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RESUMO

Relata-se a otimizacdo de producéo de butanoato de etila (sabor abacaxi) por esterificacéo
de etanol e &cido butandico num sistema isento de solvente, utilizando Lipozyme 435
(Candida antarctica) como catalisador. As condigfes de operacdo gque maximizaram a
producado deste ester foram 30°C, propor¢ao molar de acido:alcool de 1:8, 150rpm e 12% de
enzima (massa de substratos), com uma conversdo de reacdo de aproximadamente 95% em
4h. O estudo cinético realizado permitiu concluir que um excesso de alcool (alcool a relacao
molar de &cido de 8:1), concentracdo da enzima relativamente baixo (5% em peso) e
temperatura de 50°C proporcionou conversdo quase completa ap6s 1 hora de reagdo. Os
dados experimentais sobre a esterificacdo enzimética de etanol e &cido butandico para a
producdo de butanoato de etila mostram uma perspectiva promissora da técnica para
superar 0s inconvenientes da rota catalisada quimicamente.

Palavras-chave: Butanoato de etila, esterificacdo enzimética, aroma, Lipozyme 435.
INTRODUCAO

Atualmente, a maior parte dos componentes de aroma e sabor utilizados pelas
industrias de alimentos sdo produzidos por métodos tradicionais, tais como a extracdo de
fontes natuirais ou via catalise &cida (Ghamgui et al., 2005; Mahapatra et al., 2009).

Esteres naturais, extraidos diretamente das plantas possuem alto custo e muitas vezes
ndo atendem a demanda do mercado em funcdo de baixo rendimento o que torna essa técnica
inadequada para aplicacdes industriais (Salah et al., 2007; Aragao et al., 2009). Os processos
biotecnologicos oferecem vantagens e se mostram como uma alternativa competitiva a
catalise &cida devido & alta eficiéncia catalitica, condigdes operacionais brandas e a
seletividade dos catalisadores naturais o que pode resultar em uma redugcdo no custo
energeético e de equipamentos em relacdo as transformagdes por via unicamente quimica (Sun
et al., 2012; Grosso et al., 2013), além de atenderem ao crescente apelo dos consumidores por
produtos "naturais”.

Segundo Castro et al. (2004), aproximadamente 50 ésteres formadores de aromas ja
foram sintetizados por reaces enzimaticas. Em geral, o processo pode ser realizado em meios
reacionais contendo mistura de alcool e &cido carboxilico na presenca ou auséncia de
solventes, resultando em altos rendimentos.

A lipase obtida de Candida antarctica demonstra uma elevada atividade catalitica para a
esterificagdo de &cidos dicarboxilicos, sendo um catalisador versatil para uma ampla gama de
reacOes organicas. Sua alta atividade, estabilidade térmica, seletividade e especificidade em
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comparacdo com outras lipases conhecidas possibilita 0 uso dessa enzima em diversas
aplicagdes (Paroul et al., 2012; Chiaradia et al., 2012; Vanin et al., 2014).

Dentro desse contexto, o objetivo do trabalho foi otimizar o processo de producgéo
enzimética do aromatizante butanoato de etila (aroma de abacaxi) usando a lipase comercial
Lipozyme 435 como catalisador.

MATERIAL E METODOS

Para o desenvolvimento deste trabalho foi utilizada a lipase comercial de Candida
antarctica imobilizada em resina acrilica (Lipozyme 435) como biocatalizador e &cido butanoico
e alcool etilico (anidro) como substratos. Para determinar as condi¢cdes experimentais que
otimizam a sintese de butanoato de etila, foi realizado um delineamento composto rotacional
central 2?2 completo (DCCR). Onze ensaios foram realizados, variando a proporcio molar do
substrato e concentracdo de enzima (Tabela 1). O planejamento foi executado em triplicata
ponto central para avaliar o erro associado com 0 processo.

Todas os experimentos foram realizados num agitador orbital a uma agitacdo
constante de 150 rpm durante 4 horas. Apds a conclusao do tempo de reacdo, o biocatalisador
foi filtrado para posterior medicdo da atividade da enzima e as amostras foram mantidas a 5°C
para anélise posterior e determinagdo de conversdo da reacéo.

Tabela 1. Variaveis e niveis do planejamento experimental (valores codificados e reais) para a
sintese de butanoato de etila com Lipozyme 435.

o Niveis
Variaveis
-1.41 -1 0 1 141
Concentracdo de Enzima (peso%) 2.95 5 10 15 17.05
Raz&o Molar Acido/Alcool (m/v) 1:2.18 1:3 1:5 1:7 1:7.82

*30°C, 150 rpm e 6 horas.

O software Statistica ® 8.0 (Statsoft Inc. USA) foi usado para as analises, com nivel
de significancia de 90% (p<0.1).

Apobs a otimizacdo das condigdes experimentais, foram realizados ensaios cinéticos
avaliando-se o rendimento de butanoato de etila, variando-se a temperatura (30, 40 e 50°C)
com as demais variaveis fixas (razdo molar acido/alcool 1:5; 12% de enzima; 150rpm) e com
diferentes concentragdes de enzima em temperatura de 50°C com as demais variaveis fixas,
em tempos de 20 a 120 min.

RESULTADOS E DISCUSSOES

A Tabela 2 apresenta a matriz do DCCR 22 completo com as respostas em termos de
conversdo em butanoato de etila.

Pode-se observar que altas conversbes foram obtidas nos ensaios com maior
concentragdo da enzima e maior exesso de alcool. Em relagdo da razdo molar, a literatura
salienta que um excesso de alcool pode afetar positivamente o processo de conversao
(Chiaradia et al., 2012) j& que a reacdo é reversivel.
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Tabela 2: Matriz do planejamento experimental 22 com as respostas em termos de conversdo
em butanoato de etila a 30°C, 150 rpm e 4 h.

Experimento Razé&o Molar [E] Rendimento (%)
(&cido:alcool) (peso%)  Experimental Predito AAD%
1 1:3 5 88.1 86.3 2.04
2 1.7 5 92.0 91.1 0,98
3 1:3 15 90.6 89.1 1.66
4 1.7 15 93.7 94.3 -0.64
5 1:2.18 10 85.0 87.3 -2.71
6 1:7.82 10 94.7 95.9 -1.27
7 1:5 2.95 85.2 87.0 -2.11
8 1:5 17.05 91.3 91.6 -0.33
9 1:5 10 93.3 93.3 0,00
10 1:5 10 93.4 93.3 0.11
11 1:5 10 93.1 93.3 -0.21

MR-molar ratio; [E] — enzime concentration

O modelo codificado otimizado para a producdo de butanoato de etila foi validado
pela analise de variancia (ANOVA) sendo apresentado na Equacéo 1.

Conversdo de butanoato de etila (%) = 93.28+2.59*RM-1.19RM?2+1.61*E-2*E2

1)

Onde:
RM — Razéo molar (acido/alcool)
[E] — Concentracdo de enzima (peso%)

A Figura 1 apresenta os resultados da cinética de producdo de butanoato de etila em
diferentes temperaturas (A) mantendo fixas as demais variaveis (razdo molar &cido/alcool 1:5;
12% de enzima; 150rpm) e com diferentes concentracdes de enzima em temperatura de 50°C
(B) com as demais variaveis fixas.
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Figura 1: Cinética de producdo de butanoato de etila em diferentes temperaturas (A) e
diferentes concentracdes de enzima (B).
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O aumento da temperatura de reacdo propiciou uma reducdo no tempo desta, obtendo-
se rendimentos maximos em 60 minutos com 50°C. Visando reduzir custos com a enzima,
avaliou-se o diferentes concentracdes de enzima com reacdo a 50°C. Observou-se que,
embora concentracfes mais altas de enzima produzam maiores rendimentos nos primeiros
intervalos de tempo avaliados, com 1 hora de reacdo, 5% de enzima é suficiente para atingir o
méaximo rendimento a 50°C.

CONCLUSOES
A otimizacdo da producdo de butanoato de etila (95% de rendimento) foi obtida pelo
planejamento experimental com temperatura de 30°C, razdo molar &cido:alcool 1:8, agitacdo
de 150rpm e 12% de Lipozyme 435 em 4 horas de reacdo. O aumento da temperatura de
reacdo para 50°C permitiu a reducdo da concentracdo de enzima para 5% em um tempo de
reacao de 60 minutos.
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