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RESUMO - No presente estudo, objetivou-se a otimizacdo da producéo de valerato de
etila (aroma de maca verde) por esterificagdo catalisada por lipase de Thermomyces
lanuginosus imobilizada em particulas de poli(hidroxi-butirato) (PHB). As reagdes foram
conduzidas em frascos fechados por 5 min de reacdo, razdo equimolar de &cido
valérico:etanol (100 mM) em heptano. Inicialmente, foi proposto um delineamento
experimental completo 2* para verificar a influéncia da concentragdo de biocatalisador,
temperatura de reacdo, concentracdo de peneira molecular e agitacdo na conversao em
éster. Méaxima conversdao (43,4 + 1,5%) foi alcancada nos niveis maximos de
concentracdo de biocatalisador (12% m/m) e agitacdo (200 rpm) e niveis minimos de
temperatura (30°C) e de peneira molecular (auséncia). Um novo delineamento
experimental completo 2° foi proposto e maxima conversio (92,3 + 1,6%) foi alcancada a
32,7°C, 15% m/m de biocatalisador e agitacdo de 234 rpm em 5 min de reacao.

1. INTRODUCAO

A crescente procura por fragrancias e aromas tem motivado a procura por rotas alternativas a
extracdo destes compostos de produtos naturais, processos com baixa produtividade e alto custo. Na
industria quimica, as reacGes de sintese de compostos aromatizantes por esterificacdo de acidos
organicos e alcoois de cadeia curta sdo geralmente catalisadas por compostos quimicos toxicos e
corrosivos como 4acidos fortes (Bayramoglu et al., 2011; Dhake et al., 2013; Silva et al., 2014;
Miranda et al., 2014). As desvantagens destes processos sdo longos tempos e altas temperaturas de
reacdo e baixos rendimentos. A rota enzimatica tem-se mostrado atrativa para a producdo de aromas
de frutas por se tratar de um processo com baixo consumo de energia e elevada produtividade
(Mendes et al., 2012; Dhake et al., 2013; Silva et al., 2014). Do ponto de vista industrial, as reacdes
de sintese de ésteres de aromas catalisadas por lipases, sdo aparentemente menos econdémicas que as
técnicas convencionais. Entretanto, considerando a possibilidade da obtencdo de produtos especificos
de grande interesse industrial, empregando estas enzimas na forma imobilizada, este tipo de processo
pode tornar-se tecnicamente e economicamente viavel (Bayramoglu et al., 2011; Mendes et al., 2012;
Dhake et al., 2013; Silva et al., 2014; Miranda et al., 2014).
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No presente estudo, lipase microbiana de Thermomyces lanuginosus (LTL) foi imobilizada
por adsorcdo fisica em particulas hidrofébicas de poli(hidréxi-butirato) e aplicada como
biocatalisador na sintese do éster valetato de etila (aroma de maca verde) por esterificagdo direta em
meio de heptano. Dois delineamentos experimentais completos “estrela rotacional” foram propostos
para a otimizacdo da producédo do éster aromatizante.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Materiais

Lipase de Thermomyces lanuginosus (LTL) foi adquirida comercialmente da Sigma-Aldrich Co.
(St. Louis, MO, EUA). LTL é uma solucdo enziméatica com atividade hidrolitica de 220 Ul/mL e
concentracdo de proteina de 18 mg/mL. Particulas mesoporosas de poli(hidroxi-butirato) (PHB) (&rea
superficial de 17 m%*g e diametro de poro de 3,1 nm) foram adquiridos da PHB Industrial (S&o
Paulo/SP). Alcool etilico anidro (> 99,5% m/m) e &cido valérico foram adquiridos da Synth e Sigma-
Aldrich, respectivamente. Todos 0s outros reagentes empregados foram de grau analitico adquiridos
das empresas Vetec Quimica e Synth (S&o Paulo/SP).

2.2. Preparacéo de biocatalisadores

A imobilizacéo da lipase em PHB foi realizada em tampéo fosfato de sédio pH 7,0 (5 mM) por
oferecendo carregamento de proteina de 40 mg/g de suporte (Miranda et al., 2014). A suspensao
suporte:solucdo enzimatica (relacdo 1:20) foi mantida por 12 h a 25°C sob agitacdo em shaker (200
rpm). Ao final, o biocatalisador preparado foi filtrado e lavado com agua destilada. O biocatalisador
preparado exibiu atividade hidrolitica (hidrdlise do azeite de oliva emulsificado) e concentracdo de
proteina imobilizada de 1240 + 30 Ul/g e 24,7 £ 1,1 mg/g de suporte, respectivamente (Miranda et
al., 2014).

2.3. Sintese enzimatica de valerato de etila por esterificagdo em meio organico

A reacdo de esterificacdo do etanol anidro e acido valérico foi conduzida em meio de heptano,
empregando razdo molar &cido valérico:alcool (100 mM) e 10 mL de meio de reacdo, de acordo com
metodologia previamente descrita por Mendes et al. (2012). A porcentagem de conversao em éster foi
estimada por determinacdo da concentracdo de acido valérico residual por titulacdo com solucdo de
NaOH (20 mM), utilizando fenolftaleina como indicador (Silva et al., 2014; Miranda et al., 2014).
Todos os experimentos foram realizados em triplicata. Rea¢cdes controle foram também realizadas por
incubacdo de particulas de PHB nas mesmas condi¢fes de ensaio. Sob estas condicGes, ndo foi
observado consumo de acido valérico ap6s 2 h de incubacéo.

2.4. Otimizacao da producéo do éster por delineamento experimental
Inicialmente, foi proposto um delineamento experimental completo “estrela rotacional” 2* (28

ensaios) para melhor entendimento da influéncia individual das varidveis estudadas e de suas
interacOes na reacdo de esterificacdo. Os parametros avaliados foram concentracdo de biocatalisador
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(2-12% mlv), temperatura de reagdo (30-50 °C), concentracdo de peneira molecular (0-40% m/v) e
velocidade de agitagdo (0-200 rpm). Apds, foi realizado um segundo delineamento experimental
completo “estrela rotacional” 2° (18 ensaios) para verificar a influéncia das variaveis: concentracio de
biocatalisador (10-20% m/v), temperatura de reacdo (20-35 °C) e velocidade de agitagdo (170250
rpm). Como variavel resposta foi considerada a porcentagem de conversdo em éster, determinada
como descrita acima (Miranda et al., 2014; Silva et al., 2014). Os resultados obtidos foram analisados
empregando o software Statistica versdo 7.0 (StatSoft Inc., Tulsa, OK, EUA). A validacdo dos
delineamentos propostos foi realizada nas melhores condigcdes experimentais de acordo com a
metodologia de analise de superficies de resposta (Miranda et al., 2014; Silva et al., 2014).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo, foi proposto um planejamento fatorial completo “estrela rotacional” 2* (28
ensaios), com 16 ensaios fatoriais, quatro pontos centrais e oito pontos axiais, para verificar 0s
parametros que influenciam a producdo do éster valerato de etila (aroma de maca verde) por
esterificacdo direta em meio de heptano catalisada por lipase de Thermomyces lanuginosus
imobilizada em particulas hidrofébicas de PHB. Na Tabela 1 estdo sumarizadas as variaveis
independentes e o0s niveis codificados e originais, bem como os valores experimentais de porcentagem
de conversdo. Os resultados mostrados na Tabela 1 indicam que a percentagem de conversao em éster
oscilou entre 14,0 (ensaio 15) e 44,0% (ensaios 10 e 14) ap6s 5 min de reacdo. Estes valores minimo e
méaximo de porcentagem de conversdo correspondem aos ensaios realizados em baixa (4,5% m/v) e
alta concentracdo de biocatalisador (entre 9,5 e 12% m/v), respectivamente. Além disso, 0s ensaios
que exibiram elevada porcentagem de esterificacdo foram realizados por incubacgéo entre 30-35°C.

Os resultados da Tabela 1 foram utilizados para estimar os efeitos principais variaveis e as suas
interacdes. A analise estatistica mostrou efeitos significativos para os termos lineares de concentracéo
de biocatalisador (x1), temperatura de reacdo (x;) e velocidade de agitacdo (x4) e as interagdes entre
concentracdo de biocatalisador e velocidade de agitacdo (x;.Xs), temperatura de reacdo e concentracao
de peneira molecular (X,.X3) e temperatura de reacdo e velocidade de agitacdo (X».X4) a 95% de nivel
de confianca. Entretanto, os termos quadraticos nao foram significativos a 95% de nivel de confianca.
Os coeficientes relativos aos efeitos ndo significativos foram excluidos do modelo. A equacédo 1
representa os dados experimentais obtidos na Tabela 1, cuja porcentagem de variacdo explicada (R?)
foi de 91,88%.

Conversdo(%)=27,88+6,42x, -1,56X, +1,66x, — 2,16X,.X, +1,79X,.X, —2,71X,.X, (1)

Em que: X1, X2, X3 € X4 representam os valores codificados para concentracdo de biocatalisador,
temperatura de reacdo, concentracdo de peneira molecular e velocidade de agitacdo, respectivamente.
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Tabela 1 — Primeiro delineamento experimental completo “estrela rotacional” proposto para a
producdo enzimatica de valerato de etila (aroma de maca verde) em meio organico

Ensaios Varéveis codificadas (originais) Resposta

Biocatalisador ~ Temperatura Peneira Agitacéo Converséo

(% miv) (°C) molecular (rpm) (%)
(% miv)

1 -1 (4,5) -1 (35) -1 (10) -1 (50) 22,8+ 24
2 +1 (9,5) -1 (35) -1 (10) -1 (50) 26,2 +2,7
3 -1 (4,5) +1 (45) -1 (10) -1 (50) 15,2+0,3
4 +1 (9,5) +1 (45) -1 (10) -1 (50) 292+11
5 -1(4,5) -1 (35) +1 (30) -1 (50) 20,4 +2,7
6 +1 (9,5) -1 (35) +1 (30) -1 (50) 27,1+13
7 -1 (4,5) +1 (45) +1 (30) -1 (50) 241+1,3
8 +1 (9,5) +1 (45) +1 (30) -1 (50) 34,8+38
9 -1 (4,5) -1 (35) -1 (10) +1 (150) 28,0+28
10 +1 (9,5) -1 (35) -1 (10) +1 (150) 445+20
11 -1 (4,5) +1 (45) -1 (10) +1 (150) 18,1+ 2,6
12 +1 (9,5) +1 (45) -1 (10) +1 (150) 29,8 +2,6
13 -1 (4,5) -1 (35) +1 (30) +1 (150) 23,6 +3,5
14 +1 (9,5) -1 (35) +1 (30) +1 (150) 404+24
15 -1(4,5) +1 (45) +1 (30) +1 (150) 139+18
16 +1 (9,5) +1 (45) +1 (30) +1 (150) 38,2+29
17 -2 (2) 0 (40) 0 (20) 0 (100) 18,7+29
18 +2 (12) 0 (40) 0 (20) 0 (100) 43,7 £ 2,7
19 0(7) -2 (30) 0 (20) 0 (100) 32,3+24
20 0(7) +2 (50) 0 (20) 0 (100) 28,427
21 0(7) 0 (40) -2 (0) 0 (100) 29,1+25
22 0(7) 0 (40) +2 (40) 0 (100) 252+13
23 0(7) 0 (40) 0 (20) -2 (0) 26,6 £1,7
24 0(7) 0 (40) 0 (20) +2 (200) 28,2+0,2
25 0(7) 0 (40) 0 (20) 0 (100) 29,1+21
26 0(7) 0 (40) 0 (20) 0 (100) 27,1+15
27 0(7) 0 (40) 0 (20) 0 (100) 28,0+1,9
28 0 (7) 0 (40) 0 (20) 0 (100) 28,2+1,3

A superficie de resposta referente ao efeito das variaveis concentracdo de biocatalisador e
temperatura de reacdo na conversdao em éster € mostrada na Figura la. A conversdao em éster
aumentou com o aumento da concentracao de biocatalisador, como esperado, e maxima conversdo foi
alcancada no nivel maximo de concentracdo de biocatalisador (12% m/v). Entretanto, elevada
conversao em éster foi obtida nos niveis minimos de temperatura, no intervalo de temperatura entre
30 e 35 °C. Em temperaturas superiores a 35 °C foi observada uma redugdo na conversdo em éster
devido a inativacdo das moléculas de lipase em elevadas temperaturas (Silva et al., 2014). A interacdo
entre os dois parametros ndo foi significativa ao nivel de 95% de confianca.
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Figura 1 — Superficies de resposta de acordo com o modelo predito para a producéo de valerato
de etila. Efeito da temperatura e concentracdo de biocatalisador (a); efeito da temperatura e
agitacdo (b); e efeito da concentracao de biocatalisador e agitacéo (c) e efeito da concentracao de
peneira molecular e temperatura na porcentagem de conversdo em éster.

O efeito das varidveis agitacdo e temperatura na conversao em éster € mostrado na Figura
1b. De acordo com os resultados, as reacfes de esterificacdo realizadas no nivel minimo de
temperatura (30 °C) requereu elevada agitacdo (200 rpm), nivel maximo, no sistema para
melhorar a acessibilidade de moléculas de substratos aos sitios ativos da enzima imobilizada. A
interacdo entre estes parametros foi significativa ao nivel de 95% de confianca. O efeito das
varidveis agitacdo e concentracdo de biocatalisador é mostrado na Figura 1c. M&xima conversao
em éster foi alcangada nos niveis maximos de agitacdo (200 rpm) e concentragdo de
biocatalisador (12% m/v), como descrito acima. A interacdo entre estes parametros foi também
significativa ao nivel de 95% de confianca. Similar as Figuras 1a e 1b, méxima conversdao em
éster pode ser obtida no nivel minimo de temperatura, como mostrado na Figura 1d. Neste
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estudo, é possivel observar que a adi¢do de peneiras moleculares com o intuito de remover as
moléculas de agua formadas na reacdo de esterificacdo reduziu a conversao em éster. No nivel
minimo de concentracdo de peneira molecular foi observada méxima conversdo em éster.
Possivelmente, moléculas de &gua existentes no microambiente do biocatalisador poderiam estar
sendo também removidas, na qual reduz a atividade do biocatalisador (Miranda et al., 2014). A
interacdo entre os parametros foi significativa ao nivel de 95% de confianca.

Nos niveis maximos de concentracdo de biocatalisador (12% m/v) e agitacdo (200 rpm) e
nos niveis minimos de temperatura (30 °C) e peneira molecular (auséncia), foi alcancada a
maxima conversdo em éster. Em condicdes 6timas, reacdes de esterificacdo foram conduzidas em
triplicata e maxima conversdo em éster foi de 43,4 £+ 1,5%, similar ao valor predito pelo modelo
proposto — equacdo 1 (42,2%). De acordo com estes resultados, o modelo proposto foi
considerado preciso e confiavel para explicar a producdo enzimatica de valerato de etila.

Para otimizar a producdo de valerato de etila, foi proposto um segundo delineamento
experimental completo “estrela rotacional” 2° com 18 ensaios (8 pontos fatoriais, 6 pontos axiais
e 4 ensaios no ponto central) com o intuito de verificar a faixa 6tima de producdo do éster. Neste
estudo, foi verificada a influéncia da concentracdo de biocatalisador (10-20% m/v), temperatura
(20-35 °C) e agitacdo (170-250 rpm). Os resultados estdo sumarizados na Tabela 2.

Tabela 2 — Segundo delineamento experimental completo “estrela rotacional” proposto para a
producdo enzimatica de valerato de etila (aroma de maca verde) em meio organico

Ensaios Variaveis codificadas (originais) Resposta

Biocatalisador Temperatura Agitacéo Conversao

(% m/v) (°C) (rpm) (%)

1 -1(12) -1 (24,5) -1 (186) 409+1,6
2 +1 (18) -1 (24,5) -1 (186) 44,1 +2,8
3 -1(12) +1 (30,5) -1 (186) 78,4 +0,2
4 +1 (18) +1 (30,5) -1 (186) 87,2+0,8
5 -1(12) -1 (24,5) +1 (234) 37,4+0,8
6 +1 (18) -1 (24,5) +1 (234) 43,8+ 1,6
7 -1 (12) +1 (30,5) +1 (234) 81,8+0,7
8 +1 (18) +1 (30,5) +1 (234) 88,2+1,0
9 -1,68 (10) 0 (27,5) 0 (210) 38,1+1,4
10 +1,68 (20) 0 (27,5) 0 (210) 51,1+25
11 0 (15) -1,68 (20) 0 (210) 81,0+ 0,6
12 0 (15) +1,68 (35) 0 (210) 792+11
13 0 (15) 0 (27,5) -1,68 (170) 49,6 +3,0
14 0 (15) 0 (27,5) +1,68 (250) 88,7+ 0,5
15 0 (15) 0 (27,5) 0 (210) 87,2+1,1
16 0 (15) 0 (27,5) 0 (210) 86,9+ 0,8
17 0 (15) 0 (27,5) 0 (210) 87,4+1,0
18 0 (15) 0 (27,5) 0 (210) 87,1+1,0
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Os resultados mostrados na Tabela 2 mostram que a conversao em éster variou entre 40,9 +
1,6% (ensaio 1) e 88,2 £ 1,0% (ensaio 8) apds 5 min de reacdo. Os resultados experimentais
sumarizados na Tabela 2 foram também utilizados para estimar os efeitos principais das variaveis
(concentracdo de biocatalisador, temperatura e agitacdo) e as suas interacdes. A analise estatistica
mostrou efeitos significativos para todos os termos lineares e quadraticos das variaveis estudadas a
95% de nivel de confianga. Entretanto, as interagdes ndo foram significativas, consequentemente
excluidas do modelo. A equacdo 2 representa 0s dados experimentais obtidos no segundo
delineamento experimental (Tabela 2) que apresentou variabilidade (R?) de 96,49%.

Convers&o (%) =87,12+345x, -14,51x,” +12,94x, — 3,95x,” + 5,71x, —5,93x,” )

Em que: x;, X2 e Xz representam os valores codificados para concentragcdo de biocatalisador,
temperatura e velocidade de agitacdo, respectivamente.
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Figura 2 — Superficies de resposta de acordo com o modelo predito para a producdo de valerato de
etila. Efeito da temperatura e da agitacdo (a) e efeito da concentracdo de biocatalisador e agitacdo (b)
na porcentagem de conversdo em éster.

As superficies de reposta geradas pelo modelo proposto no segundo planejamento sdo
mostradas na Figura 2(a,b). O efeito da agitacdo e temperatura de reacdo € mostrado na Figura 2a.
Méaxima conversdo em éster foi alcangada para a reacdo conduzida entre 30,5 e 35°C e agitacdo
oscilando entre 210 e 234 rpm. Com relacdo a influéncia da concentracao de biocatalisador, € possivel
observar na Figura 2b que méaxima conversao foi observada a 15% m/v de enzima imobilizada.
Baseado nas superficies de respostas é possivel notar que maxima conversdo foi obtida para a reacdo
de esterificacdo realizada na temperatura de 32,7 °C, concentracdo de biocatalisador de 15% m/v e
agitacdo de 234 rpm. Nestas condi¢Ges, maxima conversdo foi de 92,3 + 1,6% ap06s 5 min de reagéo.
Este valor foi similar ao valor predito pelo modelo que foi de 97,1%. Estes resultados mostram que o

biocatalisador preparado foi bastante ativo na obtencdo de compostos de interesse industrial como
valerato de etila (aroma de magé verde).
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5. CONCLUSAO

Neste estudo, foi proposta a producdo de valerato de etila por esterificacdo direta em meio
orgéanico mediada por lipase de Thermomyces lanuginosus imobilizada por adsorcdo fisica em PHB,
um suporte altamente hidrofébico, de baixo custo e renovavel. Em condi¢fes otimizadas (reacbes
conduzidas com concentracdo de biocatalisador de 15% m/v por incubagdo a 32,7 °C e agitacdo de
234 rpm), maxima conversdo de 92,3 + 1,6% foi alcancada apds 5 min de reacdo. Este estudo
demonstrou que os delineamentos experimentais propostos foram apropriados para a maximizagéo da
reacdo de sintese do éster de aroma de fruta. A aplicacdo do biocatalisador preparado mostrou ser uma
estratégia economicamente atraente para a producdo de compostos de interesse industrial como
ésteres de aroma, uma importante classe de compostos amplamente empregados na industria de
alimentos, cosmeéticos e produtos de higiene pessoal.
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