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RESUMO

A aveloz pertence a familia das Euphorbiaceae, é de origem africana e pode
ser encontrada em varios paises tropicais como o Brasil, a mesma possui um latex
muito utilizado em tratamentos para cancer e outros problemas de saude. Esse latex
€ composto por uma mistura de varios componentes, incluindo enzimas, mais
especificamente a lipase, que tem como fungado, entre outras, catalisar rea¢des de
hidrolise e esterificagdo. Os ésteres produzidos a partir dessas sinteses sdo muito
utilizados por industrias farmacéuticas, alimentares, téxtil, etc. Em geral processos
de esterificacdo utilizam lipases comerciais provenientes de origem animal e
microbiana. A presente pesquisa teve como objetivo verificar se a lipase contida no
latex da planta aveloz possui atividade catalitica para atuar em reacdes de
esterificacdo. Os métodos escolhidos para tal estudo consiste basicamente em
esterificacdes contendo partes da planta, e esterificagdes de Fischer e técnicas de
CCD para as anadlises. E apartir das analises pbde-se confirmar que as lipases
presentes no latéx da Euphobia tirucalli sdo capazes de catalisar reacdes de
esterificacdo, tanto que, observou-se a formagao do acetato de isoamila, porém
existe a necessidade de um longo tempo de reagcdo. Em contraparte, pode-se dizer
gue nao sao necessarias grandes quantidades de aveloz e elevadas temperaturas
para a reagao ocorrer, pois algumas reagdes com menos de 10 g da planta e
temperatura ambiente mostraram a formagéo de éster. Por conseguinte, a pesquisa
contribuira com informagbes para futuras pesquisas, visto que, ha auséncia de
estudos sobre esta area.

Palavras chave: lipase, éster, esterificagcdo, enzima, catalisador, aveloz
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1 INTRODUGAO

Segundo Costa (2011), a aveloz, planta pertence a familia das
Euphorbiaceae, é originaria do continente africano, de onde foi levado para outros
paises tropicais, chegando ao Brasil em 1892, podendo ser encontrada na maioria
dos estados do Nordeste por conta de seu caracteristico clima quente.

Esta planta possui um latex, considerado toxico, porém diversos estudos
utilizando-o para fins medicinais, como no tratamento de verrugas, asma e
reumatismo. O médico brasileiro Lauro Neiva chegou a utilizar por cerca de dez
anos o latex do aveloz, diluido em agua, para tratar de diversas doengas como o
cancer e a doenga de chagas. (NEODINI & GASPI, 2015; VARRICCHIO et. al,
2008).

Esse latex é composto por uma complexa mistura de diversos componentes,
incluindo macromoléculas, como as lipases, que s&o enzimas responsaveis por
catalisar reacdoes de hidrolise e reacbdes reversas, como a esterificacdo e a
transesterificacdo. Entretanto, ha poucos estudos sobre a utilizacdo da lipase de
origem vegetal nessas sinteses, visto que a maioria das lipases utilizadas sao
obtidas de forma comercial ou produzidas por bactérias.

Devido sua versatilidade no ramo industrial, os ésteres possuem grande
importdncia em diversos setores, como no téxtil, farmaco e polimérico,
destacando-se principalmente no alimenticio, pois o aroma dos ésteres presentes
em determinados alimentos influenciam o consumidor, visto que agregam
caracteristicas atrativas aos mesmos.

Em vista disso, optou-se por esterificagdo via enzimatica a partir de lipases
de origem vegetal devido ao grande interesse cientifico e tecnoldgico, em razdo das
inumeras inconveniéncias com a catalise acida, além do elevado custo de produgao
das lipases microbianas. (BIANCHI et al 2001; SINGHANIA et al, 2009 apud.
MESSIAS et al, 2011).

A pesquisa teve como objetivo verificar a atividade catalitica das lipases
contidas na planta da espécie Euphorbia Tirucalli na produgao de ésteres de aroma.
Com a finalidade de atingir o mesmo e corroborar ou refutar hipéteses levantadas,
estipulou-se uma metodologia para a esterificagdo enzimatica, a qual sofreu

diversas alteragdes durante execugao da pesquisa. Conseguinte, foram realizadas
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esterificacbes de Fischer e a purificacdo dos produtos obtidos nestas reacdes

através da técnica de extragdo por solvente, a fim de obter um padrdo para

comparagao dos ésteres obtidos via enzimatica, para posteriormente, analisa-los

através da técnica de cromatografia de camada delgada (CCD).

2 HIPOTESES

O latex contido em partes da planta sera eficiente nas reacdes propostas.
Para as reagdes serao necessarias pequenas quantidades de latex da planta.
Os ésteres, utilizando como catalisador as enzimas do latex da planta
Euphorbia tirucalli, serao formados de maneira mais rapida que os
catalisadores em meio acido.

O rendimento e a pureza do biodiesel com esse catalisador serdo melhores.

3 OBJETIVO GERAL

Verificar a atividade enzimatica das lipases contidas na planta da espécie

Euphorbia tirucalli na produgao de ésteres de aroma e biodiesel.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Utilizar o latex da planta aveloz através de cortes perpendiculares aos ramos
da planta.

Realizar a esterificagédo e transesterificagado com lipase imobilizada na prépria
planta aveloz.

Comparar a atividade catalitica através dos rendimentos das reacdes na
producao de biodiesel e ésteres de aroma.

Purificar os produtos obtidos na esterificacdo através de técnicas como
destilagao e extragao liquido-liquido.

Caracterizar os produtos obtidos por espectroscopia de infravermelho e
indice de refragao.

Verificar também a pureza dos ésteres utilizando cromatografia de camada
delgada.

Verificar o produto obtido na transesterificagao através da queima do mesmo.



4 JUSTIFICATIVA

A planta da espécie Euphorbia tirucalli, também conhecida como aveloz ou
pau-pelado, dentre outros nomes, é uma planta pertencente a familia
Euphorbiaceae, que, entre outras caracteristicas, produz um liquido branco,
conhecido por latex, que é altamente téxico. Essa planta € de origem africana,
porém foi levada para outros paises tropicais, como o Brasil, onde se adaptou e
comecgou a ser utilizada pela comunidade cientifica para diversos fins. (CRUZ, 1964
& DANTAS 2007 apud COSTA, 2011)

Apesar de seu latex ser muito utilizado para tratar inumeras doengas, sua
principal aplicagdo no meio cientifico se da em pesquisas relacionadas ao
tratamento do cancer. Esse latex contém lipase, uma enzima muito utilizada como
catalisador em reacgdes de hidrélise, por exemplo. Porém ha pouco estudo sobre a
utilizacao da lipase na forma bruta nessas sinteses, visto que a maioria das enzimas
utilizadas sa&o comerciais, sendo em sua maioria produzidas por bactérias
(MESSIAS et al. 2011)

No ambito da industria, o aroma de um determinado produto € um fator que
se destaca, pois, influencia o consumidor na decisdo da compra, convencendo-o
através do plano sensorial de que o mesmo possui qualidades. Dessa forma,
segundo Vanin (2014), a producédo de aromatizantes via esterificacdo enzimatica é
uma pesquisa de grande interesse cientifico e tecnolégico devido as inumeras
inconveniéncias relacionadas com a catalise acida, principalmente pelo fato de nao
se adequarem a expressao “tecnologia limpa”, ademais, as lipases microbianas
apresentam um custo elevado no processo de produgdao das mesmas, que pode
inviabilizar o processo em escala industrial. (BIANCHI et al 2001; SINGHANIA et al,
2009 apud. MESSIAS et al, 2011)

Existe outra vertente relacionada aos ésteres, o Oleo diesel, que é
amplamente utilizado pelas industrias petroquimicas que o direcionam a venda e
utilizacdo deste como combustivel. Porém, a sua fonte, o petréleo, ndo é renovavel,
e sua extragdo pode causar diversos impactos ambientais. Apesar de possuir uma
menor energia se comparado ao oOleo diesel, este combustivel é fabricado a partir

de fontes de energia renovaveis e ndo causam tantos danos ao meio ambiente, em



relagdo ao balango de carbono na atmosfera. Observado o seu elevado custo de
produgdo, constata-se que a utilizagdo de enzimas como catalisadores para a
fabricacdo do biodiesel altera positivamente este fator. (Fiorese et al, 2011)

Devido ao pouco estudo envolvendo a catalise enzimatica com o latex dessa
planta, assim como a sua elevada importancia no que se refere a sustentabilidade, a
presente pesquisa visa estudar a viabilidade da utilizagdo da enzima lipase, oriunda
do latex presente na Euphorbia tirucalli, em reagdes de transesterificagdo, com foco

nas reacdes de esterificacao

5 REVISAO BIBLIOGRAFICA
5.1 HISTORICO DA PLANTA

Segundo Costa (2011), o aveloz é originario do continente africano, de onde
foi levado para outros paises tropicais. Pertencente a familia das Euphorbiaceae, a
planta pode atingir até 7 metros de altura e 15 centimetros de diametro, possui
galhos duros, cilindricos e verticulados. Raramente, possui flores com coloragao
amarelada ou esverdeada, que quando presentes tem um curto periodo de duracéo

(Figura 1).

Figura 1. Foto da planta Euphorbia tirucalli, também conhecida como Aveloz e pau-pelado.
Fonte: Obtida pelo grupo

O aveloz é utilizada como cerca viva, suas plantagdes servem como
excelente protegao contra invasores. A planta produz um latex que irrita a pele e
também os olhos, podendo provocar uma conjuntivite gravissima.
(SCHVARTSMAN, 1979 apud. OLIVEIRA & NEPOMUCEMO, 2003)

A Euphorbia Tirucalli também é usada na medicina para tratamento de
verrugas, asma, tosse, dor de ouvido, nevralgias, reumatismo e, em alguns paises,

contra dor de dente. Mais recentemente vém sendo utilizada como complemento de
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tratamento de tumores cancerosos e pré-cancerosos (LYMAN et. al, 1988 apud.
OLIVEIRA & NEPOMUCENO,2003; NEODINI & GASPI, 2015).

5.1.1 Propriedades da planta

De acordo com Neodini & Gaspi (2015) “E possivel extrair de todas as partes
da planta um latex caustico”, esse latex € considerado toxico por haver registros de
acidentes como disturbios gastrointestinais, conjuntivites, irritacdo e edemas
oculares e até cegueira, além de reacdes inflamatérias e necrose quando em
contato com a epiderme (MATOS, 2000 apud.LORENZI & MATOS, 2008; BATISTA
et al., 2014; NEODINI & GASPI, 2015).

Como ja mencionado, alguns herbalistas recomendam o uso do latex, em
pequenas doses, para o tratamento do cancer. Contudo, testes farmacolégicos ja
demonstraram que as mesmas partes da planta sdo responsaveis pela ativacdo do
virus Epstein-Barr, que esta ligado ao desenvolvimento do linfoma de Burkitt
(NEODINI & GASPI, 2015 apud LORENZI & MATOS, 2008).

O latex € composto por uma complexa mistura de diferentes componentes,
incluindo macromoléculas. Um dos componentes maijoritarios do latex € o cis e/ou
trans poli-isopreno. Outros constituintes presentes no latex e relatados em estudos
fitoquimicos s&o: polissacarideos, flavondides, lipidios, fosfolipidios e proteinas,
ficou comprovado também a existéncia de alcanos, cetonas triterpénicas,
triterpendides, agucares e acidos graxos (RIPPEL, 2005 apud AGOSTINI, 2009).

O latex ainda possui lipases de diversos usos, mas que ainda nao foram

objetos de muitos estudos, mas que podem ser usadas como biocatalisadores.

5.2 BIOCATALISADORES

Os biocatalisadores, ou catalisadores biologicos, sao proteinas cuja fungao é
acelerar reagdes no organismo. No ambito da quimica, sua utilizagdo deve-se ao
fato de serem uma alternativa aos processos quimicos, nos quais apresentam
vantagens como: a elevada velocidade de reacgédo, pelo fato de diminuir a energia
necessaria para que as mesmas ocorram, como demonstra a Figura 2; e
apresentarem determinada seletividade quanto ao tipo de reagdao que catalisam
(PAQUES & MACEDO, 2005).
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Figura 2. Diagrama energético de reagéo catalisada e de reagdo nio-catalisada, onde: Gi= energia
livre de ativagao, GO = variagdo de energia livre.
Fonte: MOTTA, 2007.

As reacdes podem ser catalisadas por enzimas, caracterizadas como
proteinas biocatalisadoras, nas quais ha a necessidade de determinada quantidade
de energia, denominada energia de ativagédo (Ea) ou energia livre de ativagao, para
que ocorram, permitindo a formacdo do complexo ativado, ou estado de transicao,
estabelecendo-se como o ponto de maior energia da reag&o, na qual os reagentes
se encontram de forma intermediaria de alta energia em seu estado ativado
(MOTTA, 2007).

De acordo com o grafico expresso na Figura 2, constata-se que, quanto
maior o valor de G, menor a velocidade das reagdes. Destarte, os catalisadores
propiciam a diminuicdo da energia livre de ativagdo apoiados na escolha de rotas
potenciais que assegurem a formagao de produtos através da menor energia que
viabilize as reagdes, consequentemente aumentando sua velocidade. Cada reagao
€ catalisada por uma enzima especifica, sob condicbes apropriadas. A atividade das
mesmas depende de fatores como: o pH; a temperatura; a concentracdo de
substratos e produtos; e da presenca de diversos cofatores, substancias

necessarias ao funcionamento das enzimas (MOTTA, 2007).
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5.2.1 Enzimas

Segundo Silva (2015) as enzimas em geral sao proteinas, e tem como
principal fungcdo catalisar reagbes. Conforme Neto (2002) sdo formadas por
aminoacidos, que por sua vez sao unidos atraves de ligagdes polipeptidicas.

Consoante a autora Gris (2010) uma reacado que utiliza a enzima como
catalisador pode aumentar 10?° vezes a velocidade da reacao, a partir da diminuigédo
da energia de ativagdo. Tal catalise da-se através da quebra ou juncédo dos
substratos, a qual ocorre no sitio ativo da mesma, onde localizam-se os residuos de
aminoacidos.

Esta é, portanto, a regido da enzima que contém residuos de aminoacidos
capazes de interagir com o substrato. E nesse sitio, também, que estéo os
residuos de aminoacidos que diretamente participam da ruptura e

estabelecimento de ligagbes quimicas que resultam na formagédo do
produto.(LUIELE,p.1, sd)

As enzimas sio altamente especificas quanto a reacdo que catalisa e seus
substratos, além de s6 atuarem em pH, e temperatura favoravel, os quais ainda
variam de acordo com a especificidade de cada uma. (GRIS, 2010). Estas sao
divididas pela Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular (UIBBM) em
seis grupos: oxidorredutase, transferases, hidrolases, liases, isomerases e ligases,
as quais apresentam ainda subdivisées, segundo VESCOVI (2012).

De acordo com o autor Ledra (2009), 5 dos 6 grupos de enzimas sao
utilizados em quimica organica, e entre eles o grupo das hidrolases se destacam e
sao as mais utilizadas, um exemplo de sua aplicagdo nas industrias se da as

reacdes de esterificagcao utilizando lipases.
5.2.2 Lipases

As lipases sdo biocatalisadores classificados como hidrolases, enzimas que
promovem cisdo em materiais organicos através da utilizacdo de agua, sendo
provenientes de fontes animais (pancreatica, hepatica e gastrica), microbianas
(podendo ser produzidas através da fermentagao por diversos fungos e bactérias) e

de origem vegetal (graos, frutas, caule, sementes e plantas que possuem latex),
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sofrendo variagbes em suas propriedades cataliticas (MUKHERJEE & WOOLEY,
1994 apud. PAQUES & MACEDO, 2006).

Estas enzimas sdo responsaveis por catalisar reacdes de hidrélise de dleos
em acidos graxos livres, monoacilglicerdis, diacilglicerdis e glicerol. De acordo com
a Figura 3, aléem da hidrdlise, as lipases catalisam reagdes reversas, como a
esterificacdo e a transesterificacdo que, segundo Delgado (2014), atuam em
condigdes controladas de pH, temperatura e pressao (GRIS, 2011; LEDRA,2009;
PAQUES & MACEDO 2006).

Hidrdliza
8] 0
JJ\ HQ = /“\ R'OH
et = e
Esterificacio
o o
JL O =—= H,0
R OH + RIOH = — R OR! + z

Interesterificacio

0 0
RJ\OR‘ + FaE)J\r::uFt3 ——

8]

.

i
R “orR' R? OR

Figura 3. Exemplos de reacbes catalisadas por lipases
Fonte: Quimicanova.sbg.org.br

No que se diz respeito a industria, de acordo com Messias et al 2011, a fonte
de lipase mais explorada pelas mesmas tém sido os microrganismos. Dentre os
processos bioquimicos presentes na literatura, as lipases representam cerca de

35% das enzimas empregadas (PAQUES & MACEDO 2006), tal que:
Pelo menos 75% de todas as enzimas industrializadas s&o hidrolases e
destas, 90% sao produzidas por micro-organismos através de processos
fermentativos. Depois das proteases e carboidrases, as lipases constituem

o terceiro maior grupo em vendas no mundo (JAEGER et al., 1997,
SHARMA; CHISTI; BANERJEE, 2001 apud MESSIAS et al., 2011).

Entretanto, apesar da variedade de lipases microbianas, devido ao fato das
mesmas apresentarem elevados custos de producdo, o uso dessas enzimas em
escala industrial € escasso (PAQUES & MACEDO 2006).
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As lipases vegetais ndo necessitam de um alto grau de purificagdo, sendo
assim, apresentam baixo custo de producdo, além de possuirem especificidade e
seletividade elevadas - em alguns casos se mostram similares as lipases
microbianas - e sdo acessiveis devido ao fato de estarem disponiveis no mercado
como enzimas proteoliticas brutas (GIORDANI & VERGER, 1991 apud PAQUES &
MACEDO, 2006).

Segundo Paques e Macedo 2006 as lipases entre si, podem apresentar
diferentes preferéncias por acidos e alcoois. Lipases presentes no latex vegetal da
E. characias, mesma familia que a Euphorbia Tirucalli apresentaram maior
atividade por acidos carboxilicos de cadeia curta, que variam de quatro a doze
carbonos, e alcoois ndo ramificados. Alcoois ramificados causam uma diminuicdo no
rendimento, tal fendbmeno é causado devido a dificuldade de reconhecimento do
sitio ativo da enzima, além de uma possivel interacdo das ramificagdes com a parte
polar do surfactante que acaba impedindo a difusdo dos substratos no préprio sitio
ativo. (JESUS et al, 1997; PAQUES & MACEDO, 2006)

Atualmente as lipases sao utilizadas na fabricagcdo de detergentes, na area
de farmacos, biodiesel, assim como nas industrias de dleos, alimentos, ésteres de

aroma, entre outros.
5.3 ESTERES

Os ésteres sao compostos derivados de acidos carboxilicos, dados pela
substituicdo das hidroxilas ligadas a uma carbonila por um radical organico OR’,
proveniente de um alcool, durante uma reacdo conhecida como esterificagdo, como

mostra a Figura 4.

0 H* 0

X+ r-on B

OH

+ H,0

R OR’

Figura 4. Esquema geral de uma reacao geral de esterificacdo em meio acido.
Fonte: Elaborada pelo grupo.

Os ésteres de aroma sdo compostos apolares dos quais a variagdo da massa
molecular determina algumas de suas caracteristicas fisicas, tais como: aroma,
solubilidade, ponto de ebulicdo e estado fisico (ROCHA, 1999).
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Os ésteres de massa molecular baixas sao liquidos, possuem aroma
agradavel, sao incolores e volateis, sendo comumente utilizados na industria de
perfumes e esséncias artificiais (ROCHA, 1999).

A proporgao que a massa molecular aumenta, os ésteres tornam-se viscosos,
como os 0leos vegetais e animais. Em outra perspetiva, os que possuem de massa

molecular muito elevada séo sdlidos - gorduras e ceras- (ROCHA, 1999).
5.3.1 Métodos de obtencgao

Os ésteres podem ser obtidos a partir de diferentes compostos e reagoes.
Dentre elas destacam-se: as reacdes envolvendo anidridos; haletos de acila com
metdxido ou etdxido de sddio; cetenas e alcoois; acidos carboxilicos e alcoois;
anidridos com éteres e AICI;, FeX, ou BX, (sendo X um haleto); e também a reacéo
de Baeyer-Villiger, utilizada para a producdo do acetato de fenila (BARBOZA &
ALMEIDA, 2004).

As reagdes no que diz respeito aos haletos de acila com metdxido ou etéxido
de sodio promovem a formacdo de determinados ésteres de aroma, sendo
comumente utilizados para a formagao de ésteres metilicos e/ou etilicos com alto
rendimento. No que se refere as reacdes de brometo de acila com alcoois, essas
promovem a formacdo de ésteres de aroma na presenca de solugdes alcalinas
(BARBOZA & ALMEIDA, 2004).

As reacgdes de cetenas com alcoois correspondem a formacao de ésteres de
aroma a temperatura ambiente. Contudo, o processo mais econdmico para obter
ésteres em laboratorios € através das reagdes realizadas em meio acido, que
consistem em reagbes entre acidos carboxilicos com alcoois (BARBOZA &
ALMEIDA, 2004).

5.3.1.1 Esterificagdo de Fischer

O método comumente empregue para a obtengdo de ésteres de aroma é
através de reagodes entre o aquecimento de acidos carboxilicos e alcoois, nos quais
os produtos finais gerados sdo ésteres e agua. Essa reagdo é conhecida como

esterificacédo de Fischer, sendo catalisada em meio acido, conforme a Figura 5.
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Figura 5. Mecanismo genérico para a reagao de esterificagdo de Fisher.
Fonte: Revista Educacion Quimica, p. 322

Esses compostos sao utilizados sobretudo na industria alimenticia como
flavorizantes, ou seja, substancias que proporcionam aos alimentos sabor e aroma
caracteristicos. Ademais, sao utilizados em outros setores da industria como o de

cosmeéticos, produtos de limpeza e farmacos.
5.3.1.2. Esterificagdo enzimatica

As reagbes enzimaticas em meio organico tém despertado interesse
industrial por consequéncia das vantagens na obtencao de produtos puros devido a
especificidade das enzimas utilizadas nas reagdes, que proporcionam a redugao de
gastos energéticos e possibilitam praticas menos agressivas no decorrer das
reacoes. Salienta-se ainda que a utilizacdo de biocatalisadores permitem a reducao
dos custos de separacgao, purificagdo e tratamento de residuos (TSUKAMOTO,
2006).

Acresce-se que, 0 uso de enzimas em reagdes de esterificacdo sdo uma
alternativa viavel a sintese organica e, por consequéncia das preocupacgdes
sustentaveis e ambientais durante as reag¢des quimicas, podem ser relacionadas ao
conceito ‘biotecnologia industrial’. Esses processos permitem a exploragdo de
materiais renovaveis para a obtengdo de produtos industriais e, por consequéncia,
diminuem a degradagao ambiental (TSUKAMOTO, 2006).

Outrossim, a sintese enzimatica envolvendo lipases € um processo
alternativo para a producdo de ésteres, proporcionando maiores rendimentos nas
reagcbes com temperaturas préximas a ambiente, que propiciam a obtencédo de

produtos com qualidade superior, economia de energia e reduzem a ocorréncia de
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subprodutos. Essas vantagens variam de acordo com a metodologia e enzimas
aplicadas (ROSU et al. 1997).

5.4 ESTERES E A INDUSTRIA

Devido ao seu envolvimento com setores industriais, como téxteis,
alimenticios, farmacos, poliméricos, cosméticos e combustiveis, os ésteres possuem
grande importancia e influéncia sobre os consumidores.

Destaca-se o aroma no alimento, fator que contribui para a aquisicao do
mesmo. Segundo Chiappin, essa caracteristica também atingiu culturas de outros
povos, como exemplos, 0s gregos e romanos, que optaram pelo aroma agradavel
em suas bebidas, como o vinho (CHIAPPINI, 2007 apud SIMOES et al, 2009).

Em bebidas alcodlicas, por exemplo, os compostos volateis s&o responsaveis
pelo aroma que pode ser rapidamente perceptivel. Conforme Garruti “em bebidas
alcoodlicas alguns desses compostos tém origem no préprio fruto, outros sao
gerados durante o processo fermentativo e outros sdo provenientes de reagdes
quimicas durante o envelhecimento” ( GARRUTI, 2001 apud SIMOES et al, 2009).

Os ésteres mais comuns nos produtos consumidos estao listados na Figura
6, esses podem ser utilizados em bebidas, bebidas alcodlicas, pudins, gelatinas,

chicletes, balas, entre outros.

0 /\)\ (o] o NH, O o
7~
)L o /\)L o )L o o )_]\ N
Acetato de isoamila Butirato de etila Acetato de octila )
Banana Abacaxi Laranja Antranilato de Metila Acetato de n-propila
Uva
(o]
7 U i 0 9
\)L o /\)Lo ~ /\)L -
Y o o
Propionato de isobutila Acetato de benzila Butirato de isopentila Fenilacetato de etila Butirato de metila
Rum Péssego Péra, Melao Mel Maga

Figura 6. Estrutura quimica de algumas moléculas responsaveis pelo sabor e fragrancia de
alimentos.
Fonte: Elaborada pelos autores baseada em MEDEIROS, 2008.

Sendo assim, nota-se que esse costume de aromatizar os proprios alimentos,
os tornam mais agradaveis para o consumo, atribuindo uma maior qualidade para o

produto.
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No que se refere as influéncias a partir de um produto, destaca-se a industria
de cosméticos. Especificamente no segmento de perfumes, os ésteres
encontram-se em fragrancias que possuem uma menor concentragao, isto é, mais
suaves. (PAVIA et al, 2009, PG. 87).

A utilizagdo dos ésteres ndo se delimita apenas em fragréncias de
determinado produto, mas também em materiais comuns no nosso dia-a-dia, como
polimeros, ou seja, garrafas plasticas.

Nos polimeros sintéticos - macromoléculas formadas por unidades
monomeéricas repetidas, neste caso artificialmente - como os poliésteres, que
possuem varios grupos de ésteres. O poliéster mais importante, representado na
Figura 7, € o poli(tereftalato de etileno), PET, devido ao seu alto indice de
reciclagem, esse pode ser usado em fibra téxtil, embalagens, resinas insaturadas,
mantas de nao tecido, cordas, cerdas de vassouras e escovas, entre outros. No
ramo da industria téxtil, destaca-se o nylon, no qual ocorre a reagdo de um acido

com uma amina para a formagdo do mesmo (SPINACE, 2005).

o
o OH
7 /\/o
o o
HO n HO —

" on™ ~"0OH o ~P o + (2n-2)H0

X HO. o N

o}

Figura 7. Reacédo do acido tereftalico com o etilenoglicol formando o politereftalato de etileno (PET),
um poliéster (polimero).
Fonte: Elaborada pelo grupo, adaptada de WAN et al, 2001.

Especificando-se nos farmacos, encontram-se os ésteres no polimero
sintético denominado (PAA) — poli( acido acrilico). Alguns produtos que contém o
PPA sao: os que possuem a funcao de prevenir a acne e linhas de expressao. Estao
presentes também no revestimento do farmaco, que possui a fungédo de proteger o
estdmago, alguns deles sao: o metacrilato de butila (BMA) e metacrilato de metila
(MMA). Além disso, os ésteres encontram-se nos poliésteres alifaticos, um tipo de
polimero com cadeias abertas de moléculas, sendo o poli(hidroxibutirato) (PHB),
esse € usado em medicamentos, com a fungdo de prolongar o farmaco no
organismo (VILLANOVA et al, 2009).
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Na industria de combustiveis, o biodiesel € utilizado como fonte alternativa
aos motores ciclo diesel - motores de combustao interna de ignicao por compresséo
- (OLIVEIRA et al, 2007).

5.5 METODOS ATUAIS DE PURIFICACAO E CARACTERIZACAO DE ESTERES

Dentre os diversos métodos de purificacdo e caracterizacdo de ésteres,
optou-se pela utilizagdo de cromatografia em camada delgada (CCD) para a
caracterizagdo dos ésteres e a técnica de extragdo por solvente para purificacéo

dos ésteres produzidos através do método de Fischer.
5.5.1 Extracao por solvente

A extracdo por solvente € uma técnica de purificacdo, que se da pela
transferéncia de um soluto de um solvente para outro. Os dois solventes devem ser
imisciveis, de forma que o soluto passa de um solvente para o outro por ter maior
solubilidade no segundo, formando um sistema de duas fases (PAVIA et al, 2009).
Normalmente, adiciona-se no sistema agua e um solvente organico. Devido ao fato
da maioria dos ésteres serem apolares, terao maior afinidade com a fase orgénica

e, por sua vez, os subprodutos com a fase aquosa.
5.5.2 Cromatografia de camada delgada

A cromatografia de camada delgada € uma técnica que consiste na
separacao de misturas. A mesma, esta relacionada com a polaridade dos
compostos, que decorrera em interagdes diferentes dos compostos de uma mistura
com a fase estacionaria e fase moével, presentes em uma cuba cromatografica. De
acordo com as autoras Marques e Borges (2012), um composto adicionado a um
sistema de duas fases tera maior afinidade por uma, logo, o percurso total
percorrido pelo mesmo sera diferente do percurso percorrido pela fase movel.

Para substéncias incolores, as amostras sdo submetidas a ldampadas de UV
ou vapor de iodo para que seja possivel a visualizagdo das manchas. Para os

ésteres, opta-se por utilizar vapor de iodo, por exemplo. (BRAIBANTE, 2015)
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A identificagdo das substancias é feita através do calculo do R, fator de
retengdo, que € a razao da distancia percorrida pelo composto e a distancia

percorrida pelo solvente.

R = Distancia percorrida pelo composto
Distancia percorrida pelo solvente

Cada substancia possui um valor de R;, sendo possivel identificar compostos
desconhecidos a partir do mesmo. Através desta técnica, pode-se comparar os
reagentes utilizados na reagdo com o produto final obtido, identificando se houve
término da reagéo pela auséncia das manchas dos reagentes e formagao de outras

manchas.
6 METODOLOGIA

Foram feitas esterificacdes enzimaticas e de Fisher, sendo a ultima para que
houvesse padrbes para analises de CCD. Todas as reacdes fizeram o uso de seus
respectivos alcoois e acidos carboxilicos, além da utilizacdo de solventes, variando
o catalisador, a enzima para as esterificagdes enzimaticas e acido sulfurico para as
esterificacdes de Fischer. O acompanhamento e analise das esterificacbes deu-se
através de CCD, utilizando diferentes proporcbes de acetato de etila e hexano

como solvente, e iodo como revelador.
6.1 ESTERIFICACOES VIA ENZIMATICA

Para realizar as reacdes de esterificagcdo via enzimatica foi utilizada uma
metodologia inicial, instituida como padrédo e sujeita a alteragbes. Tal metodologia
consistiu em realizar a reagao no agitador orbital (Dist, D 950) na intensidade de 1,5
(medida do aparelho), na qual foram utilizados 30 mL de hexano como solvente
auxiliar. Outrossim, as quantidades padrdes de planta foram de 10, 20 e 30 g, as
quais sofreram variagcdes no decorrer das sinteses.

Ademais, as reagdes foram realizadas no periodo de 2h a temperatura
ambiente (25 °C), sem realizagdo da cinética quimica e em auséncia de agua,
optando-se pela utilizacdo da Aveloz bruta, com cortes na horizontal e vertical,
visando obter uma maior superficie de contato entre a enzima e os demais

reagentes.
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6.2 ESTERIFICACAO DE FISCHER

A fim de verificar a atividade catalitica da lipase utilizada na esterificagao via
enzimatica, realizou-se esterificacdo de Fischer, para obter um produto puro que
pudesse ser utilizado como padrao nas analises de cromatografia. Para este método
utilizaram-se os alcoois e acido carboxilicos correspondentes, acido sulfurico como
catalisador e agua como solvente. As quantidades dos reagentes foi variada de
acordo com cada reacgao.

A purificagcao desses ésteres se deu pela extragao por solvente, a qual fez-se
o uso de 3x15 mL de cloroférmio, sempre agitando em forma de 8 e liberando a
pressdo conforme necessario. A fase aquosa foi separada da fase orgénica e
descartada corretamente, enquanto na fase organica realizou-se uma secagem,
com o agente dessecante sulfato de sodio (NaSO,), que posteriormente foi filtrado e
descartado. Os ésteres foram submetidos a destilagdo a vacuo utilizando um
evaporador rotativo e posteriormente armazenados para que pudessem ser
analisados. O cloroférmio recuperado foi utilizado novamente em outras extracoes.

Apés a purificagdo as amostras foram submetidas a técnica de CCD,
passando pelos mesmos processos que as demais. Para todas foram calculadas os

Rfs para assim poder identificar quais as substancias contidas nas manchas.
6.3 CROMATOGRAFIA DE CAMADA DELGADA (CCD)

Para andlise das sinteses optou-se pela técnica de cromatografia de camada
delgada (CCD), onde foram aplicadas pequenas quantidades das amostras sobre a
placa de silica, devidamente preparada. As placas foram cortadas em dimensodes de
2x5 cm, na qual foram tragadas duas linhas a 0,5 cm das extremidades superiores e
inferiores. Apos a aplicacdo da amostra as placas foram submetidas a cuba
cromatografica contendo hexano e acetato de etila, com propor¢des variadas de
acordo com cada amostra, e em seguida levada ao vapor de iodo para revelagao
das respectivas manchas.

Para comparacido e identificacdo dos produtos das sinteses foram feitas
placas com um padrdo para tal comparagdo, tanto dos reagentes quanto dos

produtos.
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7 RESULTADOS E DISCUSSOES
7.1 ESTERIFICACAO DE FISCHER

7.1.1 Acetato de isoamila

Para esterificacdo do acetato de isoamila foram utilizados 10 mL do alcool
isoamilico, 6,25 mL do acido acético, 50 mL de agua destilada e, como catalisador
da reacao, 0,5 mL de acido sulfurico.

ApOs isso, purificou-se o éster formado através do método de Fischer com
base na metodologia padrdo, na qual, utilizou-se 3x15 mL de cloroférmio. Essa
reacdo durou cerca de 2 h, com isso, desenvolveu-se a técnica de CCD com a
utilizacdo de 7 mL de hexano e 5 mL de acetato de etila para o respectivo éster, e,
posteriormente, foi utilizado como padrao para as esterificagdes enzimaticas, onde

apresentou, na placa cromatografica, apenas uma mancha.
7.1.2 Salicilato de etila

De maneira inicial, utilizou-se as quantidades de 10 mL e 4,7 g, respectivas
ao alcool etilico e ao acido salicilico, bem como 0,5 mL de acido sulfurico como
agente catalitico e 110 mL de agua.

Contudo, o acido salicilico é insoluvel a temperatura ambiente, dessa forma,
com o0 aumento da temperatura, tornou-se possivel a sua solubilidade. Porém, ao
final da esterificacdo, formaram-se cristais provenientes do acido salicilico que nao
reagiu e precipitou no interior do baldo utilizado. Salienta-se ainda que a purificagao
foi realizada apoiada na metodologia padrdo, apresentando a formagéo de corpo de
fundo em virtude da solubilidade do acido salicilico.

Posteriormente, realizou-se outra reagao na qual as quantidades utilizadas de
acido salicilico, alcool etilico e agua alteraram-se para 3 g, 40 mL e 10 mL
respectivamente, mantendo-se apenas a quantidade de 0,5 mL de acido sulfurico,
utilizado como catalisador. Nessa, conseguiu-se observar a completa solubilidade
do acido salicilico e, conforme a Figura 8, obter o padrdo para as esterificagdes
enzimaticas, através da técnica de CCD. Outrossim, executou-se a purificacdo do
produto obtido através da metodologia padréo, alterando apenas a quantidade de

cloroférmio para 20 mL.
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Figura 8. Placas cromatograficas do salicilato de etila realizadas através do método de Fischer.
Fonte: Elaborada pelo grupo.

7.1.3 Propanoato de isoamila

Para preparo do padréao do propanoato de isoamila utilizou-se seus reagentes
especificos além dos dois solventes, as quantidades de acido propibénico, alcool
isoamilico, acido sulfurico e agua foram respectivamente 8 mL, 10 mL, 0,5 mL, 35
mL.

Seguidamente, o éster foi purificado para obtengédo do padrdo. A purificagéo
seguiu a metodologia padrao de utilizagado de 3x15 mL de cloroférmio. Prontamente
a amostra foi submetida a técnica de CCD utilizando 7 mL de hexano e 3 mL de
acetato de etila, ja que essas proporgdes seriam usadas para os outros padroes e
para a propria esterificagdo enzimatica, por fim, a placa cromatografica apresentou

apenas uma mancha.

7.2 ESTERIFICACAO ENZIMATICA
7.2.1 Acetato de etila

0 . o)
veloz
)LOH + ZNO0H — o\ + H0

Figura 9. Esquema geral de uma reagéo de esterificacdo enzimatica do acetato de etila.
Fonte: Elaborada pelo grupo.

A sintese do acetato de etila se deu em 6 ensaios, com 2 h de reagao no

agitador orbital utilizando a intensidade de 1,5. Para tais, foram utilizados 15 mL de
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acido acético, 10 mL de etanol e variagbes da planta em 2, 5 e 7 g. Ademais, foram
utilizados dois solventes para a reagdo, com o objetivo de testa-los, sendo estes
agua e hexano, 25 mL de cada. Entretanto, a agua quando utilizada como solvente
auxiliar, faz com que a solugao fique altamente acida, o que leva a desnaturagao da
enzima utilizada como catalisador, visto que a mesma atua melhor sob condi¢des
favoraveis de pH (& 7).

Posteriormente, realizou-se a cromatografia de camada delgada (CCD) para
analise dos resultados obtidos. Para tal técnica, utilizou-se a placa cromatografica
de silica gel e como solventes, hexano/acetato de etila 7:3.

Nas amostras que continha agua como solvente auxiliar, as respectivas
placas apresentaram apenas a mancha contida na base, identificada como sendo o
acido acético. Diferentemente das amostras em que o solvente auxiliar era o
hexano, onde as placas apresentaram diversas manchas, pois 0 hexano acaba
extraindo compostos da planta, como a clorofila. E possivel observar estas manchas

na Figura 10.

Figura 10: Placas cromatograficas contendo respectivamente: a) reagdo com 2 e 5 g de aveloz e
agua como solvente; b) reagdo com 5 g e 7g de aveloz e hexano como solvente; c) alcool isoamilico
€ acido acético como padroes.

Fonte: Dados obtidos pelo grupo.

A partir do calculo do Rf das placas, s6 foi possivel identificar a presenca do
acido acético, sendo este a mancha contida na base e com o Rf respectivo de 0,65,
também presente na amostra 5, placa b). Como o alcool etilico e o éster proveniente

desta sintese sao solventes, dificultaram o aparecimento dos mesmos na placa. As
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demais manchas presentes néo foram identificadas, podendo ser impurezas, devido
a utilizagdo da planta bruta na reagao.

A placa cromatografica utilizada nesta técnica é de silica, que é polar. O
acido acético possui uma parte polar, o grupo hidroxila, que quando em contato com
a silica da placa, o mesmo reage e fica contido na base da placa, na forma de sal.
Enquanto o acido em sua forma neutra, correu com o solvente, assim, apresentando
duas manchas na placa.

Deste modo, n&o foi possivel analisar se houve formacao do éster desejado
através da cromatografia de camada delgada (CCD) e nao foi possivel a realizagao

de outras técnicas devido a falta de pureza do produto formado na sintese.

7.2.2 Salicilato de etila

O O

OH o
. /\OH Aveloz . H20
OH OH

Figura 11. Esquema geral de uma reacao de esterificacdo enzimatica do salicilato de etila.
Fonte: Elaborada pelo grupo.

A esterificagdo do salicilato de etila foi executada através dos reagentes:
acido salicilico e alcool etilico; com o escopo de produzir o éster salicilato de etila
através da catalise enzimatica. Utilizando dados relativos ao acido acético e o etanol
como referéncia, estipulou-se 5 g de acido salicilico e 2,68 mL de alcool etilico.
Todavia, segui-se a metodologia padrao para as quantidades de catalisador, hexano
e demais parametros da reacao.

Entretanto, o acido salicilico apresenta solubilidade em poucos compostos
organicos e em agua. Devido a esse fator, o acido salicilico se deposita nas paredes
dos erlenmeyers, por situar-se em estado solido, quando a temperatura ambiente.
Para que essa condicdo se reverta, adicionou-se 50 mL de hexano para as
diferentes quantidades de catalisador.

Mediante o exposto, as quantidades dos reagentes foram alteradas por
consequéncia dos resultados ndo satisfatorios obtidos na primeira reacdo. Em

decorréncia de tais fatos, utilizou-se 2 g de acido salicilico e 50 mL de alcool etilico,
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mantendo as demais condi¢gdes da metodologia padréo, empregando a técnica da
cromatografia de camada delgada, representada na Figura 12. Ademais, foram
realizadas reagdes com a auséncia do catalisador com o objetivo de comparar a

atividade catalitica da planta.

Figura 12. Placas cromatograficas referentes a catdlise enzimatica do salicilato de etila em um
periodo de 8 horas de reagéo.
Fonte: Elaborada pelo grupo.

Destarte, as placas cromatograficas representam um indicativo de separacgao
dos componentes das amostras observadas pela eluicdo, ou seja, a “corrida
cromatografica”, sendo possivel estabelecer parametros comparativos, através do
calculo do fator de retengdo (R;), entre a esterificacdo de Fischer e os produtos
obtidos na esterificagdo enzimatica. Entretanto, nessa reagao nao € possivel realizar
o calculo do fator de retengado, pois as manchas apresentam-se muito alongadas.
Ademais, o etanol nao pode ser identificado por ser solvente, assim como o acido
salicilico nao pode ser estabelecido pelo fato de ser sélido a temperatura ambiente,
sendo assim, ele nao corre e fica retido. Possivelmente ha a formacado do éster,
devido a similaridade dos padrdes das manchas, porém, € necessario maiores

investigacdes para a sua constatagdo.

7.2.3 Propanoato de isoamila

(0] /\)\ (0}
Aveloz
\)I\OH + HO - \)LO/\)\ + H20

Figura 13. Esquema geral de uma reagao de esterificagdo enzimatica do propanoato de isoamila.
Fonte: Elaborada pelo grupo.
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A esterificacdo do propanoato de isoamila foi realizada apenas uma vez em
razao da indisponibilidade do acido propiénico, o qual foi obtido em pequena
quantidade pelo professor orientador em outro laboratério. As quantidades dos
reagentes foram calculadas para que o acido propiénico fosse o agente limitante e o
alcool o agente em excesso (20%) para que houvesse a deslocagao do equilibrio a
fim de formar o produto. No que se diz respeito as quantidades de reagentes
utilizados nas sinteses, as da planta e de solvente mantiveram-se conforme a
metodologia padrao, enquanto a quantidade de acido propidnico foi de 2 mL e do
alcool isoamilico foi de 3,5 mL.

Diferentemente das outras esterificagdes, esta teve duracdo de 8h, pois
viu-se a necessidade de uma reagdo com maior duracdo devido as manchas de
alcool e acido ainda estarem presentes nas placas. Todavia a temperatura ambiente
foi mantida.

Apbs a execucgao da reacdo, a amostra do éster, do acido e alcool foram
submetidos a técnica de CCD, como na Figura 14. Utilizou-se 7 mL de hexano e 3
mL de acetato de etila, pois por ser um éster grande o propanoato de etila acaba
sendo pouco polar, logo ao utilizar um solvente com caracteristicas mais apolares

ele arrastaria mais a amostra, ja que esta nao teria tanta interagdo com a placa.

Figura 14: Placas cromatograficas contendo respectivamente: a) padrao do éster obtido pelo
método de Fischer; b) reagbes com 10, 20 e 30 g de Aveloz; c) acido propibnico e alcool isoamilico.
Fonte: Dados obtidos pelo grupo.

As placas apresentaram manchas das quais nao se pode identificar nenhum
dos Rfs padrbes, a reprodugdo das mesmas foi irrealizavel devido a

indisponibilidade do éster correspondente.
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Contudo, é possivel que uma das manchas presentes na placa seja o éster,
mas em virtude das dificuldades e possiveis erros de analise ndo pode-se alegar a

formagao do produto pretendido.

7.2.4 Acetato de isoamila

O /\)\ (0)
Aveloz

Figura 15. Esquema geral de uma reacao de esterificacdo enzimatica do acetato de isoamila.
Fonte: Elaborada pelo grupo.

Realizou-se o total de 7 esterificacbes de acetato de isoamila, das quais,
desenvolveu-se apenas uma utilizando dois solventes, hexano e ciclohexano, em
razao da insuficiéncia do hexano, além disso, optou-se pelo ciclohexano devido
suas caracteristicas como a facilidade de recuperar o solvente e por ndo afetar na
reacado devido sua auséncia de residuos. Além disso, utilizou-se nessa reagéo, no
tempo de 2 h o agitador orbital e temperatura ambiente de 25 °C .

Para as demais esterificacbes de acetato de isoamila, optou-se pelo uso de
agua destilada, pois a enzima utilizada precisa desse reagente em pequenas
quantidades. Com isso, utilizou-se 2,5 mL e 1,5 mL, minimizou-se a quantidade com
a finalidade de verificar a possivel formacao de fase e, assim, testar a solubilidade
da reacdo. Em relagdo ao catalisador, dessemelhou-se da metodologia padrao,
usando as quantidades de 0, 10 20, 30 e 40 g de Aveloz, além do mais, para certas
reacoes, optou-se pela auséncia do catalisador com a finalidade de comparar a
atividade catalitica da planta.

Em vista disso, para essas reagdes, decidiu-se variar a temperatura,
utilizando 25, 35 e 45 °C, sendo desenvolvidas com o agitador orbital com a
velocidade padrao de 1,5 e determinou-se o tempo de 8 h para a realizagédo da
reacao no aparelho, retirando as amostras a cada 2 h com a finalidade de analisar a
atividade catalitica em distintos intervalos de tempo.

Em relacdo a influéncia das distintas temperaturas, ndo demonstrou aspectos
positivos para a formacgao do éster, onde, um possivel motivo foi a desnaturalizagao

da enzima nessas temperaturas. Além disso, as respectivas temperaturas utilizadas
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poderiam ter influenciado em outras composi¢des da planta, dificultando a formacéao

do éster.

Figura 16. Placas cromatograficas contendo respectivamente: a) Alcool isoamilico e acido acético. b)
Acetato de isoamila. c) Reagbes com 7,9, 10 e 11 g de Aveloz. d) Reagbes com 10, 20 e 40 g de
Aveloz.

Fonte: Dados obtidos pelo grupo.

Para a analise dos resultados obtidos realizou-se a cromatografia de camada
delgada, nas quais foram calculados os fatores de retencao (Rf) baseados em
padrdes, a partir dos Rf's do alcool isoamilico de 0,725; do acido acético de 0,6; e
do éster de 0,525, desenvolvido a partir do método de Fischer.

Observou-se uma igualdade em relagéo ao posicionamento de manchas das
amostras sete a dez, da Figura 16, de modo que: a superior, a partir dos calculos,
foi determinada como o alcool, com o (Rf) de 0,73; a inferior, o éster com o (Rf) de
0,55; e o acido entre ambas, com o respectivo fator de retengdo 0,63. Ou seja,
comparando aos padrdes, nota-se a presenga do éster em ambas as placas
cromatograficas.

No que se refere a Figura 16, onde diferencia-se das amostras anteriores,
pois, essa reacao apresentou o tempo de 8 h. Obteve-se o aparecimento de apenas
uma mancha em cada placa cromatografica, essas possuem seus fatores de
retengao parecidos, no qual, resultou em 0,6. Com isso, analisando os padrdes
obtidos, observou-se que as manchas s&o acido acético, logo, nessa esterificagao,
nao ocorreu o aparecimento do respectivo éster.

Em relagéo a técnica CCD, essa divide-se em uma parte estacionaria e uma
parte movel, referente respectivamente a placa cromatografica e aos solventes, do
quais foram utilizados o hexano/acetato de isoamila 5:5. A placa deriva-se de uma

parte polar e os solventes estdo divididos em parte apolar, pertencente ao
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hidrocarboneto hexano e a parte polar ao acetato de isoamila. No que diz respeito
na Figura 16, onde obteve-se a presenga do éster, nota-se a diferenga na
distribuicdo das manchas devido a afinidade de cada substancia, onde o alcool
correu mais devido a interagdo com o solvente, onde ambos possuem as
caracteristicas apolares e o éster foi a substancia mais retida, ou seja, mancha que

menos correu, pois interagiu mais com a placa por ser mais polar.

7.2.5 Benzoato de isoamila

o (0]
:: JLOH + HO/\)\ Aveloz : JL o/\)\ + Hzo

Figura 17. Esquema geral de uma reagéo de esterificacdo enzimatica do benzoato de isoamila.
Fonte: Elaborada pelo grupo.

A realizacdo da esterificacdo do benzoato de isoamila se deu em 3 ensaios,
em temperatura ambiente e com 2 h de reagdo no agitador orbital. Para tais, foram
utilizados 2,5 g de acido benzdico, 0,9 g de alcool isoamilico e variagbes da planta
em 10, 20 e 30 g. Foi utilizado como solvente para a reacdo o hexano, com
quantidade de 25 mL.

Porém, por conta do acido benzdico ndo ser soluvel em hexano, a reagao
nao aconteceu e o acido ficou depositado nas paredes do erlenmeyer, devido a
dificuldade desse sistema o mesmo foi abandonado e ndo houve a necessidade de

realizar a cromatografia de camada delgada (CCD).
8 TRATAMENTO DE RESIDUOS

Em um primeiro momento as amostras contendo os mesmo solventes foram
submetidas a destilagdo a vacuo com evaporador rotativo, posteriormente o
solvente recuperado foi novamente armazenado. O processo foi feito com todos os
solventes. Os residuos aquosos foram descartados nos recipientes apropriados no
préprio laboratorio.

Os residuos da planta utilizados nas sinteses foram descartados nos

residuos organicos.
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O tratamento do residuo gerado a partir da utilizagdo do iodo sera feito por

sublimagéao, onde ele ira ser recristalizado e armazenado em um frasco apropriado.
9 CONSIDERAGOES FINAIS

Com a execugao do trabalho foi possivel atingir o principal objetivo do
projeto, assim como responder a questdo problema. Algumas das hipoteses foram
corroboradas ou refutadas, até mesmo por insuficiéncia de tempo. Nao foi possivel
realizar a sintese do biodiesel com maior aprofundamento devido a este mesmo
motivo.

Deste modo, a primeira hipétese, na qual consta que o latex contido em
partes da planta é eficiente nas reagdes propostas, pode ser corroborada, pois foi
possivel a identificagdo do ésteres, mesmo que em pequenas quantidades, em
placas feitas com amostras que possuiam variadas quantidades de planta, enquanto
as placas feitas com amostras sem o catalisador ndo se pode observar os ésteres.

Relacionado a segunda hipétese, que alegava que pequenas quantidades do
latex presente na planta eram necessarias para a formagao do éster pode ser
corroborada, pois, apesar das variagdes cataliticas, desenvolveram-se reagdes com
quantidades inferiores a de 10 g, onde apresentaram a formagao dos respectivos
ésteres.

No que se refere a terceira hipbtese, pronunciou-se que os ésteres com a
catalise enzimatica serdao formados de maneira mais rapida em relacdo aos
catalisadores em meio acido. Essa hipotese pode ser refutada, pois as reagdes
através do método de Fischer foram realizadas em cerca de duas horas, resultando
em rendimentos maiores do que na catalise enzimatica. Esse fato esta diretamente
relacionado as reagdes envolvendo a catalise enzimatica, visto que, a enzima
imobilizada contida no latex possui sua atividade catalitica reduzida durante as
reacdes. Dessa forma, as catalises enzimaticas precisam de um periodo de reacao
superior a oito horas para obter maiores rendimentos, chegando até mesmo a 72 h
ou mais.

Nao foi possivel refutar ou corroborar a quarta hipétese devido a caréncia de
tempo, a qual ndo permitiu a realizagado de tal transesterificagdo assim como a

analise do rendimento e pureza do biodiesel.
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A partir dos resultados obtidos pode-se afirmar que a enzima contida no latex
da Aveloz é capaz de catalisar reagbes de esterificagao, porém vé-se que a sintese
demanda maior tempo de reagao.

Durante a realizagdo da pesquisa, com mais de 192 h de laboratério, foram
adquiridos diversos conhecimentos como: o entendimento de polaridade de
compostos organicos; propriedades fisico-quimicas; reag¢des acido-base; técnica de
cromatografia de camada delgada, através de 73 placas cromatograficas realizadas;
e autonomia de laboratdrio.

Ademais, obtivemos resultados promissores que abrem um novo caminho
para a exploracdo de enzimas em sintese organica, mas com necessidade de

reacdes com maior tempo que podem ser feitas em futuras pesquisas.
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