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Esteres de aroma sdo largamente empregados na industria alimenticia como
aromatizantes e flavorizantes, e uma das formas de prepara-los é através do uso de
lipases. Neste trabalho foi analisada a influéncia do suporte para a imobilizacado da
lipase de Burkholderia cepacia (LPS-SD) nas reacfes de preparacdo do octanoato
de etila e acetato de isoamila em meio organico, utilizando n-hexano como solvente.
Na preparacdo do octanoato de etila, foi observada a volatilizacdo do reagente de
partida etanol, o que tornou os dados obtidos na catalise ndo confiavel. Nas reacdes
com o alcool isoamilico, 0 mesmo problema néo foi observado. Filmes de poli-6xido
de etileno (PEO), poli-alcool vinilico (PVA), amilopectina de pinhdo e amido de cara,
gengibre, inhame, mandioca, milho e pinhdo foram utilizados para a imobilizacdo da
LPS-SD. Esta lipase foi também imobilizada em gel de &gar e bucha vegetal. Estes
sistemas foram usados como biocatalisadores na preparacdo do acetato de isoamila.
Todas as reacOes foram realizadas a 35 °C por 24h, e as que apresentaram 0s
maiores valores de conversdo no primeiro uso foram aquelas com a LPS-SD
imobilizada em filme de PEO (89%), bucha vegetal (81%) e em filme de amido de
batata (70%) e de pinhdo (64%). Nas reacdes utilizando LPS-SD imobilizada em
filme de gelatina e em gel de agar, as conversées foram muito baixas (31 e 8%,
respectivamente). Ao usar os outros filmes de amido, amilopectina e PVA os valores
de conversdo em éster foram moderados (~50%). No segundo reuso as reacdes
com a LPS-SD imobilizada em filme de PEO e em filme de amido de pinh&o foram
as que continuaram a apresentar os melhores resultados, sendo as conversdes de
84 e 64%, respectivamente. Ao avaliar a influéncia de temperatura e tempo de
reacdo usando o filme de amido de pinhdo como suporte, obteve-se 0 acetato de
isoamila com conversdo de 64% a 35 °C em 24 h. O filme de amido de pinh&o foi
escolhido para os préximos estudos (tempo e temperatura) devido ao seu baixo
custo de obtencdo e ser um biopolimero de fonte renovavel, aprimorando o sistema
de acordo com os principios da quimica verde. A maior conversdo em acetato de
isoamila foi obtida a 35 °C em 24 h, sendo de 64%.

Palavras-chave: imobilizacéo de lipase; suportes para enzima; ésteres de aroma



1. INTRODUCAO

Atualmente, os ésteres sao largamente utilizados na industria, desde 0 uso
como solventes até a aplicacdo como aromatizantes e flavorizantes artificiais em
alimentos consumidos todos os dias pela populacdo, passando pela producéo de
polimeros e perfumes.

Desta maneira, faz-se necessaria a busca por rotas sintéticas para a formacao
destes compostos com alta converséo, baixo custo e que ndo sejam prejudiciais ao
meio ambiente. O método mais simples de sintese € a esterificacdo de Fisher,
porém, apesar de apresentar baixo custo e rendimentos relativamente altos, exige
altas temperaturas e o uso de catalisador acido, além de excesso de um dos
reagentes, 0 que vai contra os principios de quimica verde.

Assim, a busca por alternativas a esterificacdo de Fisher levou a utilizacao de
lipases como biocatalisadores na sintese de ésteres utilizando temperaturas brandas
e quantidades equimolares dos reagentes. Visando evitar o desperdicio de enzimas,
gue sao catalisadores bastante eficientes e ndo tdo baratos, utiliza-se 0 método de
imobilizagdo para que elas possam ser facilmente recuperadas do sistema reacional
e utilizadas novamente nas reacbes, com o aumento da vida util do catalisador e
diminuicao do custo total da producéo.

Contudo, cada sistema enzima/suporte responde de maneira diferente para
um determinado meio reacional, tornando entdo necessario o estudo do melhor
sistema para o meio em que se deseja trabalhar, escolhendo meticulosamente qual
enzima, suporte, solvente, temperatura e tempo reacional sdo mais adequadas para
se obter o melhor resultado em uma reacéo.

Para preparar os ésteres octanoato de etila e acetato de isoamila, que
apresentam aroma de coco e banana, respectivamente, deve-se entdo avaliar qual
suporte para a lipase LPS-SD apresentara o melhor desempenho. Também é
importante estudar o efeito do tempo e temperatura de reacdo para obter um

conjunto de parametros ideais para cada reacao estudada.
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1. Catélise

A Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC) define catalise
como sendo o processo quimico na qual ha um aumento da velocidade de uma
reacdo através do uso de um catalisador, sendo este uma substancia que participa
da reacdo quimica sem ser consumida durante o processo e capaz de fornecer um
caminho de reacao alternativo com energia de ativacdo menor do que a da reacéo
ndo-catalisada, porém mantendo a mesma energia de Gibbs global. -3

Classifica-se a catalise de acordo com a fase onde se encontra o catalisador:
se ele esta na mesma fase do reagente e do produto, a reacao é classificada como
catalise homogénea; se o catalisador estd em uma fase diferente, entdo € uma
catalise heterogénea. ¥ H4 ainda a biocatalise, que realiza uma reacéo catalisada
por meios biolégicos, como, por exemplo, enzimas e seus extratos, células integras
e micro-organismos.

Atualmente, cerca de 90% dos processos quimicos utilizam catalise em pelo
menos uma de suas etapas, e com 0 aumento da consciéncia ambiental e o
incentivo do uso da catélise como um dos principios da quimica verde, este nimero
deve aumentar ainda mais. [ Dentre os processos de catdlise, a biocatalise se
destaca por apresentar muitas caracteristicas importantes na pratica da quimica
verde, como a prevencdo de producdo de residuos, formacdo de substancias com
pouca ou nenhuma toxicidade ao homem e ao meio ambiente e utilizacdo de
matérias-primas renovaveis. Outro aspecto positivo da biocatélise é a possibilidade
de utilizar meios reacionais suaves, como agua em temperatura e pH fisiolégicos,
bem como o uso de catalisadores biodegradaveis como as células e enzimas. 4°!
2.2. Enzimas

Enzimas séo, em geral, proteinas globulares que atuam como catalisadores
extremamente eficientes em reacgfes bioquimicas, exercendo papel importante na
quebra e formacdo de diversas moléculas no organismo, aumentando as
velocidades das reacées na ordem de 10'° a 1023, Por possuirem uma estrutura que
apresenta quiralidade, sdo altamente estereosseletivas e regiosseletivas, além de
apresentarem quimiosseletividade. [3:46]

Durante muitos anos acreditou-se na ideia de “uma enzima, um substrato”

devido ao modelo chave-fechadura proposto por Emil Fischer em 1894 que
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introduziu a nocdo de que as interacbes enzima-substrato sdo complementares,
sugerindo que a alta especificidade das enzimas se deve ao fato do substrato se
encaixar perfeitamente no seu sitio ativo, considerando que tanto o biocatalisador
(fechadura) quanto o ligante (chave) possuem conformacées rigidas. 13671

Entretanto, em 1958 Daniel Koshland sugeriu um novo modelo de encaixe-
induzido, onde a ligacdo enzima-substrato libera energia suficiente para que a
enzima sofra uma mudanca conformacional, seja apenas no sitio ativo ou em toda a
sua estrutura, para acomodar melhor o substrato e aproximar grupos funcionais
necessarios para a estabilizacdo do estado de transicdo através de interacbes com
esses grupos. Esta é a teoria mais aceita atualmente. 38 A Figura 1 mostra um

desenho exemplificando os modelos da chave-fechadura e do encaixe-induzido.

¢ Q¢ €

Figura 1. Representacdo dos modelos enzimaticos da chave-fechadura (a) e encaixe-
induzido (b).

Devido ao grande numero de enzimas existentes, a Unido Internacional de
Bioquimica e Biologia Molecular (UIBBM) adotou um sistema de classificacédo
dividindo-as em seis classes, de acordo com o tipo de reagdo catalisada, como
pode-se observar na Tabela 1. [48]

Tabela 1. Classificagdo internacional de enzimas segunda a UIBBM.

Classe Nome da classe Tipo de reacao catalisada

1 Oxirredutase Transferéncia de elétrons

2 Transferase Transferéncia de grupos funcionais

3 Hidrolase Reac0bes de hidrolise

4 Liase Clivagem por eliminagéo ou adi¢cao de grupos a duplas
ligacbes

5 Isomerase Reacdes de isomerizacao

6 Ligase Formacgédo de ligagbes C-C, C-S, C-O e C-N por
condensacao

12




Nos ultimos anos a demanda de enzimas para utilizacdo na industria téxtil, de
alimentos, farmacos, cosméticos, papel, couro e na agricultura, entre outros
mercados, tem aumentado consideravelmente, e o avanco em engenharia de
proteinas e biotecnologia tornaram possivel a manipulagdo de enzimas para que
tenham caracteristicas desejadas em relacdo a especificidade, seletividade e
atividade com um custo comercial relativamente bom. [9:1]

Dentre as enzimas mais flexiveis quanto a especificidade e de baixo custo
comercial estdo as lipases, uma subclasse das hidrolases, encontradas em
organismos animais, vegetais e microbianos. Por esses motivos as lipases estédo
entre as trés enzimas mais utilizadas no setor industrial, juntamente com proteases e
carboidrases. [10-12]

A principal funcdo das lipases no organismo € promover a hidrélise de
triacilglicerdis aos correspondentes acidos graxos e glicerol, porém sao largamente
utilizadas na industria de alimentos, de detergentes e oleoquimica. Também tém
ganhado grande destaque na industria farmacéutica por seu comportamento
enantiosseletivo, facilitando e diminuindo o custo da producéo de farmacos quando
apenas um dos isdbmeros apresenta atividade biolégica ou um deles é nocivo. [13-18]

Um exemplo é a sintese do acido 2-cloro-propandico enantiopuro, um
intermediario para alguns farmacos e herbicidas. Outra caracteristica das lipases
relevante para a industria € sua capacidade de catalisar reacfes de esterificacao,
interesterificacdo e transesterificacdo em meio organico ou em solvente supercritico,
como a esterificacdo enantiosseletiva do 1-(p-clorofenil)-2,2,2-trifluoroetanol em CO2
supercritico. As lipases também favorecem a hidrélise de ésteres e amidas na
auséncia de agua. 1318l

Apesar de toda a sua versatilidade em reacbes e boa estabilidade em
diferentes meios, € muito dificil recuperar as lipases, bem como outras enzimas do
meio reacional se ela estiver livre em solugdo. Dessa maneira, € preciso recorrer a
meétodos de imobilizacdo em diferentes materiais para que se possa retirar as
enzimas do meio reacional e reutiliza-las. Adicionalmente, muitos estudos apontam
que a imobilizacdo € capaz de melhorar ainda mais certas propriedades como

atividade, estabilidade e especificidade. [19-21]
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2.3. Imobilizacdo de enzimas

As vantagens de se utilizar enzimas imobilizadas ao invés de sua forma livre
sdo inumeras, como, por exemplo, maior controle do processo pela remocéo da
enzima, facilidade de separacdo do produto final, reutilizacdo do catalisador, maior
estabilidade ao pH e a temperatura e protecdo contra a desnaturacdo em solventes
organicos. [20-12]

De forma geral, a imobilizagdo consiste em confinar a enzima em um suporte
sélido através de métodos como adsorcdo, aprisionamento e ligacdo cruzada, e a
escolha do método a ser utilizado depende do suporte e da enzima. 21222

Na adsorcdo, a enzima € fixada na superficie do suporte atravées de
interacbes de van der Waals, ligacdes de hidrogénio e atracdo eletrostética.
Polietileno, polipropileno e celulose sdo alguns exemplos de materiais que podem
ser utilizados como suportes de adsorcéo. 231 No aprisionamento, as enzimas sdo
adicionadas a matriz polimérica do suporte, porém, diferentemente da adsorcéo,
este suporte € sintetizado j& na presenca das enzimas, fazendo com que elas fiquem
confinadas em sua rede polimérica. ! Exemplos de aprisionamento consistem em
enzimas imobilizadas em filmes de amido ou poli(6xido de etileno) e encapsuladas
em organo-gel de gelatina ou capsulas de quitosana. O terceiro método trata da
formacdo de agregados enzimaticos insolliveis em &gua a partir de ligacbes
cruzadas feitas por moléculas como o glutaraldeido ou a hexametilenodiamina,
capazes de formar ligagcdes com as aminas das proteinas. [17:23.24]

A Figura 2 representa os trés métodos de imobilizacéo citados acima.

9**:*

%\({e Oht X )

Figura 2. Diferentes métodos de imobilizacdo de enzimas: adsor¢cdo (a esquerda),

aprisionamento (ao centro) e ligacfes cruzadas (a direita). As enzimas estado representadas

pelas esferas. [

Entretanto, como cada sistema reacional possui caracteristicas distintas, os

seus parametros fisico-quimicos irdo afetar de maneira diferente a eficiéncia do
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biocatalisador livre e imobilizado nas mais diversas formas. Portanto, € necessario
fazer um estudo de qual método é mais apropriado para cada sistema de reagéo. [17]
Apds a imobilizacdo, o biocatalisador pode ser usado para a preparacdo de

diversos compostos de interesse, incluindo os ésteres de aroma.

2.4. Suportes para imobilizacdo de enzimas

Dentre os suportes mais empregados na imobilizacdo de enzimas destacam-
se o0s polimeros — macromoléculas formadas a partir da juncdo de varias moléculas
menores (mondmeros) — que podem ser tanto naturais quanto sintéticos. (12

Os polimeros naturais como a celulose, amido, agar e a gelatina sdo muito
utilizados devido ao seu baixo custo e facil degradacdo, enquanto que os sintéticos
apresentam variedades na forma fisica e estrutura quimica. 12 O poli 6xido de
etileno (PEO, (1)) e o poli alcool vinilico (PVA (2)) séo exemplos bastante utilizados

pelo fato de serem atoéxicos.

@) H
H o~
n HO n
) )

PEO (1 PVA (2

Figura 3. Estruturas quimicas dos monémeros de PEO e PVA.

Os biopolimeros como a celulose, amido e colageno séo classificados como
polissacarideos — polimeros formados por dezenas, centenas ou milhares de
unidades monossacaridicas conectadas por ligacdes glicosidicas. [°]

A celulose é o material organico mais abundante disponivel na natureza,
tendo uma producdo média anual de 700 bilhdes de toneladas, que pode ser
extraida da madeira, do algoddo e outros materiais a base de plantas, além ser
sintetizada por alguns animais marinhos e microrganismos. Ela € composta por
unidades de glicose ligadas por ligagdes B-1,4’-glicosidicas, como mostra a Figura
4, o que confere a celulose uma estrutura linear rigida, formando fibras com fortes
ligacdes intermoleculares. [3:2°]

Entre os suportes para enzima formados por celulose, pode-se citar a bucha

vegetal.
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Ligagédo de
hidrogénio
intermolecular

OH

OH
L Ligagéo B-1,4'- glicosidica _

Figura 4. Estrutura da celulose, com ligagées de hidrogénio intermoleculares e ligagdes (-

1,4'-glicosidicas.

O amido é produzido por plantas superiores como forma de reserva
energética e pode ser obtido de diversas fontes vegetais, como cereais, raizes,

tubérculos, frutas e legumes, como mostra a Figura 5. [l

‘!

Mandioca

Lirio-do-brejo Inhame Gengibre Délia

Figura 5. Exemplos de fontes vegetais de amido.

Sua estrutura granular semicristalina € constituida por uma mistura de dois
polissacarideos: amilose, formada por unidades de glicose unidas por ligacdes a-
1,4’-glicosidicas com estrutura linear; e amilopectina, também formada por
mondmeros de glicose ligados por ligados por ligacdes a-1,4’-glicosidicas, mas com
estrutura altamente ramificada através de ligacbes a-1,6’-glicosidicas. As estruturas
da amilose e amilopectina podem ser observadas na Figura 6. A composi¢cao do
amido varia bastante de uma fonte vegetal para outra, o que influencia na sua
estrutura e propriedades fisico-quimicas, mas em media, 0 amido é composto por

20% de amilose e 80% de amilopectina. [326:27]
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Figura 6. Estrutura quimica da amilose (a) e amilopectina (b).

As ligacbes a na amilose fazem com que ela se organize em estruturas
helicoidais, como apresentado na Figura 7, deixando grupos OH livres para
formarem ligacdes de hidrogénio com a agua, tornando o amido sollvel em agua. B
Como suporte para imobilizacdo de enzimas, o amido forma filmes que prendem as
enzimas nas suas redes poliméricas, impedindo que elas se solubilizem no meio

reacional. 128l

Figura 7. Ligacdes a-1,4-glicosidicas da amilose levam a formacdo de uma estrutura
helicoidal. &

O agar também é um polimero de origem vegetal, extraido de algas marinhas,
e, assim como o amido, € uma mistura de dois polissacarideos: a agarose, um
copolimero linear composto de unidades de -1,3’-D-galactose e a-1,4’-3,6-anidro-L-
galactose como mostra a Figura 8, e a agaropectina, cuja estrutura nao é
completamente estudada ainda, mas apresenta unidades de galactose e de acido
urbnico sufonados e possui estrutura ramificada. O agar tem a capacidade de
gelificar, o que o torna uma boa matéria-prima para espumas, filmes e revestimentos

ndo prejudiciais ao meio ambiente. (2230

OH OH o
O
OH
|
OH HO
n

Figura 8. Estrutura de um monémero de agarose.
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A gelatina é um biopolimero de origem animal, que consiste em uma mistura
de proteinas, sais minerais e agua. Sua estrutura, composicdo e propriedades
variam de acordo com a sua fonte animal, uma vez que é um produto de hidrdlise
parcial do colageno — uma proteina que possui 28 tipos conhecidos até o momento.
De modo geral, a gelatina € composta em sua maioria pelo colageno desnaturado,

com composicdo de aminoacidos proxima a do colageno que a deu origem. [l

A gelatina possui a capacidade de gelificar, aprisionando moléculas de agua
na sua rede polimérica. Isso acontece porque as suas fibras formam hélices que,
guando aquecidas, perdem sua conformacéo, abrindo a hélice. Quando resfriada, a
gelatina retorna parcialmente a sua conformacdo original, prendendo entre as
estruturas helicoidais moléculas de outros componentes que estiverem no meio,
como agua e enzimas, por exemplos. Dessa forma, filmes e géis de gelatina tém

sido empregados largamente na industria farmacéutica em capsulas de remédios. 34

2.5. Esteres de aroma

Esteres sdo moléculas organicas formadas por um &cido carboxilico
substituido por um grupo alcéxido e estdo entre 0os compostos mais abundantes na
natureza, podendo ser encontrados tanto em animais quanto em vegetais. Sao
encontrados, por exemplo, em gorduras, 6leos e ceras, como a de abelha. [27]

Muitos ésteres apresentam odor agradaveis, e nhormalmente sdo os principais
componentes dos Oleos essenciais responsaveis pelos cheiros caracteristicos de
flores e frutos. Como exemplo pode-se citar o acetato de benzila (3), acetato de
isoamila (4), butirato de metila (5) e octanoato de etila (6), que apresentam aromas
de jasmim, banana, maca e coco, respectivamente. As estruturas desses ésteres

estdo apresentadas na Figura 9. 332

O
)J\O/\© (e} /\)\ (@] O
)J\O /\)J\O/ /\/\/\)ko/\
acetato de benzila (3) acetato de isoamila (4) butirato de metila (5) octanoato de etila (6)

Figura 9. Estrutura quimica dos ésteres de aroma acetato de benzila (3), acetato de

isoamila (4), butirato de metila (5) e octanoato de metila (6).

Por apresentarem muitos usos praticos, 0s ésteres também sao muito Gteis na
indUstria, podendo ser empregados na industria quimica como solventes e
18



plastificantes, como o0 acetato de etila, e ésteres de alquila derivados de acidos
graxos, respectivamente. Também estdo presentes na composi¢cdo de polimeros,
como, por exemplo, o éster polivinilico, dispersos em tintas; o poliéster, utilizado na
fabricacdo de tecidos; acetato de celulose presente em filmes fotogréficos; e o
politereftalato de etileno, o PET, bastante usado na fabricacdo de embalagens. [

Os ésteres de aroma sao amplamente empregados na fabricacdo de
perfumes e, principalmente, utilizados como aditivos aromatizantes e flavorizantes
na industria de alimentos na producédo de aromas e sabores artificiais. [3!

O método mais simples de obtencdo de ésteres € a partir da reacdo de
esterificacdo de Fisher, onde um acido carboxilico sofre um ataque nucleofilico de
um é&lcool para a formacgéo do éster. Utiliza-se um acido mineral como catalisador da
reacdo. 271 Apesar de ser um sistema reacional simples, apresenta algumas
desvantagens, como a necessidade de excesso de um dos reagentes ou retirada de
um dos produtos para deslocar o equilibrio, o fato do acido mineral permanecer
dissolvido no meio reacional e ndo poder ser reutilizado, além de causar corrosdo de
reatores industriais e ser prejudicial ao meio ambiente, e o uso de elevadas
temperaturas para a reag¢do acontecer, mas que levam a geracdo de produtos de
baixa qualidade. [3:27:33.34]

Devido as desvantagens da esterificacdo de Fisher, fez-se necessaria a busca
por novas formas de sintetizar ésteres para a indastria, e uma das melhores
alternativas encontradas foi a sintese biocatalisada por lipases. As lipases se
destacam pela sua facilidade de obtencao — origem animal, vegetal e microbiana — e
sua alta estéreo-, quimio- e regiosseletividade, além de alta eficiéncia na sintese de
esteres. Assim, € possivel usar reagentes em quantidades equimolares e sem a
presenca de Acidos minerais, seguindo os principios da quimica verde. 134 Além
disso, se a enzima estiver imobilizada, também é possivel reutilizd-la em muitas
reacGes, diminuindo o desperdicio de reagentes. 24271

A partir destas consideragdes, neste trabalho a lipase de Burkholderia cepacia
(LPS-SD) sera imobilizada em diversos suportes e usada como biocatalisador na

obtencao do octanoato de etila e acetato de isoamila.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Imobilizar a lipase de Burkholderia cepacia (LPS-SD) em diferentes suportes
que atuardo como catalisadores na preparacdo dos ésteres de aroma octanoato de
etila e acetato de isoamila, avaliando como o suporte influencia na conversédo dos

produtos.

3.2. Objetivos especificos

e Preparar filmes de amido de diversas fontes vegetais (milho, gengibre, mandioca,
inhame e pinhdo, entre outros), de gelatina e de polimeros (PEO e PVA) na
presenca de agentes plastificantes, tais como sorbitol, quando necessario;

e Imobilizar a LPS-SD nos filmes poliméricos;

e Imobilizar a LPS-SD em gel de 4gar e em bucha vegetal;

e Utilizar os sistemas da LPS-SD/suporte como catalisadores nas reacdes de
formacéo do octanoato de etila e 0 acetato de isoamila;

e Avaliar a influéncia do suporte para a imobilizagdo da enzima na converséo dos
ésteres, mantendo constantes todos os parametros da reacdo tais como
temperatura, tempo e razdo molar entre os reagentes;

e |solar e caracterizar os produtos obtidos das reacfes através das técnicas de 1H-
RMN e de infravermelho;

e Escolher um suporte para enzima que formou o acetato de isoamila em boa
conversao e, a seguir, avaliar a influéncia do tempo e temperatura;

e Selecionar as melhores condi¢bes reacionais e reutilizar a LPS-SD/suporte, em
ciclos consecutivos;

e Comparar os resultados obtidos com outros da literatura.
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4.1.

MATERIAIS E METODOS

Reagentes, solventes e biocatalisadores

Reagentes

Acido octandéico 99,5% — Vetec

Alcool etilico absoluto P.A. 99,5% — Synth
Poli-alcool vinilico — Vetec

Amido de milho — Maizena

Amidos vegetais — extraidos no laboratério de diversas fontes vegetais:

gengibre, batata aipo, pinh&o, inhame, mandioca e cara
D(-)sorbitol P.S. 99% — Vetec

Gelatina tipo A: obtida da pele do porco — Sigma

Poli-6xido de etileno massa molar 300 kD — Acros Organics
B-ciclodextrina P.A. — Amaizo

Acetato de vinila P.S. 99% — Vetec

Alcool isoamilico P.A-ACS — Dinamica

Agar-agar, po purissimo — Isofar

Silica gel 60 para cromatografia em coluna (0,063 — 0,200 mm) — Vetec

Silica gel 60 G para cromatografia em camada fina (5 — 40 um) — Vetec

Solventes

Acetato de etila P.A. — Reagen
n-Hexano P.A. — Synth
Cloroférmio P.A-ACS — Synth

Cloroférmio deuterado (D, 99,8%) — Cambridge Isotope Laboratories, Inc.

Biocatalisador

Lipase PS “Amano” SD (LPS-SDF0551401) de Burkholderia cepacia (23000

U/g*) — Amano Enzyme Inc.

* Uma unidade é definida como a quantidade de lipase que libera 1,0 umol de acidos

graxos por minuto. Como substrato foi utilizado o dleo de oliva.
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4.2. Equipamentos

e Agitador com banho termostatizado: Technal TE-0532

e Agitadores magnéticos: Dist

e Balancas analiticas: Adventurer Ohaus-AR2140 e AND-EK200i
e Espectrometro de infravermelho: AAB Bomen FLTA 2000-100
e Espectrofotbmetro de *H-RMN: Varian AC 400F, 400 MHz

e Rotaevaporador: R Il Buchi

e Ultrassom: Thornton Unique UltraSonic Cleaner T1440

4.3. Procedimentos experimentais
4.3.1. Preparacédo dos suportes
4.3.1.1. Imobilizagdo da lipase em filmes de amido

Em um béquer de 50 mL foram pesados 0,9 g de amido (de batata, cara,
gengibre, inhame, mandioca, milho ou pinhdo), 0,3 g de sorbitol e 0,1 g de B-
ciclodextrina (BCD). [35:3¢]

Os compostos sélidos foram dissolvidos em 15 mL de &gua destilada a
temperatura ambiente em um béquer. Apos ser deixado no ultrassom por seis
minutos, o béquer foi aguecido a aproximadamente 70 °C e mantido sob agitacao
magnética até que o amido formasse um mingau. Este foi entdo retirado do
aguecimento e resfriado sob agitacdo magnética.

Apos resfriar a uma temperatura igual ou inferior a 35 °C, foram adicionados
30 mg de LPS-SD dissolvidos em cerca de 1,0 mL de agua destilada. O sistema
ficou sob agitagdo por mais cinco minutos para garantir a homogeneidade do meio.

A mistura amido/sorbitol/CD/LPS-SD foi entdo transferida para uma placa de
petri, de modo que cobrisse toda a superficie da mesma, e colocada na capela até a
completa secagem do filme.

Depois de seco, retirou-se o filme da placa de petri, cortando-o em pequenos
pedagos e armazenando-o em um erlenmeyer com 20 mL de n-hexano, deixando-o
pronto para uso nas reacoes de esterificacao.

Um esquema de preparo dos filmes de amido esta representado na Figura
10.
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' g fo ‘ Resfriamento +
Adigao de enzima

15 mL agua destilada m — a35°C
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Ultrassom Agitagio ~70 °C Secagem

Amido + sorbitol + BCD 6 mi
min

Figura 10. Preparacéo de filmes de amido.

O filme de amilopectina de pinhdo foi preparado de maneira similar. A
amilopectina foi extraida segundo procedimento descrito por McCready e Hassid 7]
e doada pelo mestrando Paulo A. D. Moraes.

4.3.1.2. Imobilizagdo da lipase em filmes de gelatina

Foram pesados 0,8 g de gelatina em um béquer de 50 mL e dissolvidos em 15
mL de agua destilada a temperatura ambiente. Em seguida, foram adicionados 500
uL de glicerol. [38]

O béquer foi colocado no ultrassom por seis minutos e, em seguida, aquecido
sob agitacdo magnética até que se observasse o aumento da viscosidade da
solucdo de gelatina. Ele foi retirado do aquecimento, deixando-o resfriar sob
agitacdo até que alcancasse uma temperatura igual ou inferior a 35 °C.

Em seguida, foram adicionados 30 mg de LPS-SD dissolvida ho minimo de
agua necessario, e a solucdo foi agitada por mais cinco minutos para total
homogeneizacgéao.

O conteudo do béquer foi transferido para uma placa de petri, cobrindo toda a
sua superficie, e a placa foi colocada na capela até a secagem total do filme.

Depois de seco, o filme foi retirado da placa de petri, cortado em pequenos
pedacos e armazenado em um erlenmeyer com 20 mL de n-hexano, deixando-o
pronto para ser usado nas reagdes de esterificacéo.

Um esquema do preparo do filme de gelatina esta apresentado na Figura 11.

—_— L | Resfriamento +

Adigao de enzima

15 mL agua destilada = a
_ g m i —— m % v

Ultrassom Agitagio ~70 °C Secagem

Gelatina + glicerol 6 min

Figura 11. Preparacéo dos filmes de gelatina.
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4.3.1.3. Imobilizacdo da lipase em filmes de polimeros

Foram pesados 0,9 g de polimero (PEO ou PVA) e 0,15 g de sorbitol em um
béquer de 50 mL, e dissolvidos em 15 mL de &gua destilada a temperatura
ambiente. [36:38]

O béquer foi deixado no ultrassom por seis minutos e, em seguida, aquecido
sob agitacdo magnética até que se observasse o aumento da viscosidade da
solucdo. Retirou-se entdo o béquer do aquecimento, deixando-o resfriar sob
agitacdo até que atingisse uma temperatura igual ou inferior a 35 °C.

Foram adicionados 30 mg de LPS-SD dissolvidas em cerca de 1,0 mL de
agua, e a solucao ficou sob agitacdo por mais cinco minutos.

O contetdo do béquer foi entdo transferido para uma placa de petri, cobrindo
toda a sua superficie, que foi deixada na capela até a secagem total do filme.

Depois de seco, o filme foi retirado da placa de petri, cortado em pequenos
pedacos e armazenado em um erlenmeyer com 20 mL de n-hexano.

Os procedimentos acima estéo representados na Figura 12.

o ‘ Resfriamento +

15 mL 4gua destilada ’ Adigéo de enzima

L E-m c a35°C (
> e g —> m \—/)

Polimero + sorbitol 6 min Agitagao ~70 °C Secagem

Figura 12. Preparagéo dos filmes de polimeros.

4.3.1.4. Imobilizacdo da lipase gel de agar

Em um béquer de 50 mL foram adicionados 0,4 g de agar e 1,0 mL de agua
destilada a temperatura ambiente. O sistema foi colocado no ultrassom por seis
minutos e, em seguida, adicionaram-se 8,0 mL de agua fervente (~100 °C). A
mistura foi agitada com um bast&o de vidro até que se tornasse transparente. [3536]

Quando a mistura atingiu 35 °C foram adicionados 30 mg da enzima LPS-SD
dissolvidos em 2,0 mL de &agua destilada a temperatura ambiente, ainda sob
agitacdo para homogeneizar bem o meio.

Depois da adicdo da enzima a mistura foi deixada em repouso para que
gelificasse.

Apos resfriar a temperatura ambiente, obteve-se um gel consistente que foi

passado por uma peneira fina, coletando pequenos pedacos em um béquer.
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Terminado o processo, o gel foi transferido para um erlenmeyer e coberto com n-
hexano para uso posterior em reacdes de esterificacao.

A Figura 13 apresenta o processo de forma resumida.

8 mL agua
fervente

0 { Resfriamento +

| Adicdo de enzima

1 mL agua destilada a35°C
EA&J {—o|® > ——

Agar Ultraslsom Agitagao com Estocagem
6 min bastéo de vidro

Figura 13. Preparacédo do gel de agar.

4.3.2. Imobilizacdo da lipase em bucha vegetal

Em uma placa de petri foram pesados 0,5 g de bucha vegetal previamente
lavada em uma solucdo de H20:2 por 24 horas, seca e cortada em pequenos
pedacos de aproximadamente 1,0 cm3, [35:36]

Separadamente, foram pesados 30 mg da enzima LPS-SD e dissolvidos em
2,0 mL de solucdo tampéo de fosfato de potassio (pH ~ 7,0). Essa solucao foi
despejada lentamente sobre a bucha vegetal, sendo espalhada igualmente por toda
a superficie da bucha.

Deixou-se entdo a placa com a bucha coberta com solucdo de enzima na
capela para que o solvente evaporasse e a bucha secasse. Depois de seca, a bucha
foi transferida para um erlenmeyer e coberta com n-hexano para ser utilizada nas

reagOes de esterificacao.

4.3.3. Reacg0Oes de esterificagéo

As reacdes realizadas neste trabalho foram a obtencdo do octanoato de etila,
caracteristico por apresentar o aroma de coco, e a do acetato de isoamila, conhecido

pelo aroma de banana.
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4.3.3.1. Preparacado do octanoato de etila

A reacdo de esterificacdo para a obtencdo do octanoato de etila esta

apresentada na Figura 14.
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+ LPS—SD/suporte/\/\/\)J\ + o
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acido octandico etanol octanoato de etila agua
Figura 14. Reacdao de esterificagdo de acido octanoico e etanol.

A reacao de esterificacdo foi realizada utilizando 0,01 mol de acido octandico
(1,26 mL) e 0,01 mol de etanol (0,58 mL), que foram adicionados ao erlenmeyer
contendo a lipase imobilizada nos diversos suportes cobertos por n-hexano. O
erlenmeyer foi colocado em banho termostatizado com agitagdo mecanica a uma
temperatura de 35 °C por 24 h.

Para avaliar a influéncia dos suportes, a temperatura e o tempo de reacao
foram mantidos constantes em todas as reacoes.

ApoOs as 24 horas de reacéo, ela foi retirada do banho e a fase liquida foi
separada do filme sélido por decantacdo e estocada em um recipiente fechado. O
filme foi lavado com n-hexano até que ndo apresentasse mais nenhum traco de
acido octanoico, etanol e/ou octanoato de etila. A lavagem do filme foi acompanhada
por CCD (eluente acetato de etila/n-hexano 7:3). Enquanto a analise por CCD
indicasse a presenca de reagentes ou produto, o solvente de lavagem era
adicionado ao estocado anteriormente e mais n-hexano era adicionado ao filme.

Por fim, apdés o filme estar completamente limpo, este era deixado em n-
hexano puro para ser reutilizado. A solugéo estocada contendo os reagentes e o
produto desejado foi rota-evaporada para remocdo do solvente e o meio reacional
concentrado foi analisado por 'H-RMN, podendo-se entdo determinar a sua
conversao.

No espectro de *H-RMN foram analisadas as integrais dos picos referentes
aos hidrogénios do grupo —CH: vizinho a hidroxila do alcool em aproximadamente
3,50 ppm, e dos hidrogénios do grupo —CH: ligado ao grupo acetato, em
aproximadamente 4,15 ppm. O valor de conversao em éster foi calculado a partir da
Equacéo 1.

. integral do sinal dos hidrogénios metilénicos do éster
Conversao% = . . . — —— - ; X100 1
soma das integrais dos hidrogénios metilénicos do éster e do alcool
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4.3.3.2. Preparacado do acetato de isoamila

A reacdo de esterificacdo para a preparacdo do acetato de isoamila esta

apresentada na Figura 15.

(0] (0]
/\/K )k LPS-SD/suportjk /\)\
+ — +
HO o/\ 0 D o)

acool isoamilico acetato de vinila acetato de isoamila acetaldeido

Figura 15. Reacéo de esterificagdo de alcool isoamilico e acetato de vinila.

A reacdo de esterificagdo foi realizada no erlenmeyer contendo lipase
imobilizada e n-hexano, adicionando-se 0,01 mol de alcool isoamilico (1,10 mL) e
0,01 mol de acetato de vinila (0,930 mL). O erlenmeyer foi colocado em um banho
termostatizado com agitagcdo mecanica.

Para avaliar a influéncia dos suportes, a temperatura e o tempo de reacdo
foram mantidos constantes nas primeiras reacdes em 35 °C e 24 h, respectivamente.
Para se avaliar o efeito do tempo reacional, manteve-se a temperatura em 35 °C e 0
filme de amido de pinh&o foi escolhido como padrdo de comparagcao. A reacéao foi
realizada em 6, 12, 24 e 36 horas. Para avaliar o efeito de temperatura, utilizou-se o
filme de amido de pinhdo como suporte da LPS-SD e a reacéo foi realizada em 24 h
nas temperaturas de 25, 35 e 45 °C.

Apos o final de cada reacdo, ela era retirada do banho e a fase liquida era
separada do suporte sélido por decantacdo, sendo estocada em um recipiente
fechado. O suporte foi lavado com n-hexano até que ndo restasse tracos de
reagentes ou produto.

A lavagem do filme foi acompanhada por CCD (eluente n-hexano/acetato de
etila 7:3) e, enquanto a andlise indicasse presenca de reagentes ou produto, o
solvente de lavagem era adicionado ao meio reacional estocado anteriormente, e
mais n-hexano era adicionado ao filme.

Por fim, quando o suporte estivesse completamente limpo, era deixado em n-
hexano puro para ser reutilizado. A solucdo estocada contendo o produto desejado
foi rotaevaporada para remogédo do solvente e o meio reacional concentrado foi
analisado por *H-RMN, podendo-se entdo determinar a sua conversao.

Para se calcular a conversao foi feita a mesma relagdo entre a integral do

sinal de hidrogénios correspondente ao grupo —CH: vizinho ao grupo acetato do
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éster e do sinal do grupo —CH: a a hidroxila do alcool que foi utilizada para calcular a

conversao do octanoato de etila (Equacéo 1)
4.3.4. Isolamento e purificacdo do acetato de isoamila

A purificacdo do acetato de isoamila foi realizada através da técnica de
separacao e purificacdo em cromatografia de coluna. O empacotamento de silica gel
(40-63 pm) foi feito com cloroférmio, e foi entdo adicionado o produto bruto da
reacdo de esterificacdo em que se utilizou como catalisador a LPS-SD imobilizada
em filme de PEO, devido a alta converséo de 89%.

Como eluente da mistura, foi utilizada uma mistura de acetato de etila e n-
hexano na proporcdo de 7:3. Foram coletadas oito amostras de aproximadamente
10 mL em tubos de ensaio, e todas foram analisadas por CCD. Aquelas que
apresentaram o mesmo Rf (0,8) foram reunidas em um baldo de fundo redondo e o
solvente foi rotaevaporado.

Apbs obter o éster purificado, foi feita analise de infravermelho para
caracterizar o produto obtido.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os filmes de amido, amilopectina, PEO e PVA preparados apresentaram uma
aparéncia de plastico seco e bastante maleavel. O filme de gelatina e o gel de agar
se mostraram bastante pegajosos, resultado da quantidade de agua absorvida pelos
biopolimeros estruturas. A bucha vegetal continuou com a mesma aparéncia apoés a

imobilizacdo da enzima.

De modo a avaliar qual a influéncia desses suportes para a imobilizacédo da
LPS-SD e posterior uso na preparacdo dos ésteres de aroma octanoato de etila e
acetato de isoamila, foram feitas diversas reacfes. A conversdo aos produtos foi

utilizada como parametro de comparacéo de eficiéncia dos suportes.

Também foram analisadas a influéncia da temperatura e do tempo de reacao
na conversao em acetato de isoamila, utilizando a LPS-SD imobilizada em filme de

amido de pinhao.

5.1. Preparagéo do octanoato de etila
5.1.1. Influéncia do suporte

Foram realizados dois conjuntos de reacdes de esterificacdo nas mesmas
condi¢bes (24 h a 35 °C), com a LPS-SD imobilizada em filmes dos amidos de cara,
gengibre, milho e pinhdo. O primeiro conjunto de filmes foi feito em outubro de 2015,
e denominado 1015; o segundo conjunto foi preparado em marco de 2016 recebeu o
cbdigo 0316.

Para cada conjunto de filmes foi realizada a reacdo de primeiro uso do
suporte de enzima e o0 reuso. As conversdes em éster, ap0s 0 reuso foram
determinadas por *H-RMN antes do solvente (n-hexano) ser rotaevaporado e apos o
solvente ser removido. Em todas as reac¢fes foi observada a formagcao do octanoato
de etila através do espectro de *H-RMN.

A partir do espectro de *H-RMN do produto obtido nas reacdes e da Equacéao
1 foram calculadas as conversdes de cada uma das reagdes. O espectro de *H-RMN
da reacao utilizando filme de amido de pinhdo como suporte da LPS-SD pode ser
observado na Figura 15.

Na Tabela 2 encontram-se os valores de conversdo em octanoato de etila a
35 °C por 24 h.
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Tabela 2. Valores de conversdo em octanoato de etila nas reacbes de esterificacéo

catalisadas pela LPS-SD imobilizada em diferentes suportes.

AMIDO CONVERSAO (%) @)
1° uso 1°uso 1 °reuso 1° reuso 1 °reuso 1° reuso
1015 0316 1015© 0316 © 1015 @ 0316 @
Cara 40 >99 86 >99 >99 >99
Gengibre 76 >99 58 >99 >99
Milho 61 >909 71 57 >99 >99
Pinhao 58 97 >99 97 >99 >99

(a) Condicdes reacionais: acido octandico (0,01 mol), etanol (0,01 mol), 24 h, 35 °C; (b) Conversao
determinada por 'H-RMN. (c) analise feita antes de retirar o solvente por rotaevaporacgéo e (d) analise

feita depois de rotaevaporar.

A primeira reacdo com os filmes 1015 resultou em conversdes satisfatorias

(>40%). No entanto, a primeira série de reagfes de esterificacdo com os filmes 0316

apresentou conversdes a octanoato de etila muito superiores as reacdes 1015,

sendo todas >97%, como se pode observar na Tabela 2.
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Figura 16. Espectro de *H-RMN do produto da reagéo de preparacdo do octanoato de etila
feita com LPS-SD imobilizada em filme de amido de pinh&o (400 MHz, CDCls). Conversao

de 58%.
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Considerando que em outubro a temperatura ambiente estava mais amena,
(=25 °C) e, em marco, o termémetro chegou a marcar temperaturas superiores a 40
°C durante o dia, foi levantada a hipétese de que o etanol (P.E. 78,37 °C) estaria

volatilizando com muito mais facilidade nas reacdes feitas no verao.

Provavelmente, o etanol evaporou durante as reagfes, quando estava
estocado para limpeza dos filmes, e principalmente, no rotaevaporador. Assim, a
conversao calculada ndo era confiavel, ja que nao refletia a real proporcao de etanol

consumido na reacgdo, e, portanto, a conversao em éster.

Para comprovar a hipétese, fez-se um teste apds a realizacdo do reuso dos
filmes 1015 e 0316. Foi retirada uma aliguota do meio reacional antes de
rotaevaporar o solvente (1015 (c) e 0316 (c)) e outra depois de rotaevaporar 0
solvente (1015 (d) e 0316 (d)). As duas amostras foram analisadas pelo espectro de
1H-RMN. Observou-se que as amostras rotaevaporadas apresentaram conversdes
maiores do que aquelas que néo tiveram o solvente removido (ver dados na Tabela
2). Portanto, a preparacdo deste éster ndo foi realizada com todos os suportes

planejados inicialmente.

Por este motivo, e para assegurar a validade dos resultados, decidiu-se
preparar outro éster a partir de reagentes menos volateis, como o alcool isoamilico,
gue possui ponto de ebulicdo 131,1 °C. Assim, o éster de aroma da banana, o
acetato de isoamila, foi escolhido para dar continuidade aos estudos das reacbes

com a LPS-SD imobilizada em todos os suportes citados anteriormente.
5.2. Preparacao do acetato de isoamila

O acetato de isoamila foi preparado nas mesmas condi¢cdes do octanoato de
etila (24 h e 35 °C), utilizando LPS-SD imobilizada em diversos suportes poliméricos

para se analisar a influéncia destes na conversao da reacgéo (itens 5.2.1. € 5.2.2.).

Em seguida, foi escolhido o filme de amido de pinh&o como suporte padréao
para avaliar a influéncia de temperatura e tempo de reacdo na conversdao dos

reagentes em acetato de isoamila (itens 5.2.3. € 5.2.4.).
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5.2.1. Influéncia do suporte

Neste estudo, utilizou-se a LPS-SD imobilizada em filmes de amido de batata,

cara, gengibre, inhame, mandioca, milho e pinhdo e de amilopectina do amido de

pinhdo. Foram também usados filmes de gelatina, PEO e PVA, gel de &gar e bucha

vegetal como suportes.

A Figura 16 apresenta o espectro de H-RMN do produto da reacéo

lipase imobilizada em filme de amido de cara.
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Figura 17. Espectro de *H-RMN do produto da reacdo de preparacéo do acetato de isoamila
feita com LPS-SD imobilizada em filme de amido de cara (400 MHz, CDCIs). Conversao de

50%.

As reacdes foram realizadas durante 24 h a uma temperatura constante de 35

°C, e os valores de conversao das reacdes, que foram calculados a partir do

espectro de H-RMN utilizando a Equacéo 1, estédo apresentados na Figura 17.
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FILMES DE AMIDO
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Figura 18. Valores de conversdo em acetato de isoamila obtidos nas reagdes de
esterificacdo catalisada pela LPS-SD imobilizada em filmes de diversos amidos. (@)
Condicdes reacionais: acetato de vinila (0,01 mol), alcool isoamilico (0,01 mol), 24 h, 35 °C;
(b) Converséao determinada por *H-RMN.

Ao utilizar a LPS-SD imobilizada em filmes de amido, as conversdes variaram
de 50 a 70%, ndo sendo observadas mudancas significativas, em especial ao usar
os amidos de cara, gengibre, inhame, mandioca e milho (50-56%)

Como o amido € uma mistura de dois polissacarideos, amilose e amilopectina,
utilizou-se uma amostra de amilopectina pura extraida do pinhdo para fazer um filme
e imobilizar a LPS-SD. Como pode ser observado na Tabela 3, a conversdo obtida
na reacdo de esterificacdo ao usar este suporte foi de 57%, sendo similar aos
valores obtidos com a LPS-SD imobilizada nos outros filmes de amido.

Tabela 3. Valores de conversdo em acetato de isoamila nas reacfes de esterificacdo
catalisada pela LPS-SD imobilizada em diferentes suportes.

CONVERSAO (%) @)

FILMES DIVERSOS OUTROS SUPORTES

PEO PVA Amilopectinado pinhdo  Gelatina | Gel de 4gar  Bucha vegetal

89 48 57 31 8 81

(a) Condig6es reacionais: acetato de vinila (0,01 mol), &lcool isoamilico (0,01 mol), 24 h, 35
°C; (b) Converséao determinada por *H-RMN.
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Apesar dos amidos de diferentes fontes vegetais apresentarem composicdes
diferentes de amilose e amilopectina, elas nédo diferiram muito uma da outra, uma

vez que as conversoes foram similares.

Ao se utilizar flmes de PEO, PVA e gelatina, as reagbes apresentaram
valores muito distintos (31-89%). A maior conversdo, de 89%, foi obtida ao utilizar
LPS-SD imobilizada em filme de PEO. Resultados semelhantes foram obtidos na
esterificagdo do acido laurico com n-pentanol em n-hexano usando PSL imobilizada
em filme de PEO (94% a 35 °C). [%8 Blendas de PEO e amido de gengibre também
foram utilizadas como imobilizadores de LBC na esterificacdo do (R,S)-1-feniletanol
com acetato de vinila em n-hexano (28 °C, 24 h), e um aumento de conversao ao
(R)-éster de 14 para 25% foi observado com o aumento da propor¢édo de PEO no
filme polimérico de 0 para 90%, sendo que com PEO a conversao foi de 56%. Estes
dados mostram a efetividade dos filmes de PEO como suportes para as lipases nas
reacdes de esterificacdo. Acredita-se que o bom desempenho dele se deve a alta
porosidade dos filmes, que deve facilitar a difusdo de reagentes e produtos,

favorecendo a acéo da enzima. [?8]

A reacao de esterificacdo com filme de PVA (48%) apresentou resultado
similar aquela obtida com a LPS-SD imobilizada em filmes de amido (48%), e a
reacdo com a lipase em filme de gelatina apresentou conversao de 31%, bem abaixo

da média dos valores obtidos em outras reacdes.

A reacao feita utilizando LPS-SD imobilizada em gel de &gar apresentou
apenas 8% de conversdo ao acetato de isoamila, sendo o menor valor de todos.
Este resultado ja havia sido observado na formacédo do acetato de 1-octila e do
octanoato de n-pentila em trabalhos anteriores. Acredita-se que este resultado é
devido a grande quantidade de agua presente no gel (81% m/m determinado por
titulacdo Karl-Fisher), o que pode dificultar ou ainda inibir a difusdo de reagentes e
produtos mais lipofilicos até a enzima para que ocorra a catalise e depois retorne ao

meio reacional. [35:3¢]

O suporte de bucha vegetal utilizado na reagdo a conversao em éster foi de
81%, maior que todos os filmes de amido e proxima a da reagdo com filme de PEO.

O sistema LBC/bucha foi utilizado também em outros trabalhos, como
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transesterificagdo do acetato de vinila com 1-octanol em n-hexano, e o resultado
obtido foi de 84% de conversao (25 °C e 24 h), sendo o melhor suporte utilizado para

essa reacao. 39

A partir dos resultados obtidos no primeiro uso dos suportes na reacao de
formacao do acetato de isoamila, foram escolhidos os trés melhores filmes entre os
amidos (batata, pinhdo e inhame), o pior deles (amido de cara), e todos 0s suportes

citados na Tabela 3, exceto a bucha vegetal, para se realizar o estudo de reuso.
5.2.2. Reuso dos suportes

Apds a escolha de quais suportes seriam utilizados para avaliar a
possibilidade do reuso, a primeira reacdo foi feita nas mesmas condicbes das
reacdes anteriores, ou seja 35 °C por 24 h, e 0,01 mol de cada reagente. Os valores
de conversdo foram obtidos através do espectro de *H-RMN e estdo apresentados
na Tabela 4. O espectro de *H-RMN do produto obtido ao usar a LPS-SD/PEO esta
apresentado na Figura 19.

Tabela 4. Valores de conversdo em acetato de isoamila nas reacfes de esterificacdo
catalisadas pela LPS-SD em diferentes reusos dos suportes.

CONVERSAO (%) @)

SUPORTES 1° uso 1° reuso 2° reuso

Filme de amido de batata 70 44 -
Filme de amido de cara 50 45 19
Filme de amido de inhame 53 36 18
Filme de amido de pinhao 64 64 46
Filme de amilopectina do pinhao 57 49 41
Filme de PEO 89 84 76
Filme de PVA 48 41 35

Filme de gelatina 31 19 -

Gel de agar 8 <1 -

(a) Condicbes reacionais: acetato de vinila (0,01 mol), alcool isoamilico (0,01 mol), 24 h, 35
°C; (b) Converséao determinada por *H-RMN.
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Figura 19. Espectro de *H-RMN do produto da reacdo de preparacdo do acetato de isoamila
feita com LPS-SD imobilizada em filme de PEO (400 MHz, CDCI3). Converséo de 84%.

Conforme citado na Tabela 4, todas as reacdes apresentaram queda na
conversdo quando se fez o primeiro reuso, exceto com filme de amido de pinhao,
gue manteve o mesmo valor. Algumas apresentaram uma pequena queda de
conversao (menor que 10%), como com os filmes de amido de cara, de amilopectina
do pinhéo, de PEO e de PVA.

Outras, como as com os filmes de amido de batata e inhame e com o filme de
gelatina apresentaram uma queda muito maior nos valores de conversdo. A
esterificacdo com gel de agar ja havia apresentado baixa conversdo na primeira

reacao e, ao fazer o reuso, obteve-se um valor menor do que 1%.

Nas primeiras reacdes utilizando como suportes para LPS-SD o filme de
gelatina e o gel de agar, os valores de converséo em (4) ja haviam sido muito baixos
e, ao se fazer o primeiro reuso, os valores obtidos foram ainda menores (19% e
<1%). Dessa forma, néo foi realizado o segundo reuso com esses sistemas. Como a

esterificacdo com a LPS-SD imobilizada em filme de amido de batata apresentou
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uma queda de mais de 25% na conversao, também nao foi feito o segundo reuso

com esse filme.

No segundo reuso do filme de PEO, a reagcdo continuou apresentando um
valor bastante satisfatorio de 76% conversdo. A esterificacdo utilizando LPS-SD
imobilizada em filme de amido de pinh&o caiu de 64 para 46%.

As catélises com os filmes de PVA e amilopectina de pinhdo continuaram
apresentando pequenas quedas em relagéo as reacdes anteriores, mas com valores
nao tdo bons (35 e 41%, respectivamente) quanto com os filmes de PEO e amido de
pinhdo. Nas reacfes de esterificacdo utilizando os filmes de amido de cara e

inhame, o éster foi obtido com conversao menor do que 20% no segundo reuso.

De forma geral, a reacdo usando filme de PEO apresentou o melhor resultado
dentre todos os suportes analisados, como ja era previsto. Estudos anteriores com
filmes de PEO, como o de Hoffmann et al mostraram que foi observada a variacao
de 26 para 16% de conversdo durante seis usos do catalisador na esterificacédo

enantiosseletiva do (R,S)-1-feniletanol. [28]

O segundo melhor desempenho foi obtido ao se utilizar o filme de amido de
pinhdo, que manteve constante os valores de conversdo das duas primeiras reagdes
(64%), enquanto que a terceira ndo apresentou uma queda tao brusca em relacéo as
outras (46%).

Os outros suportes estudados ndo apresentaram bom desempenho no teste

de reuso.

Sabendo quais os melhores suportes para imobilizacdo da LPS-SD na
preparacdo do acetato de isoamila, o filme de amido de pinh&o foi o escolhido para

se fazer as andlises de temperatura e tempo de reacao.
5.2.3. Influéncia da temperatura

Apesar do filme de PEO ter apresentado resultados excelentes nos estudos
de uso e reuso nas reacOes de esterificacdo, o filme de amido de pinh&o foi o
escolhido para dar continuidade nos estudos de temperatura e tempo de reagéo,
uma vez que também apresentou desempenho bastante satisfatorio quando utilizado

como suporte do catalisador na preparacdo do acetato de isoamila. Esta escolha
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baseou-se no fato de que este € um polimero natural biodegradavel, de fonte vegetal
renovavel, e que ndo apresenta toxicidade, além de ter um custo de obtencdo muito

menor do que o valor comercial do PEO, estando entdo de acordo com 0s principios
da quimica verde.

Para o estudo de temperatura, foram preparados filmes com o amido de
pinhdo com enzima LPS-SD da mesma forma que os demais filmes. As reacfes de
esterificacdo foram feitas com as mesmas quantidades de reagentes — 0,01 mol de
alcool isoamilico e 0,01 mol de acetato de vinila — e o tempo de reacao foi mantido
por 24 h. Sendo assim, a Unica condicdo de reacdo modificada foi a temperatura.

Foram realizadas reacdes em trés temperaturas diferentes, sendo de 25, 35 e 45 °C.

Os valores de conversao em acetato de isoamila podem ser observados na
Figura 20.
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Figura 20. Valores de conversdo em acetato de isoamila nas reacdes de esterificacdo
catalisadas pela LPS-SD imobilizada em filmes de amido de pinhdo nas temperaturas de 25,
25 e 45 °C. (a) CondicOes reacionais: acetato de vinila (0,01 mol), alcool isoamilico (0,01
mol), 24 h; (b) Conversdo determinada por *H-RMN.

Ao se fazer a reacdo em 25 °C, a converséao obtida foi de 30%, em 35 °C o
valor foi de 64%, bem maior que o anterior. Ao se fazer em uma temperatura maior,
45 °C, o resultado foi 36%, bem menor do que em 35 °C. Dessa forma, foi observado

gue a temperatura mais adequada para esta reacéo € de 35 °C.

O mesmo perfil foi observado na epoxidagao do [B-cariofileno utilizando a
lipase F-AP15 imobilizada em gel de agar, onde a conversao ao produto aumentou
até 35 °C e depois comecou a diminuir. 3
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Em temperaturas mais elevadas, o processo de desnaturacdo da enzima é
acelerado porque a energia desse processo se torna menor do que a energia de
ativacdo da enzima, de modo que sua eficiéncia diminui o que justifica os resultados
obtidos na conversdo do acetato de isoamila. Outro fator importante é a

decomposicdo do acetato de vinila a acetaldeido, que € facilitada em altas

temperaturas. (2139

Considerando entédo a temperatura de 35 °C como a temperatura ideal para a
preparacdo do acetato de isoamila com LPS-SD imobilizada em filme de amido de

pinh&o, foi entéo realizado o estudo da influéncia do tempo na converséao da reacao.

5.2.4. Influéncia do tempo

Para o estudo de tempo, também foi utilizado filme de amido de pinhdo como
suporte para a enzima LPS-SD pelos mesmos motivos citados anteriormente. A
reacdo foi realizada a 35 °C no banho termostatizado com 0,01 mol de alcool
isoamilico e 0,01 mol de acetato de vinila como reagentes. O tempo de reacao foi
entdo variado, sendo que as reacdes foram feitas em 6, 12, 24 e 36 h. As

conversdes em acetato de isoamila podem ser observadas na Figura 21.
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Figura 21. Valores de conversdo em acetato de isoamila nas reacdes de esterificacdo
catalisadas pela LPS-SD imobilizada em filmes de amido de pinh&o por 6, 12, 24 e 36 h. (a)
Condicdes reacionais: acetato de vinila (0,01 mol), alcool isoamilico (0,01 mol), 35 °C; (b)
Converséao determinada por *H-RMN.

Ao se observar os resultados do estudo tempo, notou-se uma conversao
crescente de 6 a 24 horas (27 a 64%). Entretanto, na reacao feita em 36 h, foi

observada uma queda consideravel na conversao do produto, sendo de 42%.
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Nas reacfes de transesterificacdo com ésteres de vinila ocorre a liberacdo de
acetaldeido, que pode se ligar a enzima e desativa-la, o que pode justificar a

diminuicdo da conversdo do éster em tempo maior que 24 h. [21]

Para caracterizar o éster, também foi feita analise por espectroscopia de

infravermelho.

5.2.5. Isolamento e caracterizagcao do produto
O isolamento do produto foi feito através da técnica de cromatografia de
coluna (ver item 4.3.4.). A seguir, foi realizado o espectro de infravermelho do

produto purificado para a comprovacéo do produto obtido (Figura 21).
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Figura 22. Espectro de infravermelho do acetato de isoamila (KBr).

Entre 2800 e 3000 cm™ foi observado a banda de intensidade média
correspondente a absorcdes das ligacées C—H da cadeia alifatica, em 1743 cm
pode-se observar a banda estreita e de forte intensidade caracteristica de carbonilas
de éster. Em 1244 cm, observa-se a banda estreita e intensa que é associada ao
estiramento da ligacdo C-O, também tipico de éster. Estes valores, sao

concordantes com os reportados na literatura. 4!

Com esta andlise, foi possivel comprovar a obtencédo do acetato de isoamila

como produto da reacédo e que ele estava realmente puro.

40



CONCLUSOES
Os suportes para imobilizacdo da LPS-SD foram preparados

apropriadamente, de modo que puderam ser utilizados como catalisadores nas
reacdes de preparacdo dos ésteres de aroma octanoato de etila e acetato de

isoamila.

Na reacdo de esterificacdo do octanoato de etila com etanol, inicialmente
acreditou-se que as conversfes eram satisfatorias, apresentando valores de 40 a
76%, dependendo do filme de amido utilizado. Entretanto, foi constatado o0s

resultados obtidos ndo eram tdo confiaveis devido a volatilidade do etanol.

O acetato de isoamila,foi obtido com conversdes bastante variaveis de acordo

com o tipo de suporte.

Ao se usar o filme de PEO e gel de agar como suportes, as conversdes em

acetato de isoamila foram de 89 e 8%, respectivamente.

Ao usar os s filmes de amido, amilopectina e PVA, as conversdes em éster

foram 40 - 60%, o que pode ser considerado como moderados.

Devido ao fato do amido de pinhdo ser um polimero natural biodegradavel,
atoxico, de fonte renovavel e baixo custo comercial, ele foi o escolhido para servir de

suporte para as enzimas LPS-SD nos estudos de tempo e temperatura.

As melhores condi¢cOes para a preparacdo do acetato de isoamila utilizando
LPS-SD imobilizada em filme de amido de pinh&o foram 35 °C e 24 h, formando o

éster em 64% de conversao.

Tais informacfes sdo importantes para um possivel aprimoramento do
sistema com objetivo de futura aplicagdo do mesmo na induastria, focando na

preparacao do acetato de isoamila respeitando os principios da quimica verde.

Salienta-se que os suportes usados, em sua maioria, sdo de fontes vegetais,
renovaveis e de baixo custo estando de acordo com alguns principios da quimica

verde.

Os resultados obtidos mostraram que a escolha do suporte para a lipase deve
ser cuidadosamente avaliada para cada enzima e reagéo estudada.
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