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ENZYMATIC SYNTHESIS ISOAMYL BUTYRATE EMPLOYING COMMERCIAL MICROBIAL LIPASES. Isoamyl butyrate
production was investigated using free and immobilized lipases by esterification of butyric acid with isoamyl alcohol in a solvent-

free system and in an organic media. Among the enzymes studied, Lipozyme TL IM was found to be the most active catalyst in

n-hexane as a solvent. The effects of different solvents and the amount of water added on conversion rates were studied. A maximum

conversion yield of 80% in n-hexano at 48 h was obtained under the following conditions: 3 g L' of Lipozyme TL IM, 30 °C, 180
rpm of agitation, isoamyl alcohol to butyric acid molar ratio of 1:1 and acid substrate concentration of 0.06 M.
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INTRODUCAO

Nos tltimos anos, o estilo de vida saudével vem sendo adotado por
um ntimero cada vez maior de pessoas, incluindo principalmente uma
alimentagdo baseada em produtos que ndo comprometam a satide ou até
promovam beneficios 8 mesma. Com isso, uma tendéncia € a preferéncia
por alimentos, ingredientes e aditivos naturais. Nesse contexto, os aditivos
naturais tém recebido especial atengéo por parte dos consumidores.'

O desenvolvimento de novos produtos alimenticios e a conquista
de novos mercados aumenta a demanda por aromas, pois as caracte-
risticas sensoriais destes produtos estdo diretamente relacionadas a
aceitac@o pelo consumidor.?

Na conversdo de matérias-primas em produtos finais alimenticios,
trés fatores devem ser considerados: viabilidade econOmica, seguranca
e aceitabilidade. Depois de se atender aos dois primeiros elementos,
deve-se dar atengdo a aceitabilidade. O aroma, bem como a cor e a tex-
tura, tem um papel importante na aceitabilidade. Portanto, a conversdo
de precursores em compostos de aroma nao tem somente importancia
cientifica, mas também € de interesse para a industria de alimentos em
geral. Os seus produtos representam um elemento critico no sucesso de
outras inddstrias alimenticias que os utilizam como insumos.!

Os ésteres podem ser obtidos por trés técnicas: extracio de fontes
naturais, sinteses quimicas e enzimaticas. Muitos deles podem ser ob-
tidos diretamente de extra¢@o de plantas, mas o alto custo e a pequena
quantidade de produto obtido indica que essa técnica € inadequada para
aplicagdes industriais. Na tltima década a biotecnologia vem sendo
considerada para a producéo de ésteres, uma vez que o aroma obtido
pode ser considerado como “natural”.* Os processos biotecnolégicos
oferecem diversas vantagens e se mostram como uma alternativa com-
petitiva aos métodos quimicos devido a alta eficiéncia catalitica, condi-
¢des operacionais brandas e a seletividade dos catalisadores naturais.*

A sintese enzimatica de compostos de aroma € mais especifica e
vidvel em relaco a extra¢do quimica a partir de vegetais, pois inde-
pende da estagdo, clima e variagdo geografica e ndo requer grandes
quantidades de matéria-prima.’

Embora o processo biotecnoldgico ainda seja mais caro que a sintese
quimica, possui vantagens ambientais, ao utilizar enzimas em substitui-
¢do aos dcidos inorganicos geralmente aplicados como catalisadores
nas sinteses quimicas, minimizando a gera¢do de residuos da reac¢do.’?
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Nesse sentido, observa-se que ésteres produzidos por sintese
enzimadtica utilizando lipases muitas vezes apresentam aroma e odor
caracteristicos mais semelhantes ao natural quando comparados aos
produzidos por vias convencionais.®

O aroma tipico de cada produto € resultado da combinagao de deze-
nas de substancias voldteis representantes de diversas classes quimicas,
com diferentes propriedades fisico-quimicas. Nenhum constituinte
individual € totalmente responsdvel pelo aroma caracteristico de um
alimento, mas em alguns produtos existem um ou mais componentes
que, sozinhos, lembram a qualidade caracteristica de seu aroma.’

A informagio relativa a fraciio voldtil responsdvel pelo aroma das
peras € escassa em comparacdo com outros frutos, no entanto, ja foram
identificados 79 compostos voldteis que incluem ésteres, dlcoois, hidro-
carbonetos, aldeidos e cetonas. O grupo dos ésteres € o mais importante
representando 60 a 98% dos volateis produzidos por estes frutos. O
acetato de hexila e butirato de isoamila sdo compostos volateis que con-
tribuem em muito para o aroma caracteristico da pera. Estes compostos
responsdveis pelo aroma, se forem apreciados isoladamente, t€m cheiros
caracteristicos e ocorrem nos frutos em propor¢des bastante diferentes.®

As lipases s@o hidrolases (E.C. 3.1.1.3) que atuam sobre a ligacao
éster de varios compostos, sendo os acilgliceréis seus melhores subs-
tratos. Sdo comumente encontradas na natureza, podendo ser obtidas
a partir de fontes animais, vegetais e microbianas. Além de quebrar
as ligagdes éster de triacilglicerdis com o consumo de moléculas de
dgua (hidrolise), as lipases s3o também capazes de catalisar a reaciio
reversa sob condi¢gdes microaquosas como, por exemplo, a formagao de
ligagdes €ster, a partir de um alcool e 4cido carboxilico. Essas rea¢des
usualmente séo processadas com alta regio e/ou enantiosseletividade,
tornando as lipases um importante grupo de biocatalisadores. As ra-
zdes do grande potencial biotecnolégico dessa enzima incluem fatos
relacionados com: sua alta estabilidade em solventes organicos; nao
requerem a presenga de cofatores; possuem uma larga especificidade
pelo substrato e, exibem uma alta enantiosseletividade.’

Essas enzimas podem ser aplicadas em iniimeras areas, dentre elas
pode-se citar a industria oleoquimica em processos como hidrélise,
glicerdlise e alcodlise, na produgdo de dcidos graxos poli-insaturados
(aditivos de alimentos), na industria t€xtil (melhoria da qualidade e
propriedade dos tecidos), na industria de detergentes (remoc¢ao de
manchas de batom, frituras, manteiga, azeites e molhos), na modifi-
cacdo de sabores (fermentacdo de salame e queijo), na inddstria de
aromas, na biorremediag@o, na sintese de biodiesel, entre outras.'®
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A obtencio de ésteres, componentes de aroma, através de via
enzimadtica utilizando lipases como biocatalisadores € descrita
em diversos sistemas reacionais. A sintese dos ésteres acetato de
isoamila,? butirato de metila'! e acetato de butila'? foi realizada
em meio organico utilizando diferentes solventes. O valerato de
etila,'® acetato de hexila,'? acetato de butila'? e laurato de hexila'*
foram obtidos através de sistema livre de solvente orgénico. A
sintese do acetato de isoamila'® € descrita utilizando sistemas
com liquidos i0nicos.

Virios estudos tém demonstrado a obtencdo de ésteres sinteti-
zados com altos rendimentos utilizando diversas lipases de origem
microbiana.>*!1® Os ésteres produzidos por sintese enzimética sao
predominantemente obtidos em meios organicos com baixo conte-
udo de dgua, mantendo assim a conformagdo ativa da lipase e sua
termoestabilidade."’

Enzimas microbianas tém sido imobilizadas em espuma de
poliuretano,* nanoparticulas de silica,'® polimeros microporosos,"
microesferas magnéticas com grupos ep6xi,” silica gel*! e bentonita
modificada® e indmeros estudos t¢ém demonstrado suas vantagens
como biocatalisadores em meio organico, devido a alta produtividade,
estabilidade, facil recuperacéo e reutilizagdo do catalisador.”

Este trabalho teve por objetivo investigar a habilidade de lipases
microbianas livres e imobilizadas, em catalisar a reacdo de sintese
do éster butirato de isoamila em meio livre de solvente orgénico e na
presenga de solvente em diferentes condi¢des reacionais.

PARTE EXPERIMENTAL
Reagentes

Foram utilizados 4cido butirico, dlcool isoamilico, dlcool etilico
(Vetec) e os solventes n-heptano, n-hexano, tolueno, cloroférmio e
acetona (Merck Co.). Todos os reagentes utilizados foram de grau
analitico.

Biocatalisadores

Foram utilizadas quatro lipases comerciais, cujas atividades
enzimdticas foram determinadas segundo o método baseado na
titulagdo dos 4dcidos graxos liberados pela a¢do da enzima, sobre
os triglicerideos do 6leo de oliva emulsionados em goma ardbica.?

Duas lipases imobilizadas foram gentilmente fornecidas pela
Novozymes (Dinamarca): a Lipozyme TL IM imobilizada em silica
e a Lipozyme RM IM imobilizada em resina anidnica, produzidas
por fermentac@o submersa de Aspergillus oryzae geneticamente mo-
dificado, onde os micro-organismos doadores de gene que expressa a
producao de lipase sdo o Thermomyces lanuginosus e o Rhizomucor
miehei, respectivamente. Segundo a Novozymes, a Lipozyme TL
IM € um produto granulado, seco, marrom-claro, com tamanho de
particula de 0,3-1,0 mm. As outras enzimas utilizadas foram as lipases
comerciais livres AY “Amano 30” e GC Amano, gentilmente cedidas
pela Amano Pharmaceutical CO. (Japdo), cujas fontes microbianas
sdo, respectivamente, Candida rugosa e Geotrichum candidum.

Condicoes das reacoes de esterificaciao

As reagdes de esterificag@o foram realizadas em reatores de vidro
fechados e selados de 100 mL, contendo 40 mL de volume 4til.> O
sistema de reacgdo foi composto pelo dcido butirico, dlcool isoamili-
co, pérolas de vidro e enzima (livre ou imobilizada) em presenca de
solvente orgdnico ou em meio livre de solvente. Experimentos sem
adi¢do de enzima foram preparados a fim de avaliar a porcentagem
de esterificagdo espontinea do sistema (controle). Uma vez dissol-
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vidos os substratos no solvente, 3 g L! da enzima foi adicionada ao
meio reacional e os frascos colocados em agitador rotatério a 30 °C
e 180 rpm, razdo molar dlcool:dcido 1:1 e concentracdo de dcido
0,06 M por 72 h.? Foram recolhidas aliquotas ao longo de tempos
pré-determinados, avaliando-se a porcentagem de esterificagdao. Os
ensaios de sintese enzimdtica foram realizados em triplicata.

Influéncia de diferentes solventes

Nas mesmas condi¢des reacionais descritas anteriormente
foram testados os solventes acetona, cloroférmio, tolueno, hexano
e heptano, que apresentam valores de log P -0,23, 2, 2,5, 3,5 e 4,0,
respectivamente.

Adicao inicial de agua no sistema reacional

Para a avaliacdo da influéncia da adi¢dao de dgua no inicio da
reacdo, primeiramente as solugdes de acido e dlcool diluidas em
n-hexano foram tratadas com sulfato de magnésio anidro, com o
objetivo de eliminar a 4gua presente nas solugdes e, entdo, realizados
ensaios com adi¢do inicial de 0, 0,075, 0,125 ¢ 0,175% (v/v), e ainda
um ensaio padrdo (sem a adi¢@o inicial de d4gua e sem tratamento),
nas condicdes reacionais descritas anteriormente.

Determinaciao da porcentagem de esterificacio

O teor de dcido graxo residual foi determinado através da titulacio
de 1 mL de aliquota, nos diferentes tempos de sintese, diluida em 3
mL de etanol® contendo 0,1% de fenolftaleina e tituladas com KOH
0,02 N, previamente padronizado.*'>13?7 A esterifica¢do foi expressa
em percentual molar do dcido consumido segundo a Equagéo 1:%28

Co-C
— X
Co

9% molar = 100 @))]

onde: C = concentrago inicial dos dcidos graxos residuais livres
no tempo 0 h; C = concentracio final dos 4cidos graxos residuais
livres no tempo t.

Analise estatistica

Os dados foram tratados estatisticamente através de andlise de va-
ridncia e teste de Tukey (p< 0,05) utilizando o software Statistica ver-
sd0 5.0 (Statsoft) em fun¢@o do médximo percentual de esterificaco.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Influéncia do sistema reacional e dos biocatalisadores

A reagdo de esterificacéio para a sintese do butirato de isoamila
variou marcadamente com a enzima utilizada tendo em vista que
lipases provenientes de fontes distintas exibem diferentes especifi-
cidades frente ao substrato, bem como com a presenga ou auséncia
de solvente orgénico e o tipo de suporte utilizado na imobilizagao.

Através da determinag@o da atividade lipolitica verificou-se que
a Lipozyme TL IM imobilizada em silica apresentou 53,1 U g'!, en-
quanto que para Lipozyme RM IM imobilizada em resina anidnica a
atividade foi de 4,6 U g''. J4 as lipases comerciais livres AY “Amano
30” e GC Amano alcangaram 1345,5 ¢ 1921 U g'!, respectivamente.

Alipase comercial livie GC Amano, apesar de apresentar a maior
atividade lipolitica demonstrada através da hidrélise, ndo apresentou
capacidade de esterificagdo para o butirato de isoamila, bem como o
sistema sem a presenca de biocatalisador.
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A sintese de butirato de isoamila em meio livre de solvente orga-
nico somente foi observada com a lipase imobilizada Lipozyme RM
IM, conforme apresentado na Figura 1, alcangando valores baixos,
com 4% de esterificag@o ap6s 72 h. Na presenca de n-hexano com a
lipase comercial imobilizada Lipozyme TL IM a conversio na reacao
de sintese alcangou aproximadamente 80% de esterificacdao em 24
h e com a biocatdlise através da Lipozyme RM IM atingiu-se 20%
em 72 h. Comportamento semelhante foi observado na sintese de
isovalerato de isoamila utilizando a lipase imobilizada de Rhizomucor
miehei em meio livre de solvente e em n-hexano, no qual a reacdo de
sintese alcancou cerca de 20 e 80% de esterificagdo, respectivamente.”
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Figura 1. Sintese do butirato de isoamila utilizando lipases comerciais livres
e imobilizadas a 30 °C, 180 rpm, razdo molar dlcool:dcido 1:1, [dcido]=0,06
M e concentragdo enzimdtica de 3 g L

Em contrapartida em nosso trabalho, quando utilizada a lipase livre
AY Amano 30, a reagiio de sintese apresentou conversdes superiores
a 30% de esterificagdo em 72 h (Figura 1), contrariando estudos rea-
lizados na sintese de acetoacetato de n-butila onde foram testadas as
lipases imobilizadas Novozym SP 435, Lipozyme IM 20 e Lipozyme
TL IM e as lipases livres AK e OS (Amano Pharmaceutical CO), ndo
sendo observada esterificacdo através da utilizagdo das lipases livres.”’

Na Figura 1 observa-se que quando utilizada a Lipozyme TL
IM na reag@o de esterificacio alcancou-se um maximo de conversao
de 80,5% em 48 h; enquanto que com o uso da Lipozyme RM IM
obteve-se 20,9% e com a lipase livre AY Amano atingiu-se 33% de
esterificacdo, ambas em 72 h. A maximizag¢ao da produtividade pode
ser alcangada pela utilizag@o de solventes apropriados e pela imobi-
lizacdo das lipases em suportes solidos, o que traz efeito benéfico na
estabilidade das mesmas, em funcéo das interacdes fisicas e quimicas
entre o suporte e as moléculas da enzima.?®

A presenga de um solvente hidrofébico como o n-hexano que
apresenta o logaritmo do coeficiente de parti¢do (log P) igual a 3,5
favoreceu a esterificac@o de butirato de butila com Lipozyme TM,*»
concordante com o modelo proposto por Laane ef al.*’ em que a reacdo
enzimatica se processa em maior extensio na presenca de solventes
organicos com log P > 3.

O uso da lipase TL IM na sintese do butirato de isoamila resul-
tou em valores de conversdo promissores, o que possibilita que essa
enzima possa ser objeto de estudos posteriores por possuir bom po-
tencial de aplicac@o na sintese de ésteres, componentes de aroma em
alimentos. Conforme os resultados da andlise de varidncia (ANOVA)
e teste de Tukey (p<0,05) observa-se que a lipase imobilizada TL IM
apresentou um percentual maximo de conversao superior as demais
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lipases (80,5 + 0,3), diferindo significativamente ao nivel de 5%,
sendo selecionada nesta etapa.

Efeito de diferentes solventes organicos

O logaritmo do coeficiente de parti¢do (log P), de um composto
entre n-octanol e 4gua, tem sido amplamente empregado para predizer
o rendimento de uma reagdo, em presenga de determinado solvente.?
Conforme Laane e al.,” a reag@o enzimdtica ocorre em maior extensao
na presenca de solventes hidrofébicos (log P > 3,0) e em menor na
presenca de solventes hidrofilicos (log P < 2,0). Existe, porém, uma ten-
déncia de se utilizar critérios adicionais, como densidade, viscosidade,
toxicidade, ponto de ebuli¢do, entre outros, para garantir um adequado
grau de biocompatibilidade do solvente com o biocatalisador.®

Outro aspecto a ser ressaltado € que os solventes podem agir na
enzima inibindo sua atividade, alterando liga¢des de hidrogénio, inte-
ragdes hidrofébicas, competindo pelo seu sitio ativo®! e podem retirar
a dgua essencial que se encontra na superficie externa das moléculas
das enzimas que € crucial para manutencdo da atividade catalitica.

O critério utilizado neste trabalho para a selecio dos solventes foi
baseado no log P* e na legislagéo vigente para aromatizantes. Os sol-
ventes utilizados foram acetona, cloroférmio, tolueno, hexano e hep-
tano, que apresentam log P -0,23, 2, 2,5, 3,5 e 4,0, respectivamente.

A enzima usada neste teste foi a lipase imobilizada TL IM, se-
lecionada no item anterior. Segundo a Novozymes, a Lipozyme TL
IM imobilizada em silica € particularmente indicada para reacdes
de esterificacdo e interesterificacdo envolvendo uma grande gama
de diferentes moléculas de dlcool e 4cido, sendo especificamente
indicada para aplica¢des em reatores de leito fixo.

Uma triagem preliminar em cinco solventes baseada na influéncia
do caréter hidrofébico ou hidrofilico (medido como log P) e no grau
de esterificacdo alcangado estd apresentada na Tabela 1, onde arelagido
entre percentual de esterificagdo e log P, nas condi¢des experimentais
empregadas, ndo foi plenamente obedecida. Solventes com valores
préximos de log P, como cloroférmio e tolueno, forneceram graus
de esterificag@o largamente divergentes estatisticamente através do
teste de Tukey (p<0,05), o que reflete a complexidade da atividade de
esterificacdo dependente dos solventes. Provavelmente, este fato pode
ser devido a membrana de revestimento da imobilizacdo ter forneci-
do a lipase uma habilidade mais tolerante a polaridade, real¢cando a
prote¢do da enzima e impedindo esses solventes de retirarem a 4gua
essencial em torno da lipase.

Tabela 1. Maxima porcentagem de esterificagao utilizando diferentes
solventes na sintese do butirato de isoamila

Percentual Maximo de

Solvente LogP Esterificacdo (%)
n-Heptano 4,0 84,5+ 0,5
n-Hexano 3,5 80,1+ 1,6
Tolueno 2,5 62,9°+24
Cloroférmio 2,0 90,34+ 1,2
Acetona -0,23 0,00¢

Condicdes reacionais: 30 °C, 180 rpm, razdo molar dlcool:4cido 1:1, [4cido]=0,06
M e [Lipozyme TL IM]=3 g.L"". Letras distintas de percentual maximo de esteri-
ficacdo significam que as amostras sdo diferentes (p<0,05).

Os solventes organicos n-hexano e n-heptano, de natureza quimica
similar, apresentaram resultados semelhantes, onde se pode constatar
que o comprimento da cadeia exerce efeito insignificante, alcangando
em 48 h uma conversdo de 80,1 e 84,5%, respectivamente (Figura
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2). Estes resultados estdo de acordo com os obtidos na sintese de
acetato de butila com lipase imobilizada de Rhizopus oryzae, sendo
alcancada uma conversdo de 76% de esterificagdo para o hexano e
80% de esterificagdo para o heptano apés 30 h de reagdo.'
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Figura 2. Sintese de butirato de isoamila em diferentes solventes a 30 °C,
180 rpm, razdo molar dlcool:dcido 1:1, [dcido]=0,06 M e [Lipozyme TL
IM]=3 gL’

Na Tabela 1 e Figura 2, verifica-se que o maior percentual de
esterificacao (90,3%) foi obtido em cloroférmio com 72 h de reacio,
sendo diferente estatisticamente dos demais solventes. O butirato de
isoamila ndo foi obtido na presenca de acetona, sendo que a mesma
pode ter retirado a 4gua essencial, presente na superficie, necessaria a
atividade da lipase, distorcendo assim a conformagao catalitica, con-
duzindo a inativagio da enzima. Resultado semelhante foi observado
por Castro ef al.” na sintese enzimdtica do butirato de butila com
a Lipozyme TM,* onde a porcentagem de esterificagéo utilizando
acetona como solvente foi marcadamente inferior do que quando
usado cloroférmio, ciclo-hexano, hexano ou heptano.

Com base na RDC n° 2, de 15 de janeiro de 2007 da ANVISA, é
permitido o uso de alguns solventes na elaboragdo de aromatizantes
em quantidades prescritas, dentre os quais acetona, n-hexano e tolueno
sdo permitidos em pequenas concentracdes. No entanto, o solvente
orginico n-hexano pode ser usado para aplica¢des em alimentos,*
sendo este selecionado para estudos posteriores que visam a otimi-
zacdo de parametros reacionais na sintese do butirato de isoamila.

Adicio inicial de 4gua no sistema reacional

A 4gua € critica para as enzimas e afeta a sua atividade de varias
maneiras: influenciando sua estrutura através da ligagdo e do rompi-
mento ndo covalente de ligacdes de hidrogénio; facilitando a difusio
dos reagentes e, influenciando o equilibrio da reac¢do. Tanto o indice
de 4gua muito baixo pode diminuir a atividade da enzima quanto o
elevado pode diminuir as taxas da reagdo, agregando particulas da
enzima e causando limitagdes da difusdo.*

A concentracio de dgua ideal ndo s6 € importante para preservar
a atividade catalitica de uma enzima, mas também para conseguir
uma reacdo elevada aliada a altos rendimentos e estabilidade da
enzima. As exigéncias de dgua para enzimas em meios organicos
variam extremamente; cada enzima deve ser estudada em vdrios
niveis de hidratac¢do.*

A atividade enzimdtica em solventes orgdnicos depende do
contetddo de dgua. Em solventes hidrofébicos muito menos dgua ¢
necessdria para alcancar a maxima atividade do que em solventes
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hidrofilicos, onde o contetido de dgua requerido é maior.** Normal-
mente, as lipases apresentam maiores atividades em solventes orga-
nicos contendo uma pequena atividade de 4gua e onde uma completa
remog¢do de dgua produzida na reacdo levaria a uma menor taxa de
conversdo.*

Com o aumento de 0,075% (30 pyL) para 0,175% (70 pL), a
porcentagem maxima de esterificacdo decresceu de 83 para 72%.
Onde ndo houve a adi¢do de dgua ocorreu a maior conversio de
87% e o padrio alcangou 80% (Figura 3). Efeitos semelhantes foram
encontrados na sintese de laurato de citronefla em n-heptano com
Novozym SP 435.3¢
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Figura 3. Efeito da adi¢do inicial de dgua na sintese de butirato de isoamila
a 30 °C, 180 rpm, razdo molar dlcool:dcido 1:1, [dcido]=0,06 M e [Lipozyme
TLIM]=3 g L'

Conforme teste de Tukey realizado observou-se que a adi¢do
inicial de dgua até 0,125% (50 uL.) ndo diferiu do sistema anidro e do
padrdo. A adi¢ao de 0,175% (70 uL) diferiu de todos os outros ensaios,
sendo prejudicial a sintese. Resultados similares foram verificados na
sintese de oleato de isoamila utilizando a lipase Novozym 435.%7 Este
comportamento pode ser explicado uma vez que um indice elevado
de adicdo de dgua inicial no sistema possa ter favorecido a reacio
inversa, a hidrdlise.

A 4gua tem um efeito duplo nas reagdes catalisadas por enzimas,
por um lado preserva a conformag@o catalitica da enzima favorecendo
sua atividade, mas por outro lado afeta sua estabilidade, uma vez que
esta participa de seu processo de termoinativa¢do.’

Portanto, para a sintese do butirato de isoamila foi indicado ndo
tratar os reagentes e ndo adicionar dgua (ensaio padrdo), tornando
assim mais econdmico o processo, visto que nao houve incremento
significativo na esterificag@o.

CONCLUSOES

A sintese do butirato de isoamila foi conduzida em diferentes siste-
mas utilizando solventes organicos. Com base nos resultados obtidos foi
selecionado o sistema reacional em meio organico contendo n-hexano,
pelo fato deste solvente ser permitido pela legislagdo brasileira na
obteng¢do de aromas. Quatro lipases comerciais, livres e imobilizadas,
foram avaliadas como biocatalisadores, sendo selecionada a lipase
comercial imobilizada TL IM para a sintese do butirato de isoamila.

No estudo da influéncia da adicdo inicial de d4gua no sistema foi
indicado ndo tratar os reagentes comerciais e ndo adicionar agua,
tornando assim o processo mais econdmico, visto que ndo houve
aumento significativo na esterificagao.
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A maxima porcentagem de esterificacdo atingida na sintese de
butirato de isoamila foi utilizando 3 g L' de Lipozyme TL IM como
biocatalisador a 30 °C, 180 rpm, razao molar dlcool:4cido 1:1 e con-
centragdo do dcido de 0,06M, alcangando uma conversao superior
a80% em 48 h.
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