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O palmitato de isoamila é um éster que se destaca devido ao seu carater biolubrificante,
sendo ele produzido a partir de reacGes de esterificacdo entre o &cido palmitico e o alcool
isoamilico. Neste trabalho, foi verificada a atuagdo de lipases ligadas ao micélio de
Rhizopus oryzae como catalisadoras da reacéo e a influéncia da concentragéo de alcool no
processo. Os resultados indicaram uma conversdo de até 83% em 24 horas nas amostras

contendo a enzima.
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INTRODUCAO

O constante avango tecnoldgico estd diretamente
relacionado com o crescimento da sociedade como um
todo. Afinal, o desenvolvimento de novas tecnologias
é fundamental para a sintese de produtos essenciais a
vida e para a elaboragdo de metodologias mais viaveis,
tanto economicamente, quanto ambientalmente,
voltadas para a sua producdo. Nesse sentido, pesquisas
abordando a sintese artificial de compostos organicos
tém sido cada vez mais requeridas, em especial nas
industrias cosméticas e farmacéuticas, devido ao seu
baixo custo de producdo em larga escala, quando
comparado a extracdo de substancias organicas
naturais (Nyari et al., 2019).

Um exemplo desses produtos sdo os ésteres, 0s quais
despertam um grande interesse no mercado, devido a
suas propriedades emolientes, emulsificantes e
aromaticas. Estes podem ser produzidos através de
reacGes de esterificacdo, que ocorrem entre um &cido
carboxilico e um alcool (Rajendran et al., 2009).

O palmitato de isoamila € um éster que pode ser obtido
a partir da esterificagdo ocorrida entre o 4&cido
palmitico, extraido do Oleo de palma (Elaeis
guineensis) e o alcool isoamilico. Sua produgdo é
interessante do ponto de vista comercial tendo em
vista suas propriedades biolubrificantes, podendo ser
empregado para a lubrificacdo de pecas de
maquinarias, sem causar considerdveis danos
ambientais, devido ao seu carater biodegradavel
(Okura et al., 2020).

Visando-se obter um produto com a melhor qualidade
possivel e minimizar os gastos, mostra-se interessante
a utilizacdo de um catalisador para que essas reacdes

ocorram com o0 melhor rendimento e no menor tempo
possivel. Esses catalisadores podem ser de origem
quimica, como, por exemplo, acidos inorganicos, ou
de origem biolé6gica, como as enzimas. Pensando em
uma alternativa mais biossustentavel, de menor
impacto ambiental, foi optada a utilizacdo de lipases
para tal fim, visto que essas enzimas sdo capazes de
catalisar reagdes envolvendo o consumo de acidos
graxos, tal como o &cido palmitico. No entanto, apesar
de seu carater promissor, a catalise enzimatica
também pode apresentar alguns empecilhos, sendo o
principal deles o alto custo envolvido na utilizacdo de
enzimas imobilizadas (Nyari et al., 2019).

Segundo Cortez et al. (2017), existem fungos
filamentosos, tais como o Rhizopus oryzae e o Mucor
circinelloides, capazes de produzir lipases ligadas ao
seu micélio que apresentam alto poder catalitico,
dispensando a necessidade de imobiliza-las, evitando,
assim, o alto custo envolvido no processo.

Baseado nisto, 0 presente estudo teve como principal
objetivo a sintese de palmitato de isoamila, a partir da
esterificagdo entre o 4&cido palmitico e o alcool
isoamilico, catalisada por lipases ligadas ao micélio de
Rhizopus oryzae da cepa CCT3759, além de verificar
a influéncia do aumento da proporgéo alcool/acido no
processo, a fim de se obter um melhor rendimento
possivel.

MATERIAL E METODOS
Materiais

- Linhagem de Rhizopus oryzae, cepa CCT3759 da
Fundacédo Tropical de Pesquisas e Tecnologia André
Tosello;
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- Peptona de soja da HIMEDIA ®

- Fosfato de potassio monobasico da Dindmica ®;
- Nitrato de sodio da Vetec ®;

- Sulfato de magnésio heptahidratado da Vetec ®;
- Azeite de oliva da Carbonell ®;

- Goma arabica da Dinamica ®;

- Fosfato de s6dio monobasico da Dinamica ®;

- Fosfato de sodio bibasico da Dindmica ®;

- Hidréxido de sédio da Vetec ®;

- Alcool etilico 70% da Vetec ®;

- Acetona da Synth ®;

- Fenolftaleina da Synth ®;

- Alcool isoamilico da Dindmica ®;

- Acido palmitico da HIMEDIA ®;

- Heptano da Synth ®.

Meio de cultivo

Segundo a metodologia adaptada de Andrade et al.
(2014), o meio de cultivo utilizado para o crescimento
do fungo foi constituido por 70 g/L de peptona de soja,
que atuou como fonte de carboidratos e proteinas; 1
g/L de fosfato de potéssio monobésico, 1 g/L de
nitrato de sodio e 0,5 g/L de sulfato de magnésio
heptahidratado, que atuaram como agentes de
tamponamento e cofatores enzimaticos; e 30 g/L de
azeite de oliva, que atuou como fonte de lipidios e
indutor da enzima lipase.

Todos os reagentes, com excessao do azeite de oliva,
foram pesados com o auxilio de uma balanca analitica
e dissolvidos em 1 litro de agua destilada. Em seguida,
transferiu-se 100 mL do meio para erlenmeyers de 250
mL, os quais foram devidamente vedados e
autoclavados a 121°C/15 min.

Apbés a autoclavagem, os erlenmeyers foram
resfriados e levados para uma capela de fluxo laminar,
onde foram inoculados o azeite de oliva estéril e 1x10°
esporos, sendo esta contagem realizada com o auxilio
de um microscopio binocular e uma camara de
Neubauer.

Apo6s o indculo, os meios foram incubados em um
equipamento Shaker, com temperatura a 30°C e
agitacdo orbital a 200 rpm, por 72 horas, onde as
células realizaram o processo de fermentacdo
submersa (Reis et al., 2021)

Filtracdo do meio

Apbs as 72 horas, os meios de cultivo foram filtrados
a vacuo, obtendo-se, no final do processo, a biomassa

contendo as lipases ligadas ao seu micélio. Essa
biomassa foi lavada trés vezes com acetona e agua
para remover o excesso de Oleo contido em sua
superficie, visto que este poderia afetar negativamente
a atividade das enzimas.

Determinacgdo da umidade presente na biomassa

A umidade presente na amostra foi quantificada a
partir da metodologia proposta por Pereira, Kilikian
(2001), na qual 0,25 g da biomassa Umida é pesada e
levada a um equipamento microondas a 70% de
poténcia por 5 minutos. Em seguida, a biomassa seca
foi pesada, sendo este procedimento repetido até que
a massa permaneca constante.

A umidade foi, entdo, calculada, através da equacéo 1,
onde Ms representa a massa seca (final), Mu
representa a massa Umida (inicial) e U representa a
umidade em fracBes decimais.

Ms=(1-U)*Mu @
Determinagdo da atividade lipolitica

A atividade lipolitica determina o poder de catélise
que uma enzima possui em relagdo a conversdo de
cidos graxos. Para determina-la, utilizou-se o método
de hidrolise da emulsdo de azeite de oliva (Marotti et
al., 2017). Seguindo essa metodologia, foi preparada
45 g de uma solucdo de goma ardbica 3% em &gua
destilada, a qual foi posteriormente acrescentado 5 g
de azeite de oliva. Com o auxilio de um aparelho
mixer, a solucdo foi homogeneizada, formando uma
emulsdo.

A essa emulso, foi adicionada 40 g de solugio-
tampdo fosfato, preparada com fosfato de sddio
monobaésico e fosfato de sddio dibésico, pH igual a
6,0, com o intuito de otimizar a reacdo, visto que
estudos realizados por Reis et al. (2021) comprovaram
que este é o pH 6timo de atuagdo dessas enzimas.

Essa emulsdo foi dividida em 6 erlenmeyers de 125
mL, contendo 9 mL em cada. Em trés deles,
adicionou-se 0,3 g de biomassa seca, devidamente
picotadas em pedacos menores, a fim de se aumentar
a superficie de contato, enquanto que, 0s outros trés
atuaram como brancos, sem conter a biomassa. Todos
foram colocados em um banho-maria com shaker a
40°C, sob agitacdo orbital de 200 rpm.

Apos 5 minutos, as amostras foram retiradas, parando
todas as reacBes com a adicdo de 10 mL de uma
solugdo acetona/alcool etilico 70% 1:1 em cada
erlenmeyer. Em seguida, realizou-se uma titulacéo
com uma solucdo de NaOH 0,02 M para cada amostra,
medindo o volume de NaOH necessario para
neutralizar cada solucéo.
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A partir do volume encontrado para cada amostra
contendo a biomassa (Va) e da media dos volumes dos
brancos (Vb), foi possivel determinar a atividade
lipolitica em U/g para cada solugdo, utilizando para tal
fim a equacdo 2:

(Va—Vb)*[NaOH]*103 2
t(min) *Ms(Qg)

Atividade =

Esterificacdo

Uma vez verificada a viabilidade da enzima a ser
trabalhada através da determinagdo da atividade
lipolitica, foi, enfim, realizado o processo de
esterificagdo em si. Para isso, foram preparadas quatro
solugBes de &cido palmitico/alcool isoamilico 1:1,
adicionando-se 0,01 mol de cada reagente em um
frasco de Duran. Em seguida, foi acrescentado 20 g de
heptano a cada frasco, para que este atuasse como
solvente da reagdo.

Em duas dessas solugdes foram introduzidas 0,3 g de
biomassa seca, enquanto que as outras duas atuaram
como brancos, a fim de se verificar a influéncia da
enzima no processo de esterificacéo.

Todos os reatores foram posicionados em um banho-
maria contendo shaker a 40°C, sob agita¢do orbital de
200 rpm por 24 horas. Aliquotas, em triplicatas, foram
retiradas de cada solucéo e adicionadas a erlenmeyers
de 125 mL, contendo 10 ml de uma solugédo
acetona/alcool etilico 1:1, visando a parada da reagdo.
Em seguida, todas as amostras foram tituladas com
uma solugdo de NaOH a 0,02 M. Os volumes
necessarios para a neutralizacdo foram anotados e, a
partir deles, foi possivel determinar a porcentagem de
conversao de 4&cido e &lcool em ésteres. Este
procedimento foi realizado nos tempos 0Oh, 1h, 2h, 4h,
6h, 8h, 10h e 24h.

O calculo do rendimento de esterificacdo para cada um
dos tempos foi calculado utilizando a equacéo 3, sendo
Vi 0 volume obtido no tempo Oh (Volume inicial) e Vf
0 volume obtido nos demais tempos (Volume final).

Vi-Vf

Esterificacdo(%) = *100 @)

Ap06s verificar a viabilidade da enzima no processo de
esterificacdo, conforme seré discutido na apresentacao
dos resultados, o experimento foi repetido, utilizando
diferentes proporcdes &lcool/acido com o intuito de
verificar se a alteracdo dessa proporcdo pode
aperfeicoar os resultados obtidos anteriormente.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Producéo de palmitato de isoamila na proporcéo
acido palmitico/alcool isoamilico 1:1

Os resultados obtidos no primeiro experimento, no
qual a proporcéo alcool/acido era 1:1, estdo descritos
na Tabela 1 e na Figura 1.

Tabela 1. Porcentagem de esterificacdo para acido
palmitico/alcool isoamilico 1:1 na presenca e na
auséncia de lipases ligadas ao micélio de Rhizopus
oryzae ao longo do tempo.

Tempo Controle Com aenzima
Oh 0,00 0,00
1h 16,87 45,20
2h 17,68 49,27
4h 29,06 65,24
6h 26,22 70,93
8h 24,39 70,93
10h 25,81 71,14
24h 30,08 74,84
B
e °, : . s o s

Controle Com aenzima

Figura 1. Porcentagem de esterificacdo para &cido
palmitico/alcool isoamilico 1:1 na presenca e na
auséncia de lipases ligadas ao micélio de Rhizopus
oryzae ao longo do tempo.

A partir da andlise da Tabela 1 e da Figura 1, foi
possivel concluir que, apés 24 horas, o rendimento de
esterificagdo das amostras que continham a biomassa
(74,84%) se mostrou, aproximadamente, 2,5 vezes
maior do que o das amostras que ndo a continham
(30,08%). Com isso, pode-se confirmar a viabilidade
dessas enzimas no processo.

Dessa forma, foram realizados estudos variando a
propor¢do acido palmitico/dlcool isoamilico para
1:1,25, 1:1,5 e 1:2, com o intuito de verificar se as
alteracBes nessas proporcBes gerariam resultados
diferentes. Para isso, além de duplicatas para cada
nova proporcdo, também foram feitos dois novos
ensaios para acido palmitico/alcool isoamilico 1:1, tal
como um novo controle (cont).

Os resultados obtidos estdo detalhados na Tabela 2 e
na Figura 2:
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Tabela 2. Porcentagem de esterificacdo para &cido
palmitico/dlcool isoamilico, utilizando diferentes
concentracOes de reagentes.

Tempo 1:1 1:125 1:15 1:20 Cont
Oh 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
1h 2,10 6,41 6,88 954 3,14
2h 9,28 854 12,86 13,16 3,14
4h 27,85 29,71 29,02 30,02 8,13
6h 3538 32,21 39,82 40,92 591
8h 4571 4377 46,52 47,84 4,99
10h 54,29 56,58 57,28 57,56 10,35
24h 7950 8150 83,11 7950 10,91
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11,0 1:1,25 115 1:20 ——Controle
Figura 2. Porcentagem de esterificacdo para &cido
palmitico/alcool isoamilico em diferentes
concentracOes de alcool.

Analisando a Tabela 2 e a Figura 2, pode-se inferir
que, neste novo experimento, as amostras que
continham a enzima apresentaram um rendimento (79
a 83%) extremamente maior do que as que ndo a
continham (10,91%), ao passar das 24 horas, sendo
este cerca de oito vezes superior.

Também foi percebido uma leve discrepancia entre as
solucbes que continham a biomassa, sendo que, de
maneira geral, as amostras que continham maiores
concentracBes de A&lcool apresentaram resultados
levemente superiores do que as que continham
menores concentracdes. Com isso, pode-se inferir que
0 aumento da concentracdo do alcool tende a deslocar
o0 equilibrio da reacdo para a formagdo dos produtos,
sendo este, portanto, um fator que interfere na
porcentagem de esterificagdo. No entanto, apds 24
horas de reacgdo, as porcentagens de esterificagdo se
mostraram praticamente iguais para todas as amostras,
0 que indica que utilizar concentragdes menores de
alcool gera 0o mesmo rendimento no final do processo,
podendo, portanto, esta ser uma técnica requerida,
visando a economia de reagentes.

CONCLUSAO

A partir da andlise dos resultados obtidos, pode-se
concluir que as lipases ligadas ao micélio de Rhizopus
oryzae desempenham uma Gtima funcdo catalitica,
quando comparamos seu rendimento com amostras
que ndo contém o catalisador, sendo esse desempenho
até oito vezes superior (79 a 83%).

Também pode-se verificar que, apesar de ndo ser
muito significante, o leve aumento da concentracdo de
alcool isoamilico tende a deslocar o equilibrio para a
formacdo dos produtos, facilitando, assim, a
ocorréncia da reacéo.

Em trabalhos futuros, seria interessante que fosse
elevada ainda mais a concentracdo do alcool,
almejando atingir um rendimento ainda maior.
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