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Resumo da dissertagdo apresentada ao Programa de Poés-Graduacdo em
Engenharia de Alimentos como parte dos requisitos necessérios para obtencdo do

grau de Mestre em Engenharia de Alimentos.

PRODUCAO DE ACETATO DE ISOAMILA VIA ESTERIFICACAO ENZIMATICA
EM SISTEMA LIVRE DE SOLVENTE

JOSIANE BETAT DA SILVA

Este estudo relata a otimizac&do da producéo de acetato de isoamila via esterificacdo
de &lcool isoamilico e acido acético num sistema isento de solvente, utilizando a
lipase comercial Novozym 435 como catalisador. As condi¢cdes de reacdo que
otimizaram a producdo de acetato de isoamila foram determinadas como sendo
30°C, razdo molar de alcool isoamilico e acido acético 5:1,150 rpm e 15% em peso
de enzima, com conversdo da reacdo acima de 93%. ApoOs a determinacdo dos
melhores parametros de reacdo, um estudo cinético foi realizado e os resultados
obtidos permitem concluir que a condicdo otimizada proporcionou a conversao
guase completa (>93%) apés 3 h de reacdo. A reutilizacdo do catalisador
demonstrou que depois de 10 ciclos consecutivos de utilizacdo, o rendimento da

reacao se mantem em cerca de 83%.

Palavras-chave: esterificacdo, acetato de isoamila, Novozym 435.



Abstract of dissertation presented to Food Engineering Program as a partial
fulfillment of the requeriments for the degree of Master in Food Engineering.

ISOAMYL ACETATE PRODUCTION BY ENZYMATIC ESTERIFICATION IN

SOLVENT-FREE SYSTEM

JOSIANE BETAT DA SILVA

This study reports the otimization of isoamyl acetate production by esterification of
isoamyl alcohol and acetic acid in a solvent-free system using the Novozym 435
commercial lipase as catalyst. The operating conditions that maximized isoamyl
acetate production were determined to be 30 °C, isoamyl alcohol to acetic acid molar
ratio of 5:1, 150 rpm and 15 wt% of enzyme, with a resulting reaction conversion of
about 93%. After determining the best reaction parameters, a kinetic study was
performed and the results obtained in this step allow to conclude that condition
afforded nearly complete reaction conversion after 3 h of reaction. The reuse of the
catalyst demonstrated that after 10 consecutive cycles of use, the reaction yield was
about 83%.

Keywords: esterification, isoamyl acetate, Novozym 435.
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1 INTRODUCAO

Esteres de &cidos carboxilicos sdo componentes importantes de aromas
naturais utilizados na induastria alimenticia para a formacdo e intensificacdo de
aromas em alimentos (MACEDO & PASTORE, 1997).

Ao longo dos ultimos 50 anos a indastria de aromas desenvolveu e utiliza
produtos sintéticos compreendendo aromatizantes idénticos aos naturais e
compostos artificiais que ndo sdo encontrados na natureza. Esse comportamento
deve-se principalmente ao custo de ingredientes naturais, ja que a producéo desses
aromas depende de grandes quantidades de matéria-prima e possui variagcbes em
relacdo a clima, estacdo e local de producédo, além da oferta ser insuficiente para
atender a demanda (SCHWAB et al., 2008).

A maioria dos processos de esterificagdo na industria ainda séo catalisados
empregando &cidos inorganicos fortes, principalmente o acido sulfurico. No entanto,
as dificuldades na recuperacdo do catalisador, 0 consumo elevado de energia, a
corrosdo de equipamentos, bem como a necessidade de tratamento de residuos séo
as principais desvantagens na sintese catalisada por produtos quimicos
(RAJEANDRAN et al., 2009; RAHMAN et al., 2011).

A demanda por compostos quimicos aromaticos naturais esta crescendo
rapidamente em resposta a consumidores e induUstrias que buscam processos com
menos impactos ambientais. No entanto, a qualidade e a oferta de sabores naturais
ainda é limitada. Alternativas viaveis e inovadoras para producdo de aromatizantes
incluem vias biotecnolégicas (SCHWAB et al., 2008; PAROUL et al., 2010).

Um fator de grande relevancia a ser destacado € que os aromas produzidos

biotecnologicamente podem ser caracterizados como “naturais” ou “idénticos aos
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naturais” e, portanto sdo preferidos pelo mercado consumidor (GILLIES et al., 1987,
MACEDO & PASTORE, 1997).

Nos ultimos anos, a utilizacdo de enzimas para a catélise de reacbes de
esterificacdo tem sido extensivamente estudada. Verifica-se essa tendéncia em
funcdo da especificidade das enzimas, das condicdes de operacdo amenas com
menos impacto ambiental, do grau de pureza dos produtos e da sua aceitabilidade
na industria alimentar (GUVENC et al., 2002; RAJEANDRAN et al., 2009).

Entre os possiveis processos catalisados por enzimas, o uso de lipases na
sintese de ésteres em meio organico apresenta-se como uma vertente bastante
promissora, conforme atestam o0s processos em fase de implantacdo industrial
(CASTRO et al., 2004).

A lipase obtida de Candida antarctica demonstra uma elevada atividade
catalitica para a esterificacdo de acidos dicarboxilicos, sendo um catalisador verséatil
para uma ampla gama de reac¢des organicas. Sua alta atividade, estabilidade térmica,
seletividade e especificidade em comparacdo com outras lipases conhecidas
possibilita 0 uso dessa enzima em aplicacdes Unicas (RAHMAN et al., 2011).

Esteres tém sido geralmente produzidos por lipases livres e imobilizadas, a
partir de varias fontes, em solventes orgéanicos. Apesar dos mais elevados
rendimentos de conversdo e recuperacdao do produto em solvente organico, a
toxicidade do solvente é um problema para muitas aplicacdes. Além disso, alguns
solventes organicos utilizados possuem custo elevado que tornam seu emprego
inviavel na producdo em escala industrial. As principais vantagens de um sistema
isento de solventes sdo de que a auséncia de solventes facilita o processamento,
uma vez que menos componentes estariam presentes no fim da reacao, além disso,

a eliminacdo de solventes na producédo oferece significativa economia de custo e
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minimiza o impacto ambiental. Outra vantagem dos sistemas livres de solventes é a
possibilidade de utilizar elevadas concentracbes de substrato, para se obter
concentracdes elevadas de produtos (GUVENC et al., 2002).

Entretanto, apesar das inUmeras vantagens apresentadas pela esterificacéo
enzimatica, diversos parametros, como por exemplo, concentracdo e hidratacdo da
enzima, temperatura, concentracdo do substrato, tamanho da cadeia e estrutura
quimica dos reagentes (acido e alcool), podem afetar o desempenho da sintese,
tornando-se indispensavel o aprofundamento de estudos nesta area para identificar
as condi¢cbes ideais para que o processo seja viavel (CASTRO et al.,, 2004
RAJEANDRAN et al., 2009).

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi otimizar a producdo enzimatica
de acetato de isoamila (aroma de banana), pela lipase industrial imobilizada
Novozim 435 (Candida antarctica). Para atender a este objetivo, 0s seguintes
objetivos especificos foram determinados:

e Avaliar o efeito da concentracdo de enzima e razdo molar de alcool e agente
acilante no processo da sintese enziméatica de acetato de isoamila ;

e Avaliar a cinética da reac¢ao;

e Avaliar os ciclos de reutilizacdo da enzima comercial na condicéo otimizada;

e Avaliar o efeito das peneiras moleculares na producéo de acetato de isoamila

em sistema livre de solvente organico.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Esta revisdo apresenta o embasamento tedrico sobre a produgédo de aromas
e como as tendéncias de escolha do consumidor, as definicbes regulamentares e
avancos tecnologicos apresentam oportunidades para a exploracdo comercial da

biotecnologia na producéo de aromas.

2.1 AROMAS

Os aromas sdo misturas muito complexas de origem natural e/ou sintética
possuindo propriedades olfativas e gustativas bastante definidas. Incorporando-os
aos produtos alimenticios, lhes conferem um odor caracteristico. Os aromas
constituem, assim, um fator importante e indispensavel para a fabricacdo dos
produtos alimenticios (LINDEN & LORIENT, 1996).

Misturas de aromas sédo formulagces complexas de compostos aromaticos,
tais como Oleos essenciais e seus derivados naturais, bem como produtos quimicos
aromaticos contendo até 100 constituintes (SCHWAB et al.,, 2008). Ja foram
identificadas mais de 10.000 moléculas odoriferas. Este nUmero basta por si sé para
ilustrar a complexidade desta familia de substancias (LINDEN & LORIENT, 1996).

Hall & Merwin (1981) definiram aromatizante como "uma substancia que pode
ser um simples composto quimico, ou uma mistura de produtos quimicos de origem
natural ou sintética cuja principal funcdo consiste em fornecer a totalidade ou parte

do efeito especial do aroma em qualquer alimento ou outro produto levado a boca”.
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De acordo com o Codigo de Boas Praticas da International Organization of the
Flavor Industry (IOFI, 2010), aromas sao produtos adicionados aos produtos
alimenticios para conferir, modificar ou intensificar o sabor dos alimentos.

Os aromas desempenham um papel essencial em nossa relacdo com o
alimento. Estas substancias atuam diretamente sobre a capacidade de assimilacdo
dos outros ingredientes: predisposicdo do individuo para ingerir um alimento,
secrecédo de saliva ou suco gastrico (LINDEN & LORIENT, 1996).

Preferéncias culturais e regionais, juntamente com a disponibilidade local de
alimentos e sabores, resultam na escolha diversificada de aromas por diferentes
populacdes. Considerando-se a grande variedade de alimentos que sdo consumidos
e a complexidade dos aromas destes alimentos, globalmente é conhecido um
grande nuamero de ingredientes aromatizantes (IOFI, 2010). Portanto, a conversao
de precursores em compostos de aroma ndo tem somente importancia cientifica,
mas também é de interesse da industria de alimentos em geral. Os seus produtos
representam um elemento critico no sucesso de outras industrias alimenticias que
os utilizam como insumos (ARAGAO et al., 2009).

Os aromas podem ser utilizados para compensar variagdes sazonais naturais
ou variacdes geograficas nas safras. A aplicacdo de aromas pode compensar a
limitacdo da oferta, ajudando a padronizar o sabor dos alimentos (IOFI, 2010).

Aromas criam a identidade de um produto, assim como permitem adaptar o
sabor caracteristico de um alimento a preferéncia do publico local. Os aromas
podem ser considerados ingredientes criticos, pois alguns alimentos e bebidas
simplesmente ndo teriam aceitacdo sem a adicdo de aromas, como por exemplo:
refrigerantes, sorvetes, confeitos doces e sobremesas lacteas (IOFI, 2010). Além

disso, as tecnologias empregadas na fabricacdo de alimentos fazem desaparecer
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geralmente todas as moléculas aromatizantes mais caracteristicas (LINDEN &
LORIENT, 1996), ja que os compostos volateis do aroma sdo, em sua maioria,
substancias termolabeis, sujeitos a rearranjos, ciclizacbes e oxidacbes, quando
submetidos a aumentos de temperatura ou mudancga fisico-quimica (GAVA et al.,
2008).

Segundo Aragdao et al. (2009), o aroma tipico de cada produto é resultado da
combinacéo de dezenas de substéancias volateis representantes de diversas classes
quimicas, com diferentes propriedades fisico-quimicas. Nenhum constituinte
individual é totalmente responséavel pelo aroma caracteristico de um alimento, mas
em alguns produtos existem um ou mais componentes que, sozinhos, lembram a
qualidade caracteristica de seu aroma (GAVA et al., 2008). As fun¢des quimicas
mais frequentemente encontradas nos aromas séo, nesta ordem: ésteres, cetonas,
alcoois, aldeidos, éteres de fendis, heterociclicos nitrogenados, heterociclicos
oxigenados e &cidos carboxilios (LINDEN & LORIENT, 1996). Estes compostos
responsaveis pelo aroma se forem apreciados isoladamente, tém cheiros
caracteristicos e ocorrem nos frutos em proporcdes bastante diferentes (ARAGAO et

al., 2009).

2.1.1 Regulamentacgao do uso de aromas/aromatizantes

Os aromatizantes sdo normatizados/regulamentados por diversas entidades
em todo o mundo. De acordo com Cddigo de Boas Praticas da International
Organization of the Flavor Industry, os aromas podem ser classificados nos

seguintes grupos (IOFI, 2010):
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Aromas naturais, que sdo obtidos a partir de matérias primas de origem
animal, vegetal ou microbiologica. Fontes para a obtencdo de complexos
aromatizantes naturais e substancias aromatizantes naturais sédo os 0leos
essenciais, oleoresinas, extratos, destilados, bem como produtos de
torrefacdo, aquecimento ou transformacfes enzimaticas de especiarias, frutas
ou suco de frutas, vegetais ou suco de vegetais, leveduras comestiveis,
ervas, cascas, brotos, raizes, folnas ou materiais semelhantes de plantas,
carne, frutos do mar, aves, ovos e outros produtos animais, produtos lacteos,
ou produtos lacteos fermentados.

Aroma de reacdo, é o produto sintetizado com a finalidade de obter
propriedades aromaticas, e é resultante do aquecimento de uma mistura de
matérias-primas que séo alimentos ou ingredientes alimenticios.

Aromas de fumaca sdo misturas complexas de componentes da fumaca,
obtidos através da pirélise da madeira sem tratamento com uma quantidade
de ar Ilimitada e controlada, por destilacdo a seco ou por vapor
superaquecido. A fumaca da madeira € submetida a um sistema de extracao
aguosa ou a destilacdo, condensacdo, e separacdo para coleta da fase
aguosa. Os principais componentes aromaticos em aromas de fumaca sao
acidos carboxilicos, compostos com grupos carbonilas e compostos fendlicos.
Aromas produzidos por processos enzimaticos e microbiolégicos,
contendo ou nao ingredientes alimenticios néo aromatizantes, sao
preparacdes concentradas utilizadas para conferir sabor. Sao produzidos

submetendo-se um substrato ou substratos & acdo de enzimas ou

microrganismos.
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No Brasil, 0 uso de aromatizantes é regulamentado pela Resolu¢cdo RDC n° 2
de 15 de janeiro de 2007 (ANVISA, 2007), que aprova o Regulamento Técnico sobre
Aditivos Aromatizantes/Aromas. De acordo com a resolucdo, os aromatizantes séo
substancias ou misturas de substancias, com propriedades odoriferas e/ou sapidas,
capazes de conferir ou intensificar o aroma e/ou sabor dos alimentos. S&o
classificados em aromas naturais ou sintéticos, conforme descrito a seguir:

“‘Os aromas naturais sdo obtidos exclusivamente por métodos fisicos,
microbiolégicos ou enzimaticos, a partir de matérias-primas aromatizantes naturais,
de origem animal ou vegetal, aceitaveis para consumo humano, em seu estado
natural ou apdés um tratamento adequado como torrefacdo, coc¢do, fermentacéao,
enriguecimento enzimatico, tratamento enzimatico ou outros” (ANVISA, 2007). Os

aromas naturais compreendem:

e Oleos Essenciais: S&o produtos volateis de origem vegetal obtidos por
processos fisicos (destilacdo por arraste com vapor de agua, destilacdo a
pressdo reduzida ou outro método adequado). Os 6leos essenciais podem se
apresentar isoladamente ou misturados entre si, retificados, desterpenados
ou concentrados.

e Extratos: Sao produtos obtidos por esgotamento, a frio ou a quente, a partir
de produtos de origem animal, vegetal ou microbiana com solventes
permitidos. Devem conter os principios sapidos aroméaticos volateis e fixos
correspondentes ao respectivo produto natural.

e Balsamos, oleoresinas ou oleogomaresinas: S&o o0s produtos obtidos
mediante a exudacao livre ou provocada de determinadas espécies vegetais.

e Substéncias aromatizantes naturais isoladas: S&o as substancias

guimicamente definidas obtidas por processos fisicos, microbiolégicos ou
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enzimaticos, a partir de matérias-primas aromatizantes naturais ou de
aromatizantes naturais. Incluem-se os sais de substancias naturais com os
seguintes ions cations: H* (hidrogénio), Na" (sédio), K" (potassio), Ca""

+++

(célcio) e Fe (ferro), e anions: CI (cloreto), SO, (sulfato), CO3”

(carbonato).

Ja os aromas sintéticos sao definidos como “compostos quimicamente

definidos obtidos por processos quimicos, compreendendo aromas idénticos aos

naturais e artificiais” (ANVISA, 2007). Os aromatizantes sintéticos compreendem:

Aromatizantes idénticos ao natural: S&o as substancias quimicamente
definidas obtidas por sintese e aquelas isoladas por processos quimicos a
partir de matérias-primas de origem animal, vegetal ou microbiana que
apresentam uma estrutura quimica idéntica as substancias presentes nas
referidas matérias.

Aromatizantes artificiais: S&o os compostos quimicos obtidos por sintese, que
ainda ndo tenham sido identificados em produtos de origem animal, vegetal
ou microbiana, utilizados em seu estado primario ou preparados para o
consumo humanao.

Misturas de aromatizantes: Os aromatizantes podem apresentar-se
misturados entre si, seja qual for o nimero de componentes e tipo de
aromatizantes.

Aromatizantes de reacgao/transformacdo: S&o produtos obtidos por
aguecimento comparavel ao cozimento de alimentos, a partir de matérias-
primas que s&do alimentos ou ingredientes alimentares ou mistura de

ingredientes que possam ou nao ter propriedades aromatizantes por Ssi
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mesmos, sendo que ao menos um contenha nitrogénio aminico e o outro seja
um acucar redutor.
e Aromatizantes de fumaca: Sao preparacdes concentradas, utilizadas para

conferir aroma de defumado aos alimentos.

2.1.2 Panorama atual da indlstria de aromas

O conhecimento e uso de plantas como aromatizantes para melhorar a
qualidade de alimentos, bebidas e drogas é tdo antigo quanto a histéria da
humanidade. No século 19, a comercializacdo de aromas e fragrancias em escala
industrial comecou com o isolamento dos produtos quimicos individuais
responsaveis pelo aroma caracteristico de produtos naturais, por exemplo,
cinamaldeido, isolado a partir do 6leo de canela e benzaldeido a partir do 6leo de
améndoa amarga (SCHWAB et al., 2008).

A industria de aromas e fragrancias € um mercado mundial de bilhdes de
dolares que cresce anualmente (PRINS et al., 2010), avaliada em aproximadamente
US$ 21,8 bilhdes em 2011 e devera ultrapassar os US$ 30 bilhées em 2017, com
uma taxa de crescimento anual composta de 5,6% entre 2012 e 2017
(VENKATARAMAN et al., 2012). Esse setor possui diversas aplicacdes, tais como,
perfumes finos, fragrancias de base usadas em domissanitarios, cosméticos, brindes
de borracha, entre outros (EDRIS & MALONE, 2011). Representa ndo somente um
mercado global multibilionario, mas também uma fonte de desenvolvimento cientifico
e de inovacdo constante. As grandes empresas de fragrancias, conhecidas como
Flavor Houses, se concentram principalmente na Europa, mas estendem suas

ramificacOes por todo o resto do planeta (SPEZIALI, 2012).
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De acordo com Venkataraman et al. (2012), até o ano de 2011 o mercado
mundial somente de aromas era estimado em US$ 10,6 bilhdes, e em 2012
ultrapassou US$ 11,1 bilhdes. Este valor devera ultrapassar os US$14,5 bilhdes em
2017, a uma taxa de crescimento anual de 5,4%. Os maiores mercados estdo na
Europa (36%) e América do Norte (32%), seguida pela regido da Asia-Pacifico
(26%). Oito grandes empresas globais compartiiham 60% do mercado mundial
(SCHWAB et al., 2008).

Tradicionalmente, os aromas vém sendo isolados a partir de fontes naturais
ou produzidos por sintese quimica (SCHRADER et al., 2004; KARRA-CHAABOUNI
et al., 2006). Apesar dos avancos na sintese quimica de aromas, muitos compostos
ainda sdo extraidos de fontes botanicas, por razées econdémicas e pela preferéncia
do consumidor por produtos naturais (ARMSTRONG & YAMASAKI, 1986). No
entanto, a demanda por produtos quimicos aromaticos naturais esta crescendo
rapidamente, em resposta a ambos os consumidores, que estdo solicitando um
retorno a natureza, bem como os perfumistas e flavoristas, que estdo a procura de
novos ingredientes criativos (SCHWAB et al., 2008).

Esse aumento na demanda de produtos naturais, segundo Armstrong &
Yamasaki (1986), é observado, provavelmente, devido ao aumento do niamero de
produtos quimicos n&do-naturais encontrados que apresentam algum tipo de
toxicidade. Como consequiéncia, os consumidores podem se sentir mais a vontade
com compostos naturais, particularmente aqueles que sdo consumidos com
frequéncia.

Com isso, varios esforcos tém sido feitos no sentido de aumentar a producéo
de substancias de interesse comercial (SPEZIALI, 2012). Com o aumento do

interesse por produtos "naturais”, mais presséo foi colocada sobre a producdo de
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aromas haturais por processos de extracdo de matérias-primas, tais como plantas.
Essas matérias-primas sdo, no entanto, sujeitas a varios problemas.
Frequentemente, elas contém baixas concentracdes do composto desejado e, por
conseguinte, a extracdo € cara. Além disso, o fornecimento dos materiais esta
sujeito a variacbes sazonais e climaticas, o que afeta significativamente o
rendimento e a qualidade do sabor. A oferta também € infuenciada pela estabilidade
sécio-politica das regidbes produtoras; esta tem sido uma das principais
preocupacdes das industrias transformadoras que dependem das tecnologias de
extracdo tradicionais. Além disso, algumas espécies botanicas estdo em risco de
extingdo (ARMSTRONG & YAMASAKI, 1986; LARIOS et al., 2004; FEHER et al.,
2008).

Apesar do alto valor econdmico associado aos aromas naturais, a pesquisa
por aromas sintéticos € crescente devido a possivel extingdo das fontes de matéria-
prima de qualidade (SPEZIALI, 2012), ja que a producdo de aromas naturais nao
depende apenas de fatores genéticos e do estagio de desenvolvimento das plantas,
mas também de fatores ambientais, que podem resultar em alterac6es bioquimicas
e fisiologicas em plantas de modificar a quantidade e a qualidade do 6leo essencial.
Essas modificacbes prejudicam a producdo de plantas aromaticas que visa Oleo
essencial, reduzindo sua qualidade (PRINS et al., 2010). O Brasil, por exemplo,
destaca-se na producdo mundial de Oleos essenciais, mas sofre de problemas
cronicos como falta de manutencdo do padrdo de qualidade dos dleos,
representatividade nacional e baixos investimentos governamentais no setor, que
levam ao quadro estacionario observado (BIZZO et al., 2009).

Atualmente, devido ao custo elevado ou a falta de disponibilidade de extratos

de aromas naturais, a maioria dos aromatizantes comerciais sdo “idénticos aos
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naturais”, o que significa que eles correspondem ao equivalente quimico de aromas
naturais, mesmo sendo quimicamente sintetizados, na sua maioria a partir de
precursores de derivados do petrdleo. Além da sintese quimica, muitas vezes usar
processos de producdo ambientalmente hostis, tais como catalisadores de metais
pesados, e 0 petréleo bruto ser uma fonte limitada. Neste contexto, é desejavel
mudar para a bioproducéo, incluindo a extracdo a partir de fontes naturais, 0s
processos microbianos (fermentacédo), e bioconversdo de precursores utilizando
microrganismos ou enzimas isoladas (BIZZO et al., 2009).

Diante do mercado mundial crescente, em que existe uma tendéncia nitida
para compostos "naturais", a producdo de aromas por meio de processos
biotecnolégicos oferece muitas vantagens (ARMSTRONG & YAMASAKI, 1986;
SCHRADER et al., 2004; KUMAR et al., 2005). Apelos de politicas de preservagao
ambiental sdo instrumentos de marketing muito eficientes, particularmente no
mercado Europeu. Esta € uma 6tima oportunidade para o desenvolvimento de

processos sustentaveis de exploracdo da biodiversidade (BI1ZZO et al., 2009).

2.1.3 Esteres aromatizantes

Esteres naturais e sintéticos sdo materiais essenciais na inddstria quimica.
Eles tém sido mais comumente aplicados na producdo de 6leos lubrificantes,
solventes, plastificantes, tintas, alimentos, produtos farmacéuticos, cosmeéticos e
combustiveis liguidos (MAHAPATRA et al., 2009; RAHMAN et al., 2011).

De acordo com Barzca (2011), os ésteres podem ser divididos em trés

grandes classes:
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o Classe dos ftalatos: ésteres ftalicos destacam-se no mercado de polimeros
nas areas de plastificantes e resinas. Caracterizam-se pelo alto ponto de
ebulicdo, estabilidade, ndo apresentam odor e cor, confere ao produto final
flexibilidade e maciez.

e Classe dos acetatos: em funcdo da natureza hidrofobica e baixa polaridade,
ésteres de acetatos baixo peso molecular como acetatos de metila, etila, e
derivados propilas e butilas, sdo destaque no mercado de solventes,
extractantes e diluentes. Ao contrario dos acidos carboxilicos, de odor
desagradavel, alguns ésteres sdo importantes compostos com aplicacdes nas
areas de esséncias e fragrancias sintéticas. Também possuem aplica¢des no
mercado de polimeros, por exemplo, 0 acetato de vinila € um importante
intermediario (mondmero) da producdo de diversos tipos de polimeros nas
areas de tintas (PVA), colas e adesivos (hot-melt) e flmes para embalagem
de alimentos.

e Classe dos acrilatos: sdo usados nas industrias de polimeros. Metacrilato de
metila e acrilato de metila sGo monémeros utilizados na obtencéo das resinas
acrilicas usadas principalmente para fabricacdo de chapas acrilicas, pos de
moldagem e tintas, consumidos pelas industrias de tintas, automobilistica e

eletronica.

Dentre os ésteres, 0s de baixo peso molecular ttm um potencial interesse
para a industria de alimentos, como compostos de aroma, devido a sua fragrancia e
sabor caracteristicos (ROMERO et al., 2007; RAJEANDRAN et al., 2009; MARTINS
et al., 2011). Muitos deles sdo responsaveis por odores de frutas dos alimentos que

sao constituidos principalmente por acidos e seus derivados de cadeia curta como
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acetatos, propionatos e butiratos (MACEDO & PASTORE, 1997; KRISHNA et al.,
2000).

Sao conhecidos muitos ésteres componentes de aromas naturais que tém
sido obtidos de fonte natural ou por métodos tradicionais de sintese quimica
(MACEDO & PASTORE, 1997). Os principais ésteres utilizados como aromas de

frutas em produtos alimenticios, sdo apresentados no Quadro 1.

Quadro 1: Substancias aromaticas de impacto em alguns alimentos

Aroma relacionado Substancia aromatica de impacto

Abacaxi Acetato de metila, formiato de metila, proprianato de etila,

butanoato de etila

Banana Acetato de isoamila, acetato de pentila
Cereja Acetato de benzila
Coco Nonanolida-4
Damasco Butanoato de butila
Framboesa Formiato de isobutila
Goiaba Cinamato de metila, acetato de fenanteila
Laranja e liméo Acetato de geranila, butirato de etila, formiato de geranila,

isovaleriato de metila

Maca Etanoato de etila
Manga Acetato de etila, butirato de etila, butirato de butila
Maracuja Acetato de citronelila
Meléo Decanolida-4
Menta Acetato de etila
Morango Etanoato de isobutila
Pera Acetato de isopentila, Tras-2-cis-4-decadienoato
Péssego Formiato de etila
Uva Antranilato de metila

Fonte: Belitz & Grosch (1982); Linden & Lorient (1996); Evangelista (2001) e Gava et al. (2008).



http://pt.wikipedia.org/wiki/Butanoato_de_butila
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Formato_de_isobutila&action=edit&redlink=1
http://pt.wikipedia.org/wiki/Etanoato_de_etila
http://pt.wikipedia.org/wiki/Acetato_de_etila
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Etanoato_de_isobutila&action=edit&redlink=1
http://pt.wikipedia.org/wiki/Formato_de_etila
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Entre todos os ésteres empregados pela indlstria, o acetato de isoamila tem
grande importancia comercial, devido ao seu caracteristico sabor de banana
(KRISHNA et al., 2001; GHAMGUI et al., 2005; ROMERO et al., 2007; AZUDIN et
al., 2013), chegando a taxas de producao de 74.000 kg/ano, segundo Giveng et al.
(2007).

Também é utilizado como um solvente para alguns vernizes e lacas de
nitrocelulose. Além de, por ser um feromdnio de abelhas, poder ser usado para atrair
grandes grupos de abelhas a uma pequena area (KUMARI et al., 2009).

De acordo com CVJETKO et al. (2012), a producdo deste tipo de composto
tem sido tradicionalmente conseguida através de sintese quimica (através da reacao
de um &lcool com um acido organico na presenca de um catalisador acido), uma vez
gue a extracdo de materiais vegetais ou a producéo por fermentacéo, é atualmente
inviavel para exploragdo comercial (ROMERO et al., 2005).

Tradicionalmente, o acetato de isoamila foi produzido por extracéo a partir de
fontes naturais, porém, a falta de abastecimento gerava dificuldades de producéo.
Em seguida, os pesquisadores descobriram uma forma alternativa usando o método
de fermentacdo, mas a pratica € demasiada escassa ou cara para producdo
industrial. Devido a necessidade da industria, os pesquisadores lancaram méo de
rotas alternativas de processos de esterificacdo via natural para producao de acetato
de isoamila, porém, as mesmas também apresentaram dificuldades, como o longo
tempo necesséario para a producdo de éster e baixo rendimento. Entdo, foi
introduzida a sintese quimica, utiizando-se acido forte e alcool. No entanto, a sintese
por métodos quimicos utiliza poluentes acidos como catalisadores, que requerem
um tratamento ap0s 0 processo, muito dispendioso para aplicacdo industrial.

Recentemente, um novo método de producéo de ésteres pela aplicacdo de lipase foi
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desenvolvido e que vem apresentando mais vantagens econémicas em comparacao
com os métodos anteriores, devido as suas condicfes de operacdo suaves, 0 grau
de pureza dos produtos e a sua aceitabilidade na industria alimentar (AZUDIN et al.,
2013).

Estudos sobre a producdo de acetato de isoamila foram ampliados desde
1976, sendo que ja foram realizadas 1.174 patentes relacionadas a esse éster. A
maioria dos estudos tem utilizado o hexano ou o heptano como solvente, que néo
sdo preferiveis devido as suas propriedades téxicas. O risco e as condicdes
desfavoraveis foram removidos mediante a introducdo do sistema livre de solvente
(AZUDIN et al., 2013).

Embora a sintese de acetato de isoamila catalisada por lipase em solventes
organicos tenha sido estabelecida com sucesso, a utilizacdo de sistemas isentos de
solventes, didxido de carbono supercritico e liquidos ibnicos, também demonstraram

ser alternativas promissoras (FEHER et al., 2008; CVJETKO et al., 2012).

2.2 OBTENCAO DE AROMAS

Os aromas podem ser obtidos por trés técnicas: extracdo de fontes naturais,
sinteses quimicas e enzimaticas (ARAGAO et al., 2009; MAHAPATRA et al., 2009,
PAROUL et al., 2010). Atualmente, a maior parte dos componentes do sabor e
aroma séo produzidos por métodos tradicionais, tais como a extracdo a partir de

fontes naturais e de sintese quimica (GHAMGUI et al., 2005).
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2.2.1 Métodos tradicionais de obtencao de aromas

Esteres extraidos de materiais vegetais sd0 muitas vezes escassos ou caros
para uso comercial (GHAMGUI et al., 2005). Podem ser obtidos diretamente de
extracdo de plantas, mas o alto custo e a pequena quantidade de produto obtido
indica que essa técnica é inadequada para aplicagdes industriais (ROMERO et al.,
2007; SALAH et al., 2007; ARAGAO et al., 2009; MAHAPATRA et al., 2009).

Entre os produtos naturais utilizados como aromatizantes, os 6leos essenciais
sdo de grande destaque na industria de aroma. Entretanto, para atender as
exigéncias do mercado e industrias, alguns requisitos sdo necessarios visando
manter uma producédo de Oleo essencial constante e de qualidade, principalmente
em termos de composi¢cao quimica. A producdo de 6leo essencial ndo depende s6
da genética da planta ou fase de desenvolvimento. O ambiente e as suas mudancas
podem influenciar de forma significativa vias bioquimicas e processos fisiologicos
que alteram o metabolismo da planta e, portanto, a biossintese de 6leo essencial
(PRINS et al., 2010).

A medida que as estruturas dos compostos de base dos aromas comecaram
a ser identificadas mais aromas sintéticos tornaram-se disponiveis (ARMSTRONG &
YAMASAKI, 1986). No entanto, apesar de muitos dos constituintes volateis do
aroma ja terem sido identificados, muitas das enzimas e genes envolvidos na sua
biossintese ndo sdo ainda conhecidos. No entanto, a modificacdo do aroma por
engenharia genética € dependente do conhecimento e da disponibilidade de genes
gue codificam enzimas de reacdes principais que influenciam ou desviam as vias de

biossintese volateis derivados de plantas (SCHWAB et al., 2008).
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Uma vez que identificou-se determinada escassez dos volateis em suas
fontes vegetais, muitos dos produtos naturais foram substituidos pelos seus
analogos sintéticos, até ao final do século passado (ABBAS & COMEAU, 2003).
Entretanto, quando estes ésteres sao produzidos por sintese quimica, ndo podem
ser considerados aromas naturais, sendo, portanto, menos valorizados no mercado
gue outros ésteres obtidos de fontes naturais (MACEDO & PASTORE, 1997; ABBAS
& COMEAU, 2003). A falta previsivel do petroleo bruto, que é a fonte de muitos dos
aromas artificiais, suscitou recente interesse na compreensdo da formacédo destes
compostos e a engenharia da sua biossintese (SCHWAB et al., 2008).

De acordo com Guveng et al. (2002), a sintese quimica de ésteres pode ser
realizada por diversas maneiras: a reacdo entre os alcoois e acidos carboxilicos
(esterificacdo) com a eliminacdo de agua, troca de grupos acilo entre os ésteres e
acidos (aciddlise), entre os ésteres e alcoois (alcodlise) ou glicerol (glicerdlise) e
entre ésteres (transesterificacdo). Os dltimos quatro tipos de reacdo sé&o
denominados interesterificacdo. Os produtos de esterificacdo de acidos graxos de
cadeia longa com A&lcoois de cadeia longa sdo usados como lubrificantes e
plastificantes para maquinas de alta precisdo. Os ésteres resultantes da reacdo de
acidos graxos de cadeia longa com &lcoois de cadeia curta sdo utilizados como
aditivos em alimentos, detergentes, cosméticos e produtos farmacéuticos. Os
produtos de cadeia curta sdo importantes aromas e fragrancias empregados como
componentes em alimentos, bebidas, produtos cosméticos e farmacéuticos
(GUBICZA et al., 2000).

Segundo Barzca (2011), os ésteres sao obtidos a partir da substituicdo de

uma hidroxila (-OH) de um &cido por um radical alcoxila (-OR). O método mais
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comum é a reacdo reversivel de um acido carboxilico com um &alcool, havendo

eliminacao de agua, conforme observa-se na Figura 1.

O (H) ')
/ Esterificacéo /
R—C + Ri— OH R—C + Hp0
AN Hidrolise .

Figura 1: Reacgao de esterificagédo (BARZCA, 2011).

Os principais fatores que influenciam a esterificagdo séo o excesso de um dos
reagentes e o0 uso de catalisadores (H,SO, e HCI). Estes aceleram os limites da
conversdo com aumento do rendimento. A velocidade de formacgéo do éster também
depende do &cido organico e alcool utilizado, além do aumento da temperatura do
meio (BARZCA, 2011).

Os processos de esterificagdo na industria ainda sé@o catalisados por acidos
de Brgnsted, principalmente acido sulfarico. No entanto, as dificuldades na
recuperacdo do catalisador, consumo elevado de energia (j& que necessitam de
temperaturas de processo de 200 a 250°C), corrosdo de equipamentos, pouca
seletividade, bem como a necessidade de tratamento de residuos apresenta
desvantagens de catdlise acida (GHAMGUI et al., 2005; OZYILMAZ & GEZER,
2010; RAHMAN et al., 2011; LIMA, 2013). A desidratacdo dos alcoois também é
desvantagem na utilizac@o de acidos minerais como catalisadores (BARZCA, 2011).
Além disso, 0 uso de catalisadores acidos minerais fortes, geralmente leva a
formacdo de subprodutos indesejaveis, além de produzirem ésteres opticamente
inativos (racematos) (CHIARADIA et al., 2011; MARTINS et al., 2011).

Outro problema encontrado envolve os alcoois e esta relacionado com o

estério impedimento e a proximidade das hidroxilas. Quanto mais ramificada é a
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cadeia carbbnica e mais perto estiverem as hidroxilas no alcool, o processo sera
mais lento e com menor limite de esterificacdo, ocasionando um baixo rendimento

de processo (BARZCA, 2011).

2.2.2 Métodos biotecnolégicos de obtencdo de aromas

A Dbiocatdlise enzimatica € uma tecnologia importante que tem sido
amplamente aplicada na biossintese de produtos quimicos valiosos, permitindo a
utilizagcéo eficaz de baixo custo de materiais naturais e, aumentando seus valores
comerciais (DUBAL et al., 2008; SUN et al., 2012).

Com o aumento da conscientizacdo sobre questdes ambientais, a producao
de ésteres de aroma com o emprego de enzimas ou através de fontes microbianas
vém ganhando importancia industrial rapidamente, devido a diversas vantagens que
ela oferece em relacéo as tecnologias convencionais (DUBAL et al., 2008; KRISHNA
et al.,, 2000; HASAN et al., 2006). Nos ultimos anos a producdo biotecnoldgica
através da aplicacdo das lipases torna-se mais atraente devido a maior
aceitabilidade ecolégica quando comparado com a sintese quimica, ou devido a
beneficios econbmicos, quando comparados a extracdo de fontes naturais
(SCHRADER et al.,, 2004; CVJETKO et al., 2012). Embora 0s processos
biotecnolégicos ainda sejam mais caros do que 0s processos quimicos, eles tém
vantagens ambientais evidentes, uma vez que o0s acidos inorganicos (utilizados
como catalisadores na sintese quimica) sdo evitados, e as enzimas podem ser
reutilizadas, minimizando a geracéo de residuos da reacdo (ROMERO et al., 2007,

ARAGAO et al., 2009).



34

Os processos biotecnoldgicos oferecem diversos beneficios comparando-se
aos meétodos quimicos devido a alta eficiéncia catalitica, condicbes operacionais
brandas (temperaturas e pressdes moderadas) e a seletividade dos catalisadores
naturais (KRISHNA et al., 2001; SCHRADER et al., 2004; KUMAR et al., 2005;
CHANG et al., 2007).

O campo de enzimas industriais vem experimentando grandes iniciativas de
pesquisa, resultando tanto no desenvolvimento de uma série de novos produtos e na
melhoria no desempenho de processos de varios produtos existentes (HASAN et al.,
2006). A biotecnologia abre a porta a um importante desenvolvimento no campo das
preparacdes aromaticas, tanto que atualmente a legislacao reconhece como naturais
as substancias aromatizantes obtidas por via biotecnoldgica (LINDEN & LORIENT,
1996; MACEDO & PASTORE, 1997; ABBAS & COMEAU, 2003; GHAMGUI et al.,
2005; ROMERO et al., 2007; SALAH et al., 2007, ARAGAO et al., 2009;
MAHAPATRA et al., 2009).

Segundo Castro et al. (2004), aproximadamente 50 ésteres formadores de
aromas foram sintetizados por reacdes enzimaticas. Em geral, o processo pode ser
realizado em meios reacionais contendo mistura de alcool e &cido carboxilico em
presenca ou auséncia de solventes, resultando em altas produtividades e
rendimentos praticamente quantitativos.

Além disso, sintese enzimética de compostos de aroma € mais especifica e
viavel em relacdo a extracdo quimica a partir de vegetais, pois independe da
estacao, clima e variagcdo geografica e ndo requer grandes quantidades de matéria-
prima, além de permitir a obtenc&o de produtos com melhor odor e cor (ARAGAO et

al., 2009; KUMARI et al., 2009; OZYILMAZ & GEZER 2010).
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Apesar das inmeras vantagens da aplicacdo da biotecnologia para producao
de aromas, um fator importante a ser considerado é o custo da propria enzima, que
€ uma desvantagem para o processo biotecnolégico comparado com a sintese
qguimica, exigindo, assim, que a enzima seja reutilizada varias vezes, mantendo a
sua atividade tanto tempo quanto possivel. Varias estratégias podem ser utilizadas
para recuperar a atividade enzimatica dos sistemas imobilizados apos cada ciclo de
reacdo como, por exemplo, lavar a enzima com o solvente, que geralmente € um
solvente organico, a fim de eliminar qualquer substancia adsorvida no suporte

(MARTINS et al., 2011).

2.2.2.1 Uso de solventes na esterificacdo enzimatica

A utilizagdo de enzimas em meio aquoso foi extensamente usada em
processos cataliticos, por varios anos. Porém, seu uso tornou-se limitado, pelo fato
de muitos substratos apresentarem uma solubilidade limitada em solucdo aquosa, o
gue demandava grande volume reacional e procedimentos de separacdo complexos.
O uso de solventes organicos em reacdes enzimaticas superou esse problema e o
desenvolvimento de novos métodos de imobilizacdo permitiu que varias reacdes
pudessem se tornar viaveis. A adicdo de quantidade moderada de solvente organico
é uma forma direta de aumentar a solubilidade de substratos hidrofébicos e de tornar
a reacao possivel, além de melhorar a estabilidade térmica da enzima (GUBICZA et
al., 2000; GOMES et al., 2004; BEZBRADICA et al., 2007).

A utilizacdo de solventes organicos para as reacdes enzimaticas proporciona
inUmeras vantagens industrialmente atraentes em comparacado com os sistemas de

reacao aquosos tradicionais, tais como a melhoria da solubilidade dos substratos, a
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reversao do equilibrio termodinamico, a supressao de reac¢des dependentes de agua
e para a protecdo contra a contaminacdo microbiana (ZNIDARSIC-PLAZL & PLAZL,
2009; LERIN et al.,, 2011). Segundo Gomes et al. (2004), uma das principais
vantagens da catalise em meio organico € a possibilidade de deslocar o equilibrio
termodinamico de reacfes que seriam impossiveis em meio aquoso, pela extracado
dos substratos e/ou produtos para a fase aquosa e/ou organica ou pela diminuicdo
da quantidade de agua do meio reacional. Desta forma, reacbes como a
esterificacdo e as interesterificacdes tornam-se viaveis industrialmente. Entretanto,
de acordo com Guveng et al. (2002), alguns solventes organicos utilizados possuem
custo muito alto para permitir viabilidade na producdo em escala industrial.

Muitos trabalhos foram realizados por diferentes lipases comerciais, tais como
Candida antarctica, Rhizomucor meihei, Aspergillus sp. Rhizopus arrhizus, Mucor
Meihei e Thermomyces lanuginosus em solventes (AZUDIN et al., 2013). Apesar dos
melhores rendimentos em reacdes com solvente organico, a toxicidade do solvente
continua a ser um problema para muitas aplicagcbes (GUVENC et al., 2002; AZUDIN
et al., 2013).

A utilizacdo de solventes organicos limita muitas aplicacdes, e entre as
principais desvantagens encontradas, segundo diversos autores (KARRA-
CHAABOUNI et al. 2006; BEZBRADICA et al., 2007; SALAH et al., 2007; KUMARI et
al., 2009; SUN et al., 2013), estdo: a toxicidade, a inflamabilidade dos solventes e
investimentos mais elevados para separacdo e purificacdo dos produtos. Essas
caracteristicas fazem com que a aplicacdo destes solventes seja acompanhada por
alguns riscos e dificuldades no manuseio, armazenamento e transporte de grandes

quantidades (EDRIS & MALONE, 2011).
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Além disso, outras dificuldades no uso de solvente organico podem ser
citadas, tais como a inativacdo das enzimas, trabalho e preparacao intensiva, custo
de biocatalisadores em forma de sistemas covalentemente modificados, as
limitacbes de transferéncia de massa no caso de sistemas heterogéneos ou de
solventes viscosos e controle de atividade de agua necessario para 0S processos
gue envolvem reacdes de condensacgéo (LERIN et al., 2011).

O uso deste tipo de solventes também pode ter algumas desvantagens
associadas com o0s custos de separacdo e a presenca de substancias residuais
nocivas para o produto final, prejudiciais para saude humana (PAROUL et al., 2010).
Torna-se fundamental a eficiéncia da remocéo do solvente a partir dos produtos, até
mesmo porque os niveis finais de solvente residual devem ser muito baixos (por
exemplo, 0,5-50 ppm) para se obter um produto final considerado "natural”
(ARMSTRONG & YAMASAKI, 1986).

Os meios de reacdo mais utilizados na sintese enzimética ainda sao
solventes organicos, tais como o hexano ou heptano, apesar de meio supercritico,
liquidos ibnicos e sistemas sem solventes também tenham sido explorados
(ROMERO et al. 2007; ARAGAO et al., 2009; MARTINS et al., 2011). Segundo
Paroul et al. (2010), quando os substratos sozinhos promovem uma homogeneidade
suficiente para o sistema de reacdo, em termos de area interfacial para manter a
eficiéncia do biocatalisador, especialmente para as lipases que atuam na interface,
sistemas livres de solventes s&o um meio interessante para este tipo de reacgao.

As principais vantagens de um sistema isento de solventes sdo de que a
auséncia de solventes facilita 0 processamento, uma vez que menos componentes
estariam presentes no fim da reacédo, além disso, a eliminacdo de solventes na

producdo oferece economias de custo significativas e minimiza o impacto ambiental
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pela toxicidade do solvente. Além disso, com 0 uso de sistemas isentos de
solventes, € possivel a utilizacdo de altas concentracdes de substrato, para
obtencdo de concentracdes elevadas de produtos (GUVENC et al., 2002; KUMARI
et al., 2009; AZUDIN et al., 2013).

Outras vantagens de rea¢des no sistema livre de solvente sdo economias em
projeto de reatores no processo em grande escala. Portanto, os estudos sobre a
sintese de ésteres em sistemas isentos de solventes sdo mais frequientes durante a

ultima década (BEZBRADICA et al., 2007).

2.2.2.2 Producao de acetato de isoamila via catalise enzimatica

Diversas pesquisas sao apresentadas na literatura abordando a sintese
enzimatica de acetato de isoamila, e podem ser resumidas em alguns estudos

citados a seguir.

Torres et al. (2009) investigaram a producdo desse éster utilizando enzima
obtida de Bacillus licheniformis (4.6x10° mg.ml™), a partir de alcool isoamilico e
acetato de p-nitrofenilo em n-hexano. Nessas condic¢des, foi obtida uma de 42,8%,

apos 24 horas de reacéo a 28°C.

Romero et al. (2007) obtiveram conversdes de aproximadamente 100% de
acetato de isoamila utilizando alcool isoamilico e anidrido acético como substrato e
lipase de Candida antarctica (13,8 g/mol de substrato) ap6s 3 horas de reacdo. O

grupo utilizou hexano com o solvente e temperatura de 40°C.

Cvjetko et al. (2012) alcancaram até 92% de rendimento de acetato de

isoamila em 15 minutos de reacao, utilizando anidrido acético e &lcool isoamilico
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(1:3) como substrato, utilizando lipase de Candida antactica em liquido ibnico em

micro-reator de fluxo continuo a 55°C.

Entretanto, h4 poucos relatos na literatura sobre a producéo de acetato de
isoamila via catalise enzimatica em sistemas livres de solventes. A seguir sao

destacados alguns estudos de relevancia na area.

Guvenc et al. (2002) investigaram a producdo de acetato de isoamila
utilizando duas lipases comerciais imobilizadas, Rhizomucor miehei e Candida
antarctica via esterificacdo de &cido acético com alcool isoamilico num sistema livre
de solventes. Os resultados obtidos demonstraram a maior eficiéncia catalitica da
lipase Novozym 435 quando comparada com a lipase RM Lipozyme IM chegando a
conversdes 8,3 vezes superiores para a Novozym. A conversdao maxima (80%) foi
obtida para razdo molar acido/alcool 1:2, concentracdo de enzima 5% (m/m
substratos), temperatura 30°C, agitacdo 150rpm e tempo de reac¢éo 6 horas. Inibicédo
da enzima pelo acido acético ocorreu acima da concentracédo critica de acido acético

3,6M.

Kumari et al (2009), estudou a producado de acetato de isoamila em meio livre
de solvente, com lipase de Rhizopus oryzae utilizando alcool isoamilico e acetato de
vinila como substrato. Ap6s 8 horas de reacdo a uma temperatura de 40°, foi

alcancada uma taxa de 95% de conversao.

Ghamgui et al. (2005), utilizou uma lipase nédo-comercial de Staphylococcus
simulans para catalisar a esterificagdo entre acido acético e alcool isoamilico para
producdo de acetato de isoamila em sistema livre de solvente. A conversdo maxima
obtida foi de 64%, com 8 horas de reacao, adicao inicial de agua de 10% r razao

molar acido/alcool 1:2.
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Entretanto, apesar de excelentes resultados de conversdo em alguns dos
estudos citados, sistemas reacionais com solventes organicos, altas concentracfes
de enzimas ou longo tempo de reacdo podem inviabilizar a producdo deste

aromatizante em escala industrial, conforme citado anteriormente.

2.3 ENZIMAS

De acordo com Dewanet al. (2014), o mercado mundial de enzimas industriais
foi de quase US$ 4,5 bilhdes em 2012 e cerca de US$ 4,8 bilhdes em 2013. O
mercado deve chegar a cerca de 7,1 bilhdes de dolares em 2018, com uma taxa de
crescimento anual de 8,2% de 2013 a 2018.

Com um mercado crescente e promissor, a maior parte da producédo de
enzimas ainda é destinada as industrias de detergente e amido (CASTRO et al.,
2004). Entretanto, a utilizacdo de enzimas para melhorar 0s processos quimicos
tradicionais de fabricacdo de alimentos tem sido desenvolvida nos ultimos anos
(RODRIGUEZ-NOGALES et al., 2005).

Quimicamente, as enzimas s&do proteinas com uma estrutura quimica
especial, contendo um centro ativo, denominado apoenzima e algumas vezes um
grupo nao protéico, denominado coenzima (BOBBIO & BOBBIO, 2003).

As enzimas sdo substancias solidas, mas dificeis de serem cristalizadas
devido & complexidade de suas estruturas quimicas. Com algumas exceg¢des, sdo
soluveis em agua e alcool diluido, e quando em solucdo sdo precipitadas pela
adicdo de sulfato de aménio, alcool ou &cido tricloroacético. S&o inativadas pelo
calor e esta, talvez, seja uma das propriedades mais importantes desses compostos

(BOBBIO & BOBBIO, 2003).
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Enzimas sao consideradas como catalisadores da natureza (HASAN et al.,
2006). Os catalisadores sdo agentes que aceleram a velocidade das reacfes sem
sofrer nenhuma modificagcdo quimica. Exercem essa funcdo porque reduzem a
barreira energética que € necessaria superar para transformar um reagente em um
produto (DAMODARAN et al., 2008).

Sao catalisadores versateis, existindo um processo enzimatico equivalente
para cada tipo de reacdo organica. Mais de 3.000 diferentes enzimas tém sido
identificadas e muitas isoladas em sua forma pura (DALLA-VECCHIA et al., 2004).

De acordo com Bobbio & Bobbio (2003), existe uma correlacéo estreita entre
a estrutura das proteinas ou peptidios que fazem parte da molécula enzimatica, e
suas propriedades biolégicas e essa propriedade leva a uma especificadade
extraordinariamente alta. Provavelmente apenas uma fracdo da molécula,
denominada sitio ativo, € a responsavel pela ligacdo da enzima ao substrato ou
substratos, e essa fracado determinaria a especificidade enzimética.

Segundo Dalla-Vecchia et al. (2004), as enzimas hidroliticas (proteases,
celulases, amilases e lipases) sdo as mais frequentemente usadas na quimica
organica. Entre as varias razbes que as tornam uma opc¢ao particularmente atrativa,
pode-se citar ampla disponibilidade, baixo custo, condi¢cdes suaves de sintese,
facilidade de uso porque ndo necessitam cofatores e ampla especificidade para
substratos. Aplicacdes analiticas também tém se beneficiado das reacdes
enzimaticas em meio organico.

Enzimas lipoliticas estdo atraindo uma enorme atencéo por causa de seu
potencial biotecnoldgico. Eles constituem o0 grupo mais importante de
biocatalisadores para aplicacdes biotecnolégicas (LIMA, 2013). A producéo de alto

nivel, das lipases microbianas requer ndo apenas a superexpressao eficiente dos
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genes correspondentes, mas também um entendimento detalhado dos mecanismos
moleculares que regulam a sua dobragem e secrecdo. A otimizacdo das
propriedades das lipases industrialmente relevantes pode ser conseguida por
evolucéao dirigida (HASAN et al., 2006).

Dessa forma, o interesse industrial por tecnologias enzimaticas vem
aumentando gradativamente, principalmente, nas areas de engenharia de proteinas
e enzimologia em meios ndo convencionais, as quais ampliaram consideravelmente
o potencial de aplicacdo das enzimas como catalisadores em processos industriais.
As razbes do enorme potencial biotecnolégico das enzimas incluem fatos
relacionados com: i) sua alta estabilidade em solventes organicos; ii) ndo requerem
a presenca de co-fatores; iii) possuem uma larga especificidade pelo substrato e, iv)
exibem uma alta enantiosseletividade (CASTRO et al., 2004; KUMAR et al., 2005).

O termo biotransformacéo pode ser aplicado para modificacdes especificas
ou interconversdes na estrutura quimica, realizadas por enzimas presentes nas
células ou na forma isolada. A biotransformacédo difere da fermentacdo, na qual o
substrato é convertido a produtos através de um caminho metabdlico bastante
complexo na célula. As enzimas podem ser encontradas em células animais ou de
plantas, bem como em microrganismos. Entretanto, quando a permeabilidade da
membrana celular € insuficiente para a passagem do substrato ou quando ocorrem
reacOes laterais indesejaveis, € necessario conduzir a biotransformacdo com
enzimas isoladas ou purificadas (DALLA-VECCHIA et al., 2004).

A biocatélise é hoje um dos campos mais promissores dentro das novas
tecnologias para sintese de compostos de alto valor agregado. A exploracdo da
biodiversidade na busca de novos catalisadores por técnicas de selecdo de

microrganismos, de plantas ou células animais representam os métodos tradicionais
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de descoberta de novas enzimas para o desenvolvimento da biocatalise em escala
industrial (CARVALHO et al., 2005; DUBAL et al., 2008).

A aplicacao de biocatalisadores na industria é objeto de muitas investigacoes,
devido a alta eficiéncia catalitica em comparacdo com o0s catalisadores
convencionais (podem elevar a velocidade de uma reacdo de 10% a 10'? vezes),
seletividade, atuacdo em condicbes brandas de temperatura (30 a 70°C) e em
pressdao atmosférica (CASTRO et al.,, 2004; DALLA-VECCHIA et al.,, 2004
CARVALHO et al., 2005; RAJENDAN et al., 2009).

De acordo com Okumura et al. (1979), as enzimas podem ser utilizadas na
biotransformacdo, para a sintese de substancias aromatizantes quimicamente
definidas, tais como os ésteres, lactonas, terpenos, pirazinas, aldeidos, acidos
aminados e nucleétidos. Cerca de 100 produtos quimicos aromaticos no mercado ja
sao produzidos por processos enzimaticos ou microbianos, incluindo microrganismos
geneticamente modificados (SCHWAB et al., 2008).

Estudos relatam que as enzimas microbianas sdo muitas vezes mais Uteis do
gue as enzimas derivadas de plantas ou animais por causa da grande variedade de
atividade catalitica disponivel, dos rendimentos elevados possiveis, facilidade de
manipulacdo genética, fornecimento regular devido a auséncia de flutuagbes
sazonais e rapido crescimento de microrganismos em meios de baixo custo.
Enzimas microbianas também sdo mais estaveis do que suas correspondentes
enzimas de plantas e de animais e a sua producdo é mais conveniente e mais
segura. Apenas cerca de 2% de microrganismos mundiais foram testados como
fontes de enzimas. Cepas bacterianas sdo geralmente mais utilizadas por
oferecerem atividades mais elevadas em comparag¢do com leveduras e tendem a ter

pH 6timo neutro ou alcalino e muitas vezes sao termoestaveis (HASAN et al., 2006).
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A utilizacdo de tecnologia genética e de novas tecnologias de producao
fizeram enzimas industriais com propriedades melhoradas ou um melhor custo. Os
beneficios para os clientes sdo consideraveis: reducdo de custos no processo,
melhoria da qualidade do produto, e na maioria dos casos, também um impacto
significativamente reduzido no ambiente. As tecnologias aplicadas na producédo de
enzimas permitiu a obtencédo de uma maior eficiéncia e elevada pureza do produto, e
também enzimas com estabilidade a atividade melhoradas (HASAN et al., 2006).

O desenvolvimento de técnicas de imobilizacdo tem sido importante por
proporcionar a reutilizacdo das enzimas, facilitar a separacdo dos produtos e
aumentar a estabilidade em solventes organicos. O principal interesse em imobilizar
uma enzima € obter um biocatalisador com atividade e estabilidade que ndo sejam
afetadas durante o processo, em comparacdo a sua forma livre. Idealmente, a
enzima imobilizada devera exibir uma atividade catalitica superior. Além disso, néo
deverdo ocorrer alteracdes estruturais, bem como modificagBes no sitio ativo. A
imobilizacdo pode inibir ou aumentar a atividade e estabilidade da enzima, porém
nao existe uma regra que prediga a manutencao destes parametros apds 0 processo
de imobilizacdo (DALLA-VECCHIA et al., 2004; KARRA-CHAABOUNI et al., 2006;
KUMARI et al., 2009). A imobilizacdo de enzimas também permite a facilidade de
aplicacdo tanto em sistemas continuos ou em bateladas (YAHYA et al., 1998;
OZYILMAZ & GEZER, 2010).

Materiais de suporte com uma elevada resisténcia mecéanica sao
particularmente desejaveis em sistemas agitados. A presenca de solventes pode
exigir materiais de apoio com elevada resisténcia quimica. Varios microrganismos

crescem facilmente em muitos dos substratos catalisados por lipases exigindo
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suportes resistentes a microrganismos. Os suportes devem permitir a utilizacdo

eficaz da enzima, estando elas acessiveis aos substratos (YAHYA et al., 1998).

2.3.1 Lipases

Muitas enzimas microbianas foram imobilizadas e um numero de estudos
relacionados com as vantagens da utilizacdo de lipases imobilizadas como
biocatalisadores tém sido relatados (ABBAS & COMEAU, 2003; SHARMA et al.,
2011).

O uso comercial de lipases é um negocio de bilhdes de doélares, que inclui
uma grande variedade de diferentes aplicacdes. As lipases tém recebido maior
atencdo recentemente, evidenciada pelo aumento da quantidade de informacdes
sobre lipases na literatura atual, principalmente no seu papel na patogénese e sua
crescente utilizacdo em aplicacBes biotecnolégicas (HASAN et al., 2006). Embora
atualmente, as aplicacdes industriais das lipases estejam concentradas nas
industrias de detergentes, novas aplicacbes vém se estabelecendo nos mais
diversos campos, tais como industria farmacéutica, quimica fina, cosméticos,
oleoquimica, couros, polpa de celulose e papel e no tratamento de residuos
industriais. As lipases vém deste modo, conquistando uma faixa crescente do
mercado de enzimas industriais, resultando no desenvolvimento de tecnologias
alternativas para a utilizacao no setor industrial (CASTRO et al., 2004).

As lipases sédo enzimas classificadas como hidrolases (triacilglicerol acil-
hidrolases, E.C. 3.1.1.3) (CASTRO et al.,, 2004). Possuem alta versatilidade e
realizam uma série de reacdes de bioconversao (GULATI et al., 1999; RODRIGUEZ-

NOGALES et al., 2005).



46

As lipases tém um importante papel devido ao fato de serem disponiveis
comercialmente, obtidas a partir de diferentes fontes, serem seletivas em relagcéo
aos seus substratos e também catalisadores muito eficientes mesmo sob condicdes
brandas de operacao, evitando alteracdes indesejaveis (CARVALHO et al., 2003).

As lipases sdo comumente encontradas na natureza, podendo ser obtidas a
partir de fontes animais, vegetais e microbianas (LIMA, 2013). Inicialmente, eram
obtidas a partir de pancreas de animais e usadas como auxiliar digestivo para
consumo humano. Em funcédo do baixo rendimento do processo fermentativo, as
lipases microbianas tinham também um custo bem mais elevado quando comparado
com outras hidrolases, como proteases e carboxilases. Entretanto, os recentes
avancos registrados na tecnologia do DNA tém permitido aos fabricantes de enzimas
colocar no mercado lipases microbianas com atividade elevada, a um custo bem
mais acessivel. Estima-se que comercialmente estdo disponiveis lipases de mais 34
diferentes fontes, incluindo 18 a partir de fungos e 7 de bactérias (CASTRO et al.,
2004; SHARMA et al., 2011).

A maioria das lipases de uso industrial corrente sdo de origem microbiana e
sdo produzidas em fermentacBes aerdbicas submersas convencionais, 0 que
permite  um maior controle sobre as condicdes de crescimento do que as
fermentacdes em estado sélido (HASAN et al., 2006). As lipases microbianas, nao
sdo nocivas a saude humana, sendo reconhecidas como Generally Regarded as
Save (GRAS). Do ponto de vista industrial, os fungos séo especialmente valorizados
porque as enzimas por eles produzidas normalmente sédo extracelulares, o que
facilita sua recuperacdo do meio de fermentacdo. Os trabalhos relatados em
literatura sobre lipases fungicas sdo numerosos, sendo que 0s mais extensivamente

estudados sé&o os fungos Geotrichum candidum, Aspergillus niger, Aspergillus
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oryzae, Rhizopus delemar e Penicillium cyclopium (CARVALHO et al., 2005;
SHARMA et al.,, 2011), sendo conhecidas também as estruturas de lipases de
Humicola lanuginosa, Mucor miehei, Pseudomonas glumae, Candida rugosa
(anteriormente C. cylindraceae), Candida antarctica, Chromobacterium viscosum,
pancreas de cavalo, pancreas humano e pancreas bovino (YAHYA et al., 1998;
DALLA-VECCHIA et al., 2004).

Dependendo da fonte, as lipases podem ter massa molecular variando entre
20 a 75 kDa (YAHYA et al.,, 1998; CASTRO et al., 2004). Algumas lipases
demonstraram estabilidade consideravel ao longo de uma ampla gama de valores de
pH. Normalmente elas sao ativas em pH entre 6,5 e 7,0 podendo chegar a 8,0
(RAJEANDRAN et al.,, 2009). As lipases sdo usualmente estaveis em solucbes
aguosas neutras a temperatura ambiente, apresentando, em sua maioria, uma
atividade oOtima na faixa de temperatura entre 30 e 40°C. Sua termoestabilidade
varia consideravelmente em func&o da origem, sendo as lipases microbianas as que
possuem maior estabilidade térmica (CASTRO et al., 2004). No entanto, de acordo
com Hasan et al. (2006), quando lipases imobilizadas séo utilizadas em condicfes
normais “industriais”, temperaturas tdo elevadas quanto 70°C sdo possiveis por
periodos prolongados (GULATI et al., 1999).

As lipases também possuem propriedades caracteristicas tais como a
especificidade do substrato, a estereoespecificidade, a regiospecificidade e a
capacidade de catalisar rea¢des heterogéneas na interface de sistemas solUveis em
agua e insoliveis em agua e em solventes organicos (GULATI et al.,, 1999;
RAJEANDRAN et al., 2009). Além disso, as lipases, ndo requerem cofatores

(DALLA-VECCHIA et al., 2004; YAHYA et al., 1998; ARAGAO et al., 2009).
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Para aplicacdo industrial, a especificidade da lipase é um fator crucial. A
enzima pode ser especifica com relacdo a molécula acida ou alcodlica do substrato.
As lipases séo divididas em 3 grupos baseados em sua especificidade. Lipases néo
especificas (ex: produzidas por Candida rugosa, Staphylococcus aureus,
Chromobacterium viscosum e Pseudomonas sp.), quebram as moléculas de
acilglicerol na posicdo randdémica, produzindo acidos graxos livres, glicerol,
monoacilglicerdis e diacilgliceréis como intermediarios. Neste caso, 0s produtos sao
similares aqueles produzidos por catalise quimica, porém com menor grau de
termodegradacédo, devido a temperatura na biocatalise ser bem inferior (CASTRO et
al., 2004).

Também merece referéncia a estereoespecificidade, ou seja, a capacidade
gue algumas lipases possuem de discriminar os enantioméros de uma mistura
racémica. A especificidade estrutural ou regiosseletividade é decorrente da
orientacdo imposta pelas dimensfes e pela estrutura do centro ativo a ligacdo do
substrato. Estas restricbes levam a distincdo e a transformacao seletiva de fungbes
quimicamente similares na mesma molécula. A seletividade e a estereoquimica
advém da prépria quiralidade da enzima, ou seja, de sua simetria estrutural, que
limita a acdo em substratos que nao satisfacam determinadas relacdes espaciais.
Desse modo, a catdlise enzimatica permite transferir ou criar centros quirais nas
moléculas, assim como distinguir formas enantibmeras. Lipase tem sido empregada
para resolucdo de racematos, resultando em rendimentos elevados, para obtencao
de ésteres, alcoois e acidos opticamente puros (CASTRO et al., 2004, DUBAL et al.,

2008).
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2.3.1.1 Reac0es catalisadas por lipases

As lipases séo biocatalisadores muito importantes que vém sendo utilizados
para catalisar uma série de reacdes de grande valor sintético (DALLA-VECCHIA et
al., 2004).

Lipases atuam sobre as ligacOes éster de triacilglicerdis, com a posterior
liberacdo de acidos graxos livres, diacilgliceréis, monoacilglicerois e glicerol (LERIN
et al., 2011). A diferenciacdo entre uma lipase e uma esterase (EC. 3.1.1.1) esta no
fato de que a primeira catalisa reacGes de substratos insollveis em agua, enquanto
que uma esterase age em substratos solluveis (DALLA-VECCHIA et al., 2004).

As lipases também sdo capazes de catalisar reacdes reversiveis
(esterificacdo, transesterificacdo e interesterificacdo), desde que 0 meio aquoso seja
substituido por um solvente organico ou um meio aquoso/organico bifasico (GOMES
et al., 2004; HASAN et al., 2006; RAJEANDRAN et al., 2009; OZYILMAZ & GEZER,
2010; LERIN et al., 2011). Os substratos de baixo peso molecular parecem ter
menos afinidade para estas enzimas que substratos de cadeia longa, uma vez que
estas moléculas sdo encontradas para exercer efeitos inibitérios sobre a enzima
(ABBAS & COMEAU, 2003).

Em particular, o potencial de aplicacdo destas enzimas para a sintese de
ésteres de cadeia curta tem atraido o interesse de uma ampla gama de campos
industriais (GUVENC et al., 2002; TORRES et al., 2009).

Diversos trabalhos de pesquisa estdo sendo realizados, visando a otimizagao
e 0 desenvolvimento de processos em escala industrial para a sintese de diversos

ésteres de valor comercial (CASTRO et al., 2004).
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Entre as enzimas, a lipase Candida antarctica B (CALB) mostrou uma alta
atividade catalitica para a esterificacdo de acidos carboxilicos. A CALB €& um
catalisador versatil para uma ampla gama de reac¢des organicas. Sua alta atividade,
estabilidade térmica, seletividade e especificidade em comparacdo com outras
lipases conhecidas a tornam especial para aplicacbes exclusivas (RAHMAN et al.,
2011).

Industrialmente, a esterificacdo empregando a enzima lipase foi
comercializada pela Unichema International para a producdo de ésteres de acidos
graxos de alto grau de pureza e qualidade, como o isopropilmiristato,
isopropilpalmitato e 2-etilexilpalmitato, que s&o ingredientes empregados na
formulacdo de cremes cosméticos e outros produtos de higiene. O processo permite
a recuperacdo da preparacdo enzimatica e sua reutilizacdo em bateladas
subsequentes (GOMES et al., 2004).

Desde que lipases sdo amplamente utilizadas nas industrias de alimentos, é
necessario estudar o seu desempenho durante a reacéo de esterificacdo. O controle
preciso da concentracdo da lipase, alcool e/ou concentracdo do acido, temperatura e
tempo de reacdo é necessdria para maximizar a producdo de ésteres de aroma

(RODRIGUEZ-NOGALES et al., 2005).
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3 MATERIAL E METODOS

Neste capitulo serdo descritos os procedimentos laboratoriais realizados
durante a fase experimental realizada no ambito deste trabalho relacionado ao
estudo da otimizacdo da sintese enzimatica de acetato de isoamila em sistema livre
de solvente. Todos os experimentos foram realizados nos laboratérios do Programa

de Pdés-graduacdo em Engenharia de Alimentos da URI Erechim.

3.1 MATERIAIS

Para a realizacdo deste trabalho foram utilizados alcool isoamilico e acido
acético (Vetec Quimica Fina Ltda, Rio de Janeiro, Brasil) como substratos para as
reacdes de esterificacdo, sem qualquer pré-tratamento. Peneiras moleculares de 4 A
foram adquiridas da Sigma-Aldrich (EUA). A lipase comercial utilizada neste trabalho
foi a Novozym 435 de Candida antarctica, imobilizada em resina anibnica

macroporous, adquidrida da Novozymes, Brasil (Araucéria, PR, Brasil).

3.2 METODOS

3.2.1 Reacgéo de esterificagdo

A sintese de acetato de isoamila foi realizada a partir da preparagéo de 25mL
de mistura reacional de alcool isoamilico e acido acético, nas razdes molares
determinadas no delineamento experimental (Tabela 1), em Erlenmeyers de 50 mL.

ApOs a dissolucdo completa dos substratos, foram adicionadas as peneiras
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moleculares (2% em peso de substrato) e enzima a mistura conforme tabela 1,
sendo que o tempo reacional foi contado a partir da adicdo das mesmas. Todos 0s
experimentos foram realizados em agitador orbital a uma agitacao constante de 150
rom durante 6 horas a 30°C. Os parametros de temperatura e agitacdo foram
determinados apartir de testes preliminares e foram fixos em todos 0s ensaios.

Apés a conclusdo do tempo de reacdo, o biocatalisador foi filtrado e as
amostras foram mantidas a 5°C para posterior determinacdo de conversdo da

reacao.

3.2.2 Determinacdo da conversao da reacao

A producédo de acetato de isoamila foi quantificada em um cromatdgrafo a gas
(GC-2010, Shimadzu Scientific Instruments, EUA), equipado com processador de
dados, usando uma coluna capilar RTX-WAX Restek (30 m de comprimento x 250
um i.d. x 0,25 um de espessura), detector de ionizagcdo de chama, com a seguinte
programacao de temperatura: 40°C (5 min.); 40-180°C (10 min.), 180°C (5 min;),
temperatura do injetor 250°C, detector a 275°C, modo de injecéo split, razdo de split
50:1. H, (56 kPa) foi usado como gas de arraste e um volume de 0,4 uL de amostra
diluida em diclorometano (1:10) foi injetado. A conversdo da reac¢do foi calculada
com base na reducdo da area de reagente limitante com base na estequiometria da
reacao. A formacéo do produto foi confirmada comparando o tempo de retencao do

mésmo com padrdo auténtico de acetato isoamila.
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3.2.3 Otimizacao da producéo de acetato de isoamila

Para determinar as condicfes experimentais que otimizam a sintese de
acetato de isoamila, um Delineamento Composto Central Rotacional 2°> (DCCR) foi
realizado. Onze ensaios foram realizados, variando a razdo molar de alcool/acido
(0,18:1 a 5,8:1) e concentracdo de enzima (3 a 17% em peso). Os intervalos
estudados para cada variavel sdo apresentados na Tabela 1. O planejamento foi
executado em triplicata no ponto central para avaliar o erro associado com o
processo. O software Statistica® 8.0 (Statsoft Inc.,EUA) foi utilizado para auxiliar na
elaboracdo e andlise estatistica dos dados experimentais, adotando-se em todos os

casos estudados um nivel de confianca de 95% (p<0,05).

Tabela 1: Variaveis e niveis do DCCR 22 para producéo enzimatica de acetato de

isoamila.

Razao Molar (mol/mol)

Variaveis/Niveis (&lcool/cido)

[E] (Yom/m substratos)

-1,41 0,18:1 3
-1 11 5
0 3:1 10
1 5:1 15

1,41 5,8:1 17

3.2.4 Avaliacéo cinética da producdo enzimatica de acetato de isoamila

O estudo cinético da reacao foi realizado na condicdo otimizada definida
anteriormente: razdo molar acido/alcool de 1:5, concentracdo da enzima de 15% (em

peso do substrato) e temperatura de 30°C. Pode ser importante enfatizar que os
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experimentos foram destrutivos e sem amostragem, nos tempos de 0,5, 1, 1,5, 2, 3,

4,5 e 6 horas.

3.2.5 Ciclos de retso da enzima

Para a determinacao dos ciclos de redso da Novozym 435, as rea¢cdes foram
realizadas em shaker com agitacdo constante de 150 rpm, temperatura de 30°C,
razdo molar dos substratos de 1:5 (acido/alcool), concentracdo de enzima de 15%
(em peso do substrato), tempo de reacdo de 4 horas e 2% (em peso do substrato)
de peneiras moleculares. Apds o término da reacdo a enzima foi recuperada para
ser reutilizada num novo ciclo, sem qualquer tratamento. A conversao da reacao foi

determinada no fim de cada ciclo de utilizac&o.

3.2.6. Efeito das peneiras moleculares

Para determinacdo do efeito das peneiras moleculares na reacgao, realizou-se
0s ensaios na condicao otimizada (150 rmp, 30°C, razdo molar 1:5 (acido/alcool),
15% e 4 horas de reacado) utilizando-se as seguintes propor¢cdes de peneiras

moleculares: 0%, 1%, 2%, 3%, 4% e 5% em relacdo ao peso de substratos.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 OTIMIZACAO DA PRODUCAO DE ACETATO DE ISOAMILA

A Tabela 2 apresenta a matriz do Delineamento Composto Central Rotacional
(DCCR) 22 completo (valores codificados e reais) com as respostas em termos de

conversao em acetato de isoamila.

Tabela 2: Matriz do delineamento experimental (valores codificados e reais) com as
respostas em termos de conversdo em acetato de isoamila, a 30°C, 150 rpm e 6 h.

Ensaio Raz&o molar acido/alcool Concentracdo de enzima (m/m %) Conversao (%)

1 “1(1:1) -1(5) 15,14
2 1(1:5) -1(5) 78,77
3 “1(1:1) 1(15) 17,27
4 1(1:5) 1(15) 93,11
5 -1,41(1:0,18) 0(10) 24,97
6 1,41(1:5,8) 0(10) 87,22
7 0(1:3) -1,41(3) 18,33
8 0(1:3) 1,41(17) 93,39
9 0(1:3) 0(10) 72,64
10 0(1:3) 0(10) 72,90
11 0(1:3) 0(10) 78,70

Uma analise preliminar desta tabela permite-nos verificar que a condicdo
experimental em relagcdo a concentragdo mais elevada de enzima e um excesso de
alcool (experimentos 4 e 8) proporcionaram a maior producéo de acetato de isoamila
(~93%). Relacionado com a razdo molar de acido e alcool, a literatura salienta que
um excesso de alcool pode afetar positivamente o processo de conversdo (YEE et

al., 1997, BARTLING et al., 2001; CHIARADIA et al., 2012; AZUDIN et al., 2013). De
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uma maneira geral, as conversdes mais elevadas foram atingidas com
concentracfes de enzima elevadas.

Os resultados obtidos no delineamento experimental foram analisados
estatisticamente e os efeitos das variaveis independentes estdo apresentados na

forma de Gréfico de Pareto (Figura 2.).

2
]]]]]]]
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Efeito estimado (Valores absolutos)

Figura 2: Grafico de Pareto da producéo de acetato de isoamila (6 horas de reacdo
30°C).

Observou-se que apds 6 horas de reacdo, a concentracdo da enzima (E) e a
razdo molar dos substratos (RM) apresentaram efeitos significativos positivos
(p<0,05) sobre a conversao da reacdo, o que significa que os maiores niveis destas
variaveis conduzem as maiores conversoées (Figura 2).

A Analise de variancia dos resultados do planejamento experimental esta

apresentada na Tabela 3.
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Tabela 3: Andlise de variancia para producdo de acetato de isoamila no segundo

planejamento experimental.

SQ GL QM F calc. p-valor
Regressao 9377,962 5 1875,59 6,70 0,028
Residuo 1398,943 5 279,78
Falta de ajuste 1375,42 3
Erro puro 23,52 2
Total 10776,90 10

F tab= 5,05

O coeficiente de correlagéo obtido (0,87) e o teste F (F calculado maior que F
tabelado) validaram estatisticamente o modelo (p<0,95) e permitiram a construgéo
da superficie de resposta e curva de contorno, apresentados na Figura 3.

Como pode ser observado na Figura 3, nas maiores concentracdes de enzima
e razbes molares foram encontradas as maiores conversoes.

Guvenc et al. (2002), investigaram a producdo de acetato de isoamila por
duas lipases comerciais imobilizadas utilizando acido acético e alcool isoamilico
como substratos num sistema isento de solvente. A conversao mais elevada (80%)
foi obtida por Novozym 435, com razao molar de substratos de 1:2 (acido:alcool),
concentracdo de enzima de 5% em peso (com base na massa total de substratos),
temperatura de 30°C, 150 rpm e 6 horas de reacdo. Comparativamente, a conversao
de acetato de isoamila obtida no presente estudo foi superior, entretanto, 0s
resultados confirmam a tendéncia observada de quanto maior a razdo molar

acido/alcool maiores niveis de conversdo sdo obtidos.
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Figura 3: Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) para producdo de

acetato de isoamila em fungcéo da concentracdo de enzima e razao molar.

Os resultados obtidos no planejamento experimental permitiram a obtencao
de um modelo empirico codificado para a conversdo enzimatica de acetato de
isoamila em funcdo da razdo molar e concentracdo de enzima, o qual esta

apresentado na Equacéo 1.



59

Conversao (%)=74,80+28,61*RM-10,70*RM2+15,34*E-10,82*E2
(1)
Onde:

RM = razdo molar entre acido acético e alcool isoamilico

[E] = concentracdo de enzima (%) m/m substratos

Em estudo realizado por Féher et al. (2008) o excesso de alcool também
apresentou uma influéncia positiva significativa sobre a taxa de reacéo e rendimento
final, para a producdo enzimatica bifasica de acetato de isoamila em liquido iénico
como solvente.

Krishna et al. (2000), obtiveram conversdes de 95% de acetato de isoamila
utilizando 34% em peso de Lipozyme RM IM como catalisador, heptano como
solvente e a concentracdo equimolar de substratos (0,06 M) a 40°C em 72 horas. O
mesmo grupo (KRISHNA et al.,, 2001) obteve a converséo de 80%, utilizando o
mesmo sistema catalisador em heptano na proporcdo molar de substratos de 8:1 e
72 horas de reacao.

Resultados semelhantes foram obtidos por Azudin et al. (2013). O acetato de
isoamila foi produzido utilizando-se lipase de Candida antarctica (CALB) por meio de
reacado de esterificacdo entre o anidrido acético e alcool isoamilico num sistema
isento de solvente. Os parametros estudados foram razdo molar acido-alcool (0,1-2),
tempo de reacédo (2-6 horas), temperatura (30-50°C) e concentracao de enzima (4-
12% em peso). A maxima producdo de acetato de isoamila (41,6 vezes) foi
alcancada com razdo molar acido/alcool 2, a concentragdo de enzima de 5,78% em

peso, 3 horas e temperatura de reacdo de 44°C. Altas conversfOes de acetato
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isoamila foram alcancadas por estes autores, no entanto, a utilizacdo de anidrido

acético como agente doador de acila pode tornar 0 processo economicamente

inviavel além de produzir acido acético como produto secundario da reacgao.

O Quadro 2 apresenta relatos da producdo de acetato de isoamila

apresentados na literatura, em diferentes condices de reacéo.

Quadro 2: Condicbes o6timas de producdo de acetato de isoamila obtidas por

diversos autores

Lipases obtidas de/ | Razdo molar Solvente | Tempo | Temperatura | Conversdo | Referéncia
Concentragéo (4cido/élcool)
Candida antarctica Equimolar Isento 3h 44°C 41.6 vezes | Azudin et
5,78% m/m al., 2013.
substrato
Candida antarctica/ | 1:3 anidrido Liquido 15 min. 55°C 92% Cvjetko et
micro-reator de acético/ alcool ibnico al., 2012.
fluxo continuo isoamilico
(70mg)
Staphylococcus Equimolar Isento 8h 37°C 64% Ghamgui et
simulans/ 60UI al., 2005.
Candida antarctica/ 1:2 Isento 6h 30°C 80% Guvenc et
5% m/m substrato al., 2002.
Candida antarctica Equimolar Isento 8h 30°C 75% Guvenc et
12% m/m substrato al., 2007.
Mucor miehei Equimolar Heptano 72h 40°C 95% Krishna et
34% al., 2000.
Rhizomucor miehei 1:8 Heptano 72h 40°C ~80% Krishna et
10g.L™ al., 2001.
Rhizopus oryzae Equimolar Isento 8h 40°C 95% Kumari et
16% al., 2009.
Candida antarctica Equimolar Hexano 3h 40°C ~100% Romero et
13,8 g/mol de al., 2007
substrato
Pancreas de porco 1:2 Heptano 5h 30°C 77,1+ Silva et al.,
(LPP) 1,2% 2013.
Bacillus Nao Hexano 24h 28°C 42.8% Torres et
licheniformis informado al., 2009.

(4.6x10° mg.ml™)
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Segundo Gilveng et al. (2002), a utilizacdo de &cido acético como um doador
de acila na transesterificacdo e reacdes de esterificacao diretas foram anteriormente
estudadas com pouco ou nenhum sucesso. O acido acético tem um efeito inibitorio
sobre a maioria das lipases, uma vez que tem pouca afinidade com acidos de dois
carbonos, além da reducao de pH ocasionada pelo mesmao.

Reacdes de sintese de ésteres fazem uso da lei de acdo de massas
conduzindo o equilibrio no sentido da sintese, quando a agua gerada durante a
reacao € removida. Estas reacGes ocorrem em baixa atividade de agua. Em estudo
realizado por Rajeandran et al. (2009), o rendimento 6timo da esterificacédo foi obtido
determinando a razdo molar de substrato e a concentracdo de enzima 6timos. Os
efeitos inibidores dos acidos foram fortemente atenuados através da reducédo da
guantidade de &cido e aumentando a quantidade de enzima nos meios de reacdo. O
desempenho de esterificacdo foi dependente da estrutura do alcool, com a atividade
maxima observada para o &lcool primario. Alcoois secundarios e terciarios
diminuiram as taxas de reacdo em mais de 40%. A sintese de éster pode ser

maximizada para os substratos que contém o excesso de doadores de acila.

4.2 AVALIACAO CINETICA DA PRODUCAO ENZIMATICA

A Figura 4 apresenta a avaliagdo da cinética da producdo de acetato de

isoamila na condi¢do experimental otimizada previamente determinada.
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Figura 4: Cinética da producdo enzimatica de acetato de isoamila (150rpm, 30°C,
razdo molar 1:5 (acido acético: alcool isoamilico) e concentracdo da enzima (m/m

substrato) 15%).

Como pode ser observado na Figura 4, apds 3 horas de reacdo a conversao
acima de 90% foi obtida.

Romero et al. (2007) estudaram a cinética da sintese de acetato de isoamila
catalisada por Novozym 435 em n-hexano, utilizando uma concentracdo equimolar
de substratos (0,4 M), concentracdo de enzima de 13,8 g/mol de substrato, 200 rpm
e 40°C e relataram uma conversao de cerca de 100% apds 3 horas de reacdo. Um
estudo semelhante conduzido por Shih et al. (2007), na producao de butirato de L-
mentila, mostraram conversdes de 72,6%, depois de 8,7 horas, 37°C, 31,7% da
enzima e uma proporgédo molar de substratos de 1:2,6.

De acordo com Lerin et al. (2010), a perda de atividade da enzima ao longo
do tempo pode ser provocada pela desativacdo da enzima como uma consequéncia

do efeito térmico e concentracdo do produto. O conhecimento da lei de velocidade
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que rege o processo de desativacdo muitas vezes € importante nos processos de

catélise enzimatica e de interesse na concepcdo do processo.

4.3 EFEITO DA REUTILIZACAO DA ENZIMA

Na condicdo experimental otimizada definida anteriormente, os ciclos
sucessivos de uso da enzima foram avaliados. Depois de cada lote, a mistura da
reacao foi avaliada em termos de conversdo de acetato de isoamila e a enzima, sem
qualquer pré-tratamento, foi testada em termos de atividade enzimatica. Conversdes
de cerca de 80% foram observadas apds cada ciclo, para 10 ciclos sucessivos

(Tabela 4).

Tabela 4: Relso da enzima na producdo de acetato de isoamila na condicdo
otimizada (150rpm, 30°C, razdo molar 1:5 (acido acético: &lcool isoamilico) e

concentragéo da enzima (m/m substrato) 15%).

Ensaio Conversao (%)
85,11
87,33
87,73
85,34
87,13
85,45
81,13
83,95
77,18
85,53
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Estes resultados podem ser considerados relevantes para a aplicacdo deste
processo em escala industrial, visto que o biocatalisador pode ser utilizado para
varios ciclos, sem perda significativa de atividade, reduzindo os custos de producéo.

Na avaliacdo do uso da Novozym 435 para producdo de propionato de
geranila também foi possivel a reutilizacdo por 10 ciclos sucessivos da enzima
(PAROUL et al., 2010).

Lerin et al. (2011), estudaram o reluso do mesmo biocatalisador em trés
sistemas diferentes e apos 10 ciclos a atividade enzimética se manteve em até 90%.
Em estudo de producdo de acetato de hexila e valerato de etila por lipase
imobilizada de Staphylococcus simulans num sistema isento de solvente, Karra-
Chéabouni et al. (2006), relataram o decréscimo da atividade enzimatica somente

apos 10 ciclos de reudso.

4.4 EFEITO DAS PENEIRAS MOLECULARES

Silva et al. (2013), estudaram o efeito das peneiras moleculares na producao
de acetato de isoamila, catalisado por lipase de pancreas de porco, e obtiveram a
conversdo maxima (77,1% +/- 1,2%) utlizando 7,5% em massa de peneira
molecular, para a reacdo conduzida a 30°C, razdo molar acido:alcool de 1:2, e

12,5% em massa de biocatalisador ap6s 5 h de reacao.

O estudo do efeito das peneiras moleculares no rendimento da reacao esta

apresentado na Tabela 5.
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Tabela 5: Conversdo em acetato de isoamila na condicdo otimizada em diferentes

concentracfes de peneiras moleculares.

Peneiras Moleculares (% m/m substratos) Conversao em acetato de isoamila (%)

0 97,09
1 98,56
2 97,90
3 96,91
4 97,67
5 98,19

Como pode ser observado o uso das peneiras moleculares torna-se
desnecessario caso a reacao seja conduzida com excesso de alcool (condicéo
otimizada razdo molar 1:5 acido/alcool).

De acordo com Fehér et al. (2008), a agua como subproduto da reacdo de
esterificacdo pode deslocar o equilibrio no sentido da direcédo de hidrdlise, portanto,
varios métodos foram utilizados para a remoc¢ao da agua produzida, entre eles, esta

0 uso de peneiras moleculares.

4.5 CONSIDERACOES FINAIS

O uso da metodologia de superficie de resposta para otimizar a esterificacédo
catalisada por lipase foi relatado por alguns autores, sendo as principais variaveis
analisadas a razdo molar do substrato, a concentragcdo de enzima e o tempo de
reacdo. Os resultados muitas vezes mostram que, mesmo apdés a otimizacao, o
tempo de reacdo era geralmente longo, levando em torno de 8 a 48 horas para os

rendimentos maximos. Este periodo de tempo é considerado longo demais para uma
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aplicacao industrial e representa a maior parte dos custos de aplicacdes de enzimas,
tornando-o improprio para processos em grande escala (MARTINS et al., 2011).

No presente trabalho, conversdes elevadas (> 90%) foram obtidas apos 3
horas, a 30°C, razdo molar acido acético e alcool isoamilico 1:5 e concentracdo da
enzima de 15% em peso (com base na massa de substratos). O estudo da
reutilizacdo do biocatalisador demonstrou elevado potencial deste sendo que
conversdes superiores a 83% foram obtidas apds 10 ciclos de uso. Os resultados
obtidos podem ser considerados promissores, em comparagcdo com aqueles

apresentados na literatura.
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5 CONCLUSAO

O comportamento da enzima utilizada, a concentragcdo da mesma e a razao
molar dos substratos mostraram ser parametros de reacdo importantes que afetam o
rendimento da reacdo e devem ser avaliados para obtencdo de um processo
otimizado na producdo de ésteres. O presente trabalho avaliou o efeito dessas
variaveis e obteve a melhor condi¢cdo para producdo de acetato de isoamila (93%
em 6 horas) a 30°C, razao molar 1:5 (acido acético:alcool isoamilico) e concentracao
da enzima de 15% (m/m substrato). Através do estudo da cinética reacional foi
possivel reduzir o tempo para 3 horas mantendo a conversao acima de 90%. Nestas
condi¢des, também foi possivel reutilizar a enzima por pelo menos 10 ciclos sem uso
das peneiras moleculares.

A metodologia utilizada também possibilitou a obtencdo de um modelo
matematico empirico para a producdo de acetato de isoamila. As condi¢cdes 6timas
demontradas neste estudo podem ser utilizadas futuramente para escalonamento da
producdo enzimatica de acetato de isoamila para se obter produtos de alta qualidade

com custos reduzidos e economicamente viaveis.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Com base nos resultados obtidos, podem ser apresentadas as seguintes

sugestdes para trabalhos futuros:

Realizar testes com outras lipases comerciais de menor custo e nao
comerciais e comparar o desempenho com lipase comercial;

Realizar testes em escala piloto e em sistema de fluxo continuo;

Realizar a sintese de diferentes ésteres de aromas frutais nas
condi¢cOes experimentais otimizadas;

Realizar reacdes de esterificagdo usando propor¢des equimolares dos
substratos com peneiras moleculares tendo como objetivo a reducéo
do custo de producdo;

Realizar testes de reuso e recuperacdo das peneiras moleculares apés

a reacao.
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