode-se observar que é de suma
umportancia a condugdo de estudos empregando lipases ainda niio comerciais, pois
estas podem vir a substituir com exceléncia as ja existentes no mercado.
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Figura 25- Planejamento Experimental 2 para acetato de isoamila
Tempo de reacéo, horas

As tabelas 38 e 39 ilustram os resultados e efeitos estatisticos calculados para
os experimentos realizados.

TABELA 38 : Resultados obtidos para o planejamento experimental 2 com a
lipase de Rhizopus sp na sintese de acetato de isoamila.

Ensaio Variaveis % Esterificagao Produtividade
RM Conc. 6 24 48 12 g éster/ g lipase
Enz. horas | horas horas horas 48 horas
1 -1 -1 50 55 70 73 26,25
2 +1 -1 13 15 26 28 10,4
3 -1 +1 55 60 80 80 8,0
4 ] ] 25 27 39 40 3.9
5 =14 0 30 32 48 4 7,6
6 +1,41 0 22 25 40 43 6,47
7 0 -1,41 30 32 51 50 13,56
8 0 +1,41 20 23 46 45 3,9
9 0 0 43 56 74 76 11,66
10 0 0 45 55 7 75 11,82
11 0 0 48 53 72 71 11,35
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TABELA 39: Efeitos calculados para o planejamento experimental 2 com a
lipase de Rhizopus sp na sintese de acetato de isoamila.

Efettos 6 horas 24 horas 48 horas 72 horas
Media 35,7 396 53,9 53,2
I- BRM -33,5 % -36 * 47 % ~42 5%
2~ Concentrac. E 3.5 8,4 %* 11,6 % 9.5

{ * valores significativos estatisticamente)

Acetate de isoamila, 48 horas de reagBo

L0 P . . . S—

Valores previstos

Figura 25 - Valores observados vs. Vaiores previstos

Valores abservados

TABELA 40: Analise de Variincia - Acetato de isoamila

Foute de Soma Graus de | Média Teste ¥ | Distribuiciio ¥
variacio Quadrdtica | hberdade | Quadritica {25%)
Regressio 23805 4 5951

Residuos G12,1 & 152 3.9 1,89
Faklta de ajuste S07.5 4 226.8

Erro puro 4,6 2 2.3 97.3 3,15
Total 32927

Porcentual de Varidncia Explicada =72 %

Porcentual maximo de Variincia Explicavel = 9% %




A modelagem para o ajuste de um polinémio de grau 2 que descreva o
processo em estudo foi realizada através do programa estatistica versdo 5.0 (
STASOFT, 1995), obtendo-se a Equagdo (3) que relaciona a porcentagem de
esterificacdo com as varidveis adimensionais RM ( x1) e Concentra¢io enzimética
(x2).

% Esterificaciio = 73,63 - 11,90 (RM) + 1,98 (Conc. Enz. ) - 12,88 (RM)? - 10,62
(Conc. Enz)*

Os valores do Teste F calculados foram comparados com os valores tabelados
para a Distribuicdo F (25 %), com os respectivos graus de liberdade (Bruns ¢ col.,
1995). Verificou-se que F ( regressdo/ residuos) = 3,91 ¢ maior que o F 55 = 1,89,
indicando que a regressio € significativa ao nivel de 75 % de confianga.

O outro valor de F ( falta de ajuste/erro puro} = 97,3 for calculado para
demonstrar mais uma vez, a falta de ajuste do modelo, & como pode ser observado,é
mator que F;; = 3,15, indicando que realmente, a falta de ajuste deste modelo ¢é
significativa.

Esse fato pode ser observado também através da observacdo da figura 26
onde o desvio dos valores experimentals obtidos com relag@o aos previstos ¢
significativo. A figura 26 ilustra também que houve boa dispersdo entre os dados
experimentais, ou seja, foi atingido o objetivo do delineamento,onde se estudou toda
a regifio descrita por ele.

Pode se afirmar que o ajuste deste modelo ndio foi adequado, descrevendo o
fendmeno somente com 75 % de confianga, ou ainda que infelizmente este processo
sofre variacdes que ndo podem ser descritas satisfatoriamente por um polindmio de
2° grau. No entanto, o estudo realizado foi muito elucidativo sobre o comportamento
das lipases testadas na catalise do acido acético com o isoamilico obtende bons
rendimentos em relacao aos relatados na literatura.

RIZZ] e ¢o0l.1992, sintetizaram acetato de isoamila utilizande lipase
imobilizada de Mucor miehei Lipozyme através da reagdo de transesterificagdo de
acetato de etila com &lcool isoamilico em n-hexano. Os autores tinham como
objetivo tragar um modelo matematico que descrevesse a cinética da
reacdo.Observaram que a seletividade e a taxa de conversdo diminuiam quando a
quantidade de dgua no suporte que imobiliza a enzima excedeu 3% (p/p). Os dados
experimentais indicaram que tanto os substratos quanto os produtos ( etanol e
acetato de isoamila) atuaram como imbidores da a¢fio enzimatica. Os autores
sugeriram que esta mibigio fosse do tipo competitiva, propondo wm modelo do tipo
ping pong bi-bi que descreve satisfatoriamente os dados experimentais, segundo o0s
autores.



Observando a figura 27 que ilustra a superficie de resposta pode-se perceber
com facilidade que o processo de sintese de acetato de isoamila foi otimizado. As
condigdes onde ocorrem os maiores rendimentos estao na condi¢io dos ensaios do
ponto central até -1 e 1 para a relagio molar. Passando os olhos pelo eixo da
concentracdo enzimatica, na 4rea vermelha da superficie de resposta, pode-se
vertficar que na faixa de 2,3 a 87 % de enzima também estio localizados os
maximos rendimentos.

As condigBes Otimas de sintese de acetato de isoamila pela lipase de Rhizopus
sp foram estabelecidas com a relagdio molar entre o alcool isoamilico e o acido
acético de (1,5 :1), com a concentragio enzimatica em massa dos reagentes de 5.5 %
0 que equivale a 1081 Unidades de Atividade. A temperatura de reacdo foi de 40 °C,
e o tempo de 48 horas. O rendimento alcangado foi de 75 %. A produtividade
calculada com o méximo rendimento foi de 8,6 gramas de éster por litro de meio por
hora de reagdio ou, 415 gramas de éster por litro de meio apds 48 horas de reagdo ou
ainda, de 0,25 moles de acetato de isoamila por hora por grama de lipase.
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Figura 27 - Efeito da relagdo molar e concentragdo enzimatica na porcentagem de
esterificagdo de acetato de isoamila apds 48 horas de reagdo a temperatura de 40°C.
(a) Superficie de Resposta; (b) Curvas de contorno
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8. CONCLUSOES

As preparagdes brutas de lipases de Alcaligenes sp, Rhizopus sp, Geotrichum
sp e Aspergillus sp ( linhagens 1068 e 1099) produzidas no Laboratério de
Bioquimica de Almentos da FEA- UNICAMP mostraram grande potencial de
aplicacdio na sintese de ésteres de baixe peso molecular, empregados como
formadores de aromas em alimentos, tais como acetato, butirato ¢ propionato, de
citronelila, de isoamila, etc.

As lipases testadas apresentaram grande habilidade em esterificar os alcoois
1soamilico e citronelol,

A lipase de Rhizopus sp apresenton taxas de conversdo de 80 % na sintese de
laurato de citronila apés & horas de reacdo, destacando-se das demais pela
hatilidade em esterificar ¢ acido laurico em teores sigmficativos.

A lipase de Geotrichum sp apresentou taxas de 76 % de conversio na sintese
de acetato de isoamila, destacando-se das demais pela habilidade em esterificar o
acido acético em taxas significativas.

As lipases de Rhizopus sp e Geotrichum sp mostraram grande potencial de
sintese dos ésteres acetato, propionato ¢ butirato de isoamila em sistema livre da
adicio de solvente orginico e de agua. No entanto, a lipase de Geotrichum sp
catalisou mais lentamente as reagdes, quando comparada a lipase de Rhizopus sp.
As duas lipases sintetizaram ésteres com rendimento final semelhante, por volta de
75- 85 % porém, com produtividade diferentes, por serem necessarias 72 horas de
reacdo para a lipase de Geotrichum sp e 48 horas para a lipase de Rhizopus sp.

A sintese de propionato de 1soamila foi otimizada em processo livre da adigéo
de solvente orginico e dgua. As condigdes otimas de sintese de propionato de
isoamila pela lipase de Rhizopus sp foram obfidas com a relagfio molar entre o
alcool isoamilico e o acido propidnico de (3 :1), com a concentragdo enzimatica em
massa dos reagentes de 5,5 %, o que equivale a 1913 Unidades de Atividade. A
temperatura de reac@o foi de 50 °C e o tempo de reacio de 48 horas. O rendumento
foi de 75 %. A produtividade de 12,25 gramas de éster por litro de meio por hora
de reacdo ou, 600 gramas de éster por litro de meio apés 48 horas de reagdo ou
ainda 0,18 moles de propionato de isoamila por grama de hipase.
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O processo de sintese de propionato de isoamila proposto pode ser descrito
pela Equagdo (1)

% Esterificacdo = 77,71 +6,38 (RM) +4,29 (Temperatura) +76,05 (Conc.
Enz. )- 38,85 (RM) * -4,9 (Temperatura) * - 4,77 (Cone. Enz)’ com 95 % de
confianga estatistica.

A sintese de butirato de isoamila fo1 otimizada em processo hivre da adigao de
solvente organico e agua. As condigdes otimas de sintese de butirato de isoamila
pela lipase de Rhizopus sp foram obtidas com a relaco molar entre o alcool
1soamilico € o acido butirico de (1,5 :1) com a concentragdo enzumdtica em massa
dos reagentes de 5,5 % o que equivale a 1248 Umdades de Atividade. A temperatura
de reagdo foi de 40 °C e o tempo de 48 horas de reagdo. O rendimento foi de 76 %.
A produtividade de 12,5 gramas de éster por litro de meio por hora de reagio ou,
600 gramas de éster por litro de meio ap6s 48 horas de reagéo ou ainda, 0,26 moles
de butirato de isoamila por grama de lipase.

O processo de sintese de butirato de 1soamila proposto pode ser descrito pela
Equacio (2) :

% Esterificacio = 74,34 + 15,28 (RM) +16,60 (Cone. Enz.) - 26,05 (RM)* -
13,38 (Conc. Enz.)* com 95 % de confianga estatistica.

A condigio 6tima de sintese de acetato de isoamila pela hipase de Rhizopus sp
foi estabelecida com a relagdo molar entre ¢ aleool iscamilico e o acido acético de
(1.5 :1), com a concentragdo enzimatica em massa dos reagenies de 5,5 % o que
equivale a 1081 Unidades de Atividade. A temperatura de reagfo foi de 40 °C e o
tempo de reagdo de 48 horas. O rendimento alcangado foi de 75 %. A produtividade
caleulada com o maximo rendimento foi de 8,6 gramas de éster por litro de meio por
hora de reagdo ou, 415 gramas de éster por litro de meio apés 48 horas de reagdo ou
ainda, de 0,25 moles de acetato de isoamtila por hora por grama de lipase.

O processo de sintese de acetato de isoamila proposto ndo pdde ser
satisfatoriamente descrito por um modelo preditivo confiante.

O processo testado para a sintese dos ésteres: acetato, butirato e propionato
de isoamila foi simples, alternativo ¢ mnovador. Simples porque, sem o controle da
concentracdo de agua, no sistema e sem a adigdo de solventes orgénicos, alcangoun-
se até 85 % de conversdo. Alternativo porque propOe-se a utilizacdo de um
subsirato abundante e de baixo custo, para a produgdo de ésteres de alto valor
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comercial. Inovador porque se utilizam lipases ndo comercials, substrato de baixo
valor e obtém-se ¢steres de aroma que podem ser considerados naturais,com até 83
% de conversdo.

As lipases de Rhizopus sp e Creotrichum sp apresentaram valores de
conversio comparaveis a literatura que utiliza sempre lbipases comerciais,
confirmando que estas lipases devem ser objeto de mais estudos por possuirem
grande potencial de aplicagfio na sintese de ésteres formadores de aroma em
alimentos.

Tendo em wvista o volume de dados obtidos neste trabalho, bem como a
importancia da biocatalise de ésteres de alto valor comercial como os descritos aqui,
se a realizacdo de outros estudos explorando o potencial de todas as preparagdes
brutas de lipases mencionadas.

O estudo de novos substratos também seria muito interessante, considerando a
variedade de substratos que podem ser encontrados em abundancia na natureza ¢ a
versatilidade das lipases como catalisadores de sintese de compostos de interesse.
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ANEXOS

ANEXO 1- Listagem dos compostos comercializados pela Fleurchem Inc.
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Fleurchem, Inc.

Natural Chemicals

Acgtal

Acetaidahyde (107
sthanal)

Acetalehyde ax orangs of

Asalic acid

Acgtone

Aveleint tKosher)

Acalyl propionyt

Aleohol C-6 [see Green Fart. 1800}

Aldehyde G-3 {see Valeraidehyda)

Aldghyde -6

Aldehyde -7

Aidehyde C-8

Aldetwde G184

Aldehyde C-14

Allt caproate {see Pineapales 2500)

Al isoibiocyanate {Mustard o)

Aimond, bifter

Amyl acetata

Ayl aloohol

Arad butyrale

Amyl hexanoats

Analiote

Anisic aldehyde

Anisyl acetate

Anigyl alzohal

Apple cider vinagar {200 graing)

Hhrabinose

Mrabinoss

d-Arabitol

FArabiiol

Benzaidahyde

Benzyl acetate

Banzy! butyrate

Benzyl propichats

Eher almond ofl (2x Apdoot kemel off)
In-Butyl aceldts

"Bty Bldohe

n-Butyl isovelerale

n-Butyl factate

n-Butyraidehys

Butyric acid

Capnc acid (Kosher)

Capraic acld {Kosher}

Capnylic acid {Koghar

4 Canomanthenal

t-Carvone

Canyophyllens

Cinnamic acii

Cinnaznic alcohol

Cinnanic aldehyda

Cinnamyl acelate

Cinramy| cinnamate

Gtk {54, Exdra, ex Lemongrass)
Citrarllat

+Hoitronetiol

Citronellyt acetate

Citronetly! butysate

Ciiranslii propisnate
Cocuigclone

Cocotang 7508 (00, extraction)
Cozotone 8700 ({}D2 edtraction;
Cototona SB00{CO, extraction)

yHaealRoiong

wUndeczlactone (Aldehyda C-14)

Becanal {50% and 20%)

Dicanoie acid

[iacetyl

Difwrien curninyt aldehyde

Dimettiv anthraniiate

2,5 Dimc{hﬂ 3 {EH}’rUraﬂORe
{10% and 20%:}

Dirnathyl pyrazine

Dimeliny s1sifide

%, 30%. 10% m

Ethyi bufyrats
Efteyl hutyrate @x orar nge oll

Ethyl caprate
Ethylcagrnate
Ethylcaprylate
Ethylcinnamata
Etfyldecanoaie
Ethytheptanoate
Ethylhexanaate
Ethytisohldyrate
Ethyr isovaigrate

Eftyypt-2- me*r‘\,-lbutyrate
Eihyimyrisiats
Ethyiccianuate
Eihwioleats
Etrul oxyhydrale {see Rumether)
Ethyl o 2
{Etivlpropicnate,
Etr pyruvale
Ericakyptol
Eugenti {sx Bay, Ex Clove)

FFenchong

Fermeniaberry

Furaniol (see Strawherry furanonal
Furfural

g-3alacioss
Geranict
Geranict{ex Citronafiah
Geranylacetate “C"
Geranyiacatate ‘D"
Geranylbutyrate
Geranylcaprate
Garanyl caproate
Gearanylcagrylate
Geranylisovalemts
Geranyipronionate
Grapafruil 6 “58%
Grapefruit 002 *5X

Hentanal

Z-Hepianane (Methylamy ketone)

Meptyiacetaie

t-2-Hexgnat

t-2-Hexenyiacetate (sae Green
5050)

Hexano]

Hoxyl acetais

Hexyl butyrate

Hexyl-2-methyt butyrats

is-3-Hexanol

cis-3-Hexamdacetale

eis-3-Hexenyinutyrale

cis-3-Hexanyicaproate

is-3-Haxenylisovalecate

tig-3-Hexenyllactats .

cis-3-Hexenyl-2-methyl butyrate

jonana e (80:40)
lonone o 50% in alcohod

lseamylc'agra{e
lzoamyl caproate
Isoamylcapryiaie
Isoamytcinnamale
!soamy[rsobﬁyrale

S5 is
sebu{y‘ caprata
lsobutyl canroate
Isebulﬂ ca'm,zlaie

airate

tsehiiyc aEd

Essentinl Oils, Flavors, Fragrances, Natural and Synthetic Chemicals

Isopulegona
{sovaleraidehyde
Issvalercacid

Keloraromsa

Lactic acid
aEEsd
Leatateohol
Lerortaldehyde
Limng gldshyde
oLimonene
HM.inatooi
Limafnnt (5 BDE, Hol
Liraloof ex Crange (reqular and exra;
Linalyt acatate &x BOR, petitgrain)

Makat

Malone

o-Mannose

tanle lactona
Massaiatzctons
p-Mentha-1 B-dign-7-al
Feninot

Edenthone

Manthyl acetate
tiathanol

Mathyl amyl ketone
Methyt anthiranilate
Mathyienzoats
Methytbutanal
2-Meatnytbutyraldehyds
Mathyl butyrate
2-Methad butyric acid
Methylginnamate
Methwicyclopentensions
Mathylheplanoate
Methythepterang
Methyl heptyl ketone
Methylisobutyrate
Methyl-n-methyl anthranilaie
Meihyl nonyiketone
Wathyisalicylats

et suifide

tdorin ditwdeste

Mustard olf [Allyl isothivcyanate]
Myristic acid

Narirgen

Maral

Nerolidod

2-Nenanune Methy hepiyl ketane)
Monltkatone

Oriména

Ootanal (50% and 80%)
2-Celanol

Cctylacetate
Qeblbuiyrate

Qetyl isavalerata

Oletc acid

Qrange didetydes
Orange carbonyls

Pamitic acid
Parifia aidahyse
u-Phetiandrans
g-Pinene
§-Finena
d-Finerifane

, Dropionic acid

Branyl wtyrarﬂ
Pragyl caprate
Progy! caproate
Proovica
gP:opyE lau -
- Progyl propignate 3
“PUtEFINE
Pyrazines
Pyrisvic aci¢

LBhamaase
Fhodinet
&-Aihose

Flum ether

Sclarent
Sinensal
g-Babiiol

Tannicacid

Tadarls acid

- Teminenl
Terginylacelate
Telamettyloyrazine
Thymol, nalurat

Valennene

Varilia abeolute {00, extraction)
Vasilin

Rylose

New ltems Currently Reing

Worked (b

d-Dacalacione
2,8-Dimethoxyphenal {Syringoi
Ethyl farmats

Ethiyl pelargonate

Formi acig

GlEen!

+Hepalactona

Mathyl acelste
Haspberykatona

Kosher for Passover:

{will be availabie by the and of 1992
Ethyiacetate

Ethylhutyrate

Ethylformate

Ethylpropionats

Nuaturnl Foifiers i

Appie #4800
Anpie OO0
Appils 7460
Aprinot 2600
Blugherny 1060
Biuebarry 1700
Chiersy 1000
Cherry 1400
Chesry 960t}
Cosoa Havor 1600
Granberry BA00
Fermanizd favor 2060
Grape 4000
Gizannoia 1295
Gragnnota 140
Greennote 08
Greennote 8050
Greennote 4000
Walt fortifiars type 300
Peach 2000
Faach 2100
Finsannle 2560
Pineapple 7100
Praling §000
Haspberry 1100
Raspberry 1120
Raspherry Haky
Hasphaery 1605
Rasphany 2800
Rasptiery 2510
flaspberry 3800
Sasgherry 3813
Strawbhery g
Strawbemy 01
Steawbarry 000 |
Strawberny 728
Shawberry 7FE00
trawberry 7835
Tomaty 1026
Toman 1034
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ANEXO 2 - Dados numéricos da selecio de lipases e substratos,

Tabela 2.1. Porcentagem de esterificag8o de diverses alcoois com acido acético por lipases

de diferentes fontes apos 4 horas de incubagio

Fonte de jipase

Porcentagem de esterificacan

Metanol Etandd Propanol Butanol  iso propenol  Iso butanol  Iscamilice  Oleo flse! Cltronefal
Geotrichum sp A0 S0 80 87 o8 83 76 70O 53
Alcaligenes sp 38 53 55 &3 55 &8 75 70 53
Aspergiius sp lb-1068 58 &8 &5 a3 65 62 72 74 44
Aspargifus spib- 1059 54 g2 70 72 70 73 72 73 53
Rhizopus sp 857 51 51 70 TG 03 0 70 N
Candida rugosa
{comercial) 55 55 83 653 682 72 73 74 45

Tabela 2.2. Porcentagem de esterificago de diversos alcools com dcide acético por lipases
de diferentes fontes ap6s 8 horas de incubagéo
Fonte de lipase Porcentagem de esterificagio

Metarol Etanol Propancl Butanol iso propano!  Iso butanol Isocamilice  Oleo fisel Citronete!
Geotrichum sp 59 55 72 73 T3 G 74 70 53
Alcgligenas sp 61 Kis, 73 78 73 72 72 70 53
Aspergillus sp 1h-1068 54 7B a7 6 g7 54 74 73 45
Aspergiius sp 151089 3 61 &3 72 63 70 73 £9 50
Fhizopis sp 57 57 &4 (53] 67 &2 7t 7z 0
Candida rugosa
{comersiall 42 55 2] 71 &4 72 73 53

Tabela 2.3, Porcentagem de esterificacio de diversos aicoois com acido acético por lipases
de diferentes fontes ap6s 24 horas de incubagio
Fonte de lipase Forcertagem de esterificagio

Metanol Etanol Propancl Butanol  Iso propanol  Iso butanol  Iscamifico  Oleo fiisel Citronelo
Gaolrichun sp &0 i} 74 80 78 81 I s 4
Alcaligenes sp 57 72 75 74 a8z 75 73 74 &0
Aspergifius sp 1b-1068 54 75 70 & 70 i 7% 73 51
Aspargifus sp ib-1088 &1 g2 e 72 es 73 75 73 55
Rhizopus sp 56 &0 685 70 V2 78 73 a
Candids rugosa
(comercial 45 57 86 70 &5 73 74 74 55




Tabela 2.4. Porcentagem de esterificacio de diverses alcoois com acido butirico por lipases

de diferentas fontes apos 4 horas de incubagéo

Forte de lipase

Porcertagem de esterificagio

Metanol Etanol Propanol Butanol Isopropanot  iso butanol lscamficc  Oleo flissl Citronelol
Geolichum sp 44 49 57 43 57 43 49 0 78
Alcaligenes sp 38 40 54 80 54 €0 87 82 78
Aspergifus sp 1h-1068 47 51 57 &5 57 &5 71 71 78
Aspergifius sp 1b-1059 43 56 56 56 58 58 5 65 78
Fhizopus sp 38 2 &0 &7 B0 €0 = 65 73
Candida rugosa
{cornerciafl 35 56 51 &0 51 81 73

Tabela 2.5. Porcentagem de esterificacio de diversos &lcoois com Acido butinico por lipases
de diferentes fontes apds 8 horas de incubagio
Fonte de lipase Porcentagem de esterificagdo

Matanol Etano! Propanol Butsnol lsopropancl lsebutanol Jsoamilico  Oleo flsel Citrongial
Geatrichum sp 43 21 &2 65 62 86 g2 62 75
Alcaligenes sp 33 47 52 &4 52 &4 ) &5 71
Asperghiys sp b-1068 a4 £ 56 3 56 = 69 5] 75
Aspergifus sp 15-1088 » 53 54 58 54 58 65 65 75
Rhizopus sp 8 33 56 85 58 €5 & &5 74
Candida rugoss
{cormerciaf) a8 56 85 &5 56 5] 1 &5 74

Tabala 2.8. Porcentagem ds esterificagio de diversos alcoois com acido butirico por tipases
de diferentes fontes apds 24 horas de incubagio
Fonte de lipase Parcentagem de esterificagio

Metanol Etancl Propanol Butanol Iso propancl  iso butanal  lIscamilico Olen fisal Citronelol
Geolrichum sp 40 46 80 74 &0 71 87 & 72
Alcaigenss sp 34 73 56 64 56 64 B7 87 29
Asperghius sp tb-1068 s 47 56 88 55 S5 sl 8% 73
Aspargilus sp ib-10499 43 51 55 58 58 58 82 &5 78
Rhizopus sp 38 83 51 84 51 84 85 86 79
Cangita rugoss
{comarciall 23 52 &5 B85 &5 65 a3 & 73




Tabeta 2.7. Porcentagem de esterificacdo de diversos alcoois com Acido propidnico por
lipases de diferentes fontes 4pos 4 haras de incubacio

Fonte de lipase Porcentagem de esferificacio
: Metanol Efanol Propanol Butane!  Iso propancl  fso bidanol fsoamilico  Oleo fisel Cltroneiol
| Geotrichum sp 40 53 57 58 58 56 65 57 50
. Alcafigenes sp 41 49 58 &t 58 &5 a9 67 50
¢ Aspergius sp Ib-1068 44 54 55 63 55 (] 70 85 50
 Aspergilus sp 1b-1099 4 45 8 63 &5 63 87 68 53
¢ Rhizopus sp 50 56 83 &3 68 &3 w0 87 55
. Candivs rugosa
! (comervial) 4t 52 a3 65 B2 a5 84 67 53
Tabela 2.8. Porcentagem de esterificagio de diversos alcoois com 4cido propidnico por
fipases de diferentes fontes apds 8 horas de incubacéo
Fonte de lipase Porcentagem de esterificagao
: Metanol Efanol Propano! Butanol iso propanal  so bulanol  Iscamilico  Olea fisal Cltronelof
 Geatrichum sp 44 54 0 63 57 &1 84 87 58
 Alcaligenes sp 37 52 80 &1 &2 80 &6 70 53
- Aspergifus sp Jb-1068 41 54 58 &7 53 67 70 88 53
Aspergilus 5p 1b-1099 47 50 80 85 69 66 67 89 64
Relzopus sp 4 B & 67 87 67 7 70 50
{Landida rugosa
{eomeroial) 41 54 58 85 &0 85 &7 67 51
Tabela 2.8. Porcentagem de esterificagio de diversos alcools com acido propiénico por
Hpases de diferentes fontes apés 24 horas de incubacio
Fonta de lipase Porcentagem de esterificaco
: Metanel Etanol Propano! Butanol iso propancl  lso butanol iscamilice  Gleo fisel Chtronelol
Geotrichum sp 45 52 &1 65 8] 553 70 &8 58
Alealigenss sp 453 55 58 68 5 66 56 &8 5
Aspergilus sp b- 1083 43 52 65 59 &5 59 69 54 5t
Aspergitus sp b-1099 47 83 &3 43 &1 B4 8 68 58
Rhizopus sp 52 55 &3 84 62 72 70 53
Candida rugoss
55 64 56 B4 &7 &5 41

{vomerciad 52 43




Tabela 2.10. Porcentagem de esterificacio de diversos alcoois com acido 1aurico por {ipases
de diferentes fonies apds 4 horas de incubagio

Fante de lipase Porcentagem de esterificagis
Metanol Etanol Propanol Butanol Iso propanol  lso butanol  lsoamfice  Oleo flise! Ciironelol
Geolfrichum sp L) 17 10 20 6 3 A% 51 73
Alcaligenes sp 30 s 43 40 40 A0 45 57 52
Aspergilus sp 1068 26 40 34 40 40 41 48 57 74
Aspergilis sp #1088 24 30 51 45 37 3B 27 &0 79
Riizopus sp 5] O 43 & & 40 51 &4 78
Candids rugosa
{comertiall 26 35 38 48 43 46 S2 84 0
Tabela 2.11, Porcentagem de esterificacio de diversos dlcoois com acido faurico por lipases
de diferentes fontes apds 8 horas de incubagio
Fonte de lipase Porcentagem de esterificagio
Metanol Etanol Propanol Butanol iso propenct lso butanct Isoamifico  Qleo fisel GCitronelot
Geotichum ap 5 3 10 30 20 e 44 == 72
Alcafigenes sp 28 26 40 43 40 43 At &2 Tz
Asperglius sp ih-1068 30 30 4 45 40 3B 43 5 2]
Aspergitus sp B 1099 28 37 43 53 40 47 47 57 72
Rizopus sp & 0 0 &0 » &0 88 85 84
Candida rugosa
feomercial) 0 X3 40 e 38 4G 58 &3 =
Tabela 2.12. Porcentagem de esterificagfo de diversos élcoois com acido I&urico por lipases
de diferentes foriles apds 24 horas de incubacio
Fonte de lipase Porcentagem de esterificacio
: Metanol Etancl Prepancl Butanot  lso propanal  Iso butanol  Isoamilico  Oleo fise! Citronaiol
i Geotrvhum sp 20 29 R 44 36 48 43 53 &3
| Alcafigenes sp 2 2% 45 S 0 % 46 &1 oY
\ Aspargilus sp 1068 20 37 42 40 50 %3 &1 69
. Aspergilus sp 1b-1099 B8 30 ¥y 43 48 a7 48 59
. Rhizopus sp 11 2 22 82 23 82 83 81 &2
Ceandida rugoss
¢ {foomerciall 28 H 43 72 40 &4 83 &0 857




ANEXO 3 - Hustracio dos cromatogramas de quantificacio e
identificacfio dos ésteres acetato, propionato e butirato
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ANEXO 3

A - Cromatograma de quantificagdo do acctato de isoamila.

i41

- o
¢
[ w
Pico Tempo de retengio Cumpostol
(min)
1 5.292 Acetato de isoamila
2 7.438 Alcool isoamilico
3 11375 Hexanol (PI)
4 13.555 Acido acético
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ANEXO 3

B Cromatograma de quantificagio do propionato de isoamila.

?ico

1

2
3

4

Tempeo de retengiio

| (imin)

6.776
7.438
11.375
14.585
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Composto

Propionato de isoamila
Alcool isoamilico
Hexanol (PI)

Acido propidnico



ANEXO 3

C - Cromatograma de quantificagio do butirato de isoamila.

Pico

R

Tempo de retengio

(min)

7.438
§.820
11.375
12.462
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Composto

Alcool isoamilico
Butirato de iscamila
Hexanol ( P1)

Acido butirico



