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RESUMO - A reacdo de esterificacdo do acido valérico/etanol em n-heptano na
producdo do valerato de etila foi investigada usando lipase imobilizada de
Burkholderia cepacia em alginato de célcio seco preparado com solucdes tampéo com
diferentes pHs — 5 a 9,2. Estudos anteriores mostraram que a conversdo na ordem de
80% do valerato de etila foi usando a razdo molar acido/alcool de 0,5 e 30% de enzima
imobilizada. Para este trabalho, as mesmas condi¢des foram usadas, substituindo a
agua deionizada pelos tampdes citrato (pH 5 e 6), fosfato (pH 7 e 8) e carbonato-
bicarbonato (pH 9,2) na preparacdo das microcapsulas de alginato de calcio. O estudo
mostrou que foi possivel alcancar quantidade significativa do éster em menor tempo de
reacdo quando comparado com o imobilizado sem o sistema tamp&o. Aliquotas foram
retiradas durante 120 horas e tituladas com KOH 0,02 M. Em 3 horas de reagdo, na
sintese do valerato de etila, usando as microcapsulas de alginato de célcio secas
preparadas com solucdo tampdo pH 9,2, foi possivel observar conversdo 2,2 vezes
maior quando comparado ao sistema sem tampao. Andlises de cromatografia gasosa de
alta resolucdo foram feitas para confirmar a sintese do valerato de etila.

1. INTRODUCAO

O uso dos ésteres de acidos graxos de cadeia curta tem se tornado crescente nas industrias
alimenticias, de cosméticos e farmacéuticas. Devido a crescente demanda, tornou-se necessario
encontrar formas alternativas & extracdo natural que € escassa e cara para fins comerciais. A forma
mais usual da obtencdo dos ésteres baseia-se na esterificacdo quimica dos acidos graxos e alcool na
presenca de catalisadores inorganicos, no entanto essa forma de obtencdo é tediosa, ndo seletiva e
consomem grande quantidade de energia (Ozylmaz e Geser, 2010; Karra-Chaabouni et al., 2006).

O uso da lipase como alternativa a sintese quimica ou extracdo vegetal tem se tornado atrativo
no ambito industrial. As lipases (triacilglicerol hidrolases, EC 3.1.1.3) sdo enzimas que catalisam
reacOes hidroliticas, entretanto quando empregado em ambiente de pouca agua, eles podem executar
reacOes inversas como a esterificacdo. Biotransformacgoes catalisadas por lipase tem sua importancia
por causa de suas caracterisiticas de regio-, estéreo e especificidade pelo substrato, condigdes
reacionais mais brandas e baixo consumo de energia (Hari Krishna et al., 2000).
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Contudo os altos custos e os procedimentos de purificacdo acabam tornando as enzimas
economicamente desinteressantes. Desta forma, uma enzima precisa cumprir importantes requisitos
como tolerancia a solventes, capacidade de reutilizacdo e maior estabilidade térmica. Uma possivel
solucdo para este problema € a imobilizacdo em suportes solidos que as tornem economicamente
viaveis (Raghavendra et al., 2010)

O uso da lipase na sua forma imobilizada confere maior estabilidade a enzima em relacdo as
condicdes adversas do meio reacional. Para garantir concentracdo elevada e distribuicdo uniforme da
enzima, usa-se suporte inerte no processo de imobilizagdo. Muitos suportes sdo usados na
imobilizacéo das lipases, no entanto, estes precisam garantir maior estabilidade operacional e retencdo
do biocatalisador que sdo fundamentais na eficdcia do método. O principal propoésito de imobilizar
uma enzima é obter um biocatalisador com atividade e estabilidade, que ndo sejam afetados durante o
processo, 0 que ndo ocorre com as enzimas na forma livre (Inanov e Scheneider, 1997; Dave e
Madamwar, 2006; Bayramoglu et al., 2011).

Embora as reacOes de esterificacdo sejam comuns, os biocatalisadores ainda precisam ser
compreendidos em relacdo ao seu comportamento e especificidade na sintese de ésteres aromaticos
(Martins et al., 2014). Dessa forma, ainda existe um grande campo a ser explorado, relacionado a
sintese enzimatica de ésteres aromaticos em sistemas que empreguem materiais de baixo custo como
suportes, gerando resultados que permitam verificar a viabilidade técnica e econdmica da producdo
desses compostos. O principal objetivo deste trabalho foi estudar o comportamento dos diferentes pHs
na producdo do valerato de etila. Os diferentes tampdes foram usados na producdo do imobilizado a
partir da lipase de Burkholderia cepacia em alginato de calcio. Padilha et al. (2013) estudaram o
efeito da razdo molar dos substratos (acido valérico/etanol) e quantidade de enzima. Os resultados
mostraram 83% de conversdo do valerato de etila usando razdo molar 0,5 e 30% de enzima
imobilizada ao final de 120 horas de reacdo. No entanto, usando as microcapsulas de alginato de
calcio secas preparadas com solucdo tampdo, em 3 horas de reacdo, foi possivel observar conversao
em valerato de etila quase 2 vezes maior em todos os pHs quando comparado ao sistema sem tampéo.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Reagentes

Os reagentes usados para a reacdo de esterificagdo foram o etanol (Synth), o &cido valérico e o
solvente n-heptano (Sigma Aldrich - St. Louis - MO).

2.2. Biocatalisador

Nos experimentos foi utilizada a lipase comercial de Burkholderia cepacia (Sigma Aldrich
- St. Louis - MO). 10 g da lipase comercial foi misturada a solucao de alginato de sodio (2% m/v,
200 mL) tamponada com concentracdo de 0,1M nos em diferentes pHs - 5 e 6 (tampéo citrato), 7
e 8 (tampdo fosfato) e 9,2 (tampdo carbonato-bicarbonato) - em Turrax a 10.000 rpm durante 2
min. Essa solucdo foi gotejada em cloreto de célcio - CaCl, (4% m/v) a temperatura ambiente. As
microcapsulas de alginato de calcio foram formadas por reticulacdo. Apds o gotejamento, as
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microcapsulas foram mantidas no banho i6nico por 30 minutos (tempo de cura), e entdo
separadas em peneiras (25um) e lavadas com 1000 mL de agua destilada (Padilha et al., 2012).
Apos a producdo, as microcapsulas foram secas em estufa a 30" C com circulacéo de ar, restando
5% de umidade.

2.3. Sintese do valerato de etila

Frascos reagentes de 50 mL rosqueados cilindricos, contendo razdo molar 0,5 (acido
valérico/etanol) em n-heptano foram incubados em shaker orbital a 37°C. Os frascos foram
incubados com os substratos por 5 minutos antes de adicionar 30% (m/v) das microcapsulas. O
progresso da sintese foi acompanhado pela retirada de aliquotas, ao longo da reacdo nos seguintes
intervalos de tempos: 0, 3, 6, 9, 12, 24, 48, 72 e 120 horas, quantificando o consumo de acido
graxo. Todas as reacdes foram realizadas na presenca de peneira molecular. A andlise da
porcentagem molar de esterificacdo pela concentracdo de &cido graxo foi determinada por
titulacdo de aliquotas dissolvidas em 10 mL de etanol/acetona (1:1), empregando-se solugdo de
KOH 0,02M e fenolftaleina como indicador. Os calculos foram efetuados pela Equacéo 1.

con-M.PM

AGL (%) = v o 1)

Onde: AGL é a porcentagem dos &cidos graxos, V € o volume de KOH gasto na titulacdo no
tempo t (mL); M € a molaridade da solucdo de KOH; PM é o peso molecular do acido graxo
titulado e m é a massa da aliquota titulada (g).

A conversdo do substrato foi expressa em conversdo molar do &cido graxo consumido
conforme Equacéo 2.

(Co-_C)
C

0

%Molar = *100 2

Em que: Co = concentracdo inicial do reagente e C = concentracdo do reagente em um
determinado tempo.

2.4. Cromatografia gasosa

A separagdo e deteccdo dos compostos volateis foram realizadas por CG-FID Cromacon
(modelo Simple Crom). 1 pL das amostras diluidas das misturas reacionais foram injetadas em
coluna capilar DB-05 (J&W Scientific). As temperaturas do injetor e do detector foram de 200" C
e 250" C, respectivamente. A programacao da coluna foi 50° C por 10 min, 2° C/min até 75" C,
25 C/min até 200" C por 10 min. O tempo de retencédo (tg) foi de 7,40 min. A identificacdo e
quantificacdo do valerato de etila foram feitos por comparacdo com o tempo de retencdo das
amostras com o padrdo. Para a curva padrdo do valerato de etila (Sigma Aldrich - St. Louis —
MO) foi usado concentrac6es 0,05 a 0,3% diluido em n-heptano. Todas as amostras foram feitas
em triplicata.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Efeito do pH na esterificacéo

A Tabela 1 apresenta os resultados dos diferentes tamp&es na conversao do valerato de etila. A
partir do exposto, verifica-se que em 3 horas de reacdo foi possivel obter resultados bastante
expressivos. Os tampdes com pHs 5 a 8 apresentaram resultados préximos em 3 horas de reacdo. O
resultado mais significativo foi usando o tampéo carbonato-bicarbonato (pH 9,2), que obteve valor
10% maior quando comparado com os outros tampdes. Foi possivel notar que apds 9 horas de reacéo,
a conversdo em valerato de etila manteve-se praticamente constante até 120 horas. Isto mostra que é
possivel obter valores proximos a 100% de conversdo em menor tempo de reacdo. Karra-Chaabouni
et al. (2006) obtiveram 78% de conversdao na producdo do valerato de etila ap6s 72 horas de reacao
usando lipase de Staphylococcus simulans imobilizada em CaCO3 e n-heptano como solvente Xu et
al. (2002) com a lipase de Ryzopus chinesis estudaram diversos parametros para a conversao em
valerato de etila. O estudo mostrou que ao testarem diferentes solventes, o n-heptano foi o que
apresentou maior conversdo em éster (96,4%). No entanto, a conversdo maxima obtida foi de 98,5%
usando razdo molar acido/alcool 1:3. 1sso mostra que o presente estudo apresenta conversdes bastante
satisfatorias usando o alginato de calcio tamponado sem variar as razGes molares dos reagentes. Além
disso, os bons resultados de esterificacdo do valerato de etila podem ser devido ao fato das reacfes
ocorrerem em meios contendo n-heptano que mostra ser um solvente bastante adequado, auxiliando a
producdo do valerato de etila na fase organica (Martins et al., 2014; Guillén et al., 2012). Haja vista
que muito dos estudos encontrados na literatura com biocatalisadores usa n-heptano na converséo dos
ésteres.

Tabela 1 — Converséo do valerato de etila em diferentes pHs

Tempo | AG Ester AG Ester AG Ester AG Ester AG Ester
(h) (mM) (%) (mM) (%) (mM) (%) (mM) (%) (mM) (%)
pH 5 6 7 8 9,2

0 6009,27 0,0 | 6000,60 0,0 | 6059,26 0,0 | 6043,35 0,0 | 6003,28 0,0
3 1354,49 77,5 | 1400,06 76,7 | 1455,96 76,0 | 1356,73 77,6 | 1022,46 83,0
6 346,23 94,2 461,18 92,3 546,93 91,0 413,84 93,2 397,76 934
9 337,58 94,4 368,73 93,9 336,08 94,5 407,23 93,3 386,25 93,6
12 328,21 94,5 366,16 93,9 329,82 94,6 404,08 93,3 384,79 93,6
24 326,96 94,6 335,13 94,4 326,88 94,6 394,59 93,5 371,85 93,8
48 326,96 94,6 335,13 94,4 326,88 94,6 374,18 93,8 365,09 93,9
72 326,96 94,6 335,13 94,4 326,88 94,6 360,58 94,0 338,05 94,4
120 326,05 94,6 335,06 94,4 327,59 94,6 351,93 94,2 321,71 94,6

A Tabela 2 mostra o sistema sem tampéo usado para obtencéo do valerato de etila estudado por
Padilha et al. (2013). A partir dos resultados verifica-se que o sistema sem tampéo precisou de 120
horas de reacdo para obter o mesmo rendimento em éster quando comparado a conversdo que ocorreu
em 3 horas usando o pH 9,2. Alguns estudos mostram a imobilizacdo em gel de alginato como suporte
em lipases de diferentes fontes tanto para a sintese de alguns compostos como para verificar o
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desempenho da enzima frente ao método de imobilizacdo. Betigeri e Neau (2002) imobilizaram a
lipase de Candida rugosa em polimeros como agarose, alginato e quitosana. No entanto a atividade
enzimatica foi menor tanto para a lipase imobilizada quanto para a liofilizada quando comparado a
outros polimeros. Os autores descreveram que a enzima ndo apresentou boa interagdo com o alginato.
Cheirsilp et al. (2009) reportaram a imobilizacdo em alginato da lipase de Pseudomonas sp para
producdo do monoacilglicerol (MAG) a partir do 6leo de palma com adicdo de glicerol para aumentar
o rendimento do MAG. Ozyilmaz e Geser (2010) produziram os ésteres valerato de etila, acetato de
isoamila e acetato de butila a partir da imobilizac&o da lipase de Candida rugosa (CLR) e pancreas
suino (PPL) em alginato. O melhor rendimento foi para o acetato de isoamila quando o imobilizado
PPL foi usado. Embora alguns trabalhos usem solucbes tampé&o na lavagem do suporte e nas reagoes
durante a producdo dos ésteres (Mahapatra et al., 2009; Cheirsilp et al., 2009), o uso de solucbes
tampdo durante a imobilizacdo da lipase em alginato de calcio ndo sdo reportados na literatura. Este
trabalho demonstra sua relevancia no melhor entendimento da interacéo lipase-alginato. Raghavendra
et al. (2010) ao estudar a sintese do valerato de etila usando a lipase de Candida rugosa imobilizada
em organo-gel (MGG) verificaram durante as reacdes faixas de pH para melhor conversdo do éster. A
lipase foi dissolvida em diferentes tampdes a 0,1M: tampdo acetato pH 5, tampéo fosfato de sédio pH
6, 7 e 8 e tampdo Tris-HCI pH 8,8. Maiores conversdes do éster foram observados em menores
valores de pH - 5 (85,7%), 6 (97,3%) e 7 (98,91%), ou seja, maiores conversdes foram obtidas dos
pHs acidos para o neutro quando comparado com o valores de pHs alcalinos. Ao considerar 3 horas
de reacdo, estes resultados confrontam os encontrados para este trabalho, ja que obteve-se maior
conversdo em valerato de etila ao usar pH mais alcalino.

Tabela 2 — Sistema sem tampé&o e em pH 9,2 na converséo do valerato de etila

Tempo AG Ester AG Ester
(h) (mM) (%) (mM) (%)
pH 9,2 Sem tampao

0 6003,28 0,0 | 6497,69 0,0
3 1022,46 83,0 | 4051,74 37,6
6 397,76 93,4 | 2756,28 57,6
9 386,25 93,6 | 1600,24 75,4
12 384,79 93,6 | 1585,31 75,6
24 371,85 93,8 | 1419,74 78,2
48 365,09 93,9 | 1331,50 79,5
72 338,05 94,4 | 1235,95 81,0
120 321,71 94,6 | 1097,28 83,1

A Figura 1 sumariza os resultados para o tampdo carbonato-bicarbonato e sistema sem tampéo.
Os resultados obtidos neste trabalho mostraram que a lipase de Burkholderia cepacia imobilizada em
alginato de calcio tamponado apresentou maior conversdo em valerato de etila em relacdo a lipase
imobilizada sem tampao.
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Figura 1 — Comparacao do rendimento do valerato de etila em sistema sem tampédo e em tampéo
carbonato-bicarbonato.

3.2 Identificacdo analitica

A Tabela 3 mostra a equacdo da reta obtida pela curva padrdo do valerato de etila e 0
coeficiente de determinagdo (R?).

Tabela 3 — Dados da curva padrao

Equacéo da reta (y=ax+b)
Valerato de etila A B R?
91951 1925,6 0,998

A Figura 2 apresenta o cromatograma obtido por CG-FID analisado por injecdo da mistura
reacional (pH 9,2) apo6s 120 horas de conversdo. A técnica permitiu quantificar o valerato de etila a
partir dos dados da curva padrdo. Para os valores estarem dentro da curva padrdo, a amostra foi
diluida 40x. O tempo de retencdo de 13,66 é correspondente ao &cido valérico restante na mistura
reacional. Cromatogramas feitos nos tempos reacionais iniciais apresentaram intensos picos do acido
valérico (dados ndo mostrados). A Tabela 4 mostra a concentracdo de ésteres obtida em alguns
tempos de reacdo. Andlise no tempo 0 foi ap6s 15 minutos de reacdo. Tambeém foi feita uma analise
na metade do tempo entre a primeira e segunda analise para melhor acompanhamento na conversdo
do valerato de etila. Os cromatogramas com os demais tempos de reacdo ndo foram apresentados por
estarem semelhantes ao de 120 horas, isto mostra que € possivel parar a reacdo em 6 horas e obter
conversdes proximas a 100% na producédo do valerato de etila.
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Figura 2 — Cromatograma CG-FID tampdo carbonato-bicarbonato. tg: 7,40 = valerato de etila;
tr: 13,66= acido valérico.

Tabela 4 — Concentracdo do valerato de etila em tampéo carbonato-bicarbonato (pH 9,2)

Tempo (h) Pico Diluicéo Concentracéo (%0)
0 14057,44 - 0,13
15 18853,30 1:20 3,71
3 25555,49 1:20 5,18
120 19281,43 1:40 7,61

4. CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou a capacidade de lipase imobilizada em alginato seco em
sintetizar o valerato de etila com rendimentos satisfatérios. Em 3 horas de reacdo, os diferentes
tampdes mostraram rendimentos 2 vezes maior do que o sistema sem tamp&o. O melhor resultado foi
com o tampé&o carbonato-bicarbonato. Com base nestes resultados, a interacdo alginato-tampao-lipase
foi um fator preponderante na producdo do valerato de etila.
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