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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo a otimizacdo dos parametros da reacdo para a sintese de
aromatizante natural a partir de um &lcool monoterpénico (geraniol) e &cido butandico
catalisada por Novozyme NZL-102-LYO-HQ (Cal B (PU)). A condicdo 6tima para conversao
do geraniol e &cido butandico (94%) foi razdo molar (geraniol: acido butandico) 5:1,
agitacdo de 150 rpm, 70°C e concentracdo de enzima de 10% em massa em 2 horas de
reacdo. Um estudo cinético foi realizado para avaliar a influéncia da razdo molar dos
substratos, concentracdo de enzima e da temperatura no rendimento em produto. Os
resultados mostram que em uma hora de reagdo a conversdo foi quase completa (~95%)
sendo que a condicdo 6tima para a enzima Cal B (PU) foi razdo molar (3:1), concentracao
de enzima de 5% e temperatura de 40°C.
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INTRODUCAO

Empresas e consumidores buscam compostos quimicos aromaticos naturais e que
causam menos impactos ambientais. No entanto, a qualidade e a oferta de sabores naturais
ainda sdo limitadas. Portanto, as vias biotecnoldgicas se tornam uma alternativa viavel e
inovadora para a producdo de aromatizantes, pois possuem varias vantagens como: alta
eficiéncia catalitica, condi¢Ges operacionais brandas, alta seletividade, sdo classificados como
naturais, vantagem ambiental evidente e menor consumo de energia (ARAGAO et al., 2009;
AKACHA et al., 2015).

A sintese de ésteres naturais em sistemas livres de solventes pode ser definida como
solvolise, ou seja, uma reacdo na qual o reagente por si préprio atua como solvente. Varias
investigacOes estdo focadas no estudo das reacOes de esterificacdo enzimatica em sistemas
livres de solventes organicos (CHANG et al., 2007; RICHETTI et al., 2010; VANIN et al.,
2014). Dentro desse contexto, o objetivo do trabalho foi otimizar o processo de producéo
enzimatica do aromatizante butanoato de geranila (aroma de cereja) usando a lipase comercial
Novozyme NZL-102-LYO-HQ (Cal B (PU)) como catalisador.

MATERIAL E METODOS

A Lipase Cal B (Novozyme NZL-102) foi imobilizada in situ em suporte rigido de
poliuretano (PU) conforme Nyari (2013). Para a otimizac¢do da producdo de aroma de cereja
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via esterificacdo enzimatica, 0s experimentos foram realizados de acordo com um
delineamento composto central rotacional (DCCR) 2°, com 17 ensaios (triplicata no ponto
central), onde as variaveis estudadas foram temperatura (16,4 a 83,6 °C), concentracao da
enzima (0,025 a 13,06 % em peso) e razdo molar de alcool:acido (0,36:1 a 6,36:1), conforme
Tabela 1. Os ensaios foram realizados conforme descrito por Paroul et al. (2010), realizados
em shaker com agitagdo constante de 150 rpm em 2 horas de reagdo. A quantificacdo do
butirato de geranila foi realizada por cromatografia gasosa em equipamento Shimadzu GC-
2010 equipado com processador de dados. O software Statistica® 8.0 (Statsoft Inc., EUA) foi
utilizado para auxiliar na elaboragdo e analise estatistica dos dados experimentais, adotando-
se em todos os casos estudados um nivel de confianca de 95% (p<0,05). Apds a otimizagdo
das condigdes experimentais, foram realizados ensaios cinéticos avaliando-se o rendimento de
butanoato de geranila, variando-se a razdo molar (1, 5, 10 e 15:1) temperatura (25, 40 ¢
70°C) e concentragao de enzima (0, 5, 10 e 15%), com as demais variaveis fixas, em até 4 h.

RESULTADOS E DISCUSSOES

A Tabela 1 apresenta a matriz do delineamento composto central rotacional (DCCR)
23 completo com as respostas em termos de conversdo em butanoato de geranila.

Tabela 1. Matriz do Planejamento Experimental com os valores reais e codificados das
variavéis independentes e a conversao de butanoato de geranila utilizando Cal B (PU).

Ensaios  Temp (°C) RM geraniol/acido butanéico [E] % Conversdo Cal B (PU) (%)
1 -1 (30) -1(1:1) -1(0) 64,05
2 1 (70) -1(1:1) -1 (1) 83,32
3 -1 (30) 1(5:1) -1(0) 53,45
4 1 (70) 1(5:1) -1(1) 74,54
5 -1 (30) -1(1:1) 1 (10) 26,64
6 1 (70) -1(1:1) 1 (10) 43,6
7 -1 (30) 1(5:1) 1 (10) 85,24
8 1 (70) 1(5:1) 1 (10) 94,12
9 -1,68(16,4) 0(3:1) 0(5,0) 53,96
10 1,68 (83,6) 0(3:1) 0 (5,0) 87,34
11 0 (50) -1,68 (0,36:1) 0 (5,0) 54,5
12 0 (50) 1,68 (6,36:1) 0(5,0) 84,25
13 0 (50) 0(3:1) -1,68 (0,025) 26,07
14 0 (50) 0(3:1) 1,68 (13,06) 86,82
15 0 (50) 0(3:1) 0 (5,0) 73,57
16 0 (50) 0(3:1) 0 (5,0) 73,84

17 0 (50) 0(3:1) 0 (5,0) 84,03
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Pode-se observar que as maiores conversdes foram obtidas nas temperaturas mais
altas, excesso de alcool e maiores concentragdes de enzima. As melhores respostas em termos
de rendimento (Tabela 1) para a lipase CAL B (PU) foram obtidas no ensaio 8 (~94%) que
corresponde a temperatura de 70°C, excesso de geraniol 5:1 e concentragdo de enzima de
10%.

Os resultados das conversdes em butanoato de geranila usando CAL B (PU) foram
tratados estatisticamente. Os efeitos absolutos das variaveis independentes estdo apresentados
na forma de Gréfico de Pareto na Figura 1.

Figura 1. Gréfico de Pareto para os efeitos razdo molar, temperatura e concentracdo de enzima
na producdo de butanoato de geranila (p<0,05) usando Cal B (PU).
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Ap0s 2 horas de reacdo, somente a razao molar (Linear) e interacdo entre razdo molar
e concentracao de enzima apresentaram efeitos significativos positivos (p<0.05).

Foram investigados também os efeitos da razdo molar de substratos, concentragdo de
enzima e temperatura sobre a cinética de producédo de butanoato de geranila (Figura 2).
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Figura 2: Cinéticas de producdo de butanoato de geranila em diferentes razGes molares (A),
diferentes concentracdes de enzima (B) e diferentes temperaturas (C).
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A conversdo maxima foi de 96% para razdes molares de 5:1 e 10:1, ap6s uma hora e
trinta e uma hora de reacdo, respectivamente. As velocidades especificas diminuiram de 25,9;
24,11 e 33,8 g.g1.h™ nos primeiros 5 minutos de reacdo até 2,26; 2,43 e 2,45 g.g*-h™* nos
tempos de 3 e 4 horas, para razdes molares 1:1; 5:1 e 10:1, respectivamente (Figura 2 A).

Quando é usado 15% de enzima (Figura 2 B) altas conversdes (98%) sdo alcancadas
em tempos curtos (30 minutos) de reacdo. Depois de 1 hora de reacdo ndo foi observada a
correlacdo entre concentracdo de enzima e a conversdo (%) chegando ao rendimento maximo
de quase 100% usando 5 a 15% de enzima. As velocidades especificas para 10 e 15% de
enzima apresentaram comportamento semelhante. Em relacdo a temperatura (Figura 2 C), a
conversdo maxima (~94%) foi obtida a temperatura mais elevada (70°C) depois de 1 hora de
reacao. As velocidades especificas para 40 e 70°C apresentaram comportamento semelhante.

CONCLUSOES

A concentracdo de enzima, temperatura de reagdo e a razdo molar dos substratos
mostraram serem parametros importantes e devem ser avaliados para obtencdo de um
processo otimizado na producdo de ésteres. A produgdo de butanoato de geranila foi
maximizada (94% em 2 horas) a 70°C, razdo molar 5:1 (geraniol: &cido butandico) e
concentracdo da enzima de 10% (m/m substrato). Através do estudo da cinética reacional foi
possivel reduzir o tempo paral hora mantendo a conversdo acima de 90%, com temperatura
de 40°C, razdo molar (&lcool: &cido) 3:1 e concentracdo de enzima 5%.
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