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Artigo

ENZYMATIC SYNTHESIS OF ISOPENTYL CAPRYLATE USING FUSEL OIL AS FEEDSTOCK. Four commercial lipase
preparations immobilized by covalent attachment on epoxy-polysiloxane-f3-cyclodextrin were tested as potential biocatalysts to
mediate the esterification reaction of isopentanol with caprylic acid in solvent-free medium. Among them, the immobilized lipase

from Rhizopus oryzae was the most active biocatalyst, attained ester conversion higher than 80% in 24 h, being selected for subsequent

tests using fusel oil as source of isopentanol. An experimental design was performed and the analysis of the results revealed that the
formation of the isopentyl caprylate was strongly influenced by the variable molar ratio at 95% of confidence level. The proposed
mathematical model allowed predicting that the excess of caprylic acid (molar ratio fusel oil to acid of 1:1.5) and reaction temperature
of 45 °C favor the reaction to attain high ester conversion. Sensory evaluation of the flavors profile in relation to all the components
involved in the reaction (caprylic acid, fusel oil and esters) showed that the formed esters had distinct aromas from the starting

materials, confirming that the changes in flavors occurred before and after esterification reactions.
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INTRODUCAO

Entre os diversos subprodutos gerados pela Industria
Sucroalcooleira, o 6leo fusel apresenta amplo potencial de reapro-
veitamento devido sua composi¢do rica em alcodis superiores e
elevado volume gerado (120 milhdes de litros/ ano).!

Apesar do seu aproveitamento nao atuar diretamente na redug¢ao
do custo final do dlcool, sua utilizacdo como insumo nas inddstrias
de transformagdo certamente representa um importante passo para
aumentar a eficiéncia global da producdo industrial do etanol.”
Atualmente, a taxa de recuperagdo do 6leo fisel € de apenas 25% do
total produzido no pais, ou seja, 30 milhdes de litros/ ano.? Possiveis
alternativas para o aproveitamento deste subproduto incluem a pro-
ducdo de alcodis superiores por destilagdo fracionada,* e sintese de
ésteres por via quimica ou biotecnoldgica.>”’

Esteres sdo componentes importantes de aromas naturais e contri-
buem na formagéo e acentuag@o dos aromas em diversos alimentos.*!!
Com a demanda crescente de produtos naturais, a industria de ali-
mentos estd interessada no uso da rota biotecnoldgica para producio
de ésteres aromatizantes.'' Desta forma, € crescente o interesse da
aplicacdo de catalisadores bioquimicos em sintese orginica,*!°entre
os quais especial atencdo tem sido dedicada as enzimas lipoliticas
(lipases e esterases), em fun¢do da elevada atividade catalitica exibida
em diversos meios néo convencionais.”!

A sintese catalisada por lipases (glicerol €ster hidrolases EC
3.1.1.3) de mais de 50 ésteres de aromatizantes ja foi descrita na
literatura®!! e, em principio, a reacdo pode ser conduzida em meio
reacional constituido de dlcool e dcido carboxilico em presenga
ou auséncia de solventes, resultando em produtividades elevadas
e rendimentos quantitativos.”!® Entretanto, sdo escassos os traba-
lhos encontrados na literatura referentes a aplicacdo de lipases
na biotransformagao dos alcodis presentes (etanol, 13%; butanol,
15%; isobutanol, 10%; isopentanol, 51%) no 6leo fusel em seus
ésteres respectivos.'>!¢ Este fato pode estar associado as dificul-
dades técnicas envolvidas quando misturas de alcodis sdo usadas
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em reagoes de esterificagdo direta, como competi¢do entre dois ou
mais nucleofilicos pelo mesmo sitio ativo da enzima e o elevado teor
de dgua presente nesse material que exige a aplicacdo de técnicas
especiais de desidratag@o por meio do emprego de sais desidratantes
ou peneira molecular para tornar adequado este tipo de substrato
as condig¢des de catdlise mediada por lipases (baixo teor de dgua
< 500 ppm).*!7 Além disso, a presencga de teores elevados de alco-
6is secundarios pode acarretar uma complexidade adicional, tendo
em vista que a esterificagdo de dlcoois secundarios € fortemente
dependente da fonte de lipase e do tamanho da cadeia do dcido
carboxilico.™ Os rendimentos de esterifica¢do tendem a diminuir
com dcidos de tamanho de cadeia curta’; sendo os resultados mais
baixos obtidos com o dcido acético.!® Desta forma, a selecdo do
doador do grupo acila é um fator crucial para uma transformacdo
eficiente do substrato por catdlise enzimatica. Estudos reportados
na literatura demonstram elevados rendimentos de esterificagdo
(> 95%), utilizando 4cidos de cadeia carbdnica longa (nimero de
carbonos superior a 12) como doador do grupo acila.!>!418.1%

No presente estudo foi proposto avaliar dcido carboxilico de
cadeia média (4cido caprilico) como doador do grupo acila na pro-
ducdo de ésteres aromatizantes naturais a partir de 6leo fisel. Em
funcdo dos resultados satisfatérios obtidos anteriormente por Santos
et al.,”® optou-se pela manutengdo de sistemas reacionais isentos de
solventes. Tais sistemas apresentam inimeras vantagens, entre as
quais se destacam: i) evita problemas de separagdo, de toxicidade
e flamabilidade dos solventes orginicos e ii) reduz o custo do pro-
duto final. Além disso, a eliminag@o de solventes ¢ particularmente
interessante nas industrias alimenticias, nas quais existem rigorosas
regulamentacdes para o seu uso.?

Os experimentos foram realizados utilizando fonte de lipase
selecionada para esterificagdo de alcodis secundarios, adotando a
metodologia de planejamento estatistico que possibilita verificar
a influéncia das varidveis e suas interacdes no rendimento de um
determinado processo com grande economia de tempo, material e
recursos.?! Adicionalmente ao controle dos pardmetros de processo
foi também utilizado um sensor olfativo artificial para detec¢do dos
compostos voldteis presentes nos produtos formados, utilizando
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metodologia que permite correlacionar o perfil sensorial das amos-
tras de ésteres obtidas a partir das matérias-primas precursoras no
sistema reacional.?>?

PARTE EXPERIMENTAL
Materiais

Foram utilizadas preparagdes de lipases comerciais de origem
microbiana de diferentes fontes, como lipase de Rhizopus oryzae
(LO36P) adquirida da Biocatalysts (Cardiff, Inglaterra) e Candida
rugosa (Tipo VII); Pseudomonas fluorescens e Burkholderia
cepacia adquiridas da Sigma-Aldrich Chemical (St. Loius, MO,
EUA). O éleo fusel foi gentilmente fornecido pela destilaria (Sao
Martinho S/A - Unidade Iracema, localizada em Iracemédpolis - Sdo
Paulo) com composic¢io aproximada de 65% de isopentanol, 8%
de isobutanol, 0,4% de butanol, 1,5% de propanol, 10% de etanol
e 15% de dgua. Outros reagentes utilizados foram: B-ciclodextrina
(Sigma-Aldrich-BCD, 97%), tetraetilortossilicato (Sigma-Aldrich-
TEOS, 98%); epicloridrina (Sigma-Aldrich 99%), dcido caprilico
(Merck, 97%), isopentanol (Merck, 99%), heptano e hexanol
(Vetec), polietilenoglicol — PEG-1.500 (Sinthy), goma ardbica em
p6 pura (Synth), hidréxido de potdssio (min. 85%, Cromoline) e
azeite de oliva com baixa acidez (Carbonell, adquirido em mercado
local). Os padroes (caprilato de butila e caprilato de isopentila) para
calibracdo do método via andlise cromatografica foram obtidos por
sintese quimica de acordo com Urioste er al.** Os ésteres foram
purificados por destilagdo a pressdo reduzida e as estruturas qui-
micas confirmadas por andlise de Ressoniancia Magnética Nuclear
de Préton (RMN'H), conforme ilustrado no material suplementar
(1S). Os espectros foram obtidos no aparelho Varian Mercury 300
MHz. Os deslocamentos quimicos (8) foram referenciados pelo
sinal do TMS (Tetrametilsilano — & = 0) em CDCl,. Cada espectro
foi analisado calculando-se a integragdo dos nimeros relativos de
hidrogénio presente na estrutura quimica do monoéster de dcido
em 0,00-6,00 ppm.

Sintese e ativacio da matriz de imobilizacio das lipases

O suporte hibrido silica-B-ciclodextrina (SiO,-BCD) foi sin-
tetizado pela técnica sol-gel utilizando TEOS como precursor e
posteriormente ativado com epicloridrina de acordo com técnica
descrita por Martin et al.,” fornecendo suporte com as seguintes
caracteristicas texturais: drea superficial especifica (450,5 m*g™),
volume especifico dos poros (0,36 cm® g!) e didmetro médio dos
poros 32,09 A.

Imobilizacio das lipases no suporte hibrido

A matriz epoxilada (ep6xi-SiO,-BCD) foi utilizada para imobi-
lizar as lipases de diversas fontes empregando para cada grama de
suporte ativado (matéria seca) 250 mg de lipase na sua forma livre,
e 100 pL de solugdo aquosa contendo 5 mg mL! de polietilenoglicol
(massa molecular 1500). As suspensdes contendo enzima e suporte
foram mantidas sob agita¢do a 30 °C por 2 h, seguido de contato
estatico por um periodo adicional de 18 h a 4 °C. A recuperag@o dos
derivados imobilizados foi efetuada por filtracdo a vacuo, com lava-
gens sucessivas com hexano para remogdo do excesso de umidade.”
Em seguida, os derivados imobilizados foram acondicionados em
dessecador sob vacuo para redug¢do da umidade em valores inferio-
res a 8%. As atividades enziméticas das lipases imobilizadas foram
determinadas pelo método de hidrdlise do azeite de oliva, conforme
a metodologia modificada por Soares et al.**:
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Tratamento do éleo fiisel

O elevado teor de dgua originalmente presente no 6leo fusel foi
reduzido por meio de peneiras moleculares de 0,32 A (Silicato de
sédio e aluminio) tipo 13 X-BHD Chemicals. Deve ser destacado
que ndo foi utilizada a técnica de destilagdo fracionada para a remo-
¢do de 4dgua presente no 6leo fusel devido ao interesse de manter a
composicdo original da mistura dos alcodis caracteristico do dleo
fusel para ser utilizado como matéria-prima residual nas reagdes.
A concentragdo de dgua presente no dleo fusel foi reduzida de 15%
para 0,1%, quantificando o teor de d4gua em titulador automético Karl
Fisher (Modelo Koehler AKF5000).

Sintese do caprilato de isopentila

Testes de selec¢do da lipase

Testes iniciais foram direcionados para a selecdo da lipase mais
adequada para catalisar reagdes de esterificacio do isopentanol com
o 4cido caprilico. As reagdes foram conduzidas em reatores fechados
de 100 mL contendo 20 mL de substrato sem adic@o de solventes em
proporcdo equimolar. As misturas foram incubadas com as diferentes
preparagdes de lipase imobilizada em SiO,-BCD na propor¢ao de 350
unidades de atividade por grama de meio reacional, por um periodo
maximo de 48 h, com agitacdo magnética (150 rpm) a 45 °C. Amostras
foram retiradas durante o progresso da reagdo (12, 24 e 48 h) para
quantifica¢do da concentracdo dos materiais de partida e cdlculo da
conversdo em éster baseada no consumo do isopentanol.

Planejamento fatorial

A influéncia das variaveis: razdo molar (X,) e temperatura (X,)
na sintese do caprilato de isopentila a partir do 6leo fisel e acido
caprilico empregando a preparagdo de lipase imobilizada selecio-
nada anteriormente foi determinada por um planejamento composto
de face centrada 2 e pontos centrais. As reagdes foram conduzidas
em reatores fechados de 100 mL contendo 20 mL de substrato com-
posto de 6leo fusel previamente desidratado e dcido caprilico, sem
adicdo de solvente em razdes molares entre dlcool/acido de 1:0,5
a 1:1,5 (a proporc¢do de dleo fusel adicionado foi calculada com
base na concentragio de isopentanol presente neste subproduto). As
misturas foram incubadas com a preparacdo de lipase imobilizada,
na propor¢ao de 10% (m/m) em relag¢@o a massa total dos reagentes
envolvidos no meio reacional, por um periodo maximo de 48 h, com
agitacdo magnética (150 rpm) na faixa de temperatura entre 40 a 50
°C. Todos os experimentos foram efetuados de maneira randomica.
Como varidvel resposta foi considerada a conversdo em caprilato
de isopentila. Nesta série de experimentos a formagao do caprilato
de isobutila ndo foi avaliada em funcdo da baixa concentragdo do
isobutanol presente no dleo fusel (= 8%). A andlise estatistica dos
resultados foi realizada utilizando-se o programa Statistica versdo 13.

Determinacao dos produtos formados e reagentes consumidos

A formacgdo dos produtos (caprilato de isobutila e caprilato de
isopentila) e o consumo dos alcodis (isobutanol e isopentanol) foram
determinados em cromatdgrafo a gas (Varian — Modelo CG 3800
Varian, Inc., Palo Alto, CA, EUA) equipado com uma coluna empa-
cotada de ago inoxiddvel (80/100 mesh, 6ft, 2,0 mm ID X 1/8 OD)
e detector de ionizacdio em chama (FID). A temperatura do detector
foi fixada em 230 °C e a do injetor em 190 °C. Nitrogénio foi usado
como gés de arraste num fluxo de 10 mL min™ e os fluxos dos gases
de arraste para alimentagio do detector foram: 30 mL min! de H, e
300 mL min™ de ar sintético. As condigdes operacionais estabelecidas
foram: temperatura da coluna ajustada para 60 °C durante 3 min e
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depois programada a 90 °C por 3 min numa taxa de 15 °C min’' se-
guida de aquecimento até 120 °C numa taxa de 20 °C min™! e mantida
em 120 °C por 6 min. Como padrio interno foi utilizado n-hexanol
(50 g L) em heptano. A coleta e andlise de dados foram realizadas
utilizando os dados gerados pelo Sistema Galaxie versao 1.9. O teor
de 4cido caprilico foi determinado por titulagdo de aliquotas diluidas
em etanol, empregando solugdo alcodlica de KOH 0,05 mol L' e
fenolftaleina como indicador.

Analise sensorial por nariz eletronico

A coleta de dados efetuada pelo nariz eletronico (modelo
Cyranose 320TM, marca Smiths Detection, fabricado por Sensigent
INC, EUA) se baseia na suc¢do da amostra pelo headspace e exposi¢ao
a um conjunto de 32 sensores que, em consequéncia, tém alteradas
as suas resisténcias elétricas, as quais sdo registradas, formando o
perfil olfativo da amostra. Para a caracterizacdo dos componentes
estudados, utilizou-se a vazao de 180 cm’® min' para a succao de
ar e de 50 cm® min-! para o headspace, com tempos de 10s e 60s,
respectivamente. Foram acondicionados 5 mL de amostra para cada
componente (4dcido caprilico, dleo fisel e ésteres formados na sin-
tese) separadamente em 10 recipientes e realizadas 10 leituras para
cada amostra. O programa utilizado para estabelecer as condi¢des de
analise foi o PCnose. O método estatistico adotado para anélise dos
resultados foi o PCA (Principal Componentes Analysis), que permite
a redug@o do perfil olfativo a trés pardmetros de maior significancia
das alteragdes produzidas nos sensores, possibilitando a geragdo de
um gréfico tridimensional para visualizacdo do resultado.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Seleciio da lipase para sintese do caprilato de isopentila

A imobilizagdo das quatro fontes de lipase Candida rugosa,
Burkholderia cepacia, Pseudomonas fluorescens e Rhizopus oryzae
no suporte hibrido SiO,-BCD forneceu elevada eficiéncia (> 60%),
demonstrando que o procedimento de imobilizacdo foi efetuado
com sucesso, resultando em derivados imobilizados com elevadas
atividades hidroliticas variando na faixa de 2020 Ug' e 3714 U g
(Tabela 1). O teor de 4gua dos derivados imobilizados foi inferior a
8% visando reduzir a influéncia da 4gua no meio reacional.

Tabela 1. Atividade enzimadtica (Ug") e teor de umidade das preparagdes de
lipases imobilizadas em SiO,-BCD

Atividade catalitica* Teor de agua

Enzima (Ug") (%)
Candida rugosa 2802 + 43 4,94
Pseudomonas fluorescens 2020 + 69 7,29
Burkholderia cepacia 2090 =70 6,82
Rhizopus oryzae 3714 £ 35 7,68

"Método de hidrélise do azeite de oliva (emulsdo 50%; pH 7,0; temperatura
37 °C).

Para selecionar o derivado imobilizado mais adequado na forma-
¢do de ésteres secunddrios foram mantidas fixas as condi¢des reacio-
nais, incluindo o carregamento catalitico (350 unidades de atividade
por grama de meio reacional). Os valores de conversio em éster para
diferentes tempos de incubagdo (12, 24 e 48h) dispostos na Figura
1 indicam que todas as lipases testadas apresentaram potencial para
catalisar a reacdo de esterificaciio, alcangando conversdes superiores
a70% em 24 h de reacdo.
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As lipases de Pseudomonas fluorescens e de Burkholderia ce-
pacia foram menos eficientes. Entretanto, ao usar a preparacio de
P. fluorescens, obteve-se conversiao mais elevada alcancando valores
médios de 83,78% +7,43 em 48 h. Verificou-se que a lipase de B.
cepacia, nas condi¢des testadas, apresentou tendéncia de hidrolisar
o éster ap6s 24 h de reagdo, sendo a conversdo em éster reduzida de
77.47% 1,98 para 70,19% +7,76.

Conversodes similares foram obtidas pelas lipases de Candida
rugosa e Rhizopus oryzae, que forneceram valores de conversao su-
periores a 80% em 24 h de reagdo. O progresso da reagdo catalisada
por R. oryzae confirmou a potencialidade desta lipase para mediar
reagOes em meio organico (esterificag@o e interesterificagdo), con-
forme anteriormente reportado.”’

[ candiaa rugosa
|1 [ Pseudomonas fluorescens
Burkholderia cepacia
[ ] Rhizopus oryzae

T
T T
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Figura 1. Conversdo em éster durante a sintese do caprilato de isopentila
mediada por diferentes fontes de lipases imobilizadas em SiO,-BCD nos tem-
pos 12, 24 e 48 h (condigoes: temperatura = 45 °C, razdo equimolar dlcool/
dcido e meio isento de solvente)

Desta forma, selecionou-se esta preparacdo de lipase para testes
subsequentes. Adicionalmente esta lipase na forma imobilizada apre-
sentou elevado tempo de meia-vida quando utilizada em processos
descontinuos (com reciclo do sistema imobilizado)®® e continuos.”
Propriedades adicionais da lipase de R. oryzae imobilizada em SiO,-
BCD revelaram os seguintes pardmetros na hidrélise do azeite de oliva:
K, =852 mmol L', V,,,. = 52961 umol L' g min e estabilidade
térmica a 50 °C = 8,0 h.

Otimizacio da sintese de caprilato de isopentila

Tendo selecionado a lipase R. oryzae como a fonte enzimatica
mais efetiva na sintese de caprilato de isopentila, testes subsequentes
foram efetuados substituindo o isopentanol de grau analitico por éleo
fusel. As condicdes testadas na sintese de ésteres a partir do isopen-
tanol presente no dleo fusel com o 4cido caprilico estdo apresentadas
na Tabela 2, juntamente com os resultados obtidos expressos em
conversdo em éster para diferentes tempos de incubacdo (24 e 48 h).

Verifica-se, na Tabela 2, que utilizando 4cido caprilico como
doador do grupo acila, o biocatalisador selecionado foi efetivo na
formagdo de ésteres em meio isento de solventes, alcangando ele-
vadas conversdes (> 50%) nas primeiras 24 h de reacdo (ensaios 2,
4,6,7,8,9,10 e 11). Entretanto, constatou-se que para substratos
contendo excesso de dlcool (razdo molar dlcool: acido= 1:0,5) foram
obtidas conversdes inferiores a 20%, independente da temperatura
de incubagdo (ensaios 1, 3 e 5). Em 48 h de reacdo, observa-se que
apenas as reacdes conduzidas em substratos contendo excesso de
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Tabela 2. Matriz experimental e resultados obtidos no planejamento composto de face centrada 2? utilizado para determinar as condi¢des otimizadas da reacdo
de esterificagdo do 4cido caprilico com 6leo fusel catalisada pela lipase de R. oryzae imobilizada em SiO,-BCD

Variavel codificada

Variavel resposta

Variavel real - ol
(conversao em éster %)

Ensaio -

X X, eont ) O 2ne 48
1 -1 -1 1:0,5 40 17,10 33,77
2 +1 -1 1:1,5 40 74,41 85,18
3 -1 +1 1:0,5 50 13,60 29,82
4 +1 +1 1:1,5 50 89,23 88,89
5 -1 1:0,5 45 17,10 33,77
6 +1 1:1,5 45 85,86 90,91
7 0 -1 1:1 40 58,36 62,78
8 0 +1 1:1 50 62,15 62,46
9 0 1:1 45 63,77 63,77
10 0 1:1 45 66,17 63,17
11 0 1:1 45 57,19 61,98

*Valores considerados para a andlise estatistica.

acido (razdo molar élcool: dcido=1:1,5) alcancaram conversdes
superiores a 85% (ensaios 2, 4 e 6), independente da temperatura
de incubacdo. Os dados obtidos indicam, de maneira geral, que o
excesso de dcido garante a formacdo do complexo enzima-grupo
acila para posterior reagdo com o dlcool, conduzindo assim a for-
macao do éster, e reduzindo, desta forma, a competi¢do entre os
aceptores, pardmetro essencial para a cinética de uma reagdo de
esterificacdo.”!? Isto sugere que a sintese de caprilato de isopentila
catalisada pela lipase R. oryzae imobilizada em SiO,-BCD pode ser
limitada pela concentragdo de dcido caprilico, sugerindo a necessi-
dade de se trabalhar com excesso deste reagente.

As baixas conversdes obtidas nas rea¢des contendo excesso de
dlcool podem ser também correlacionadas com a polaridade global do
sistema reacional determinada pelo parametro log P, definido como o
coeficiente de parti¢do em um sistema bifdsico padrao octanol/dgua
para compostos organicos.*® De acordo com a literatura, os valores
tabulados de log P para o isopentanol € da ordem de 1,28, enquanto
0 4cido caprilico possui um valor = 3,05. Desta forma, nos sistemas
reacionais contendo excesso de dleo fiisel, a polaridade mais elevada
do substrato pode modificar a intera¢@o do dlcool com a dgua essencial
ao redor da enzima limitando a migrag@o do dcido para a fase sélida
da enzima, resultando na redug¢io da atividade da enzima.”

Esses resultados estdo de acordo com o descrito por Sun et al.,’
referente aos efeitos adversos causados pela elevada polaridade do
6leo fusel quando adicionado em meios reacionais, notadamente para
meios contendo dleo fiisel em excesso.

Considerando os valores obtidos ao final de 24 h de reagdo,
o efeito individual dos fatores experimentais e de suas interacdes
sobre a conversdo em éster foi avaliada estatisticamente utilizando o
programa Statistica versdo 13 (Tabela 3).

As estimativas dos efeitos, erros-padrio, valor de p e valor de t
para a resposta analisada mostraram que as varidveis linear (X,) e
quadratica (X,?) (razdo molar) foram estatisticamente significativas
para um nivel de confianga de 95%, indicando que excesso de dcido
ocasiona maior consumo de dlcool e consequentemente maior forma-
¢do do éster. Verifica-se ainda que o efeito da varidvel temperatura (X,)
nao foi estatisticamente significativo ao nivel de 95% de confianga,
sugerindo que esta varidvel ndo exerce influéncia significativa na
formac@o do éster. Entretanto, a interacdo X, e X, foi estatisticamente
significativa para um nivel de confianca de 95%, demonstrando que a

Tabela 3. Estimativa dos efeitos para a conversao em éster de acordo com o
planejamento fatorial 2? com face centrada para um nivel de confianca 95%

Variavel Efeito PE;:(?;O Valor t 4

Média 62,53 1,56 39,96 0,0000%
(X,) Razdo Molar 67,23 2,49 26,99 0,0000*
(X% Razio Molar -22,60 3,83 -5,89 0,0019*
(X,) Temperatura 5,03 2,49 2,02 0,0990
X,?) Temperatura -5,05 3,83 -1,31 0,2442
X.. X, 9,16 3,05 3,00 0,0299*

*p: efeitos significativos para valores de p<0,05.

temperatura quando combinada com a razdo molar exerce influéncia
significativa na conversdo em éster (%).

Os efeitos principais para a conversao foi ajustado por andlise
de regressdo multipla para um modelo polinomial e a melhor fungio
ajustada pode ser descrita pela Equagdo 1, em que: Y € a varidvel
resposta (conversdo em ester %) e X, e X, representam os valores
codificados para razao molar e temperatura, respectivamente.

Y =62,53 +33,61X, - 11,30X,2 + 4,58X X, (Eq. 1)

A significincia estatistica dos efeitos principais e da interagao
dos fatores sobre a formagao do caprilato de isopentila foi realizada
por andlise de variancia, como mostrado na Tabela 4.

Por meio dos resultados obtidos (significancia de 95% do modelo
p<0,05), pode-se concluir que hd relagcdo entre as varidveis e que
andlise de varidncia proporcionou um bom ajuste do modelo aos
dados experimentais. Verifica-se ainda pelo valor de R* de 0,9936
que a equagdo ajustada foi capaz de explicar 99,36% da variabilidade
dos valores experimentais.

Desta forma, considera-se que o modelo estatistico obtido foi
adequado para descricdo da conversdo em caprilato de isopentila em
fungdo da razdo molar dcido/dlcool e da temperatura, obtendo-se a
superficie de resposta apresentada na Figura 2.

A observacdo da Figura 2 indica que a conversdo em éster
(%) foi dependente da razdo molar (dlcool/dcido) e da interagdo
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Tabela 4. Andlise de varidncia (ANOVA) para a varidvel resposta conversao
em éster (%)

Varidvel qugt(;::i?ica li(l;)lc;?'l(;zﬁiee qulz\l/{iéli’lgca Foa p<0,05
X, 6780,48 1 6780,48 728,71 0,0000*
X2 323,69 1 323,69 34,78 0,0019*
X, 38,05 1 38,05 4,08 0,0990
X2 16,19 1 16,19 1,74 0,2442
XX, 83,90 1 83,90 9,01 0,0299*
Erro puro 46,52 5

R? 0,9936

F: teste estatistico de comparacdo da varidncia nos ensaios, permitindo a
avaliacdo da qualidade do ajuste do modelo. *Significativo ao nivel de sig-
nificancia de 95% (p<0,05).

(8]q) ORSI® NDD

W

Il -80%
B =64 %
[ ]<44%
B < 24%
Il =4%
Figura 2. Superficie de resposta de acordo com a equagdo predita para
conversdo em caprilato de isopentila (%) em fungdo da razdo molar dlcool/
dcido e temperatura

temperatura com a razao molar. Portanto, com o aumento da razdo
molar (dlcool/dcido), a conversdo aumenta gradativamente. Verifica-
se ainda que para se obter elevadas conversdes (> 80%) em 24 h
de reagdo, a razdo molar entre dlcool e dcido deve ser maior que
1:1,5 e a temperatura de incubag@o maior que 40 °C. O experimento
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Figure 3. Perfil de consumo do isobutanol (B) e isopentanol (@) na for-
magdo dos ésteres caprilato de isobutila ((J) e caprilato de isopentila (O)
na reagdo de esterificagdo do dleo fiisel com dcido caprilico nas condi¢oes
estimadas pelo planejamento fatorial: razdo molar (dlcool/dcido) de 1:5 e
temperatura de 45 °C

conduzido nas condi¢des preditas pelo modelo (razdo molar entre
dlcool/acido de 1:5 e temperatura de 45 °C) indicou rapido consu-
mo dos reagentes, atingindo conversdes superiores a 82% em 24 h
de reacdo, confirmando dessa forma o modelo matematico obtido
(Figura 3).

Os resultados obtidos quando comparado aos dados descritos na
literatura indicam comportamentos diferenciados em fung¢ao da diver-
sidade das fontes de lipases, polaridade do grupo acila, razdes molares
e tempo de reac@o (Tabela 5). A esterificagdo de dcidos carboxilicos
com dlcoois catalisada por lipase € uma estratégia comum para a
acilag@o de dlcoois primdrios, enquanto ainda permanece uma tarefa
complexa para dlcoois secunddrios. Neste caso especifico, a seleciio
de um doador do grupo acila apropriado influencia a reatividade da
enzima significativamente.

Nos trabalhos identificados na literatura sao descritos a utilizagao
do dleo fisel proveniente da fermentagdo de milho,* e proveniente
da fermentagdo do caldo de cana-de-agtcar.'>*3? Apesar da diferen-
ca entre as unidades produtoras, bem como das concentragdes dos
alcoois constituintes do dleo fusel, isopentanol, etanol e isobutanol
sempre se apresentaram em maior propor¢ao.

Macedo e Pastore!? testaram cinco lipases microbianas de
Geotrichum sp., Alcaligenes sp., Aspergillus sp. 1068, Aspergullus
sp. 1099 e Rhizopus sp. quanto a capacidade de catalisar a sintese
de ésteres formadores de aroma por esterificagdo em meio isento de
solvente organico utilizando dleo fiisel como precursor. A natureza
da enzima, assim como o tamanho da cadeia dos dcidos afetaram as

Tabela 5. Conversdo em ésteres relatados por vdrios autores e no presente trabalho, obtidos pela esterificagdo do isopentanol proveniente do 6leo fiisel com
4cidos carboxilicos com lipases de diferentes fontes e sob diferentes condi¢des reacionais

Conversao em éster

Enzima Solvente Materiais de partida (%) Tempo 33 reacdo Referéncia
Rhizopus oryzae isento dcido propilico /isopentanol 72 24 Macedo,Pastore
Lipozyme TL IM heptano 4cido l4urico /isopentanol 92 8 Castro et al.”®
Lipozyme TL IM hexano dcido butirico /isopentanol 93 18 Anschau et al."
Novozym® 435 isento 4cido acético /isopentanol 75 8 Guveng et al."®
Candida cylindracea hexano dcido butirico /isopentanol 65,8 48 Welsh; Williams?!
4cido acético /isopentanol 46,4 48
Novozym® 435 isento dcido oleico /isopentanol 99,8 6 Dormo et al.'®
Rhizopus oryzae isento 4cido caprilico/isopentanol 82 24 Este trabalho
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conversdes obtidas. Os resultados mais elevados foram obtidos na
sintese do laurato de isoamila (88%) e propianato de isoamila (72%)
utilizando a lipase de Rhizopus sp. em 24 h de incubag@o, seguido de
82% de conversao na sintese de acetato de isopropila por Alcaligenes
sp. em 24 h de incubagdo. O desempenho superior reportado por De
Castro et al.,"* empregando um sistema reacional composto de dcido
laurico e 6leo fusel (conversoes de 92% em 8 h de reacdo) pode ser
relacionado ao biocatalisador utilizado (Lipozyme) uma preparagio
de lipase de Mucor miehi imobilizada em resina de troca idnica
disponivel comercialmente.'” Este biocatalisador € considerado um
dos mais adequados para mediar reag¢des de esterificacio devido ao
levado poder do suporte em adsorver a 4gua formada durante a reacio
de sintese, mantendo desta forma condicio adequada de baixo teor
de dgua no meio reacional, reduzindo a ocorréncia da reagdo inversa
de hidrdlise."”

Resultados similares foram obtidos por Anschau et al.,' utilizan-
do também Lipozyme TL IM na sintese de butirato de isopentila a
partir do 6leo fisel e 4cido butirico em quantidades equimolares na
presenca de hexano a 30 °C. Nessas condi¢oes foram relatados 93%
conversdo e concentragdo do butirato de isopentila de 1,0 mol L' em
18 horas de reagao.

Guveng et al.,"” utilizando o sistema reacional dcido acético e
isopentanol reportaram resultados de conversao de 75% (3,40 mol
L") em 8 h na reagdo catalisada pela lipase imobilizada da Candida
antarctica (Novozym® 435) em meio isento de solvente, e verifica-
ram que varidvel mais significativa foi a razdo molar dcido/alcool
(0,2:0,8). Ainda Welsh e Williams,*' reportaram produ¢do méxima
de uma mistura de éster de dcido butirico (0,62 mol L*'; conversdo =
65,8%) e éster de acido acético (0,052 mol L'; conversdes = 46,4%)
em 48 h de reagdo utilizando a lipase Candida cylindracea. Dormo
et al.'® construiram um sistema com pervaporagio para ser utilizado
na remocao da dgua produzida na reagdo de esterificagdo do dleo
fisel com dcido oleico catalisada pela lipase Novozym® 435. Nas
condicdes otimizadas o sistema foi adequado para obter elevadas
conversdes (99,8%) em 6 h de reacao.

Desta forma, verifica-se que os resultados descritos no presente
trabalho se comparam favoravelmente com os descritos na literatura,
em termos de conversdo em éster nas condi¢des empregadas (ausén-
cia de solventes, utilizagdo de suporte ndo comercial e auséncia de
estratégia para remocdo da dgua formada como subproduto).

Avaliac@o sensorial dos ésteres formados durante as reacdes de
esterificacao

Além da pureza das amostras e teor do componente de interesse
(éster), diversas caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais sao fun-
damentais para a aceitacdo de um produto pelo consumidor. Estas
caracteristicas sdo comumente avaliadas por técnicas de andlise
sensorial. A avaliagdo sensorial € uma medida qualitativa baseada
em informacdes recebidas pelos sentidos humanos.® Esta medida
¢ muitas vezes realizada em painéis de andlise sensorial, nos quais
pessoas sdo empregadas para avaliar as caracteristicas do produto.*3*
Meétodos sensoriais de medida, no entanto, apesar de serem muito
importantes e largamente empregados, parecem perder a precisao
desejavel em pesquisa cientifica em func¢do da variabilidade inerente
a avaliacdo individual de cada pessoa envolvida. Assim, o emprego
de equipamentos capazes de realizar medidas mais objetivas e que
possam pelo menos complementar a andlise tradicional na avaliagdo
da qualidade de produtos alimenticios € desejavel. Neste caso, o uso de
sensor olfativo artificial mostra-se como uma técnica promissora, pois
permite detectar os diferentes aromas presentes no produto final, bem
como monitorar a uniformidade e consisténcia dos aromas formados
durante o processo.** Desta forma, os aromas dos trés componentes,

Quim. Nova

acido caprilico, 6leo fusel e ésteres formados pela esterificacdo do
acido caprilico com 6leo fisel foram avaliados pelos sensores gerando
o perfil mostrado na Figura 4.

Comp 3

Comp 1

Figura 4. Perfil dos aromas dos ésteres obtidos (quadrado vermelho) e dos
materiais de partida na esterificagdo do dcido caprilico (circulo preto) com
dleo fiisel (losango verde)

O perfil permite a comparagao dos aromas entre os materiais de
partida e os produtos formados nas sinteses de ésteres. Verifica-se que
os ésteres formados apresentaram aromas diferentes dos materiais
de partida. Os ésteres sdo representados na cor vermelha, na regido
central da figura, ao seu lado esquerdo tem-se o dcido caprilico
representado na cor preta, e ao seu lado direito tem-se o dleo fusel
na cor verde. Desta forma, € possivel afirmar que ocorreram mudan-
¢as nos aromas dos materiais de partida antes e apds as reagdes de
esterificacao.

Verifica-se ainda que o perfil do aroma referente ao 6leo fusel
apresentou grande espalhamento, o que pode estar associado a com-
posicdo mista de alcodis presentes nesta matéria-prima. O mesmo
comportamento foi observado para os aromas dos ésteres formados,
porém em menor grau. Por outro lado, este comportamento nio foi
observado no caso do dcido caprilico por se tratar de reagente puro.
Os componentes (1, 2 e 3) explicam juntos 96,68% das variagdes
ocorridas entre as amostras, demonstrando que os sensores discri-
minaram as amostras satisfatoriamente.

CONCLUSAO

O presente trabalho teve como enfoque sintetizar ésteres a partir
da matéria-prima residual 6leo fusel utilizando lipases como catali-
sadores e como doador do grupo acila o dcido caprilico. Mediante
testes de selec@o de fontes de lipases microbianas, foi selecionada
a lipase R. oryzae com potencial para aplicacio na sintese do ca-
prilato de isopentila resultando em elevadas conversdes em 24 h
de reac@o. As condigdes reacionais da sintese de ésteres utilizando
oleo fusel foram estabelecidas por planejamento experimental,
avaliando o efeito das varidveis: temperatura e razdo molar dcido/
alcool. A andlise dos resultados revelou que a formag@o do caprilato
de isopentila foi influenciada somente pela varidvel razdo molar
ao nivel de 95% de confianga. O modelo matemdtico proposto
permitiu prever as condi¢des que favorecem o alcance de elevados
rendimentos de formagdo do éster, sendo a reagdo maximizada (82%
em 24 h) para meios reacionais constituidos de 6leo fisel e dcido
caprilico na razdo molar de 1:5 e temperatura de 45 °C. O perfil
sensorial efetuado pelo nariz eletrdnico permitiu uma comparagao
dos aromas entre materiais de partida e os produtos formados, sendo
constatado que os ésteres formados apresentaram aromas bem dis-
tintos dos materiais de partida, sugerindo que ocorreram mudancas
nos aromas dos materiais de partida antes e apds as reagdes de
esterificagdo.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Os espectros de RMN'H, bem como a analise das estruturas dos

padrdes cromatograficos utilizados neste trabalho, estdo disponiveis
em http://quimicanova.sbq.org.br, na forma de arquivo PDF, com
acesso livre.
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