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Resumo: Embora o processo biotecnolégico ainda seja mais caro que a sintese quimica, possui vantagens
ambientais, ao utilizar enzimas em substituicdo aos acidos inorganicos geralmente aplicados como catalisadores
nas sinteses quimicas, minimizando a geracdo de residuos da reacdo. Nesse sentido, observa-se que ésteres
produzidos por sintese enzimatica utilizando lipases muitas vezes apresentam aroma e odor caracteristicos mais
semelhantes ao natural quando comparados aos produzidos por vias convencionais. Nesse sentido o objetivo é
demonstrar a habilidade da lipase B de Candida antarctica (CALB) liofilizada na sintese de ésteres de acetato de
isoamila, através de um Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR), com resposta em termos de
atividade enzimatica de esterificacdo (u/g) e de conversdo (%). As variaveis estudadas foram razdo molar do
cido acetico/ alcool isoamilico (1:4,18 a 1:9,82) em relacdo ao peso dos substratos (5 g) e a temperatura de
reacdo (25,9 a 54,1 °C). A otimizagdo na sintese de ésteres foi (temperatura de 40 °C, razdo molar (1:4,18), com
atividade de esterificacéo foi de 553,54 U/g e conversdo de 57 % (raz&o molar 1:9,82 e temperatura de 40 °C) R?
de 0,94. Finalmente pode-se concluir que ha potencial de emprego de lipases na sintese de ésteres de aroma.

Palavras-chave: Metodologia de superficie de resposta, Lipase B, Candida antarctica, Esteres de Aroma,
Acetato de isoamila.

ISOAMYL ACETATE ENZYMATIC SYNTHESIS USING LIPASE
OF Candida antarctica B

Abstract: Although the biotechnological process is still more expensive than chemical synthesis, has
environmental benefits by using enzymes to replace the inorganic acids usually applied as catalysts in chemical
syntheses, minimizing waste generation reaction. In this regard, it is noted that esters produced by enzymatic
synthesis using lipases often have flavor and odor characteristic more similar to natural compared to those
produced by conventional routes. Accordingly the objective is to demonstrate the lipase skill B from Candida
antarctica (CALB) lyophilized in the synthesis of isoamyl acetate esters, using a central composite design
Rotational (CCRD), with a response in terms of enzymatic activity of esterification (u / g) and conversion (%).
The variables studied were molar ratio of acetic acid / isoamyl alcohol (w / v) (1:4,18 1:9,82) in relation to the
weight of the substrates (5 g) and the reaction temperature (25,9 to 54,1 °C). The optimization in the synthesis of
esters was (40 °C, molar ratio (1:4,18) to esterification activity was 553,54 U / g 57% conversion (molar ratio
1:9,82 e 40 °C) R? of 0,94. Finally it can be concluded that there lipase job potential in the synthesis of flavor
esters.

Keywords: Response Surface Methodology, Lipase B, Candida antarctica, Aroma Esters, Isoamyl Acetate.

1. INTRODUCAO

O mercado mundial para compostos de aroma esta avaliado em U$ 3 bilhGes, um montante
que representa aproximadamente um quarto do valor total do mercado de aditivos alimentares
(VULFSON, 1993).

Devido a complexidade de muitos aromas naturais, tanto em relagdo a composicéo
como estrutura quimica individual, a aplicacdo de métodos biotecnoldgicos, particularmente
enzimaticos, na producgéo destes produtos tem atraido muita atencdo desde a ultima década.
Adicionalmente, aromas produzidos biotecnologicamente podem ser caracterizados como
"naturais” ou "idénticos ao natural” e, portanto sdo preferidos pelo mercado consumidor
(LAROQUE, 2014).
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A presenca de aromas adiciona valor ao produto, o que significa que o custo da
biocatalise passa a ser menos significativo. Durante os Gltimos 10-15 anos processos
biotecnoldgicos tém-se estabelecido nas industrias de aroma para produgdo de aromatizantes
naturais (AN INDUSTRIAL RESEARCH PERSPECTIVE, 1986, GATFIELD, 1999).

Esteres de acidos carboxilicos sd0 componentes importantes de aromas naturais usados
na industria alimenticia que contribuem na formacdo e acentuacdo dos aromas em alimentos.
Podem-se citar como exemplos os ésteres de acetato de isoamila que sdo encontrados nos
aromas de banana.

Dentre os ésteres de &cidos graxos, os de baixo peso molecular representam uma
importante classe de aromas. Muitos deles sdo responsaveis por odores de frutas e fragrancias
dos alimentos que sdo constituidos principalmente por acidos e seus derivados de cadeia curta
como acetatos, propionatos e butiratos. Os ésteres de acetato de isoamila (aroma de banana)
desempenham um papel importante na indastria farmacéutica, perfumes, polimeros,
cosméticos, flavorizantes e estdo presentes na industria de alimentos, onde conferem aromas e
sabores caracteristicos. Normalmente, sdo usados como aditivos para realcar o aroma de uma
bebida ou de um alimento (OLIVEIRA et al., 2013)

S&o conhecidos muitos ésteres componentes de aromas naturais que tém sido obtidos
de fonte natural ou por métodos tradicionais de sintese quimica, todos resultando em produtos
com o preco final muito alto devido ao grau de pureza e estereoespecificidade requeridos.
Quando estes ésteres sdo produzidos por sintese quimica, ndo podem ser considerados aromas
naturais, sendo portanto, menos valorizados no mercado que outros ésteres obtidos de fontes
naturais.

Contudo, quando sdo produzidos ésteres por via biotecnoldgica, estes podem ser
considerados naturais (MACEDO e PASTORE, 1997; LAROQUE, 2014). O principal
objetivo deste trabalho € demonstrar a habilidade da lipase B de Candida antarctica (CALB)
liofilizada na sintese de ésteres de acetato de isoamila.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Materiais

A enzima utilizada nesta pesquisa foi a lipase B de Candida antarctica B (Novozyme NZL-
102), adquirida na forma liofilizada da empresa Novozymes Latin América Ltda. Os solventes
utilizados foram Acetona (CH3COCH3), PM (58,08 g.mol-1) FMaia; Acido Acético (ou
4cido etanoico), (C2H402), PM (60.04 g mol-1) Vetec; Alcool Etilico (Etanol 95 %)
(C2H50H) PM (46,07 g.mol-1) Merck; Alcool Isoamilico ((CH3)2«CH+CH2+CH20H) PM
(88,17 g.mol-1) Quimex e Hidroxido de Sodio (NaOH) PM (40,0 g.mol-1).

2.2 Métodos
2.2.1 Metodologia
Avaliacéo do Tempo de Reagdo

A fim de determinar qual o melhor tempo de reagéo para a sintese de esteres de acetato
de isoamila, de acordo com o ponto central do DCCR 2% completo, visando a otimizacdo do
processo, e todos 0s experimentos foram realizados em triplicata e com um branco de reacéo
(solvente sem adicao da enzima).

A sintese de ésteres de acetato de isoamila foi realizada em funcéo do tempo de reacédo
(0 a 360 min) em meio reacional composto por razdo molar em relagdo ao peso dos substratos
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do acido acético/alcool isoamilico (1:7) (5 g) e massa de enzima (lipase CALB) (0,5 g),
temperatura de 40 °C e agitagcdo mecanica de 160 rpm.

OtimizacAo do Processo de Sintese de Esteres

Inicialmente se diluiu a enzima CALB (Novozyme NZL-102) liofilizada na proporcao
(0,8 g em 5 mL de agua destilada) em seguida através de um Delineamento Composto Central
Rotacional (DCCR), 22 completo foi realizado a otimizago da sintese de ésteres de acetato de
isoamila (totalizando 11 ensaios com triplicata no ponto central), tendo como resposta em
termos de atividade enzimatica de esterificacdo (U/g) e de conversao (%).

As variaveis estudadas foram razdo molar do acido acético/ alcool isoamilico (1:4,18 a
1:9,82) em relagdo ao peso dos substratos (5 g) e a temperatura de reacéo (25,9 a 54,1 °C),
fixando a concentracdo de enzima em 5 % (0,5 g), agitacdo mecéanica em 160 rpm e o tempo
de reacdo de 60 min (dados pré-estabelecidos), segundo metodologia de Ferraz (2014). Todos
0s ensaios do planejamento foram realizados em triplicata, utilizando um branco de reacao
(substrato sem enzima) para todos 0s experimentos.

2.2 DeterminagOes Analiticas
Determinacéo da Atividade Enzimatica

As medidas de atividade de esterificacdo, foram realizadas por titulometria (NaOH
0,05 M) onde aliquotas de 500 pL foram retiradas do meio reacional em triplicata e
adicionado a cada aliquota 15 mL de uma solucéo de acetona-etanol (1:1) (v/v). Uma unidade
de atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima que consome 1 umol de
acido graxo por minuto, nas condi¢bes do ensaio. A atividade enzimatica foi calculada
utilizando a Equacéo (1).

Vp—Va) x M x 1000 x V;
tx MELx VC

AE =¢

(1)

Onde: AE = atividade de esterificacdo (U/g); Va = volume de NaOH gasto na titulacdo da
amostra retirada ap6s 40 min (mL); Vb = volume de NaOH gasto na titulagdo da amostra
retirada no tempo 0 (mL); M = molaridade da solucdo de NaOH; Vf = volume final de meio
reacional (mL); t = tempo (min); MEL = peso da enzima livre (solucdo
enzimatica)/imobilizada; V¢ = volume da aliquota do meio reacional retirada para titulacao
(mL).

Determinacéo da Converséo

A Determinacdo de conversdo da reacdo foi realizada pelo célculo da diferenca entre a
atividade enzimatica de esterificacdo inicial (original) e a final (ap6s a reacdo) a acides da
solugdo a Equacdo 2. Utilizando para comprovar os resultados obtidos por cromatografia
gasosa (GC).

(Co— C)

% Molar = Y x 100
0

)
Onde: Co = indica o indice de acidez inicial e C = indica a acidez ap0s a reagéo final.
2.3 Andlise Estatistica

A analise de variancia seguida pelo teste de Tukey foi aplicada para a anélise estatistica dos
dados obtidos. Os dados foram tratados com o auxilio do programa software Statistica ® 8.0
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(Statsoft Inc) foi usado para auxiliar o design e a estatistica andlise de informacéo
experimental, adotando em todos os casos estudados um nivel de confianga de 95% (p <0,05).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Avaliacéo do Tempo de Reagdo

Os resultados obtidos atraves do estudo do tempo de reacdo (0 a 360 min) para a
producdo de acetato de isoamila, através do ponto central do DCCR 22 completo (Tabela 1).
Podemos observar que a CALB ap06s 40 min de reacao, apresentaram atividade enzimatica de
esterificacdo de 826,43 U/g e 360 min para uma conversdo de 58,99 %, observando que
aumentando o tempo de contato, maior € a conversdo do ester, sendo assim o tempo de reacao
é diretamente proporcional ao aumento da conversao.

Otimizac&o do Processo de Sintese de Esteres

De acordo com a Tabela 1 a maior atividade de esterificacdo foi de 553,54 U/g (Ensaio
5) (temperatura de 40 °C, razdo molar (acido/alcool (1:4,18) 5 g do peso dos substratos) e 60
min de reacdo), enquanto a conversdo de acetato de isoamila foi de 57 % (Ensaio 6) (razao
molar (acido/alcool (1:9,82) 5 g do peso dos substratos e temperatura de 40 °C) em 40 min de
reacao).

Através dos resultados podemos ressaltar que concentracGes do substrato (menor
quantidade de &lcool), maior foram a atividade de esterificacdo, independentemente da
temperatura. A Tabela 2 apresenta os fatores ndo significativos foram adicionados a falta de
ajuste para a andlise de variancia — ANOVA, onde as variaveis estudadas (razdo molar
(&cido/alcool) e temperatura (°C)), obtiveram influéncia positiva (p <0,05), verificando-se que
as o efeito foi significativo positivo a nivel de 95 % de confianca.

Tabela 1. Matriz do DCCR completo 22 (valores codificados reais) em funcéo das variaveis
estudadas (razdo molar dos substratos X; e temperatura (°C) X, para a sintese de éster de
acetato de isoamila).

Ensaios Fga_zéo Molar Tempoeratura At_iv_idac!e de Conversao (%)
(Acido/Alcool) (°C) Esterificacdo (U/g)
1 -1 (1:5) -1 (30) 196,71 + 233,09 12,71 £ 79,25
2 -1 (1:5) 1 (50) 284,38 + 245,89 25,35 £ 58,98
3 1(1:9) -1 (30) 275,88 £ 209,11 24,08 £ 60,27
4 1(1:9) 1 (50) 305,27 £ 198,55 59,95 + 49,01
5 -1,41 (1:4,18) 0 (40) 553,54 + 273,88 35,69 + 65,71
6 1,41 (1:9,82) 0 (40) 505,66 £ 273,88 57,76 + 46,33
7 0 (2:7) -1,41 (25,9) 167,43 £ 206,12 9,60 £ 81,77
8 0 (1:7) 1,41 (54,1) 194,26 + 191,77 57,15+ 79.21
9 0(1:7) 0 (40) 471,84 £193,09 51,11 £ 61,45
10 0 (2:7) 0 (40) 464,53 + 205,44 53,05 + 76,81
11 0 (1:7) 0 (40) 466,25 + 201,80 52,61 + 54,88

*Variaveris fixas: Concentracéo da enzima (% em peso) de (5 %), agitacao mecanica de 160 rpm e 40 min de reacao.
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Tabela 2. Anélise de variancia do DCCR completo 22 em funcéo das variaveis estudadas para
a sintese de ésteres de acetato de isoamila.

Atividade de Enzimatica (U/g) Conversao (%)

SQ GL QM Valor Feqc SQ GL QM Valor Feye

Regressdo 179419,10 5  35883,82 8,75 3369,82 5 673,96 12,29

Residuo  20514,80 5 4102,96 274,10 5 54,82
Total 29 2 14,60 364191 10
Erro Puro 199905 10 2,00 2

Ftab = 4,10, Onde SQ = Soma Quadrados, GL = Graus de Liberdade e QM = Quadrado Medio

A Equacdo 1 apresenta o modelo codificado de segunda ordem com o coeficiente de
correlacdo de R? de 0,94 e Fey 2,13 vezes maior que o Fp € a Equacdo 2 com R?de 0,94 e Fea
3,0 vezes maior que o Fp, em fungdo das variaveis analisadas (razdo molar (&cido/alcool e
temperatura (°C)). Onde: X; = razdo molar dos subtratos (acido/alcool) e X, = temperatura
(°C).

Atividade de Enzimatica (U/g) = 467,89 + 6,21X; + 8,65X:2 + 17,286X, + 166,76X,° -
14,569X, X, (1)

Conversdo (%) = 52,6486 + 9,9837X; - 5,3542X,” + 14,1681X, - 12,0684X,” + 5,8097X1X;
(2)

Na Figura 1 estdo representada a superficie de resposta e a curva de contorno com a
resposta através da atividade de enzimatica (U/g) (a) e de conversao (%) (b), respectivamente
em funcdo das variaveis estudas (razdo molar dos subtratos (&cido/alcool) (g) e temperatura
(°C)), para a de sintese de ésteres de acetato de isoamila.

Dados similares séo reportados literatura, onde altas temperaturas proporcionaram
maior conversdo em éster, como é o caso de estudos realizados por LIU (2010) que para a
sintese do laurato de laurila, que obtiveram temperatura ideal de 45 °C, VARMA e MADRAS
(2010), para a sintese do propionato de isopropila, relataram a faixa de 50 a 55 °C.
LAROQUE (2014) avaliou o efeito da temperatura (45, 55 e 65 °C) na conversdo de acetato
de eugenila, utilizando a razdo molar (eugenol/anidrido acético (1:3)), teor de catalisador (0,2
g), observando que em temperaturas mais elevadas promovem o aumento no numero de
colisGes entre catalisador e substrato, resultando em uma reacdo mais acelerada e
consequentemente maior a conversdo (%). Além disso, reduz a viscosidade da mistura e
melhora o processo de difusdo, favorecendo a interacdo entre as particulas do catalisador e
substratos.

Um estudo semelhante conduzido por LERIN et al. (2011), a perda de atividade da
enzima ao longo do tempo pode ser provocada pela desativagdo da enzima como uma
consequéncia do efeito térmico e da concentragdo do produto. Segundo a literatura existem
diversas condicBes experimentais para a sintese de produtos de interesse para a industria de
alimentos, farmacéutica e cosmética.
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Figura 1. Superficie de resposta e cuperficie de contorno, com a resposta através da atividade
de esterificacdo (U/g) (a) e (b) e de conversdo (%) (c) e (d), em funcdo das variaveis estudas
(razdo molar dos subtratos (acido/alcool) (g) e temperatura (°C)) para a de sintese de ésteres

de acetato de isoamila

No entanto, ha constantes pesquisas para maximizar o rendimento do éster e a qualidade do
produto final, alterando as condi¢Ges da reagéo tais como tipo e a concentracao de catalisador,
razdo molar dos reagentes, temperatura, tipo de reator, modo de operacao, tempo de reacao,
além disso, os processos devem evitar ou reduzir os danos ambientais (LAROQUE, 2014).

4, CONCLUSOES

A utilizacdo da lipase B de Candida antarctica (CALB) liofiolizada na sintese de ésteres de
acetato de isoamila (aroma de banana), se mostrou viavel por apresentar conversdo de 57 %
(razdo molar 1:9,82 e temperatura de 40 °C) em 60 min de reacdo. Os resultados apresentados
nesta pesquisa representam - se satisfatorios, ja4 que a maioria dos relatos anteriores
disponiveis na literatura apresentam conversdes menores ou iguais, com concentracdes de
enzima superiores e periodos de reagdo muito mais longos. Sendo assim a importancia nao
somente de novos aromas, mas sim de novas tecnologias para seu desenvolvimento e se
enquadram no conceito de “quimica verde” apresentando grande potencial para aplicagédo em
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processos industriais, principalmente na producdo de cosméticos (cremes), farmacéuticas
(xaropes) e de alimentos (gomas, balas e geleias).
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