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RESUMO - Os ésteres de acidos graxos representam uma das mais importantes classes de
compostos organicos, com uma diversidade de aplicagdes no setor industrial de 6leos e
gorduras e processos para a sintese de ésteres por rota quimica ou enzimatica. Nesse
contexto o objetivo deste estudo foi avaliar a seletividade das lipases imobilizadas de
Candida antarctica tipo B imobilizada por confinamento em poliuretano em relacées com
acidos graxos e alcodis na conversdo em ésteres etilicos utilizados principalmente na
industria de alimentos, na producdo de aromas. Foram testados os alcodis: etanol; n-
propanol; n-butanol; metanol e acido butanoico; oleico e laurico, apresentando atividades
significativas para oleato de etila e metila com 1469,28 U/g e 650,658 U/g. Para a sintese
de butirato de etila e metila de 943,396 U/g e 2281,25 U/g e laurato de etila e propila
969,626 U/g e 1440,972 U/g. Os resultados obtidos mostram que a enzima imobilizada €
capaz de catalisar reacdes de sintese entre alcoois e acidos graxos de cadeia curta e longa
a sintese de ésteres a partir de acidos é importante para a geracdo de aroma e sabor
utilizados principalmente nas industrias de alimentos e bebidas.

1. INTRODUCAO

Os ésteres de aromas sdo ingredientes importantes para a obtencdo de varios produtos na
industria de alimentos, e sdo encontrados em muitos 6leos essenciais. Sdo geralmente utilizados como
compostos de sabor e fragrancias em alimentos e bebidas, gerando aromas de produtos naturais e odor
frutados (Martins, 2012).

A esterificacdo é o processo de obtencdo de um éster a partir da reacdo de um &cido organico ou
inorgdnico com um alcool, pela substituicdo de uma hidroxila (-OH) de um acido por um radical
alcoxila (-OR) do alcool, com a elimina¢do de dgua (Robles Medina et al., 2009).

A reacdo de esterificacdo em condicBes normais € lenta, sendo necessario o uso de um
catalisador. Embora esses produtos possam ser obtidos por método quimico, que utiliza catalisadores
mais agressivos, desenvolvimentos recentes nas Ultimas décadas mostram que os métodos de
esterificacdo enzimaticos com o uso de biocatalisadores, principalmente as lipases, mostram-se cada
vez mais propulsor na sintese de ésteres de aromas (Aragéo et al., 2010; Bezbradica et al., 2007).
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Os biocatalisadores proporcionam vantagens ambientais, condicOes leves de reacdo, alta
eficiéncia catalitica, seletividade inerente de catalisadores e, além disso, o produto obtido na reacao
pode ser considerado como “naturais” (Pires-Cabral et al., 2007; Martins, 2012).

A enzima lipase de Candida antarctica tipo B (CAL-B) é um excelente catalisador para varios
tipos de reagdes, dentre elas, a esterificacdo(Oterra e Nishikido, 2009).

Um dos principais problemas em utilizar enzimas livres em meios organicos é por serem
moléculas soluveis, com certa flexibilidade, estrutura catalitica ordenada, delicada e fragil. Se a
molécula da enzima absorve muita energia, ela pode sofrer mudancas conformacionais nos seus sitios
ativos, muitas vezes irreversiveis, podendo até desnaturar totalmente enzima. Para este problema ser
resolvido é necessario utiliza-la na forma imobilizada (Ozyilmaz e Gezer, 2010).

Desta forma, observa-se um crescente aumento na utilizacdo da técnica de imobilizacdo de
enzimas dentro do campo da biotecnologia aplicada. As enzimas imobilizadas aumentam o nimero de
moléculas por unidade de &rea e, consequentemente, a eficiéncia da reacdo. Além disso, as vantagens
incluem também a reutilizacdo da enzima, permitindo o seu uso continuo; o aumento das propriedades
cinéticas que melhora o controle do processo catalitico; e 0o aumento da estabilidade (Dalla-Vecchia et
al., 2004; Garcia-Galan et al., 2008).

Os poliuretanos sdo bem conhecidos por sua versatilidade e capacidade para imobilizar as
enzimas. Nesse contexto, 0 objetivo deste estudo foi avaliar a seletividade das lipases de Candida
antarctica tipo B imobilizada por confinamento em poliuretano na catélise de reacdes para sintese
enzimatica dos ésteres em reacdes de esterificacdo de etil, metil, butil, propiloleato; butirato e laurato,
utilizados principalmente na industria de alimentos na producdo de aromas, sendo testados como
substratos os alcodis: etanol (C2); n-propanol (C3); n-butanol (C4); metanol e os acidos butanoico
(C4 - butirico); oleico (C18) e laurico (C12).

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Polimerizacdo e Imobilizacéao

A reacédo de polimerizacdo para obtencdo do poliuretano (PU) foi realizada variando a razdo dos
monomeros poliol:isocianato (6:4 (v/v)), segundo metodologia de Silva et al., (2013) modificada em
relacéo a concentracdo dos mesmos.

O procedimento de imobilizacdo da enzima CAL B em PU foi realizada na concentracdo pré-
estabelecida da etapa anterior, onde 10% da enzima diluida foi adicionada ao monémero (Poliol)
sendo homogeneizado e em seguida adicionado o isocianato. Apos a etapa de polimerizacdo, o
poliuretano contendo a enzima (imobilizado) foi mantido durante 24 horas em dessecador para
equalizacdo do teor de umidade, para posterior medida da atividade por esterificacdo, comparando a
enzima na sua forma livre.
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2.2. Determinacdo da Atividade de Esterificacao

A atividade de esterificacdo das foi realizada pela quantificacdo da reacdo de sintese do acido
(C4 - butilico; C18 - oleico e C12 - laurico) e do alcool (C2 — etanol; C3 - n-propanol; C4 - n-butanol
e metanol e acido butandico (C4 - butilico) na razdo molar 1:1 (v/v). A reacdo foi conduzida a 40 °C,
160 rpm por 40 min. Esta foi iniciada pela adicdo da enzima (0,1 g) ao meio reacional, em frascos de
vidro com tampa, mantidos em agitador orbital. Aliquotas de 500 uL foram retiradas do meio
reacional em triplicata no inicio da reacdo. A cada amostra foram adicionados 15 mL de uma solucéo
de acetona-etanol (1:1) (v/v) para paralisar a reacdo e para extracdo de éster de oleato de etila segundo
Paroul et al (2010 e 2011). A quantidade de acido consumida foi determinada por titulagdo com
NaOH 0,05 M até pH 11.

Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima que consome
lumol de acido graxo por minuto, nas condi¢des do ensaio. A atividade enzimatica foi calculada
baseando em Brigida et al., 2010).

2.4. Determinacdo do Rendimento

O rendimento do imobilizado foi calculado pela porcentagem da razdo da atividade total da
enzima livre em solucdo utilizado na imobilizacdo e da atividade total do imobilizado (o qual
considera a massa total de imobilizado produzido).

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados das reacOes de esterificacdo estdo apresentados na Figura 1. Pode-se observar que
0 uso de acido butirico na reacdo de sintese apresenta atividades de esterificacdo mais elevadas em
comparac¢do aos outros acidos graxos. Para este acido, a utilizacdo de etanol, metanol e butanol como
substratos apresentaram as maiores atividades (943,40, 2281,25 e 832,05 U/g, respectivamente).
Resultados semelhantes a este foram observados utilizando etanol e metanol quando colocados em
reacdo de sintese com o &cido oleico (1469,28 e 650,66 U/g) respectivamente. O acido laurico
também foi testado, porém, a enzima imobilizada apresentou atividades menores se comparados aos
outros acidos graxos, porém as maiores atividades foram para o etanol e propanol (969,63 e 1440,97
U/g). Resultados excelentes quando relacionados ao tempo de reagdo que foi de apenas 40 min
apresentados na Figura 1.
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Figura 1 — Comportamento da enzima Candida antarctica B imobilizada em suporte de
Poliuretano em diferentes reacdes de Sintese.

Em um contexto geral as menores atividades em todos os &cidos graxos estudados foram
observadas para o acido laurico utilizando o alcool butanol com apenas 241,74 U/g de atividade.
Comportamento semelhando teve o acido oleico com os alcoois propanol e butanol com 372,87 e
367,74 Ulg respectivamente. Indicando que a enzima imobilizada possui uma maior especificidade
aos acidos graxos de cadeia longa insaturada em comparagao com saturado e alcoois de cadeia com
baixo teor de carbono.

Os produtos resultantes de acidos e alcodis de cadeia curta (2-8 &tomos de carbono) séo
importantes componentes de aromas e flavorizantes utilizados nas industrias de alimentos, bebidas,
cosmeéticos e medicamentos. Ja os produtos de esterificacdo de acidos carboxilicos de cadeia longa
(12-20 atomos de carbono) com alcoois de cadeia longa séo utilizados como lubrificantes. Os ésteres
resultantes das reacdes entre acidos de cadeia longa com alcodis de cadeia curta (2-8 atomos de
carbono) sdo utilizados nas industrias como aditivos em alimentos, detergentes, cosméticos (Guvenca
et al., 2002). Os ésteres de acidos graxos de cadeia longa sdo os principais constituintes do biodiesel,
sendo assim podemos observar que a atividade enzimatica é fortemente afetada pela escolha do
solvente orgénico, que pode provocar a desnaturacdo da enzima levando a perda da atividade do
catalisador (Hazarika et al., 2002).
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Souza (2013) em seu estudo imobilizando a lipase de Candida antarctica do tipo B (CALB) em
nanoparticulas magnéticas de ferro na catalise dos ésteres: oleato de etila (biodiesel), butirato de
metila e etila, obteve-se conversdo para o etiloleato de aproximadamente 90% para ambos 0s
biocatalisadores sob temperatura de 60 °C em 48 h de rea¢do. Sendo assim, a maxima a conversao de
butirato de etila (96,8%) e metila (93,9%) utilizando o heptano como solvente foram obtidos a 25 °C
com CALB imobilizada em nanoparticulas magnéticas apés 8 h de reacao.

Os estudos na literatura (Aragdo et al., 2010; Grosso et al., 2012) apresentam a utilizacdo de
varias lipases imobilizadas para a producdo de butirato de etila. Valdez-Pefia et al., 2010) realizou a
catalise de &cido butirico e etanol por resina acrilica Novozym® 435 em 10 ml de n-heptano, obteve
conversdo de 75% em 96 horas. A taxa de conversdo de 88% de butirato de etila foi obtida por
Aragéo et al. (2010), em 3 h de reacdo, 40 ml de volume reacional, utilizando lipase de Mucor miehei
imobilizada em pérolas de resina comerciais.

Dalla-Vecchia et al. (2004) testaram as lipases de diferentes procedéncias imobilizadas em
filmes de carboximetilcelulose (CMC), alcool poli-vinilico (PVA) e blendas de CMC/PVA em
reacOes de esterificacdo do acido laurico com o n-pentanol. Os ésteres foram obtidos com conversdes
de até 99%, comprovando a eficiéncia desses biocatalisadores.

Madalozzo (2011) utilizou a lipases de Rhizopus oryzae na imobilizacdo em suporte hidrofobico
(Accurel MP-1000) na realizacéo de sintese do oleato de etila obtendo em 1 h de reacdo conversiao em
éster de 93% em com ilizando-se 70 U de atividade de hidrolise contra a trioleina (3537 mg.h-1.gcat-
1) com converséo de 96% obtida em 0,5 h. Com 0 aumento de 10 vezes a quantidade de substratos em
relacdo aos estudos preliminares a produtividade do oleato de etila quadriplicou (7200 mg.h-1.gcat-1)
com uma conversdo de 76% em 0,5 h.

4. CONCLUSOES

Os resultados obtidos mostram que a enzima imobilizada é capaz de catalisar rea¢cdes de sintese
entre alcoois e acidos graxos de cadeia curta (acido butirico) e longa (acido oleico). A sintese de
ésteres a partir de acidos é importante para a geragdo de aroma utilizados principalmente nas
industrias de alimentos e bebidas. Os ensaios apresentaram atividade para oleato de etila com 1469,28
U/g e para a sintese de butirato de etila e metila de 943,396 U/g e 2281,25 U/g e laurato de etila e
propila 969,626 U/g e 1.440,972 U/g. As altas produtividades obtidas neste trabalho indicam que a
lipase B Candida antarctica imobilizada em suporte de poliuretano possui um bom potencial para
aplicagdo em processos biocataliticos em meio orgénico, mostrando que € necessario um estudo mais
aprofundando, variando temperatura, tempo e razdo molar tanto para o acido, alcool e concentracédo
de enzima, a fim de otimizar o processo.
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