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Nos últimos anos, a crescente demanda por produtos naturais na indústria de alimentos 
incentivou esforços notáveis no desenvolvimento de processos biotecnológicos para a 
produção de compostos aromatizantes. O presente estudo relata a maximização da 
produção de acetato de isoamila por esterificação de álcool isoamílico e ácido acético em 
um sistema isento de solventes usando duas lipases diferentes como catalisador. A lipase 
Novozyme NZL-102-LYO-HQ (Candida antarctica B imobilizada em poliuretano – PU) foi 
comparada com a comercializada Novozym 435 e foi avaliada em termos de desempenho, 
rendimento e estabilidade operacional. Os efeitos nas taxas de reação mostraram valores 
maximizados diferentes, empregando esses dois catalisadores, no entanto as condições 
reacionais no que se refere a razão molar do substrato (ácido acético: álcool isoamílico), 
massa de catalisador e tempo de reação foram distintos. Embora Novozym 435 exibisse 
maior conversão inicial com relação a NZL-102-LYO-HQ, ambas formas lineares e 
apresentaram uma conversão superior a 90%. Para o catalisador Novozym 435 (razão molar 
1:3 de ácido acético:álcool isoamílico e massa de catalisador 17% em peso) em 240 minutos 
e a Novozyme NZL-102-LYO-HQ (Candida antarctica B imobilizada em poliuretano – PU) 
(razão molar 1:5 de ácido acético:álcool isoamílico e massa de catalisador 7% em peso) em 
360 minutos de reação com 10 ciclos de reutilização. Sendo assim esses resultados são de 
grande valia para a produção industrial, sobretudo na síntese de ésteres de cadeia média, 
como acetato de isoamila em diferentes preparações enzimáticas, tornando uma fonte 
promissora comparado com estudo apresentados na literatura aberta. 
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INTRODUÇÃO 

Nas últimas décadas com os avanços científicos e tecnológicos, os processos 
biotecnológicos tornaram-se primordiais, especialmente com o emprego da 
catálise enzimática na síntese de compostos em escala industrial através do 
processo de esterificação sem a utilização de solvente orgânico, levando ao estudo 
de novas fontes consideradas ambientalmente corretas (BORNSCHEUER et al., 
2013; SIONG et al., 2014; NOVAK et al., 2016). 

Este cenário influencia diretamente a percepção dos consumidores, estando 
estes cada mais atentos quanto a procedência de seus produtos, especialmente 
quando assunto é sustentabilidade e saúde. Dentre os processos a biocatálise 
caracteriza por ser considerados “verdes”, gerando produtos classificados como 
sendo “semelhantes aos naturais” (SÁ et al., 2017; JASPER, 2018; NYARI et al., 
2018a; SÁ et al., 2018). 

Contudo, dentre os processos catalíticos, o emprego de enzimas, 
especialmente as lipases em processos de esterificação, apresentam inúmeras 
vantagens o que as tornam muito interessantes, dentre elas podemos evidenciar 
o desempenho de sua função em condições amenas (a baixa pressão e 
temperatura) em meio aquoso (ORTIZ et al., 2019), seletividade e especificidade 
(poupando etapas de proteção e  desproteção) (SMITH, 1999; SCHMID et al., 2001;  
WOODLEY, 2008; DHAKE, THAKARE & BHANAGE, 2013; REETZ, 2013; XIAO et al., 
2015; DE SOUZA et al., 2017, entre outros) garantindo assim, a formação de 
produtos próximos aos apropriados.  

Entretanto, o custo de produção ainda é um dos principais obstáculos para 
que a aplicação em escala industrial, no entanto, o processo de imobilização 
possibilita a diminuição do custo e possibilita a sua reutilização, tornando-os mais 
potentes e atraentes,  além de melhorar a estabilidade térmica, a atividade em 
ambientes não aquosos, facilitar o manuseio e recuperação (NARWAL et al., 2013; 
PALUDO et al., 2014; KUPERKAR et al., 2014; XIAO et al., 2015; MORENO-PEREZ et 
al., 2015; NURHAZWANI et al., 2015; COROVIC et al., 2017; FACIN et al., 2019). 

A lipase de Candida antarctica apresenta todas essas características e por ser 
um catalisador extremamente versátil para várias reações orgânicas, 
especialmente quando imobilizada em suporte de poliuretano (PU), o que 
possibilitou o seu emprego em várias aplicações específicas, de acordo com um 
estudo realizado por nosso grupo de trabalho de NYARI et al. (2016) (NYARI et al., 
2018a,b). 

O que as torna ainda mais interessantes deve-se ao fato de possuir grande 
eficiência na síntese de ésteres aromáticos, sobretudo em reação de esterificação 
que consiste basicamente na condensação do ácido carboxílico livre (acil doador) 
e um álcool (acil receptor), resultando na formação de éster e água (JASPER, 2018).   

Dentre os ésteres de ácidos graxos, os de baixo peso molecular representam 
uma importante classe dos ésteres aromáticos, que são aromas ou fragrâncias 
responsáveis por proporcionar odores de frutas e fragrâncias dos alimentos, 
bebidas, cosméticos e fármacos (MACEDO & PASTORE, 1997; DHAKE et al., 2013; 
KHAN & RATHOD, 2015; BARÁNKOVÁ & DOHNAL, 2016; NOVAK et al., 2016; DOS 
SANTOS et al., 2017; KIRDI et al., 2017; NYARI et al., 2018a; PADILHA et al., 2018). 
Segundo a International organization of the flavor Industry (IOFI, 2019), o mercado 
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é atraente e promissor, com uma produção em 2017 superior a 30 bilhões de 
dólares, conforme dados do Banco Nacional do Desenvolvimento (BNDES, 2017).  

Dentre eles podemos evidenciar o éster de acetato de isoamila, aroma 
característico de banana, composto orgânico formado a partir de álcool isoamílico 
e ácido acético, líquido incolor que é apenas ligeiramente solúvel em água, mas 
muito solúvel na maioria dos solventes orgânicos. Nesse sentido, o objetivo deste 
estudo foi avaliar a síntese de acetato de isoamila empregando dois catalizadores, 
a Lipase comercial Novozym 435 e a Novozyme NZL-102-LYO-HQ (Candida 
antarctica imobilizada em poliuretano - PU), sendo avaliados os efeitos do tempo 
de reação, razão molar do ácido acético e álcool isoamílico e massa do catalisador 
em sistema livre de solvente orgânico.  

MATERIAIS E MÉTODOS 

MATERIAIS 

A enzima lipase comercial utilizada neste estudo foi a Novozym 435 (Candida 
antarctica imobilizada em resina aniônica macroporosa) gentilmente doada pela 
Novozymes, Brasil (Araucária, PR, Brasil) e a Novozyme, NZL-102-LYO-HQ (Candida 
antarctica B imobilizada em poliuretano – PU) (Dinamarca). Peneiras moleculares 
de 4 Å (Sigma-Aldrich, EUA), e os solventes adquiridos como: ácido acético 
(pureza>99%, Vetec, Brasil), etanol (Merck, Brasil) e diclorometano (pureza>99%, 
Vetec, Brasil). Diisocianato de tolueno (TDI) e o poliéter-poliol foram gentilmente 
doados pela Manes Industria (Santa Catarina, Brasil). 

 

SÍNTESE DE ACETATO DE ISOAMILA 

O estudo foi realizado de acordo com a metodologia empregada de Nyari et 
al. (2018a) para a síntese do éster de acetato de isoamila, em que as amostras 
foram fixadas em 5,0 g de substrato com uma razão molar do (ácido acético e 
álcool isoamílico nas proporções de 0,18:1  a 1:5,8), sendo estas livre de solvente 
orgânico, massa de catalisador de 3,0 a 17,0% (peso), massa de peneiras 
moleculares (2 g de substrato), temperatura de 30°C e acondicionados em frascos 
de Erlenmeyer a uma agitação mecânica de 160 rpm (agitador orbital Marconi, 
modelo MA420, potência de 600 W, Brasil). A reação foi submetida a um tempo 
de 240 minutos para o catalisador Novozym 435 e de 360 min para a Novozyme 
NZL-102-LYO-HQ (Candida antarctica B imobilizada em poliuretano – PU) e 
transcorrido essa etapa o mesmo foi submetido ao um processo de filtração. Os 
produtos das reações foram mantidos sob refrigeração (8°C) para posterior análise 
por 48 horas.  A otimização da síntese do acetato de isoamila foi realizada com 
base em ensaios experimentais realizados através de um Projeto Rotacional 
Composto Central (DCCR). O software Statistica 5.0 (Statsoft Inc.) foi utilizado para 
análise e otimização das conversões de reação (valor de p <0,05). Uma reação 
padrão foi conduzida nas mesmas condições, mas sem a presença de catalizador. 

 

ESTABILIDADE OPERACIONAL E REUTILIZAÇÃO DE CATALISADOR 

O número de ciclos operacionais para a síntese de acetato de isoamila foi 
realizado de acordo com metodologia estuda de Nyari et al. (2018a), utilizando o 
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catalisador Novozym 435 e Novozyme NZL-102-LYO-HQ (Candida antarctica B 
imobilizada em poliuretano - PU). Foi avaliado para a amostra submetida às 
melhores condições experimentais (maior conversão de ácido acético) e obteve 
como resultado da análise da resposta do DCCR. A reutilização do catalisador e a 
estabilidade operacional durante a esterificação foram avaliadas sucessivamente 
até que a conversão do ácido acético fosse menor que 50% do seu valor inicial e as 
análises foram realizadas em triplicata. 

 

DETERMINAÇÕES ANALÍTICAS 

As análises quantitativas do acetato de isoamila produzidas e o consumo de 
ácido acético e álcool isoamílico foram realizadas em cromatografia gasosa 
(Shimadzu, GC-2010, Japão) equipada com processador de dados e detector de 
ionização de chama (FID). Uma coluna capilar de sílica fundida (INOWAX, 30 m × 
0,25 mm × 0,25 μm).  

Sendo empregada o seguinte programa de temperatura: 40 °C-180 °C (3 
°C/min), 180 °C-230 °C (20 °C/min) e 230 °C (20 min), com temperaturas do injetor 
e do detector ajustadas em 250 °C e 275 °C, respectivamente. A injeção foi definida 
de modo de divisão com razão de 1:100, usando H2 (56 kPa) como gás de arraste. 
A amostra foi diluída em n-hexano (1:10, v/v) e 0,4 mL foram injetados. A 
conversão da reação foi calculada com base na redução da área do reagente 
limitante com base na estequiometria da reação pelo estudo Nyari et al. (2018a). 
Conversão do ácido acético (C, %) foi calculado conforme a Equação 1. 

 

C= [(Σb – Σa)/ Σb]x100 (Equação 1) 

 

Onde: Σb: área do pico referente ao ácido no ensaio de controle (sem o 
catalizador 0 min); Σa: área do pico referente ao ácido na amostra submetida à 
reação. 

RESULTADOS E DISCUSSÕES 

A conversão do acetato de isoamila durante o tempo transcorrido de reação 
empregando razão molar de ácido acético:álcool isoamílico e massa de catalizador 
usando a Novozym 435 e Novozyme NZL-102-LYO-HQ (Candida antarctica B 
imobilizada em poliuretano - PU) é apresentada na Figura 1. 

As reações que ocorreram usando o catalisador Novozym 435 obteve uma 
conversão no ácido acético de 93% (razão molar 1:3 de ácido acético:álcool 
isoamílico e massa de catalisador 17% em peso) em 240 minutos (4 horas) de 
reação. A Novozyme NZL-102-LYO-HQ (Candida antarctica B imobilizada em 
poliuretano - PU) a conversão foi de 90% (razão molar 1:5 de ácido acético:álcool 
isoamílico e massa do catalisador 5% em peso) em 360 minutos (6 horas) de 
reação. 

O comportamento exibido na Figura 1 está associado às velocidades de reação 
iniciais entre os dois catalisadores. Há uma conversão mais rápida no início da 
reação, onde a conversão posterior é mais lenta, mas crescente na maioria das 
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vezes. Além disso, ambos os ensaios mostram a mesma tendência, aumentando a 
conversão do precursor ácido (esterificação), além do éster, da água até uma 
determinada reação no tempo. Seguido pela redução (hidrólise), aumentando a 
concentração de água no sistema de reação, através do consumo de éster ligado 
diretamente às lipases (LI et al., 2015). 

 
Figura 1. Cinética da conversão do ácido acético empregando o catalisador Novozym 

435 (a) e Novozyme NZL-102-LYO-HQ (Candida antarctica B imobilizada em poliuretano – 
PU) (b). 

 

Entretanto, mudanças conformacionais positivas na estrutura da proteína 
podem ocorrer sem reduzir sua função. Portanto, essas mudanças intensificam as 
taxas de conversão (ZHAO et al., 2016). Embora as taxas de conversão tenham sido 
mais rápidas, ambos os catalisadores permitiram aumentar a conversão do 
precursor ácido (esterificação) até um certo tempo e posteriormente, ocorreu uma 
redução nas taxas de conversão (hidrólise) (PALUDO et al., 2015). 

Portanto, com base nos achados apresentados na Figura 1, os tempos de 
reação foram definidos para as próximas etapas, ou seja, para a o catalisador 
Novozym 435 o tempo pré-estabelecido de reação de 240 minutos (4 horas) e para 
a Novozyme NZL-102-LYO-HQ (Candida antarctica B imobilizada em poliuretano - 
PU) de 360 minutos (6 horas) de reação.  

 

SÍNTESE DE ACETATO DE ISOAMILA 

Foi realizado um CCRD completo para avaliar a influência da função da razão 
molar de substratos (ácido acético: álcool isoamílico) e da massa do catalisador (% 
em peso) empregando o catalisador Novozym 435 e a Novozyme NZL-102-LYO-HQ 
(Candida antarctica B imobilizada em poliuretano - PU).  
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Alguns parâmetros foram empregados como 5 g de substrato, 2 g em relação 
a massa de peneiras moleculares, temperatura de 30 °C, tempo de reação de 240 
minutos (4 horas) para a Novozym 435 e de 360 min (6 horas) para a Novozyme 
NZL-102-LYO-HQ (Candida antarctica B imobilizada em poliuretano - PU) e agitação 
de 160 rpm em agitador orbital. As respostas dos ensaios estão apresentadas na 
Tabela 1. 

 

Tabela 1. Conversão do ácido acético em função da razão molar de substratos (ácido 
acético: álcool isoamílico, R) e da massa do catalisador (% em peso, M) em acetato de 

isoamila empregando o catalisador Novozym 435 e Novozyme NZL-102-LYO-HQ (Candida 
antarctica B imobilizada em poliuretano – PU). 

Ensaio 
Razão molar  

(ácido acético:álcool 
isoamílico) 

Massa de 
Catalisador  

(wt%) 

Conversão de ácido acético  
(%, razão molar) 

Novozym 435  
Novozyme  

NZL-102-LYO-HQ 

1 -1 (1:1) -1 (5) 15,14 ± 1,9 58,99 ± 1,0 
2 1 (1:5) -1 (5) 78,77 ± 0,8 91,20 ± 0,7 
3 -1 (1:1) 1(15) 67,27 ± 1,5 45,76 ± 1,8 
4 1 (1:5) 1 (15) 93,11 ± 0,4 72,51 ± 1,4 
5 -1,41 (0,18:1) 0 (10) 24,97 ± 0,7 20,01 ± 1,0 
6 1,41 (1:5,8) 0 (10) 87,22 ± 1,6 82,56 ± 0,6 
7 0 (1:3) -1,41 (3) 18,33 ± 1,9 88,96 ± 1,0 
8 0 (1:3) 1,41 (17) 93,39 ± 0,3 60,04 ± 1,8 
9 0 (1:3) 0 (10) 72,64 ± 0,7 90,52 ± 1,5 

10 0 (1:3) 0 (10) 72,90 ± 0,6 90,02 ± 1,5 
11 0 (1:3) 0 (10) 78,70 ± 0,5 90,77 ± 1,3 

 

A maior conversão do ácido acético foi de 93,3% empregando o catalisador 
Novozym 435 em 240 min de reação, sendo obtida no ensaio 8 (razão molar 1:3 de 
ácido acético:álcool isoamílico e 17% de massa do catalisador em peso), entretanto 
a conversão mais baixa do ácido acético foi de 15,1% no ensaio 1 (razão molar 1:1 
de ácido acético:álcool isoamílico  e 5% de massa de catalisador em peso), nos 
demais ensaios as conversões se mostraram superiores a 70% (ensaios 2, 4, 6, 8, 
9, 10 e 11) a qual está especialmente relacionada ao aumento da massa do 
catalisador. 

Para o catalisador Novozyme NZL-102-LYO-HQ (Candida antarctica B 
imobilizada em poliuretano - PU) em 360 min de reação a maximização da 
conversão do ácido acético foi de 91,2% obtida no ensaio 2 (razão molar 1:5 de 
ácido acético:álcool isoamílico e 5% de massa do catalisador em peso). Um ponto 
extremamente relevante que a conversão foi próxima a obtido usando a enzima 
Novozym 543 empregando 1/3 da quantidade de massa de enzima, sendo assim o 
rendimento foi superior.  

A menor conversão de ácido acético foi de 20,0% obtida no ensaio 5 (razão 
molar 0,18:1 de ácido acético:álcool isoamílico e 10% de massa do catalisador em 
peso). As conversões foram superiores a 70% nos ensaios (2, 4, 6, 7, 9, 10 e 11), 
especialmente relacionados ao aumento da razão molar dos substratos e da massa 
de catalisador). 



 

 
Brazilian Journal of Food Research, Campo Mourão, v. 10 n. 1, p. 129-148, jan./mar. 2019. 
 
 
 
 
 
 
 

Página | 135 

De acordo com Nyari et al. (2016), esse desempenho utilizando o catalisador 
Novozyme NZL-102-LYO-HQ (Candida antarctica B imobilizada em poliuretano - 
PU) envolve fatores como: qualquer enzima adicionada no processo de 
imobilização é aderida ao suporte, não há lixiviação causada pelo meio de reação 
e a interação do material de suporte com o centro ativo da enzima, levando a 
abertura da tampa hidrofóbica e a saída do local exposto, proporcionando 
aumento da atividade / conversão da reação de esterificação. Conforme 
apresentado no estudo apresentou uma conversão de 91% para a síntese de 
acetato de isoamila em relação ao catalisador da Novozym 435. 

Além disso, a água desempenha um papel importante nas reações 
biocatalíticas, como proporciona um aumento na atividade enzimática sendo 
consequente no da água (aw) presente na reação, formando um sistema e hidrólise 
e beneficiando a mobilidade enzimática. Entretanto, esse aumento no teor de água 
também mantem o rendimento influenciado diretamente pelo emprego das 
peneiras moleculares (LOZANO et al., 2012; YANG et al., 2013; PALUDO et al., 
2015) 

A proporção de substratos é outro parâmetro crucial na reação de 
esterificação, visto que o sistema tende a seguir um caminho inverso, uma vez que 
a reação é reversível. Portanto, é aconselhável adicionar uma concentração um 
pouco mais alta de um dos substratos para alterar o equilíbrio no caminho durante 
cada etapa.  

A razão molar ácido acético: álcool isoamílico contribuiu com as conversões 
de ácido acético, cuja redução (aumento da concentração molar de álcool 
isoamílico) favoreceu as conversões e a possibilidade de deterioração do 
biocatalisador. Dos vários experimentos realizados para a concentração de 
substrato (ácido para álcool), observou-se que, à medida que a concentração de 
álcool aumentava, aumentava – se também a taxa de conversão. 

Segundo Martins et al. (2014) a razão molar dos substratos possui efeito 
positivo, dessa forma um dos parâmetros de conversão de ácido acético pode estar 
associado a dois fatores, o primeiro refere-se a alteração do equilíbrio químico e 
segundo à redução da acidez média. Azudin et al. (2013) descreve que esse 
impedimento favorece a solubilidade do produto e a transferência de massa no 
sistema de reação. Um modelo cinético enzimático baseado na equação de 
Michaelis-Menten modificada foi desenvolvido e ajustado à regressão não linear 
aos dados experimentais. Um efeito positivo da massa do catalisador aumenta o 
número de locais ativos presentes na reação, favorecendo a conversão.  

De acordo com Colombo et al. (2015), é necessário um excesso no conteúdo 
do catalisador para manter a atividade enzimática durante o tempo de reação. A 
quantidade de massa de catalisador foi estudada na faixa de 3 a 17% em peso, 
possibilitando assim verificar o aumento da conversão de ácido acético, 
ocasionado pela disponibilidade de maior número de sítios ativos do catalisador. 

Para a Novozym 435 esse efeito foi positivo, no entanto para Novozyme NZL-
102-LYO-HQ (Candida antarctica B imobilizada em poliuretano - PU) teve  efeito 
foi negative, o que pode ser explicado devido a mistura se tornado ineficiente, 
limitando a transferência de massa, o contato efetivo e a difusão de substratos e o 
catalisador, causando uma diminuição na taxa de conversão (BANSODE et al., 
2017). A aglomeração de catalisador e a exposição ineficiente dos sítios ativos da 
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enzima excedente também são responsáveis por conversões mais baixas com 
maior massa de lipase (BALEN et al., 2015). 

No estudo realizado por Nyari et al. (2016) é explicado esse comportamento, 
no qual o catalisador Novozyme NZL-102-LYO-HQ (Candida antarctica B 
imobilizada em poliuretano - PU) quando submetido a um meio reacional pode 
provocar um aumento na estabilidade, sofrendo alterações que beneficiam sua 
integridade ou estrutura imobilizada. Quando o catalizador imobilizado, torna-se 
mais rígido é em decorrência das ligações provocadas pelo suporte, diminuindo 
assim a flexibilidade e mantendo forma do sítio ativo. O suporte de poliuretano 
possui grande estabilidade mecânica, o que contribuiu para apresentar uma 
enzima com maior estabilidade térmica ao meio de reação. 

Embora muitos autores tenham usado lipases livres, o uso de lipases 
imobilizadas possui grande importância, especialmente em processos industriais, 
devido à sua maior termostabilidade e à sua fácil recuperação e reutilização, fato 
observado em nosso estudo. Outros autores comprovam o mesmo 
comportamento na síntese de acetato de isoamila, como Narwal et al. (2016) 
empregando a lipase termofílica imobilizada em sílica de Bacillus aerius; Padilha et 
al. (2018) utilizando lipase de Burkholderia cepacia imobilizada em contas de 
alginato; Romero et al. (2005) usando três lipases imobilizadas comerciais 
diferentes EC 3.1.1.3 (Novozym 435 de Candida antarctica, Lipozyme RM-IM de 
Rhizomucor miehei e Lipozyme TL-IM de Thermomyces lanuginosus) em n-hexano, 
entre outras. 

A síntese de ésteres aromáticos via catalise são considerados "semelhantes 
aos naturais" quando produzidos em sistema sem solvente orgânico, tornando-se 
assim ecologicamente correta. Economizando consequentemente energia e 
evitando a toxicidade indesejável da reação. Esses resultados enfatizam a 
relevância de nosso estudo, pois foram obtidas conversões mais altas no sistema 
livre de solventes orgânicos (AFSHAR et al., 2015; KHAN E RATHOD, 2015; DOS 
SANTOS et al., 2017). 

Como a reação é realizada em um sistema livre de solvente, o excesso de ácido 
pode atuar como solvente polar para a mistura de reação. Mas quando o álcool 
excede a concentração ideal, a natureza polar pode retirar a água essencial 
necessária para a conformação ativa da lipase como biocatalisador (MADARÁSZ et 
al., 2015). 

As Equações 2 e 3 indicam o modelo codificado de segunda ordem, que 
descreve a conversão do ácido acético em função da razão molar de substratos 
(ácido acético: álcool isoamílico, R) e da massa do catalisador (% em peso, M) 
empregando o catalisador Novozym 435 e Novozyme NZL-102-LYO-HQ (Candida 
antarctica B imobilizada em poliuretano - PU). 

 

Conversão (%) = 74,71 + 22,22xR – 7,41xR2 + 21,60xM -7,54xM2 – 9,44xRxM (Equação 2) 

Conversão (%) = 90,41 + 18,82xR – 18,39xR2 – 9,49xM – 6,71xM2 – 2,11xRxM (Equação 3) 

 

      Dentro dos parâmetros avaliados a faixa de valores empregando a Novozym 
435 apresentou um coeficiente de correlação de 0,97 com Fcal (6,10) > Ftab (4,1), 
permitindo assim a construção da curva de contorno apresentada na Figura 2a. 
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Para Novozyme NZL-102-LYO-HQ (Candida antarctica B imobilizada em 
poliuretano - PU) o coeficiente de correlação foi de 0,98 com Fcal (9,09) > Ftab (4,1) 
o que também possibilitou a construção da curva de contorno demostrada na 
Figura 2b. 

  
(a) 

 
(b) 

Figura 2. Curva de contorno da conversão do ácido acético em função da razão 
molar de substratos (ácido acético: álcool isoamílico, R) e da massa do catalisador (% em 

peso, M) em acetato de isoamila empregando o catalisador Novozym 435 (a) e Novozyme 
NZL-102-LYO-HQ (Candida antarctica B imobilizada em poliuretano – PU) (b). 

 

As maiores conversões excedendo 70% de ácido acético para a síntese de 
acetato de isoamila foram observadas empregando razão molar ácido acético: 
álcool isoamílico de 1:3-1:5,5 e massa catalítica de 10-16,5% em peso) para 
Novozym 435 em 240 min de reação. E utilizando razão molar ácido acético: álcool 
isoamílico de 1:3-1:5 e massa catalítica 4-10% de em peso) para Novozyme NZL-
102-LYO-HQ (Candida antarctica B imobilizado em poliuretano - PU) em 360 min 
de reação. 

Em relação à razão molar álcool:ácido a literatura enfatiza que o emprego de 
excesso de massa de catalisador e de álcool, podem proporcionar um aumento 
positivo no processo de conversão  de ésteres (KHAN & RATHOD, 2015; YANG, et 
al., 2015; NOVAK et al., 2016; NYARI et al., 2018a; PADILHA et al., 2018). 

Considerando a conversão de ésteres de ácidos acéticos alguns autores 
apresentaram valores semelhantes aos encontrados neste estudo empregando 
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outras lipases. Por exemplo, podemos evidenciar o trabalho de Graebin et al. 
(2012) usando a lipase B de Candida antarctica (MCI ‐ CALB) imobilizada em contas 
de estireno – divinilbenzeno (MCI GEL CHP20P) em termos de desempenho 
comparação a Novozym 435 para esterificação de ácido acético, obtendo 
rendimento de cerca de 90% de conversão usando 10% de massa de catalizador 
em 120 minutos de reação 

Kirdi et al. (2017) para a síntese de acetato de isoamila usando a lipase 
extracelular de Aspergillus oryzae imobilizada em alginato de cálcio, obteve 
conversão de 69% utilizando 2,39 g de massa de catalizador em 360 minutos de 
reação. No entanto o estudo de Kumari et al. (2009) utilizando a lipase Rhizopus 
oryzae na produção de 95% acetato de vinila com 16% de massa de catalizador em 
um sistema livre de solvente após 480 minutos de reação. 

Na produção de acetato de isoamila com Candida antarctica lipase B o 
rendimento de conversão foi de 73% empregando 0,1 g de massa de catalizador 
após 300 minutos (WOLFSON et al., 2010) e Padilha et al. (2018) utilizaram lipase 
de Burkholderia cepacia imobilizada em contas de alginato após 24 horas oberam 
38% de conversão. 

Altas conversões de acetato de isoamila foram obtidas por esses autores, no 
entanto, o uso de solventes como agente doador de acil pode tornar o processo 
economicamente inviável e também produzir subprodutos de reação. 

 

ESTABILIDADE OPERACIONAL 

A Figura 3 mostra a estabilidade operacional (número de ciclos de reutilização) 
para a síntese de acetato de isoamila empregando a Novozym 435 e Novozyme 
NZL-102-LYO-HQ (Candida antarctica B imobilizada em poliuretano – PU). 

 
Figura 3. Estabilidade operacional empregando a Novozym 435 (razão molar ácido 

acético:álcool isoamílico 1:3 e 17% de massa de catalisador) e a  Novozyme NZL-102-LYO-
HQ (Candida antarctica B imobilizada em poliuretano - PU ) (razão molar ácido 

acético:álcool isoamílico 1:5 e 5% de massa de catalisador massa do catalisador) para a 
síntese de acetato de isoamila. 
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A estabilidade operacional durante a esterificação foi expressa como um valor 
percentual (conversão residual) e é avaliada conforme a conversão do ácido 
acético, mostrando-se inferior a 50% no seu valor inicial. Para isso esta avaliação 
optou – se em avaliar as condições apresentadas no ensaio 8 (razão molar ácido 
acético: álcool isoamílico 1:3 e massa de catalisador de 17% em peso) usando 
Novozym. E para o catalisador Novozyme NZL-102-LYO-HQ (Candida antarctica B 
imobilizada em poliuretano - PU) as condições usadas foram apresentadas no 
ensaio 2 (razão molar ácido acético: álcool isoamílico 1:5 e massa de catalisador de 
5% em peso). 

Considerando o número de ciclos avaliados no estudo, dos 10 ciclos de 
reutilização ocorrido a utilizando a Novozym 435 manteve -se com conversão 
superior a 80%, entretanto a Novozyme NZL-102-LYO-HQ (Candida antarctica B 
imobilizada em poliuretano - PU) foi de 47% em relação a conversão inicial. 

Em relação ao comportamento de conversão residual mostrado na Figura 3, a 
redução na conversão de ácido acético durante os ciclos de reutilização sequencial 
pode estar relacionada à perda de massa de catalizador que após a reutilização 
aguentou a lixiviação provocada pelo sistema, além do processo de desnaturação 
ocasionado pela reação (RATHOD, 2014a.b, NYARI et al., 2016, BANSODE et al., 
2017; NYARI et al., 2018; NYARI et al., 2018b; SBARDELOTTO et al., 2018). 

Considerando o número de ciclos de reutilização alguns autores apresentaram 
valores inferiores aos encontrados neste estudo. Um exemplo podemos citar 
Ghamgui et al. (2006) estudaram os ciclos de reutilização de uma lipase de 
Staphylococcus simulans imobilizada em carbonato de sódio na produção de 
acetato de isoamila, onde após 10 ciclos foi observada uma redução de cerca de 
50% na conversão e de 76% na atividade residual. Estudo realizado por Brígida et 
al. al. (2008) avaliaram o uso de resíduo de fibra de coco como suporte para 
imobilização de lipase de Candida antarctica tipo B (CALB) e Novozym 435 na 
síntese de butirato de butila, no qual após 3 e 10 ciclos de hidrólise, a atividade 
residual foi inferior a 50% e 70% respectivamente. 

Abdulla e Ravindra (2013) usaram lipase de Burkholderia cepacia, reticulada 
com glutaraldeído, seguida por aprisionamento em uma matriz híbrida de 
polímeros naturais de alginato e k-carragenina na síntese de acetato de isoamila, 
na qual após 10 ciclos de uso a atividade residual foi 75,54% com relação a inicial. 
No estudo de Novak et al. (2016) síntese de acetato de isoamila em n-heptano 
usado para a Candida antarctica lipase B, conseguiram 5 ciclos de reutilização com 
77% do rendimento em comparação a inicial e Nyari et al (2018 ) na síntese de 
acetato de isoamila em sistema isento de solvente usando a Candida antarctica 
Lipase B (CALB) como biocatalisador imobilizado em poliuretano foi estudada após 
8 ciclos de reutilização com 70% de conversão em relação a inicial. 

CONCLUSÕES 

Este estudo avaliou o efeito das variáveis de processo de síntese de acetato 
de isoamila empregando razão molar do substrato ácido acético: álcool isoamílico 
e massa catalítica em sistema sem solvente. A maximização da conversão para o 
catalizador Novozym 435 foi 93% submetida a um tempo de reação de 240 minutos 
e 10 ciclos de reutilização, entretanto a Novozyme NZL-102-LYO-HQ (Candida 
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antarctica B imobilizada em poliuretano - PU) o tempo reacional foi superior, com 
360 minutos de reacionais e 90% de conversão e 10 ciclos reacionais. 

Esses estudos sobre o efeito das variáveis operacionais no rendimento da 
conversão facilitam a otimização econômica, devido especialmente a um grande 
número de ciclos de reutilização. Sendo assim de grande valia para a produção 
industrial, sobretudo na síntese de ésteres de cadeia media, como acetato de 
isoamila em diferentes preparações enzimáticas, tornando uma fonte promissora 
comparado com estudo apresentados na literatura aberta. 
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Enzymatic process for production of organic 
solvent free isoamyl acetate  

ABSTRACT 

Over the past few years, the increasing demand for natural products in the food 
industry has encouraged remarkable efforts towards the development of 
biotechnological processes for the production of flavor compounds. The present 
study reports the maximization of isoamyl acetate production by esterification of 
isoamyl alcohol and acetic acid in a solvent-free system using two different lipases 
as catalyst. The lipase B from Candida antarctica (NZL-102-LYO-HQ) immobilized in 
situ on Polyurethane (PU) was compared with the commercial Novozym 435 
(immobilized lipase) in terms of their performances as biocatalysts for the 
esterification of acetic acid and isoamyl alcohol in solvent-free system. The effects 
of experimental conditions on reaction rates differed for each biocatalyst, showing 
different optimal values for catalyst mass, substrate molar ratio (acetic acid and 
isoamyl alcohol in different proportions) and time reaction. Although Novozym 435 
exhibited higher initial activity in compared time reaction than NZL-102-LYO-HQ to 
acid acetic conversion, the reaction course was much more linear using the new 
preparation, meaning that the NZL-102-LYO-HQ allows for higher productivities. 
Both preparations produced around 90% of conversions using the catalyst 
Novozym 435 (17 wt% catalyst mass and 1:3 molar ratio) in 240 minutes. However, 
the main advantage of the new biocatalyst (NZL-102-LYO-HQ) immobilized in situ 
on Polyurethane - PU) was the similar performance during the synthesis using 5 
wt% catalyst mass and 1:5 molar ratio in 360 minutes of reaction whit 10 reuse 
cycles. NZL-102-LYO-HQ has shown to be a very promising biocatalyst for the 
esterification of small‐molecule acids and alcohols in solvent free reactions. 

 

KEYWORDS: esterification; enzymatic catalysis; reuse; flavors. 
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