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RESUMO - Atualmente as 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 é limitada,
portanto as vias biotecnoldgicas se tornam uma alternativa viavel e inovadora para a producdo de aromatizantes.
O presente trabalho teve como objetivo otimizar a producdo de aroma de cereja via esterificacdo enzimatica livre
de solvente orgénico, utilizando a lipase Cal B imobilizada em poliuretano. A quantificagéo foi realizada por
cromatografia gasosa. Os melhores resultados obtidos foram nos maiores valores de temperatura (70°C), razdo

molar alcool:acido (5:1) e concentracdo de enzima (10%), obtendo converséo de 94,12%.

Palavras-chave: Aroma de cereja, lipase, Cal B
1 INTRODUCAO

Aromas e aromatizantes sdo compostos extremamente importantes para as industrias de alimentos,
bebidas, quimica, cosmética e farmacéutica. Compostos de aromas sdo obtidos por sintese quimica ou extracéo.
Os inconvenientes da sintese quimica sdo formacdo de compostos indesejaveis devido as mas reacles de
seletividade, baixo rendimento, poluicdo, custos (Akacha et al., 2014), a formacdo de misturas racémicas
indesejaveis e a resisténcia crescente do consumidor para produtos quimicos adicionados aos alimentos,
cosméticos e outros produtos domeésticos. Isso tem direcionado empresas de aromas para producéo de compostos
aromaticos de origem biolégicos, assim chamados bioaromas ou naturais (Aragdo et al., 2009). De acordo com o
Codigo de Boas Praticas da International Organization of the Flavor Industry (IOFI, 2010), “aromas sdo
produtos adicionados aos produtos alimenticios para conferir, modificar ou intensificar o sabor dos alimentos”.
Os processos biotecnoldgicos oferecem diversas vantagens: alta eficiéncia catalitica, condi¢fes operacionais
brandas, seletividade dos catalisadores naturais, vantagens ambientais evidentes, classificados como natural e
menor consumo de energia (Romero et al., 2007, Zhang et al., 2007, Aragdo et al., 2009; Akacha et al., 2014).

As lipases destacam-se entre as principais enzimas utilizadas em biocatalise, pois apresentam capacidade de
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catalisar reagBes tanto em meio aquoso como em meio organico, onde o teor de agua é limitado. Por outro lado,
o0 elevado potencial de aplicacdo das lipases € justificado pela sua capacidade de utilizagdo de uma ampla gama
de substratos, sua estabilidade frente a temperatura, pH e solventes organicos e sua quimio-regio e
enantiosseletividade (Krieger et al., 2004; Kapoor et al., 2012). Neste contexto, o presente trabalho teve como
objetivo estudar a otimizacdo da producdo de aroma de cereja via esterificacdo enzimatica livre de solvente

orgénico utilizando a lipase Cal B imobilizada em poliuretano.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Materiais

A enzima utilizada nesta pesquisa foi a lipase Cal B imobilizada em poliuretano (Candida antarctica).
Os substratos foram geraniol (97% de pureza) da VETEC e acido butirico da VETEC.

2.1 Métodos

Otimizacao da producéo de aroma de cereja via esterificacio enzimatica

Os experimentos foram realizados de acordo com um delineamento composto central rotacional
(DCCR) 23, com 17 ensaios (triplicata no ponto central), onde as variaveis estudadas foram temperatura (16,4 a
83,6 °C), concentragdo 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 agitacdo constante de 150 rpm em 2 horas de reacdo (testes preliminares). A quantificacdo do butirato de
geranila foi realizada por cromatografia gasosa em equipamento Shimadzu GC-2010 equipado com processador
de dados.

Anélise Estatistica

O software Statistica® 8.0 (Statsoft Inc.,EUA) foi utilizado para auxiliar na elaboracdo e andlise
estatistica dos dados experimentais, adotando-se em todos os casos estudados um nivel de confianga de 95%
(p<0,05).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A otimizagdo da producdo de aroma de cereja via esterificagdo enzimatica livre de solvente organico
utilizando a lipase Cal B imobilizada em poliuretano (Candida antarctica), foi realizada através de um DCCR
2%, O ensaio que apresentou maior porcentagem de conversdo (94,12 %) foi o ensaio 8 (Tabela 1), com

temperatura de 70 °C, razdo molar (alcool/acido) de 5:1 e concentragdo de enzima de 10 %. Para resposta em
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termos de conversdo de ésteres de butirato de geranila (%) apresentaram efeito significativo positivo as variaveis
concentracdo de enzima e temperatura, e a interacdo entre razao molar e concentracdo de enzima e efeito
significativo negativo a interacao entre as demais variaveis temperatura (°C) e razdo molar dos substratos (m/v) e
temperatura (°C) e concentragcdo de enzima (%), segundo o diagrama de Pareto em fungdo das variaveis

estudadas (Figura 1).

Tabela 1. Matriz do DCCR completo 2° (valores codificados reais) em fungdo das variaveis estudadas para a

sintese de butirato de geranila.

Ensaios Temp (°C) RM (alcool/acido) [E] % Conversao (%)
1 -1 (30) -1(1:1) -1(1) 64,05
2 1(70) -1(1:1) -1(1) 83,32
3 -1 (30) 1(5:1) -1(1) 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
18* 0 (50) 0(3:1) 0(5,0) 84,59
19* 0 (50) 0(3:1) 0 (5,0 77,17
20* 0 (50) 0(3:1) 0(5,0) 83,86

* Sem adicdo de 2% de peneiras moleculares, temperatura (°C) X, razo molar dos substratos (m/v) X, e

concentragdo de enzima (%) Xa.

Podemos observar através dos resultados obtidos que a adicdo de peneiras moleculares ndo teve efeito
benéfico, ou seja, ndo houve um aumento significativo na converséo de butirato de geranila, isso pode ser devido
ao com excesso de alcool, provocando a desativagdo da enzima e¢ ndo ao excesso de agua produzida no meio.
Kanwar et al. (2008) utilizaram peneira molecular na sintese de butirato de geranila catalisada pela lipase de

Pseudomonas aeruginosa e verificaram que 1 % de peneira molecular aumentou a conversao em éster em apenas
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2 % apos 15 horas de reacdo. Os autores também verificaram que com quantidades superiores ou inferiores a
esta, 0 rendimento da reacdo era reduzido. Segundo Adnani et al. (2010), o efeito negativo na conversdo por
adicédo de peneira molecular em reac6es de esterificacdo pode estar relacionado a retirada da agua imprescindivel

para a atividade enzimatica.
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Figura 1. Diagrama de Pareto utilizando lipase CalB imobilizada em Poliuretano em fungio das variaveis

analisadas, temperatura (°C) Xy, razdo molar dos substratos (RM) (m/v) X, e concentracdo de enzima (E) (%) X

para a sintese de butirato de geranila.

No entanto, em publicacdo anterior, Kanwar et al. (2008) verificaram o efeito da peneira molecular na
sintese de propionato de etila pela mesma lipase e verificaram que, com adicdo de 300 mg, o rendimento da
reacdo aumentou em 35% em relacdo a reacdo sem a peneira molecular. Outros autores também demonstraram
as vantagens da adi¢do da peneira molecular em reacdes de esterificacdo (Adnani et al., 2010; Jia et al., 2010;
Laosiripojana et al., 2010).Podemos observar que a reducdo da conversdo esta diretamente proporcional a
redugdo da quantidade da enzima e da temperatura. Alguns trabalhos relatam que temperaturas maiores
proporcionaram maior conversao em éster, como € o caso de Liu et al. (2010), que, estudando a sintese do
laurato de laurila, obtiveram 45 °C, e Varma e Madras (2010), que relataram a faixa de 50-55 °C para a sintese

do propionato de isopropila. Yadav e Dhoot (2009) utilizando lipase Candida antarctica imobilizada em resina
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Acrilica para a producdo de laurato de cinamila, com adicdo de tolueno, submetida a una temperatura de 30 °C, 2

horas de reacdo apresentaram 60 % de converséo.

4 CONCLUSAO

Os resultados do presente trabalho, que envolveu a producédo de ésteres de butirato de geranila, sem
adicdo de solventes, utilizando a lipase Cal B imobilizada em poliuretano (Candida antarctica), obtendo
resultados muito satisfatérios, com de conversdo de 94,12 % (utilizando temperatura de 70 °C, razdo molar
(&lcool/écido) de 5:1 e concentracdo de enzima de 10 %). Podendo-se concluir que ha utilizacdo da lipase CalB
imobilizada em poliuretano, possui grande potencialidade na producdo de ésteres de aroma. Estudos estdo sendo
realizados, no sentido de explorar o universo de atuacdo dessas lipases na sintese de ésteres de aroma. Os dados
obtidos indicam a necessidade de continuidade deste trabalho no sentido de investigar-se a otimizacdo dos
pardmetros de reacéo, bem como a busca do aprimoramento da metodologia de anélise dos ésteres de butirato de
geranila.
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