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RESUMO

AGUIEIRAS, Erika Cristina Goncalves. Sintese de estolides empregando catélise
enzimatica. Rio de Janeiro, 2011. Dissertacdo (Mestrado em Tecnologia de
Processos Quimicos e Bioquimicos) - Escola de Quimica, Universidade Federal do

Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2011

Estolides sado lubrificantes derivados de o6leos vegetais obtidos a partir de
acido oléico ou fontes de acidos graxos hidroxilados. Esses lubrificantes
frequentemente superam a performance de produtos comercialmente disponiveis
como fluidos hidraulicos derivados de petréleo e de Oleo de soja. O objetivo deste
trabalho foi estudar a sintese de estolides de acido oléico ou &cido estearico com
ricinoleato de metila (biodiesel de mamona), utilizando lipases imobilizadas
comerciais (Novozym 435, Lipozyme RM IM e Lipozyme TL IM) em meio sem
solvente. A influéncia de parametros de reacdo como temperatura, concentracao de
enzima, razao molar dos reagentes, tempo de reagéo, tipo de lipase, velocidade de
agitacdo, pressdo e remocdo da agua do meio na conversao do acido graxo foi
estudada. O indice de acidez foi utilizado no acompanhamento do progresso das
reacoes. Novozym 435 apresentou a melhor performance e manteve atividade,
mesmo a 100C. Relagédo linear foi obtida entre a co ncentragdo de catalisador e a
conversao até 14% (m/m) de lipase (conversdo de 53%). Ap6s 100 horas de reacdo a 80C
e 6% (m/m) de Novozym 435, foram obtidos 49 e 50% de conversao para os acidos
oléico e esteérico, respectivamente. O emprego de peneiras moleculares e vacuo
promoveu aumento na conversao superior a 10% apds 48 h. A lipase Novozym 435
foi mais ativa a pressdo atmosférica e pbéde ser reutilizada em 4 reacdes
consecutivas em batelada entre 4cido oléico e biodiesel de mamona a 80C. A
reacao entre duas moléculas de acido ricinoléico também foi catalisada pela lipase.
A converséo obtida nessa reacao foi de 32,4% apos 48 h. Cromatografia em fase
gasosa foi utilizada para avaliar os possiveis produtos formados nas reacdes entre
acido oléico e ricinoleato de metila. Foram detectados picos provavelmente
referentes aos dimeros de estolides. O produto obtido apresentou boas propriedades
de viscosidade, baixo ponto de fluidez e auséncia de corrosividade.

Palavras-chave: Estolide. Lipase. Biolubrificante.
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ABSTRACT

AGUIEIRAS, Erika Cristina Gongalves. Estolides synthesis using enzymatic
catalysis . Rio de Janeiro, 2011. Dissertacdo (Mestrado em Tecnologia de
Processos Quimicos e Bioquimicos) - Escola de Quimica, Universidade Federal do

Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2011

Estolides are lubricants based on vegetable oils obtained from oleic acid or
any source of hydroxy fatty acids. These lubricants currently out-perform the
commercially available products such as petroleum-based hydraulic fluids and soy-
based fluids. The aim of this work was to study the synthesis of estolides from oleic
acid or stearic acid and methyl ricinoleate (castor oil biodiesel), using commercial
immobilized lipases (Novozym 435, Lipozyme RM IM and Lipozyme TL IM) in a
solvent free medium. The influence of reaction parameters such as temperature,
enzyme concentration, molar ratio of reagents, reaction time, type of lipase, speed of
agitation, pressure and water removal on the acid conversion was examined. The
acid value was used as an index to show the degree of reaction. Novozym 435
showed the best performance and kept activity even at 100C. A linear relation
between catalyst amount and conversion was found until 14 wt. % of lipase
(conversion of 53%). After 100 hours of reaction at 80C and 6 wt.% of Novozym
435, were obtained 49 and 50% of conversion to oleic and stearic acids, respectively.
The use of molecular sieves and vacuum increased the conversion after 48 h in more
than 10%. The lipase Novozym 435 was most active at atmospheric pressure and
could be reused for four batch reactions with oleic acid and castor biodiesel at 80C.
The reaction between two molecules of ricinoleic acid was also catalyzed by lipase.
The conversion attained in this reaction was 32.4% after 48 h. Gas chromatography
was used to evaluate the possible products formed in reactions between oleic acid
and methyl ricinoleate. Peaks were detected probably related to estolides dimers.
The obtained biolubricant showed good properties of viscosity, low pour point and
lack of corrosiveness.

Keywords: Estolide. Lipase. Biolubricant.
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Capitulo 1. Introducéo 1

Capitulo 1

1 INTRODUCAO

A substituicdo de triglicerideos naturais para fins lubrificantes por derivados
de petréleo teve inicio no século XIX devido ao maior custo dos 6leos vegetais, a
maior oferta de derivados de petréleo e as limitacbes de aplicacdo dos Oleos
vegetais devido a algumas de suas propriedades fisicas. Os produtos petroliferos
gue se tornaram mais baratos para producéo e venda e que se oxidam menos tém
dominado o mercado desde entdo. Essas fontes petroliferas, no entanto, séo
limitadas e com previsdo de esgotamento, além de muitas vezes ndo serem
compativeis com os padrées de qualidade definidos por consideragcdes ambientais.
O mercado mundial de lubrificantes € da ordem de 13 bilhGes de galdes por ano, dos
quais se estima que cerca de 50% sao descartados no meio ambiente. A iminéncia
do esgotamento das reservas mundiais de petréleo e a crescente consciéncia do

impacto ambiental do uso desta matéria-prima fossil tém direcionado a pesquisa do

Aguieiras, E.C.G.



Capitulo 1. Introducéo 2

setor oleoquimico em diversas areas, dentre as quais destaca-se a producdo de
Oleos lubrificantes biodegradaveis.

Oleos vegetais e seus derivados tém recebido crescente interesse para serem
utilizados como matérias-primas para a producdo de lubrificantes biodegradaveis.
No entanto, estes Oleos sdo sensiveis ao estresse térmico-oxidativo e nao
apresentam boa performance em baixas temperaturas. Dessa forma, o0s
biolubrificantes obtidos a partir de Oleos vegetais devem superar sua instabilidade
inerente devido a presenca de residuos de acidos graxos insaturados no 6leo natural
para serem competitivos com produtos a base de 6leos minerais. Uma melhoria
destas propriedades pode ser atingida por modificagbes na cadeia carbonica dos
acidos graxos que compdem os Oleos vegetais. Dentre as propriedades lubrificantes
dos oleos avaliadas destacam-se: a viscosidade, o indice de viscosidade, o ponto de
fluidez, o indice de acidez dentre outras. Para biolubrificantes, as estabilidades
oxidativa, térmica e hidrolitica sdo essenciais devido a sua origem vegetal. Oleos
que possam resistir a oxidacdo sdo menos provaveis de formarem depdsitos,
material escuro e sub-produtos corrosivos, e sdo menos susceptiveis a variacdes de
viscosidade. Portanto, a maior parte das pesquisas de desenvolvimento de novos
biolubrificantes esta focada na obtencdo de um biolubrificante resistente a oxidagéo
e ao mesmo tempo biodegradavel.

Estolides constituem uma nova classe de lubrificantes derivados de 6leos
vegetais com excelentes propriedades a baixas temperaturas, sendo o ponto de
fluidez um dos melhores indicadores de tais propriedades. Estolide € o nome
genérico de poliésteres lineares de acidos graxos em que a carbonila funcional de
um acido graxo se liga ao sitio de insaturacdo de outro acido graxo ou em que a
hidroxila de um acido graxo hidroxilado é esterificada pela carboxila de outra
molécula de &cido graxo.

O processo convencional de produgédo de estolides por meio de reacdes de
polimerizacdo dos acidos oléico ou ricinoléico a temperaturas de 205 a 210 sob
vacuo de 700 mmHg em atmosfera de dioxido de carbono ou empregando acidos
fortes (HCIO, or H,SO,) como catalisadores. Os produtos resultantes dessas

reacoes, geralmente, precisam ser redestilados para remoc¢ao de impurezas geradas
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via degradacdo térmica. Além disso, 0s processos homogéneos classicos, por
utilizarem catalisadores &cidos, acarretam em problemas de corrosdo nos
equipamentos e geram efluentes acidos, que podem causar danos ambientais.

Como alternativa ao processo convencional, alguns pesquisadores tém
estudado a sintese de estolides a partir de reaces de esterificagdo catalisadas por
lipases. A sintese de estolide empregando lipases (triacilglicerol éster hidrolases, EC
3.1.1.3) previne a degradacdo dos reagentes e produtos e reduz o numero de
reacoes secundarias uma vez que essas enzimas atuam em condi¢cdes reacionais
brandas e possuem alta especificidade.

Este trabalho se insere na area de processos enzimaticos de sintese de
estolides para uso como lubrificantes e visa contribuir para o desenvolvimento de
Novos processos para a producao de lubrificantes biodegradaveis. Desse modo, o
objetivo desta dissertacao foi investigar a sintese enzimatica de estolides a partir de
reacOes entre ricinoleato de metila (biodiesel de mamona) e os &cidos oléico e
esteéarico utilizando lipases imobilizadas comerciais em meio sem solvente. A
escolha do ricinoleato de metila como reagente para a obtencdo de estolides deve-
se ao existente e desenvolvido programa de producdo de biodiesel a partir do 6leo
de mamona no pais visando o incentivo para obtencdo de biodiesel a partir de
oleaginosas de agricultura familiar. Entretanto, algumas propriedades desse
combustivel, como sua alta viscosidade e higroscopicidade tém acarretado em
dificuldades de implementacéo desse biodiesel na matriz energética brasileira. Desta
forma, o aproveitamento desse éster em reacfes de condensacdo catalisadas por
lipases representa uma rota alternativa de utilizagcdo desse produto para obtencao
de um lubrificante biodegradavel (estolide) a partir de uma tecnologia

ambientalmente compativel.

Aguieiras, E.C.G.



Capitulo 2. Reviséo Bibliogréfica 4

Capitulo 2

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Oleos lubrificantes

Oleos lubrificantes s&o liquidos que ficam interpostos entre duas partes
formando uma pelicula que evita o contato direto entre as superficies metalicas
evitando o atrito e, consequentemente, o desgaste e a geracdo de calor
(http://www.ibp.org.br; http://www.renewablelubricants.com). Os lubrificantes liquidos
podem ser de origem mineral, vegetal, animal ou sintética. Atualmente, os 0leos
basicos, obtidos pelo processamento do petrdleo, sdo 0s principais constituintes de
Oleos lubrificantes e podem ser classificados em minerais e sintéticos.

O processo de producdo de Oleos basicos minerais para aplicacdo como
lubrificantes inclui a separacéo das diferentes fracdes do 6leo por destilacao e refino
do petrdleo. No processo de extracdo dos Oleos basicos, as fragbes destiladas
passam por unidades de processamento para remo¢do de compostos indesejaveis

como aromaticos e compostos contendo heteroatomos como nitrogénio e enxofre,
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onde s&o obtidos lubrificantes com determinadas faixas de viscosidade. Os residuos
provenientes da destilacdo séo tratados para a obtenc&o de lubrificantes de maior
viscosidade. Dessa forma, os Oleos lubrificantes basicos minerais podem ser
classificados em destilados e residuais. A combinacdo desta classificacdo com a
estrutura molecular do o6leo permite agrupar os 6leos basicos minerais em
parafinicos, nafténicos e aromaticos (http://www.ibp.org.br).

Os 6leos basicos sintéticos sao produzidos a partir de rea¢cdes quimicas com
0 objetivo de se obter propriedades adequadas as funcdes lubrificantes. Dentre
estes lubrificantes destacam-se as polialfaolefinas, os ésteres sintéticos e o0s
poliglicéis. Oleos basicos sintéticos possuem como principais vantagens maiores
estabilidades térmica e oxidativa (SILVA, 2006). No entanto, esses lubrificantes séo
mais caros em relacédo aos 0leos minerais.

A especificacdo do 6leo béasico € obtida por meio de um conjunto de analises
laboratoriais denominado analise tipica, que determina as caracteristicas do 6leo. A
partir da especificacao € possivel padronizar os 6leos a fim de que os lubrificantes
produzidos a partir dos mesmos apresentem uniformidade em termos de aparéncia e
tenham suas caracteristicas variando dentro de limites definidos. Além da
especificacdo, os O6leos também sdo analisados para a determinagdo de seu
desempenho, que se refere ao comportamento do lubrificante em uma dada
aplicacao, ou seja, sua capacidade de reduzir atrito, resistir & oxidagcdo, minimizar a
formacdo de depdsitos e espuma e de impedir a corrosdo e o desgaste (SILVA,
2006).

Na maior parte das vezes o melhor desempenho dos 6leos € obtido com o
emprego de aditivos que tém como objetivo reforcar ou conferir ao 6leo basico as
caracteristicas necessarias a lubrificacdo. Os principais aditivos sdo: antioxidantes,
anti-corrosivos, anti-desgastes, anti-ferruginosos, anti-espumantes, depressores de

ponto de fluidez e melhoradores do indice de viscosidade.
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2.1.1 Propriedades dos lubrificantes

As principais propriedades dos 6leos lubrificantes, e que constituem requisitos

para seu bom desempenho sao:

Viscosidade: E a resisténcia do fluido ao escoamento, que é funcdo da forca
necessaria para haver deslizamento entre as camadas individuais do fluido.
Lubrificantes sdo produzidos para atender a uma larga gama de viscosidades
podendo ser classificados em leves, médios e pesados
(http://www.renewablelubricants.com). A viscosidade diminui com o aumento da
temperatura e, portanto, para manter uma pelicula lubrificante, quanto maior a
temperatura, maior deverd ser a viscosidade. O método mais utilizado para a
medicdo da viscosidade é o método cinematico. O viscosimetro cineméatico é
constituido de um tubo capilar onde ocorre 0 escoamento do Oleo
(http://www.oilbrasil.com.br). A viscosidade cinematica é expressa em centistokes
(cSt) e é convencionalmente obtida em duas temperaturas padréo: 40°C e 100°C
(http://'www.renewablelubricants.com; http://www.laboroil.com.br/internet_afq.php).

indice de Viscosidade: E uma escala arbitraria de numeracdo que indica as

mudancas na viscosidade do 6leo em funcdo da variacdo da temperatura
(http://www.renewablelubricants.com). E determinado a partir da medicdo da
viscosidade cinematica a duas temperaturas diferentes. Um alto indice de
viscosidade denota que o fluido possui pouca mudanca de viscosidade em uma
grande variacdo de temperatura (ISBELL et al., 2001). Essa propriedade é

determinada em geral pelo método ASTM D2270 (http://www.ibp.org.br).

Ponto de Fulgor: E a menor temperatura na qual os vapores do produto

inflamam-se na presenca de uma chama. A determinacdo dessa propriedade tem
importancia sob o ponto de vista da segurang¢a, uma vez que temperaturas acima do
ponto de fulgor podem representar condicdo favoravel a ocorréncia de incéndios e
explosdes. E também um teste indicativo de contaminac&o por combustivel em 6leos
de motores de combustao interna (http://www.ibp.org.br; http://www. laboroil. com. br
/internet _afqg.php).
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Ponto de Fuidez: E a menor temperatura na qual o 6leo flui livremente sob

condicdes pré-estabelecidas em laboratério. Véarios fatores, como a origem do 6leo
cru e o processo de fabricacdo, interferem no valor do ponto de fluidez. Essa
propriedade possui grande importancia principalmente quando ha a possibilidade do
lubrificante ser usado em climas frios e em 6leos para maquinas de sistemas de
refrigeracdo. Nesse caso, lubrificantes com baixo ponto de fluidez sdo desejaveis
para garantir o escoamento do produto, impedindo danos ao equipamento

(http://www.ibp.org.br; http://www.laboroil.com.br/internet_afq.php).

Ponto de névoa: E a temperatura em que os solidos dissolvidos no 6leo, como

a parafina, comecam a se formar e se separar do fluido. Alguns 6leos devem ser
mantidos a temperaturas acima do ponto névoa para evitar o entupimento de filtros

(http://www.renewablelubricants.com).

Cinzas: O teor de cinzas esta relacionado a quantidade de materiais nao
combustiveis que podem estar presentes no lubrificante. Esses materiais sao
provenientes geralmente de solugbes de aditivos metélicos que ndo sao
completamente queimados. O percentual de cinzas de um 6leo queimado fornece
uma indicacdo da quantidade de aditivo metalico e contaminagcédo por soélidos nao

combustiveis (http://www.ibp.org.br).

Acidez: A acidez de um 0leo geralmente € expressa em termos de indice de
acidez (quantidade de hidroxido de potassio (mg) necessaria para neutralizar os
componentes acidos presentes em 1g de 6leo). O ponto de neutralizagdo da
amostra € detectado pela mudancga de sua coloracdo (método colorimétrico ASTM
D974) ou pela leitura do pH (método eletrométrico ASTM D664). Em 6leos novos, 0
indice de acidez € utilizado no controle da qualidade de fabricacdo. Em Oleos
usados, 0 aumento da acidez ocorre devido contaminagdo externa ou processo de
oxidacdo acelerado (http://www.oilbrasil.com.br). Assim, o indice de acidez (IA) de
uma amostra de 6leo é indicativo da idade do fluido e pode ser usado para
determinar quando o 6leo deve ser trocado (http://www.renewablelubricants.com).
S&o desejaveis valores inferiores a 0,5 mg KOH/g, uma vez que valores elevados de

IA contribuem para aumentar efeitos de corrosao (SILVA, 2006).
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Corrosivisidade: Os lubrificantes ndo devem ser corrosivos. Alguns

lubrificantes contém aditivos a base de cloro, enxofre e sais organicos que podem
atacar os metais, principalmente as ligas de cobre. Por isso, o teste mais utilizado
para a determinacdo da corrosividade é o ASTM 130 (Corrosdao em Lamina de
Cobre). Neste teste, uma lamina de cobre é colocada em banho no 6leo a ser
testado por 3 horas a temperatura de 100°C. Esta lamina é entdo removida, lavada e
comparada com os padroes ASTM (de la - auséncia de manchamento até a 4c -

corrosédo) (http://www.oilbrasil.com.br).

Demulsibilidade: E o tempo necessario para que ocorra completa separagio

de oleo/agua (http://www.laboroil.com.br/internet_afq.php). Esta propriedade € muito
importante em 6leos de turbina e em sistemas nos quais o Oleo tera contato com a
adgua, pois esse contato pode acarretar em perda da capacidade de lubrificacdo
devido a formacdo de emulsdo e coleta de poeira, areia e sujeira que podem
prejudicar a operacdo de valvulas e bombas, aumentar o desgaste e promover a

oxidacao do liquido (http://www.renewablelubricants.com).

Estabilidade a oxidacdo: Lubrificantes devem possuir estabilidade e

resisténcia a oxidacdo. As reacdes quimicas do 6leo com o oxigénio resultam na
formacdo de &cidos organicos que aumentam a viscosidade do fluido e podem
causar corrosdo. A estabilidade a oxidacdo é o principal fator determinante do
periodo de vida atil de um lubrificante (http://www.oilbrasil.com.br). Os contribuintes
mais significativos para a oxidacdo incluem temperatura, pressao, contaminantes,
dgua e agitacdo (http://www.renewablelubricants.com). Em geral, pequenas
quantidades de antioxidantes séo utilizadas em formulagfes de Oleos minerais. No
entanto, Oleos vegetais, por serem insaturados, tendem a ser mais susceptiveis a
oxidacdo, sendo necessarias maiores quantidades desses aditivos (1 a 5%) (SILVA,
2006). Os ensaios para a determinacdo da tendéncia do Oleo de se oxidar
submetem o lubrificante a altas temperaturas na presenca de oxigénio puro sob

pressao.
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2.2 Biolubrificantes

Em 2008, o mercado mundial de lubrificantes foi da ordem de 13 bilhGes de
galdes, dos quais cerca de 50% foram perdidos para o meio ambiente por meio de
evaporacao, vazamentos e eliminacdo inadequada, contaminando solos e aguas
subterraneas (BREMMER e PLONSKER, 2008).

Além de motosserras e maquinas agricolas, outros equipamentos que utilizam
lubrificantes podem causar degradacdo do meio ambiente através da liberagdo de
6leo ndo queimado e gas de exaustdo. Quando motores nauticos sao utilizados em
rios, lagos e oceanos, o 6leo ndo queimado quando liberado pode acarretar em
poluicdo das aguas. Esses lubrificantes derivados de petrdleo, por ndo serem

facilmente degradados, representam perigo para o ambiente quando sao liberados.

O aumento das restricdes ambientais aliado a fatores como, a disponibilidade
limitada dos recursos fosseis, 0 desenvolvimento de politicas de mitigacdo das
alteracdes climaticas e a mudanca no perfil do consumidor devido a consciéncia da
necessidade de sustentabilidade, acarretam na urgéncia de substituicdo de
derivados de petréleo por produtos atéxicos derivados de fontes vegetais
(BREMMER e PLONSKER, 2008; REPORT OF THE TASKFORCE ON BIO-BASED
PRODUCTS, 2007). Nesse cenario, a preocupacdo mundial com a producdo de
fluidos capazes de se degradarem em curtos periodos de tempo vem se tornando
uma das principais prioridades do setor oleoquimico.

O termo biolubrificante refere-se ao lubrificante que é biodegradavel, ou seja,
que possui capacidade comprovada de ser decomposto, em um intervalo de até 1
ano, por processos biolégicos naturais em solos carbonosos atoxicos, agua, didxido
de carbono ou metano (SILVA, 2006; http://www.renewablelubricants.com). A
biodegradacdo ocorre por meio de reacdes fisicas e quimicas com a biota, onde
compostos organicos mais reduzidos que CO, sdo atacados por enzimas
microbianas, desde que possuam semelhanca estrutural com os substratos naturais.
De maneira geral os lubrificantes podem classificados em facilmente biodegradaveis,
inerentemente biodegradaveis (20 a 70% degradados em 28 dias) e n&o-

biodegradaveis (http://www.renewablelubricants.com).
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Alguns lubrificantes biodegradaveis sdo baseados em 6leos vegetais puros
ndo modificados, como triglicerideos naturais. No entanto, a aplicacdo direta dos
Oleos vegetais como lubrificantes € limitada por algumas de suas propriedades
fisicas, principalmente, sua elevada viscosidade e baixa estabilidade térmica,
hidrolitica e oxidativa (CERMAK et al., 2006). A baixa estabilidade térmica e
oxidativa dos 0leos vegetais se deve a presenca de insaturacdes na parte do &cido
graxo e ao grupo B-CH no componente alcodlico (ISBELL et al., 2006; SILVA, 2006).
As duplas ligacdes sao propicias a sofrerem oxidacédo pelo oxigénio presente no ar.
Quanto maior a temperatura, mais reativas sdo as moléculas, propiciando oxidacao
e, consequentemente, a deterioracdo do lubrificante (PALULIAN, 2003). J& 0 atomo
de hidrogénio B € facilmente eliminado da estrutura da molécula levando a quebra
do éster em olefinas e acidos (SILVA, 2006). Além disso, em baixas temperaturas,
as moléculas formam grumos e se cristalizam, levando a um aumento da

viscosidade.

Estas desvantagens podem ser superadas com o uso de aditivos. Entretanto,
a utilizacao de aditivos acarreta na reducédo da biodegradabilidade e no aumento da
toxicidade e do preco do produto final (CERMAK et al., 2008). Os problemas
relacionados a presenca de poli-insaturacdes nos Oleos vegetais podem ser
reduzidos por modificacbes nas moléculas do 6leo, como a alquilagdo, acilacéo,
hidrogenacéao, oligomerizacéo (polimerizacdo), epoxidacédo, microemulsao, pirolise e
reacao de transesterificacdo com alcoois de cadeia curta (BREMMER e PLONSKER,
2008; FAGUNDES et al.,, 2004). Como exemplo tem-se 0s ésteres sintéticos
derivados de matéria-prima de origem vegetal, como trimetilolpropano (TMP) e
trioleato, que sao similares em termos de estrutura quimica aos triglicerideos
naturais e melhoram significativamente as propriedades fisico-quimicas em baixas
temperaturas das matérias-primas biodegradaveis. Assim, os 6leos vegetais naturais
podem ser tratados para produzir produtos modificados, que ainda sé&o
biodegradaveis e renovaveis. Entretanto, os derivados de ésteres sintéticos sao de
duas a seis vezes mais caros que 0s Oleos vegetais, 0 que limita sua aplicacéo
(ISBELL et al., 2001).

Apesar da melhoria no desempenho dos biolubrificantes, o mercado para

esses produtos tem se desenvolvido lentamente devido a falta de pressoes
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regulatérias e ao preco, uma vez que biolubrificantes podem custar até oito vezes
mais do que o0s Oleos convencionais (http://www.funcap.ce.gov.br/ceara-sedia-
unidade-de-pesquisa-em-biolubrificantes-da-petrobras). Atualmente, o wuso de
biolubrificantes representa apenas uma pequena parte da quantidade total dos
lubrificantes utilizados no mundo (BREMMER e PLONSKER, 2008). Em 2007, a
producdo de biolubrificantes correspondeu a 2% do total (100.000 toneladas de 5
milhdes de toneladas), principalmente no setor hidraulico (REPORT OF THE
TASKFORCE ON BIO-BASED PRODUCTS, 2007). Nos Estados Unidos até pouco
tempo atrds se observava pouco ou nenhum incentivo para substituicdo de
lubrificantes a base de 6leo mineral por lubrificantes derivados de 6leos vegetais.
Entretanto, conforme exigido pelo artigo “Farm Bill” de maio de 2002 e legislacdes
posteriores, 0 pais adotou incentivos com o objetivo de priorizar a escolha e
utilizacdo de produtos renovaveis no lugar de produtos a base de petréleo, quando
razoavelmente competitivos e adequados para a aplicagdo. Atualmente,
biolubrificantes sdo empregados em diversos setores, desde os elevadores da
Estatua da Liberdade até hidrelétricas canadenses. Acredita-se que a area de
biolubrificantes ird crescer mais rapidamente nos proximos anos a frente do que foi
observado anteriormente (BREMMER e PLONSKER, 2008).

J& na Europa, as pressfes ambientais e o volume de informagfes disponiveis
para a substituicdo de derivados de petroleo por 6leos renovaveis e biodegradaveis
sdo maiores. O uso estimado de biolubrificantes em 2006 na Unido Européia foi de
127 mil toneladas, ou cerca de 40 milhdes de galdes (BREMMER e PLONSKER,
2008). O crescimento foi estimado em 3,7% ao ano entre 2000 e 2006. Esse fato se
deve ao maior nivel de conscientizacdo ambiental existente no continente, onde a
utilizacao de biolubrificantes pode ser observada ha mais de 20 anos. Na Alemanha
estima-se que o mercado de biolubrificantes ocupe cerca de 15% do total. Os
escandinavos respondem por cerca de 11% e outros paises, como Franc¢a, Espanha
e Reino Unido possuem mercados inferiores a 1% (BREMMER e PLONSKER,
2008). Em alguns locais da Europa, embarcacfes de agua doce ndo podem usar
lubrificantes que ndo sejam biodegradaveis porque a agua potavel, hoje é uma

commodity (mercadoria) cada vez mais valorizada.
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2.3 Estolides

Estolide € o nome genérico para oligbmeros lineares (poliésteres) de acidos
graxos onde a carbonila funcional de um acido graxo se liga ao sitio de insaturacéo
de outro acido graxo ou em que a hidroxila de um &cido graxo hidroxilado (HFA) é
esterificada pela carboxila de outra molécula de acido graxo (CERMAK e ISBELL,
2002; BODALO-SANTOYO et al., 2005). O nimero de estolide (EN) é definido como
0 numero de moléculas de acidos graxos adicionadas ao acido graxo base (EN =
n+l) e representa a extensdo da oligomerizacdo. Estolides também podem ser
convertidos em ésteres de estolides pela reagdo da carboxila terminal com um alcool
(CERMAK et al., 2008).

A Figura 2.1 representa um esquema de uma molécula de estolide derivada
do &cido ricinoléico (C18:1, OH).

=0

OH

Figura 2.1 Esquema de estolide derivado do &cido ricinoléico.
Fonte: BODALO-SANTOYO et al. (2005)

Estudos tém observado grande potencial dos estolides derivados de acidos
graxos (ex. acido ricinoléico) em aplicacbes especificas devido aos seus altos
indices de viscosidade e biodegradabilidade, podendo ser empregados como
plasticidas, aditivos em cosméticos, componentes de tintas, controladores de
viscosidade em chocolates e emulsificantes em margarinas e como resinas de
revestimento no processamento de metais (BODALO-SANTOYO et al., 2005;
HAYES e KLEIMAN, 1995; YOSHIDA et al., 1997; PELAEZ et al., 2003).

Estolides e ésteres de estolides também representam uma alternativa como
biolubrificantes obtidos a partir de 6leos vegetais, podendo ser empregados para
ajudar na reducédo e eliminacdo dos problemas comuns associados a utilizacdo de

Oleos vegetais ndo modificados como lubrificantes (CERMAK e ISBELL, 2002). Eles
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podem ser produzidos a partir de uma série de 6leos vegetais como: “meadowfoam”
(planta dos prados), mamona e “cuphea” (sete-sangrias) e de acidos graxos como
acido oléico (ZERKOWSKI et al., 2008). Estolides apresentam excelente lubricidade
e biodegradabilidade, baixos pontos de fluidez, boa estabilidade oxidativa e,
frequentemente, superam a performance de produtos comercialmente disponiveis
como fluidos hidraulicos derivados de petroleo e fluidos derivados de 6leo de soja
(CERMAK e ISBELL, 2003; CERMAK e ISBELL, 2004; CERMAK e ISBELL, 2009).
Além disso, as ligacdes ésteres secundarias dos estolides sdo mais resistentes a
hidrélise do que as ligacdes presentes nos triglicerideos de Oleos vegetais. Esse
aspecto estrutural da molécula de estolide resulta em propriedades superiores a
baixas temperaturas, além das propriedades ja inerentes da molécula de acido graxo
(ISBELL et al., 2001).

A patente US 6,316,649 descreve um processo para a sintese de ésteres de
estolides a partir da reagdo entre &cido oléico e acidos graxos saturados com 6 a 18
atomos de carbono e posterior reacdo com 2-etil-hexanol, empregando como
catalisador o acido perclorico. Os ésteres de estolides obtidos apresentaram boa
estabilidade oxidativa, boas propriedades viscosimétricas (viscosidade e indice de
viscosidade), baixo ponto de fluidez e boa degradabilidade (CERMAK e ISBELL,
2001).

Com relagcéo a biodegradabilidade, foi observado que estolides derivados de
acido oléico foram degradados em quantidades superiores a 90%, enguanto
estolides de meadowfoam (planta dos prados) e acido erucico foram degradados
mais lentamente, em quantidades superiores a 75 e 80%, apdés 30 dias,
respectivamante (ERHAN e KLEIMAN, 1997).

Na natureza, estolides podem ser encontrados em pequenas quantidades, na
forma de tetraglicerideos, em diversas sementes de plantas da familia Cruciferae ou
Brassicaceae (familias do repolho, couve-flor, nabo, agrido e da mostarda) nos
géneros Heliophila e Lesquerella. O 6leo de Cruciferae possui elevada quantidade
de acido lesquerdlico (acido 14-hidroxi-cis-11-eicosandico), enquanto o Oleo de
Brassicaceae apresenta elevada quantidade dos &acidos: densipdlico (4cido 15-
hidroxi-9,15-octadecadiendico), auricélico (acido 14-hidroxi-11,17-eicosadiendico) e

lesquerdlico. Os principais mondémeros descritos na literatura como componentes de
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estolides sdo o0s 4&cidos graxos hidroxilados ricinoléico (12-hidroxi-9-cis-
octadecendico, 18:19-OH12) e 12-hidroxi esteéarico (PELAEZ et al., 2003).

Em laboratorio, estolides foram primeiramente sintetizados pela condensacao
do acido oléico (processo de homopolimerizacédo), empregando-se altas pressoes e
temperaturas (200°C) ou catalisadores acidos (PELAEZ et al., 2003). A Figura 2.2
apresenta um esquema desses estolides derivados de acido oléico.

a]
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Figura 2.2 Esquema de estolide derivado do acido oléico.
Fonte: ISBELL et al. (1997)

Além do processo de homopolimerizacdo, uma outra classe de estolides pode
ser sintetizada a partir de um processo denominado de capeamento. NoO
capeamento o processo de oligomerizacao € finalizado pela adicdo de um acido
graxo saturado ao meio reacional. O acido graxo saturado, ao reagir com a dupla
ligagcdo de um &cido insaturado como o acido oléico faz com que ndo haja mais
sitios adicionais para que a oligomerizacdo prossiga. Desse modo, a sintese €
finalizada nesse ponto, ndo havendo mais introducdo de novas moléculas de acidos
graxos e o estolide € denominado como capeado (CERMAK et al., 2008).

A adicao de um acido graxo saturado que age como agente de capeamento,
diminui o numero de insaturacdes na molécula melhorando sua estabilidade
oxidativa. No entanto, os pontos de fluidez e de névoa sdo negativamente afetados o
que diminui a performance do lubrificante em baixas temperaturas (CERMAK e
ISBELL, 2002). A performance em baixas temperaturas € uma caracteristica que
deve ser levada em consideracao para determinadas aplicagdes do estolide. Logo, a
escolha do material de capeamento € importante para se obter estolides com as
caracteristicas desejadas (CERMAK e ISBELL, 2001).

A maior parte dos trabalhos reportados na literatura relacionados a sintese de
estolides utiliza como substrato o acido oléico que é polimerizado via emprego de
catalisadores quimicos convencionais. A utilizacdo de lipases visando a obtencéo

desses produtos possui ainda poucos trabalhos relatados, nos quais o acido
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ricinoléico (presente no 6leo de mamona) é na maior parte das vezes o reagente de
partida empregado.

No Brasil, o programa de incentivo para obtencdo de biodiesel a partir de
oleaginosas de agricultura familiar, tem proporcionado um aumento na producéo do
0leo de mamona, bem como do biodiesel obtido a partir do mesmo (pricipalmente o
ricinoleato de metila). Entretanto, algumas propriedades desse combustivel, como
sua alta viscosidade e higroscopicidade acarretam em dificuldades de
implementacdo desse biodiesel na matriz energética brasileira. Desta forma, o
aproveitamento desse éster em reacdes de condensacdo catalisadas por lipases
representa uma rota alternativa de utilizacdo desse produto para obtencdo de um
lubrificante biodegradavel (estolide) a partir de uma tecnologia ambientalmente

compativel.
2.4 Biodiesel de mamona
A mamona (Ricinus communis L.) é um arbusto de origem afro-asiatica com

elevada capacidade de resisténcia a seca, pertencente a familia Euphorbiaceae e
encontrada em todo o territério nacional (SCHOLZ e SILVA, 2008).

Figura 2.3 Mamoneira, seu fruto e sua semente.

A importancia da cultura da mamoneira deve-se a grande aplicabilidade de
seu Oleo (45 a 50% da baga), constituido por cerca de 90% de acido ricinoléico
(MAPA 2009; SCHNEIDER et al., 2004). Esse acido graxo possui trés grupamentos
quimicos sujeitos a modificacdes: a hidroxila (C12), a dupla ligacdo (C=C) no
carbono 9 e a carboxila acida, fornecendo uma grande variedade de derivados
(SCHNEIDER et al.,, 2004). A Figura 2.4 ilustra a estrutura quimica do acido

ricinoléico.

Aguieiras, E.C.G.



Capitulo 2. Reviséo Bibliogréfica 16

OH

Figura 2.4. Estrutura quimica do &cido ricinoléico (acido 12-hidroxi 9-octadecenaico).

Hoje o Brasil ocupa a terceira posicdo como maior produtor mundial de
mamona, permanecendo atras apenas da india e da China que ocupam o primeiro e
segundo lugar na producdo mundial, respectivamente. O Brasil conta com
capacidade instalada de esmagamento de cerca de 160 mil toneladas/ano, de bagas
nas principais empresas, considerando 200 dias Uuteis de processamento. A
producdo da safra 2008/2009 foi de 765 kg/ha o que equivale a 133 mil toneladas
(MAPA, 2009; MACEDO, 2006). Na Bahia essa lavoura possui maior representacao
econdmica com cerca de 72% do total produzido no pais (MACEDO, 2006).

A cultura de mamona, que passou por um periodo de decadéncia na década
de 90, vem apresentando sinais de recuperagcdo devido ao langcamento de
programas visando incentivar e aperfeicoar a produgéo de biodiesel, priorizando
oleaginosas que propiciem maior emprego de mao-de-obra e insira regides que
estejam a margem do processo de desenvolvimento econémico do pais. O cultivo da
mamona no semi-arido é uma tentativa de sustentabilidade e de inclusdo social
através da agricultura familiar, criando melhores condi¢cbes de vida em regifes
carentes.

Nesse contexto, a mamona esté incluida no Programa Nacional de Producéao
e Uso de Biodiesel (PNPB) elaborado pelo Governo Federal que, por meio da lei
federal 11.097/2005, autorizou a adi¢cdo de 2% de combustiveis derivados de 6leos
vegetais ao diesel obtido a partir do petréleo em 2008, e a elevacdo desse
porcentual para 5% até 2012 (LELES, 2008). A principal rota de sintese do biodiesel
de mamona € a transesterificacdo do 0leo com alcoois de cadeia curta (metanol e
etanol) sendo obtidos ésteres metilicos ou etilicos (principalmente ésteres de acido

ricinoléico).
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2.5 Sintese de estolides

2.5.1 Via quimica

A rota mais empregada para a sintese de estolides € a partir de reacdes de
homopolimerizagdo do acido oléico, &acido ricinoléico e acido 12-hidroxiestearico sob
altas temperaturas ou utilizando catélise acida mineral (BODALO-SANTOYO et al.,
2008; CERMAK e ISBELL, 2004; ISBELL et al., 2006; CERMAK et al., 2006).

A sintese de estolides de acido oléico empregando catalisadores acidos
minerais acarreta em maiores rendimentos e em produtos com boas propriedades
fisicas (CERMAK e ISBELL, 2002). A catalise com acido sulfurico promove
rendimento de 60% apos 6 horas de reacdo. A utilizacdo de acido perclérico como
catalisador promove elevados rendimentos em estolides (75%), mesmo em tempos
curtos de reacao (2 horas) (ISBELL et al., 1997). No entanto, o acido perclérico é
mais corrosivo e mais caro que o acido sulfarico (YOSHIDA et al., 1997). Argilas
também podem ser empregadas na sintese de estolides, porém promovem baixos
rendimentos (HARRY-O KURU et al., 2001).

Isbell e colaboradores (1997) estudaram a sintese de estolides a partir de
acido oléico comercial (70,5%) empregando acido sulfurico como catalisador. Os
autores obtiveram melhores rendimentos (75%) com 5% (v/v) de catalisador a 55°C
apos 1500 minutos. Temperaturas acima de 55T resul taram em baixos rendimentos
em estolides devido a formacéo de lactonas. As lactonas sdo formadas a partir de
uma ciclizacdo intramolecular do grupo carboxila de um &acido graxo com um
carbocation localizado nas posi¢cfes 4 ou 5 da cadeia de acido graxo em meio acido
(CERMAK e ISBELL, 2001).

Cermak e Isbell (2001) estudaram a sintese de estolides derivados do acido
oléico utilizando acido perclorico como catalisador. Os autores avaliaram os efeitos
do capeamento do estolide com diferentes acidos graxos saturados, desde acido
butirico (C4) até esteéarico (C18). Os rendimentos variaram de 45% (empregando
acido estearico a 55C) a 65% (empregando acido dec andico a 45C). Entretanto, a
55<C, lactonas foram os principais produtos secunda rios.

Em trabalho posterior, Cermak e Isbell (2004) sintetizaram estolides e ésteres
de estolides derivados de acido oléico e Oleo de cuphea (sete-sangrias), composto

principalmente por acido decandico, com acido perclorico como catalisador a 60°C,
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em meio sem solvente e sob vacuo. O acido decandico presente no 6leo de cuphea
agiu como reagente de capeamento dos estolides derivados do acido oléico. Os
autores observaram que o aumento na quantidade de catalisador acarretou no
aumento do numero de estolide (EN) e no rendimento apos 24 horas de reacdo. No
entanto, o aumento de EN acarretou em aumento dos pontos de fluidez e de névoa,
bem como aumento da viscosidade a 40 e 100C.

Harry O-Kuru e colaboradores (2001) estudaram a sintese de estolides a
partir de acido oléico, a 45T utilizando acido perclérico como catalisador. Os
estolides foram esterificados com diferentes alcoois para gerar ésteres de estolides.
Os ésteres de estolides apresentaram cor clara com os pontos de fluidez de -32,8 a
-12,8C e valores de viscosidade de 89,2 a 119,2 cSt, apropriados para diversas
aplicacoes.

Com o objetivo de sintetizarem um lubrificante de origem vegetal com
melhores propriedades de ponto de fluidez, ponto de fuséo e viscosidade, Isbell e
colaboradores (2001) realizaram sinteses de estolides e ésteres de estolides
derivados dos acidos graxos presentes nos o6leos de meadowfoam (planta dos
prados), crambe (couve-marinha) e do acido oléico. Os estolides foram sintetizados
empregando acido perclérico como catalisador. A esterificacdo dos estolides
promoveu redugdo da viscosidade. Estolides de acido oléico esterificados com os
alcoois 2-etilhexanol e isopropanol apresentaram baixos pontos de fusdo (-34 e
-32°C, respectivamente). Os pontos de fluidez diminuiram drasticamente com a
reducdo dos valores de EN, tanto para os estolides quanto para os ésteres de
estolides e a viscosidade aumentou com o aumento da oligomerizagao.

Cermak e Isbell (2002) sintetizaram estolides a partir do acido oléico e de
acidos graxos saturados, desde butirico até esteéarico, com acido perclérico como
catalisador. Foram sintetizados dimeros e tetrdmeros de acidos graxos e 0s
rendimentos variaram de 45 a 65%. As menores cadeias de acidos graxos (butirico e
hexandico) forneceram estolides com maior grau de oligomerizacdo. Quando o
tamanho da cadeia do acido graxo saturado aumentou de C4 a C10, o ponto de
fluidez dos ésteres de estolides diminuiu para -39°C, enquanto que quando o
tamanho da cadeia aumentou para C18 o ponto de fluidez aumentou para -15°C. O
indice de viscosidade variou de 122 a 155 para os estolides e de 172 a 196 para

estolides esterificados com 2-etil hexanol. Os ésteres de estolides apresentaram
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propriedades em baixas temperaturas superiores aos derivados de 6leo de soja e
aos fluidos derivados de petréleo, sendo os pontos de fluidez e névoa de -36 e

-41<C, respectivamente.

2.5.2 Via enzimética

A maior parte dos trabalhos relacionados a sintese de estolides utiliza
catalisadores acidos minerais como acido sulfurico e acido perclérico, ou altas
temperaturas (200°C) e pressoes elevadas.

Entretanto, além dos problemas de corrosdo e geracéo de efluentes 4cidos, o
processo quimico convencional de sintese de estolides apresenta problemas de
coloracdo e odor do produto final, devido as altas temperaturas empregadas
(BODALO-SANTOYO et al., 2005; BODALO-SANTOYO et al., 2009). A utilizacio de
condicdes acidas severas também pode levar a clivagem de muitos grupos
funcionais presentes na molécula de estolide (HAYES e KLEIMAN, 1995;
ZERKOWSKI et al., 2008). O uso de acido sulfarico como catalisador pode levar a
formacdo de subprodutos sulfonados que se decompdem ao longo do tempo,
liberando grupamentos sulfonados &acidos que diminuem o pH da solugdo de
estolide, prejudicando o funcionamento do fluido (CERMAK e ISBELL, 2001).

A utilizac&o de biocatalisadores como as lipases para a obtencao de estolides
representa uma alternativa em relacdo aos métodos quimicos convencionais. Devido
a alta especificidade das lipases, quase nao sédo formados produtos secundarios, o
gue reduz consideravelmente a quantidade de efluentes industriais gerados. Além
disso, o emprego de biocatalisadores reduz o consumo de energia do processo pelo
fato das lipases atuarem em condicbes reacionais brandas (de temperatura, pH e
pressdo) (KOSKINEN e KLIBANOV, 1996). O emprego de lipases imobilizadas
também permite a recuperacgéo e posterior reutilizacdo do catalisador.

2.5.2.1 Lipases

Lipases (triacilglicerol éster hidrolases - EC 3.1.1.3) sdo enzimas que
possuem como funcao natural a hidrolise de ésteres, especialmente triglicerideos de

cadeia longa, produzindo acidos graxos livres, di- e monoglicerideos e glicerol. No
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entanto, em condi¢cdes micro-aquosas, também podem atuar como catalisadores da
reacao reversa (reacao de esterificacdo). A combinacdo da ampla variedade de
substratos e alta seletividade faz das lipases catalisadores ideais para sinteses
organicas (BORNSCHEUER e KASLAUSKAS, 1999).

Lipases encontram-se no grupo de enzimas mais amplamente empregado no
setor de tecnologia enzimatica, pois reconhecem uma ampla variedade de
substratos e podem catalisar diferentes reacdes como hidrolise, sintese de ésteres,
alcoolise, amindlise, peroxidacdes, epoxidacdes e interesterificacdes (RODRIGUES
e FERNANDEZ-LAFUENTE, 2010). Essas enzimas constituem o0 mais importante
grupo de biocatalisadores para a sintese de biopolimeros, biodiesel, resolu¢do de
misturas racémicas, transesterificacdes, sintese de peptideos, producdo de
farmacos enantiomericamente puros, agroquimicos e aromatizantes (FORESTI et
al., 2008; HASAN et al., 2006).

o Fontes

As lipases sdo amplamente encontradas na natureza, podendo ser obtidas a
partir de animais, vegetais e microrganismos (CASTRO et al., 2004). As enzimas de
origem microbiana sdo mais estaveis em relacdo as enzimas de origem animal e
vegetal. Além disso, a versatilidade de suas propriedades, no que se refere a
capacidade catalitica, especificidade e facilidade de producédo, faz com que lipases
microbianas constituam um grupo de valiosas enzimas de aplicacdo biotecnoldgica
(HASAN et al., 2006). Atualmente, lipases microbianas s&o produzidas por
processos fermentativos por diversas industrias, como Novozymes, Amano, Gist
Brocades, entre outras (CASTRO et al., 2004).

. Propriedades fisico-quimicas

A massa molecular das lipases pode variar de 20 a 75 kDa, dependendo da
fonte. Lipases sédo usualmente estaveis em solugdes aquosas neutras a temperatura
ambiente apresentando, em sua maioria, uma atividade Otima na faixa de

temperatura entre 30 e 40C. A estabilidade térmica de uma lipase varia
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consideravelmente em fungdo da origem, sendo as lipases microbianas as que
possuem maior estabilidade térmica (CASTRO et al., 2004). Quando imobilizadas,
podem ser submetidas a condicbes industriais tipicas, em reatores com
temperaturas superiores a 70T por longos periodos de tempo (HASAN et al., 2006).

Com relagdo ao potencial ibnico do meio, essas enzimas atuam em uma
ampla faixa de pH, entre 5 e 9, 0 que proporciona maior estabilidade em diferentes
meios reacionais. Valores de pH muito extremos podem fazer com que substratos
nao consigam se ligar a lipase, ou podem inibir as reacdes quimicas necessarias
para a transformacéo dos substratos em produtos (PAIVA et al., 2000).

Cabe ressaltar que as diferencas nas propriedades fisico-quimicas (massa
molecular, pH 6timo e estabilidade térmica) de lipases produzidas por um mesmo
microrganismo podem ser atribuidas as diferentes condi¢cbes de cultivo, como, por
exemplo, tipo e concentragdo de determinado nutriente. Desse modo, diferentes
linhagens microbianas produzem enzimas com caracteristicas variadas como
atividade hidrolitica e sintética, estabilidade, etc. (SHARMA et al., 2001).

. Especificidade

A especificidade das lipases desempenha um papel muito importante em
aplicagcbes industriais (CASTRO et al.,, 2004). A enzima pode ser especifica em
relacdo a classe de lipideos, a posicdo da ligacdo éster de uma molécula
(regioespecificidade), ao residuo de &acido graxo (comprimento da cadeia ou
presenca de dupla ligacdo) ou a discriminagdo de enantibmeros
(estereoespecifidade). As lipases microbianas podem ser divididas em trés
categorias baseadas em sua especificidade. Lipases nao especificas (ex: produzidas
por Candida rugosa, Staphylococcus aureus, Chromobacterium viscosum e
Pseudomonas sp.), que quebram as moléculas de acilglicerol em posicdes
randémicas, produzindo acidos graxos livres, glicerol, mono- e diacilglicer6is como
intermediarios. As lipases 1,3 especificas (ex: de Aspergillus niger, Rhizopus oryzae,
Candida lipolytica, Rhizopus niveus e Penicillum roquefortii) catalisam seletivamente
a hidrélise nas posi¢cdes 1 e 3 da molécula de triglicerideo, liberando produtos com

composicdes diferentes daqueles obtidos por lipases ndo-especificas. As lipases 1,3
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especificas resultam da inabilidade estérica de ésteres de 2-glicerol se ajustarem ao
sitio ativo da enzima. Lipases &acido graxo especificas sdo lipases com acéo
especifica na hidrilise de ésteres, cujos acidos graxos sdo de cadeia longa
insaturada, com a dupla ligagdo em cis no carbono 9. O exemplo mais estudado até
hoje é a lipase de Geotrichum candidum (CASTRO et al., 2004; KOSKINEN e
KLIBANQV, 1996).

. Estrutura tridimensional e mecanismo de lipdlise

Os estudos de determinagéao da estrutura tridimensional das lipases revelam
que essas enzimas possuem pouca homologia na seqiéncia de aminoacidos
(estrutura primaria), mas grande similaridade em sua estrutura tridimensional (PAIVA
et al., 2000). As lipases sédo a/pB-proteinas, formadas por um dominio de folhas [3-
pregueadas (B1- B8), dispostas paralelamente, interligadas e circundadas por seis a-
hélices (A-F) (JAEGER e REETZ, 1998).

O sitio ativo € formado por uma triade catalitica constituida pelos aminoacidos
serina, acido aspartico e histidina. O aminoacido serina € o residuo nucleofilico
essencial para a catalise (JAEGER e REETZ, 1998).

5 - He
. o]
/
K EN _H ----- O 4<
Ser S
A
His ®

Figura 2.5 Triade catalitica da lipase

O mecanismo de hidrolise catalisado pelas lipases ocorre pela formacédo de
complexos intermediarios covalentes (GAMA et al., 2003). A hidrdlise do substrato
se inicia com o ataque nucleofilico pelo oxigénio do sitio catalitico da serina sobre o
atomo de carbono da carbonila da ligacdo éster, levando a formagédo de um
intermediario tetraédrico estabilizado por pontes de hidrogénio entre os atomos de
nitrogénio dos residuos da cadeia principal que pertencem a chamada “cavidade

oxidbnica”. Um alcool é liberado, restando um complexo acil-lipase, o qual é
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finalmente hidrolisado com a liberacdo do acido graxo e regeneracdo da enzima
(JAEGER e REETZ, 1998).

. Ativacao interfacial

O sitio ativo da maioria das lipases é recoberto por uma estrutura helicoidal,
denominada “tampa” polipeptidica, constituida por residuos hidrofobicos, que a torna
inacessivel ao substrato em meio aquoso (PAIVA et al., 2000; RODRIGUES e
FERNANDEZ-LAFUENTE, 2010). A localizacdo desta tampa varia entre as diversas
lipases, assim como seu tamanho e complexidade que aumentam com o aumento
do tamanho da molécula protéica (JAEGER e REETZ, 1998).

Figura 2.6 Estrutura da lipase de Candida rugosa obtida a partir de difracdo de raios-X (Kasrayan et
al., 2007).

O fendmeno de ativagao interfacial se baseia na mudanga conformacional da
estrutura da lipase para uma forma ativa quando em contato com uma interface
Oleo/agua (PAIVA et al., 2000). Na presenca de um substrato lipidico, as lipases séo
adsorvidas na interface hidrofobica e as caudas hidrofobicas alifaticas do oleo
exercem um efeito de atracdo sobre tampa da lipase, girando-a para tras do sitio
ativo, alterando a conformacéo da enzima para a forma “aberta” e fazendo com que
o sitio ativo torne-se acessivel ao substrato (PETKAR et al., 2006; RODRIGUES e
FERNANDEZ-LAFUENTE, 2010). O lado hidrofilico do sitio ativo, que encontrava-se
exposto ao solvente na estrutura nativa da lipase, se torna parcialmente escondido
na cavidade polar, preenchida previamente por moléculas de agua e,
simultaneamente, o lado hidrofébico da tampa se torna completamente exposto,
expandindo entdo a superficie apolar ao redor do sitio ativo e aumentando a

afinidade da enzima pelo substrato lipidico (PAIVA et al., 2000). Cabe ressaltar que
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nem todas as lipases sofrem o fendmeno de ativacao interfacial, dentre elas a lipase

utilizada nesse estudo (Novozym 435 de Candida antarctica).
. Mecanismo das reacdes

O modelo cinético de reacdes catalisadas por lipases (hidrélise, esterificacao
ou interesterificacdo), que envolve a participacédo de dois substratos originando dois
produtos, é denominado Ping-Pong Bi-Bi (GAMA et al., 2003). Nesse modelo de
reacdo, um grupo funcional X do primeiro substrato A € removido do substrato pela
enzima E para produzir o primeiro produto P e uma forma estavel da enzima F (E-X),
na qual X esta ligado covalentemente a enzima (Ping). No segundo estagio da
reacdo, X é removido da enzima por um segundo substrato B para produzir o
segundo produto Q (B-X), regenerando a forma original da enzima, E (Pong). As
equacdes que descrevem 0s mecanismos de bi-substratos sado consideravelmente
mais complexas do que a equacao de Michaelis-Menten para um Unico substrato,
contendo até quatro constantes cinéticas (VOET et al., 2000). A Figura 2.7
representa esquematicamente o mecanismo de Ping-Pong Bi-Bi, sem representacao

de inibicdo pelos substratos:

| t

E (EA<=FP) F (FB <= EQ) E

_>,O

Figura 2.7 Mecanismo Ping-Pong Bi-Bi.
Fonte: CABRAL et al. (2003)

Onde A e B representam os substratos na ordem em que se ligam a enzima,
P e Q representam os produtos na ordem em que dessorvem da enzima, E
representa a forma menos complexa da enzima e EA, FP, FB e EQ formas da
enzima capazes de sofrerem reac¢des unimoleculares com liberacdo de um substrato
ou de um produto (GAMA et al., 2003).
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» Bioatalise em meios ndo-aquosos

O uso exclusivo de agua como solvente restringe a gama de aplicacdes da
biocatalise, bem como limita a produtividade de diversos processos. A constatacao
de que muitas enzimas operam in vivo em ambientes ricos em lipideos (hidrofobicos)
sugere que estes meios predominantemente ndo aquosos podem ser igualmente
adequados a atividade enzimatica. A convergéncia desses dois aspectos conduziu a
incorporacdo no meio reacional de solventes organicos, fluidos supercriticos, fases
gasosas ou solidas e liquidos ibnicos, aos quais se atribuiu a designacdo de meios
nao-convencionais. Em comum, esses meios possuem uma quantidade de agua
disponivel reduzida (GAMA et al., 2003).

Uma das principais vantagens da catalise enzimatica em meio organico é a
possibilidade de efetuar rea¢des que utilizam substratos pouco solGveis em agua.
Além disso, é possivel deslocar o equilibrio termodinamico da reacao, através da
extracdo de substratos e/ou produtos para a fase aquosa e/ou organica ou pela
diminuicdo da quantidade de agua no meio reacional (KOSKINEN e KLIBANOV,
1996).

Entretanto, a presenca de um solvente organico constitui um risco de
inativacdo da enzima, pois o solvente pode ocasionar mudancas na conformacéo da
proteina, e interagir direta ou indiretamente com substratos e produtos alterando
suas concentragdes na camada aquosa ao redor da proteina (KOSKINEN e
KLIBANOV, 1996). Além disso, devem-se considerar os custos adicionais com a
seguranca e o processamento de efluentes do processo, incluindo a possibilidade de
reutilizacéo do solvente organico (GAMA et al., 2003).

O emprego de sistemas sem solvente (Solvente Free System - SFS) foi
reconhecido a principio pelas empresas Unilever, Kao Corporation e Fuji Oil na
sintese enzimatica de triglicerideos de alto valor agregado, empregando lipases 1,3
especificas. No inicio dos anos 80, essas empresas obtiveram suas primeiras
patentes relacionadas a sintese de equivalentes da manteiga de cacau, o0 que
permitiu a reducdo dos custos de producdo com os produtos obtidos
enzimaticamente tornando-os entdo competitivos com a manteiga de cacau natural
(KOSKINEN e KLIBANQV, 1996).
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Em SFS, apenas o0s substratos e a enzima encontram-se no meio reacional.
O emprego de sistemas livres de solvente (SFS) combina a especificidade da
catélise biologica com os altos niveis de produtividade alcancados com os métodos
convencionais, além de reduzir os custos operacionais com o0 solvente e a geracéo
de efluentes toxicos e evitar a possibilidade de desativagdo do biocatalisador pelo
solvente (KOSKINEN e KLIBANOV, 1996; TRUBIANO et al., 2007; HOU, 2005).
Nesse sistema, o equilibrio quimico da reacdo pode ser deslocado no sentido da
sintese pela remocéo da agua formada na reacédo por emprego de vacuo e uso de
adsorventes seletivos como silica gel ou peneiras moleculares (KOSKINEN e
KLIBANQV, 1996).

* Reacdes de condensacéao catalisadas por lipases

Lipases vém sendo estudadas como catalisadores promissores para a sintese
de polimeros ambientalmente compativeis (MAHAPATRO et al., 2004). Os trés
principais tipos de polimeriza¢do sdo: condensacado entre diacidos e dibis ou hidroxi-
acidos com eles mesmos, transesterificacdo de hidroxi ésteres ou diésteres com
didis e polimerizacdo de lactonas com abertura do anel (BORNSCHEUER e
KASLAUSKAS, 1999). Polimeros biodegradaveis como poliésteres, policarbonatos e
polifosfatos produzidos por catélise enzimética podem ser utilizados em aplicagbes
biomédicas (pec¢as ortopédicas, engenharia de tecidos e controladores de liberacéo
de drogas) (VARMA et al.,2005).

Em geral, os polimeros produzidos enzimaticamente apresentam baixo peso
molecular. O peso molecular € limitado devido a reagBes secundarias como
hidrélise, especificidade da enzima em relacdo ao tamanho da cadeia e desativagéo
do biocatalisador (VARMA et al., 2005).

As lipases reportadas para a sintese de poliésteres sdo: oriundas de
mamiferos (lipase pancreatica, (PPL)), fungos (Candida antartica lipase B (CA),
Candida rugosa (CR), Candida cylindracea (CC), Aspergillus niger (AN), Penicillium
rorueforti (PR), Rhizopus delemar (RD), Rhizomucor miehei (RM)) ou bactérias
(Pseudomonas cepacia (PC), Pseudomonas flourescens (PF), Pseudomonas sp.
(PS)) (VARMA et al., 2005).
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Mahapatro e colaboradores (2004) estudaram reacdes de poliesterificacao de
diferentes w- hidroxiacidos catalisadas pela lipase de Candida antarctica (Novozym
435). Os acidos graxos estudados foram: 6-hidroxihexandico, 10-hidroxidecandico,
12-hidroxidodecandico e 16-hidroxihexadecandico. Apos 48 horas de reacdo, o
crescimento do polimero foi similar para os &cidos de cadeia C10, C12 e C16 e
menor para o hidroxiacido de menor cadeia C6, o que foi atribuido ao fato da lipase
exibir preferéncia pelos substratos com cadeias similares as encontradas em
triglicerideos. Os autores observaram que a reacdo de polimerizacdo do acido 12-
hidroxidodecanoico catalisada pela lipase de Candida antarctica (Novozym 435)
ocorreu rapidamente, com o percentual de oligbmeros com alto peso molecular de
91% apos 24 horas de reacéo.

Linko e colaboradores (1995) investigaram a influéncia de diversos
parametros na sintese de poliésteres derivados de bis (2,2,2-trifluoroetil) sebacato
com 1,4-butanediol, com lipase de M. miehei. Os autores observaram que 0
emprego de 0,15 mol.L™? dos reagentes acarretou em formacdo de maiores
quantidades de oligbmeros de baixo peso molecular, quando comparado ao
emprego de maiores quantidades de reagentes. Em maiores concentragbes de
substrato (0,83 mol.L™* de cada um dos substratos) foram obtidos produtos de maior
peso molecular. Quando a concentracdo de ambos os substratos foi maior que 1,2
mol.L™, o meio reacional se tornou muito viscoso, resultando em uma reducéo do

peso molecular dos produtos.

2.5.2.2 Sintese de estolides empregando lipases

O acido graxo mais utilizado na sintese enzimatica de estolides é o acido
ricinoléico, com o estolide sendo formado pela esterificacdo entre a hidroxila presente
no &cido com a carboxila de outra molécula de acido graxo.

Foi reportado que o indice de acidez obtido na sintese de estolides derivados
do &cido ricinoléico por métodos quimicos é de 40, o que equivale a cinco residuos
de acidos graxos incorporados por molécula de acido poliricinoléico (oligdmero).
Esse valor acido pode ser obtido empregando-se lipase imobilizada, mas nunca foi
obtido com lipase livre (ADACHI e KOBAYASHI, 2005).
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2.6 Fatores que influenciam na sintese de estolide s catalisada por lipase

2.6.1 Temperatura

Um dos pardmetros mais importantes que afetam as reacfes enzimaticas € a
temperatura (PAIVA et al.,, 2000). Um aumento da temperatura produz dois efeitos
nas reacOes catalisadas por enzimas. Inicialmente, a taxa inicial de reacdo aumenta
proporcionalmente com o aumento da temperatura, devido ao aumento de colisbes
entre as moléculas de substrato e enzima. No entanto, elevadas temperaturas podem
levar a perda da atividade catalitica da lipase devido a desnaturagdo da estrutura
protéica resultante da quebra de ligacbes fracas que estabilizam a estrutura
tridimensional da enzima (FORESTI e FERREIRA, 2007; YU et al., 2010). Em meio
sem solvente a temperatura também influencia na viscosidade e na transferéncia de
massa. Enquanto elevadas temperaturas favorecem a fluidez do meio, reduzindo
assim as limitacbes de transferéncia de massa e favorecendo a interacdo entre as
particulas de enzima e substratos, a enzima deve ser prevenida da desativacao
térmica (BODALO-SANTOYO et al., 2009). O aumento da temperatura também pode
favorecer o processo de lactonizacdo, com aumento da sintese de lactonas em
relacdo a de estolides no meio reacional (HAYES, 1996).

A reacdo de sintese de estolides utilizando &cido ricinoléico como reagente é
usualmente realizada a 40C (BODALO-SANTOYO et al., 2005, 2008, 2009;
YOSHIDA et al., 1997).

Bodalo-Santoyo e colaboradores (2005) realizaram a sintese de estolides de
acido ricinoléico empregando lipase de Candida rugosa em meio sem solvente a
40<C e, apo6s 30 horas de reacédo, observaram que o mondmero havia desaparecido
quase completamente do meio reacional, indicando que a reduc¢do no indice de

acidez ocorreu devido a formagéo de oligbmeros.

2.6.2 Concentracao de lipase

Em geral, o aumento na concentracdo de biocatalisador promove aumento

nas taxas iniciais e nos rendimentos de reacdo. No entanto, altas concentracbes
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enzimaticas podem promover saturagdo da area interfacial e limitar a disponibilidade
de substrato para a reacdo (RAMACHANDRAN et al., 2006).

Bodalo-Santoyo e colaboradores (2005) estudaram a sintese de estolides
derivados do &cido ricinoléico (AV inicial de 180) empregando lipase de Candida
rugosa como catalisador em meio sem solvente a 40C. Os autores observaram
aumento de taxa de reacdo quando dobraram a concentracdo de enzima (de 0,66
para 1,33% (m/m)), mas néo verificaram diferencas significativas quando triplicaram
a concentracdo de lipase. Os autores obtiveram AV de 65 apos 48 horas de reacao
(64% de conversao) com 1,33% (m/m) de lipase, 144.000 ppm de agua e agitacao
com hélice de trés pas.

A patente JP 1016591 descreve a sintese enzimatica de estolides a partir dos
acidos graxos hidroxilados presentes no 6leo de mamona (acido ricinoléico). A
reacdo de hidrdlise e formacdo de estolide do 6leo de mamona foi realizada
utilizando 2 a 15 % (m/m) de lipase em 30 a 65% (m/m) de 6leo de mamona
disperso em solucdo aquosa onde foi obtido um rendimento em estolide superior a
90% (CHOZO et al., 1989).

2.6.3 Tipo de lipase

A especificidade da lipase também influencia na sintese de estolides. Hayes e
Kleiman (1995) estudaram a sintese de estolides utilizando lipases em meio contendo
acido lesquerdlico (acido 14-hidroxi-11-eicosandico) e acido octadecendico. As
lipases 1,3 especificas (de Rhizopus arrhizus e Rhizomucor miehei) foram ineficazes
na sintese de estolides. As lipases ndo especificas (C. rugosa, G. candidum e
Pseudomonas sp.) produziram rendimentos em estolides de 41,3%, 45,2% e 62,8%,
respectivamente. A lipase de C. rugosa produziu pricipalmente monoestolides
derivados de um grupamento acil de acido lesquerdlico e um grupamento acil de
acido octadecendico (84%). A lipase de Pseudomonas sp. também produziu como
maior produto o estolide 20-OH,18 (51,1%), mas também sintetizou estolide 20-
OH,20-OH e diestolides em grandes quantidades (29,0 e 12,5%, respectivamente).
Os autores agruparam as lipases estudadas em trés categorias: lipases que

sintetizam estolides a partir de reacfes entre acidos graxos hidroxilados (HFA) e néo
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hidroxilados (NHA) (C. rugosa), lipases que sdo aptas para a formacao de diversas
categorias de estolides tanto de HFA quanto de NHA (Pseudomonas sp.) e lipases

inaptas para a sintese de estolides (lipases 1,3 especificas).

2.6.4 Concentracao de substrato

A concentracao inicial de substrato € um importante fator na distribuicdo dos
produtos, uma vez que a propria hidroxila da molécula de HFA compete com as
hidroxilas de outras moléculas de HFA para esterificagdo de seu grupo carboxila. De
maneira geral, a formacao de lactona é favorecida por menores concentracdes de
substrato. Lactonas (e poliolides) sdo os principais produtos formados quando w-
HFA estdo presentes em concentracdes menores ou iguais a 1 mmol.L™. Trabalhos
demonstram que a formagéo de lactona diminui com o aumento da concentracao de
w-HFA. Quando a concentracdo de &cido 5-hidroxi pentanéico foi de 165 mmol.L™
ocorreu preferencialmente a formacéo de estolide, no entanto na concentracéo de
31,3 mmol.L™" a sintese de lactonas foi favorecida (HAYES, 1996). Estolides sdo
produzidos quase exclusivamente a partir de w-HFA quando o substrato esti
presente em uma concentracdo de 22,5 mmol.L™ em solvente organico ou na
auséncia de solvente. Foi reportado que lactonas sao produzidas em reacdes
empregando baixas concentracées (menor ou igual a 5 mmol.L™) dos &cidos graxos

ricinoléico, ricinelaidico e 12-hidroxi estearico (HAYES, 1996).

2.6.5 Posicao da hidroxila do acido graxo hidroxila  do (HFA)

A sintese de estolide catalisada por lipase depende fortemente da posi¢do do
grupamento hidroxila (BODALO-SANTOYO et al., 2005). A posi¢cdo do grupamento
hidroxila na cadeia de acido graxo apresenta uma pronunciada influéncia na
formacdo de estolides ou lactonas quando acidos graxos hidroxilados (HFA) ou
ésteres derivados de acidos graxos hidroxilados (HAE) sdo expostos a acao
biocatalitica das lipases. Quando o grupamento hidroxila esta localizado no carbono
3 (isto € na posicao B) apenas estolides sdo formados. Quando a hidroxila encontra-

se no C4 (y) ou C5 (d), lactonas sao preferencialmente sintetizadas (HAYES, 1996).
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Na Tabela 2.1 estdo listados os efeitos do tamanho da cadeia carbdnica e da
posi¢do da hidroxila na formacéo de estolide derivado de acidos graxos hidroxilados
(HFA).

Tabela 2.1 Efeitos do tamanho da cadeia e da posicdo hidroxila de uma cadeia de HFA na formagé&o
de produtos catalisada por lipase.

Cadeia carbénica Posicéo da hidroxila Produto
3 3 (B) estolide
4-8 4 (y) y -lactona
5 5 (y,9) estolide
6-16 5(d) 0 -lactona
6 6 (g,w) estolide
8-11 wil w —lactonas/poliolides
10-20 w w —lactonas/poliolides ? estolide b
13-15 w6 lactonas e estolides
18 12 estolide
20 14 estolide

% Baixas concentracdes de substrato hidroxilado (menor que 10 mmol.L™)
® Altas concentracdes de substrato hidroxilado
Fonte: HAYES (1996)

Engel e colaboradores (1991) estudaram a reacdo entre ésteres de acidos
graxos hidroxilados (HAE) com seis atomos de carbono e acido octandico
empregando lipase de C. rugosa como catalisador e observaram que quando o
grupamento OH estava na posicdo a (C2) apenas pequenas quantidades de
estolides foram sintetizadas (rea¢ao i da Figura 2.8), com grande quantidade de HFA
livre sendo formada (reacéo ii). A reacdo entre duas cadeias hidroxiladas néo foi
observada (reacao iii). Quando o grupamento OH encontrava-se nos carbonos 3
(C3) ou d (C5) a formacdo de estolide ocorreu muito mais rapidamente que a
hidrélise (HAYES, 1996).
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Figura 2.8 Esquema de reacéo entre acido octandico e HAE.
Fonte: HAYES (1996)

2.6.6 Tempo de reacéo

O tempo de reacdo representa uma variavel muito importante em reacdes de
condensacéo catalisadas por lipases (BODALO-SANTOYO et al., 2005). Em geral, as
reacoes de polimerizacdo catalisadas por enzimas requerem longos tempos de
reacdo para a completa conversdao do mondmero e a formacdo dos poliésteres
(VARMA et al., 2005).

Linko e colaboradores (1995) avaliaram o efeito do tempo de reagéo na sintese
de poliésteres derivados de bis (2,2,2-trifluoroetil) sebacato com 1,4-butanediol,
utilizando lipase de M. miehei. Os autores observaram que 0 maior grau de
polimerizacao foi obtido apds sete dias de reacdo (168 horas). Tempos maiores de
reacdo acarretaram na reducgéo da polimerizagédo devido a diminui¢cdo da solubilidade
dos poliésteres formados e ao movimento limitado das macromoléculas, resultando
em diminuicdo da probabilidade de colisdo com mondémeros e oligdmeros de baixo
peso molecular.

Pelaez e colaboradores (2003) investigaram a producdo de estolides pela
fermentacdo de Pseudomonas sp. em meio contendo acido oléico como fonte de
carbono. A autooxidacdo do acido oléico em um sistema aquoso e aerado resultou
nos derivados acido 10-hidroxi-8-octadecendico (MHOD) e &cido 7,10-hidroxi-8-

octadecendico (DHOD), que foram utilizados pelas lipases na sintese de estolides.
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Estolides foram detectados apds 5 horas de incubacédo e, apés 50 horas, nenhum
dos &cidos graxos foi detectado no sobrenadante da cultura a 30C. A quantidade de
polimero aumentou com a quantidade de lipase na cultura, alcancando concentracao
3,8¢/L no final do experimento (72 horas). Os autores obtiveram dimeros (27,5%),

trimeros (19,4%), tetrdmeros (15,0%), pentameros (9,7%) e hexameros (11,0%).

2.6.7 Agua

A agua desempenha importante papel nas reacfes de sintese de estolides
catalisadas por lipases. E amplamente reconhecido que enzimas necessitam de
algum grau de hidratacdo para manutencdo de sua atividade catalitica (FORESTI et
al., 2008; BODALO-SANTOYO et al., 2009). A 4gua é essencial na manutencéo da
funcdo catalitica da enzima, pois participa, direta ou indiretamente, de todas as
interacbes ndo-covalentes que mantém a conformacé&o do sitio catalitico e garante a
flexibilidade da enzima. Baixas quantidades de agua (0,1%), geralmente, reduzem a
atividade da enzima. Nesse caso, a quantidade de 4gua no meio reacional nao é
suficiente para o bom funcionamento da enzima.

Além disso, a agua influencia no equilibrio da reacdo de sintese e de hidrdlise
e na distribuicdo dos produtos do meio (FORESTI et al., 2007; VARMA et al., 2005).
Como a reacdo de formacdo de estolide é uma reacdo de desidratacdo-
condensacdo, a reagdo atinge o equilibrio e é interrompida quando a concentracao
de agua no meio aumenta (BODALO-SANTOYO et al., 2005). No inicio da reacgéo
existem muitas moléculas de agua ligadas aos grupos polares do acido ricinoléico,
deixando poucas moléculas disponiveis para manutengdo da estrutura catalitica da
enzima. Com o progresso da reacao, ocorre a redugéo da polaridade do meio devido
a condensacao das moléculas de acido e, entdo, mais moléculas de agua ficam
disponiveis para se ligarem a enzima, o que reduz a quantidade de agua O6tima
necessaria no meio reacional (YOSHIDA et al., 1997). Logo a quantidade de agua
Otima no meio reacional varia em cada estagio da reacéo.

A remocdo da agua, principal produto secundario da reacdo, tem como
objetivo deslocar o equilibrio no sentido da reacdo de sintese. O controle da
atividade de agua tem sido utilizado para otimizar diferentes reacdes catalisadas por
lipases. No entanto, os niveis de agua ideais para a catalise diferem de acordo com
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os diferentes sistemas reacionais (MAHAPATRO et al., 2004). Dentre as técnicas
utilizadas para a remocédo da agua formada na reacdo destacam-se: o emprego de
agentes adsorventes como alumina, zeolitas e silica, destilacdo azeotropica,
pervaporacédo, adicdo de peneiras moleculares e solucéo de sais saturada. Peneiras
moleculares possuem a vantagem de ndo co-adsorverem hidrocarbonetos como
fazem os adsorventes comuns de silica e alumina (GIACOMETTI et al., 2001; HOU,
2005). A remocao de agua por vacuo e elevadas temperaturas, permite produzir
estolides com altos rendimentos (>90%) (CERMAK et al., 2006).

Bodalo-Santoyo e colaboradores (2005) compararam a influéncia de trés
métodos de remocédo da agua do meio reacional (evaporacdo espontanea, vacuo e
circulacdo de ar quente) em reacdes de sintese de estolides derivados do acido
ricinoléico, empregando lipase de Candida rugosa em meio sem solvente. Os
autores obtiveram melhores resultados com circulagdo de ar quente. Para o estudo
da influéncia da circulacdo de ar quente no meio reacional 0os autores realizaram
experimentos com diferentes quantidades iniciais de agua (entre 10.000 e 510.000
ppm). A maior parte da agua foi eliminada entre as 2 e 10 primeiras horas de reacéao,
e apos 24 horas, a agua presente no meio foi estabilizada em 2.500 ppm em todos
0S experimentos.

Por outro lado, como a reacdo enzimética requer uma quantidade de agua
minima necessaria para manutencao da atividade da lipase, alguns autores reportam
que adicdo de quantidades apropriadas de agua no meio reacional favorece a reacao
de sintese. Além disso, alguns autores relatam que a formacao de duas fases (uma
organica e outra aquosa) devido a adicdo de agua no meio reacional, favorece a
migracdo da agua produzida na reacdo da fase reacional (organica) para uma fase
agquosa nao reacional, aumentando as conversdes (BUCALA et al., 200; FORESTI et
al., 2008). Esses resultados podem ser encontrados em trabalhos de esterificacdo
(FORESTI et al., 2008), bem como em trabalhos relacionados a sintese de estolides
(YOSHIDA et al.1997, BODALO-SANTOYO et al., 2009).

Yang e colaboradores (2006) observaram que a adi¢cdo de 15% (m/m) de agua
no meio reacional melhorou a conversao de metandlise de 6leo de soja empregando
lipase imobillizada de Candida sp. 99-125. No entanto, maiores concentracdes de

agua favoreceram a reacao reversa de hidrdlise.
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Foresti e colaboradores (2008) observaram que as conversfes obtidas na
sintese de oleato de etila catalisada pela lipase imobilizada de Candida antarctica B
foram muito baixas quando néo foi adicionada agua no meio reacional. A adicado de
10% ou 20% (m/m) acarretou em maiores conversées uma vez que a agua
encontrava-se fora da fase reacional aumentando a taxa da reacao de esterificagéo.

Yoshida e colaboradores (1997) estudaram a sintese de estolides de acido
ricinoléico e observaram que quando acido ricinoléico previamente seco (1852 mg
de agua/kg de acido) foi circulado na coluna contendo lipase imobilizada de Candida
rugosa, nao ocorreu decréscimo no valor de AV apos 16 horas de reacdo. A
quantidade minima de agua requerida no meio reacional no inicio da reacéo a fim de
manter a estrutura catalitica da lipase foi de 1800 a 4200 mg/kg de acido ricinoléico.
No entanto, com 0 progresso da reacdo, e consequente reducédo da polaridade do
meio (devido a condensacao do &cido ricinoléico), a concentracdo de agua deveria
ser ajustada para um valor menor ou igual a 1000 mg/kg a fim de se evitar a reagéo
reversa (hidrolise).

Bodalo-Santoyo e colaboradores (2009) estudaram os efeitos da quantidade
de 4gua no meio em reacdes de sintese de estolides de &cido ricinoléico utilizando
lipase imobilizada de Candida rugosa em reator aberto. A adicdo de uma pequena
quantidade de 4gua (0,5 mL) favoreceu a reducdo do AV. No entanto, a adi¢do de 5

mL de agua no meio diminuiu a producéo de estolides.

2.6.8 Pressao

A pressdo hidrostatica tem sido utilizada para aumentar a atividade e/ou
estabilidade de diversas enzimas em diferentes solventes (BOONYARATANAK-
ORNKIT et al., 2002). Embora os mecanismos de estabilizacdo induzidos por altas
pressdes ainda ndo tenham sido completamente elucidados, de maneira geral, as
alteracdes nas taxas de reacOes catalisadas por enzimas sob altas pressfes estao
relacionadas com diferentes fatores como: mudancas na conformacdo e na
solvatacdo da enzima, no equilibrio quimico, nas propriedades fisicas do substrato ou
do solvente e alteragdes no suporte de imobilizacdo (EISENMENGER e REYES-DE-
CORCUERA, 2009). Do ponto de vista intramolecular, a pressdo exerce influéncia

sobre as interacfes que mantém as estruturas secundaria, terciaria e quaternaria das
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proteinas: interagbes idnicas, hidratacdo, interacdes hidrofébicas, ligagbes de
hidrogénio e forcas de Van der Waals. Ligagbes covalentes, que definem a estrutura
primaria da proteina, ndo sao afetadas pelo aumento de presséo, pois essas ligacdes
sdo altamente incompressiveis (BOONYARATANAKORNKIT et al., 2002).

A pressao hidrostatica tem sido reportada como protetora dos efeitos
desnaturantes da temperatura sobre as enzimas. De acordo com Mozhaev e
colaboradores (1996) a estabilizacdo de enzimas contra inativacdo térmica induzida
pela pressdo reside na oposicdo dos efeitos da pressdo e da temperatura na
habilidade dos grupos funcionais da proteina de interagirem com a &gua
(EISENMENGER e REYES-DE-CORCUERA, 2009). Em uma etapa inicial de
inativacao térmica, a proteina perde moléculas de agua essenciais, 0 que resulta em
rearranjos estruturais da enzima. Altas pressdes podem dificultar esse processo,
favorecendo a hidratacdo da enzima. Desse modo, a aplicacdo de alta pressao
hidrostatica fortalece a camada de hidratacdo da proteina impedindo sua inativacao
térmica.

A estabilidade e atividade de lipases sob altas pressfes tém sido investigadas
em fluidos e gases comprimidos ou supercriticos incluindo diéxido de carbono,
propano, butano e misturas de butano e propano. A lipase de Candida antarctica B
(CALB) foi eficaz na sintese de acetato de isoamila em dioxido de carbono
supercritico com altas taxas de reacdo inicial quando comparado com n-hexano,
mantendo a atividade de 8 a 30 MPa, o que foi atribuido ao aumento da difusividade
dos reagentes no meio (ROMERO et al., 2005).

O emprego de alta pressdo em meio aquoso também resultou em aumento da
atividade da lipase de R. miehei. Em temperaturas de 50, 55 e 60C, a aplicacdo de
50 a 350 MPa produziu um efeito protetor sobre a enzima (MARIE-OLIVE et al.,
2000).

A atividade das lipases pancreatica, de C. antarctica, Aspergillus oryzae,
Candida cylindracea, Penicillium roqueforti, Aspergillus niger, Rhizopus arrhizums,
Mucor miehei e Pseudomonas cepacia foi aumentada na presenca de CO,
supercritico a 15MPa (HLAVSOVA et al., 2008).
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Capitulo 3

3 OBJETIVOS

Esse trabalho visa contribuir para o desenvolvimento de novos processos
para a producdo de lubrificantes biodegradaveis a partir do emprego de enzimas
como catalisadores da reacao de sintese de estolides.

Considerando a disponibilidade de matéria-prima nacional rica em &cido
ricinoléico (6leo de mamona) e a crescente demanda por métodos alternativos para
a producéo de biolubrificantes, o objetivo desse trabalho foi estudar a producédo de
estolides a partir de ricinoleato de metila (biodiesel de 6leo de mamona) e os acidos
oléico (4cido cis-9-octadecendico) e estearico (acido octadecandico) utilizando

lipases imobilizadas comerciais como catalisadores em meio sem solvente.

Aguieiras, E.C.G.



Capitulo 3. Objetivos 38

3.1 Objetivos especificos

» Avaliacdo dos efeitos dos seguintes parametros na sintese de estolides:
temperatura, pressao, concentracdo de biocatalisador, tipo de lipase, razao
molar dos reagentes, tempo de reacéo, tipo de acido graxo, concentracéo

inicial de agua e velocidade de agitacao;
» Investigacao de diferentes formas de remocao da agua do meio reacional:
e evaporacao livre,
e peneira molecular,
e VAacuo;

» Investigacdo dos produtos obtidos nas reagBes de sintese de estolides

empregando cromatografia em fase gasosa,
» Avaliacao das possiveis rotas reacionais envolvidas na sintese de estolides;
» Caracterizagao fisico-quimica do biolubrificante obtido;

» Verificagao da viabilidade de recuperacdo e posterior reutilizacdo da enzima

imobilizada.
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Capitulo 4

4 Materiais e Métodos

4.1 Materiais

As lipases comerciais utilizadas nesse trabalho foram Novozym 435,
Lipozyme RM IM e Lipozyme TL IM, produzidas e gentiimente doadas pela
Novozymes Latin American Ltda (Parana, Brasil).

Novozym 435 € uma lipase de Candida antarctica B produzida por
fermentacdo do microrganismo Aspergillus oryzae geneticamente modificado e
adsorvida em resina acrilica macroporosa. As particulas da enzima imobilizada
possuem de 0,3 a 0,9 mm de diametro e 1 a 2 % (m/m) de agua (Oils e Fats / 2001-
06950-03, Product Sheet, Novozymes).

Lipozyme RM IM é uma lipase de Rhizomucor miehei produzida por
fermentacdo submersa do microrganismo Aspergillus oryzae e imobilizada em
resina macroporosa de troca ibnica. As particulas da enzima imobilizada possuem

de 0,2 a 0,6 mm de diametro e 2 a 3 % (m/m) de agua. Com relacdo a
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especificidade da lipase imobilizada, Lipozyme RM IM apresenta especifidade para
as posicoes 1 e 3 (Oils e Fats / 2000-10503-04, Product Sheet, Novozymes).

Lipozyme TL IM é uma lipase de Thermomyces lanuginosus produzida por
fermentacdo submersa do microrganismo Aspergillus oryzae. As particulas da
enzima imobilizada possuem de 0,3 a 1,0 mm de diametro (Oils e Fats / 2001-
06952-04, Product Sheet, Novozymes).

Acido oléico extra puro, etanol P.A. e n-hexano foram obtidos da Merck (S&o
Paulo, Brasil). Acido esteérico puro (95%), hidréxido de sédio P.A. e acetona P.A.
foram obtidos da Vetec (Rio de Janeiro, Brasil). Acido ricinoléico (80% de pureza) e
a peneira molecular com diametro do poro de 3A foram obtidos da SIGMA (St.
Louis, EUA). O biodiesel de mamona foi doado pelo CENPES (Petrobras).

4.2 Metodologia

4.2.1 Dosagem da agua nos reagentes

A dosagem da agua presente no acido oléico extra puro (Merck) e no
ricinoleato de metila (biodiesel de mamona cedido pelo CENPES/Petrobras) utilizados
foi realizada em titulador Karl Fischer Mettler modelo DL18 empregando solucao Karl
Fischer isenta de piridina (Merck). As analises foram feitas com seis réplicas e os
resultados foram expressos em percentual (m/m) de agua presente em cada um dos

reagentes.

4.2.2 Atividade enziméatica

A atividade de esterificagdo das lipases comerciais Novozym 435, Lipozyme
RM IM e Lipozyme TL IM foi determinada pela velocidade inicial da reagdo de
esterificacdo do acido oléico com butanol, empregando razédo estequiométrica dos
reagentes (0,03 mmols de acido oléico e 0,03 mmols de butanol) e 3% (m/m) de
lipase comercial a 45<C.

A reacao foi conduzida em reator aberto com capacidade de 20 mL, provido

de agitacdo magnética e conectado a um banho termostatico (HAAKE D10). O
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progresso da reacdo foi acompanhado retirando-se aliquotas do meio reacional (100
uL, em duplicata) nos tempos 0, 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50 e 60 minutos de reacao,
que foram analisadas por titulometria de neutralizacdo. As amostras foram
dissolvidas em 30 mL de acetona/etanol 1:2 e tituladas contra uma solugcéo de
NaOH a 0,02 mol.L™}, empregando titulador automatico Mettler modelo DL25. Uma
unidade de atividade de esterificacdo foi definida como a quantidade de enzima que
consome 1 pmol de &cido oléico por minuto nas condi¢cdes experimentais descritas.
A equacdo 4.1 descreve o calculo empregado para determinacdo da atividade
enzimatica de esterificacao.

A (umols/min.g) = M)&OOOX% (4.1)
X a

onde: A = atividade de esterificacdo (umols/min.g);

V1 = volume de NaOH consumido na titulagdo da amostra retirada no tempo
zero de reacao (mL);

V, = volume de NaOH consumido na titulagdo da amostra retirada no tempo t
minutos de reacdo (mL);

C = concentracéo da solucdo de NaOH (mol.L™);

t = tempo de reacgéo (min);

m = massa de preparacao enzimatica utilizada na reacéao (g);

Va = volume de amostra (mL);

Vi = volume de meio reacional (mL).

4.2.3 Reacdes de sintese de estolides

As reacdes de sintese de estolides foram conduzidas em reator batelada
fechado, com capacidade de 15 mL, provido de condensador e agitacdo magnética. O
sistema reacional consistiu na mistura dos reagentes e da enzima imobilizada. A
temperatura do meio reacional foi mantida constante pela circulacao de etileno glicol
pela camisa do reator (Haake DC10). O sistema reacional utilizado estd apresentado

na Figura 4.1.
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Figura 4.1 Sistema reacional.

O progresso da reacao foi acompanhado pela retirada de aliquotas do meio
reacional (100 pL, em duplicata), que foram analisadas por titulometria de
neutralizacdo. As amostras foram dissolvidas em 40 mL de acetona/etanol 1:1 e
tituladas contra uma solucdo de NaOH 0,02 mol.L™, empregando titulador automatico
Mettler modelo DL25.

4.2 .4 Parametros estudados

4.2.4.1 Efeitos do tipo de lipase

Os efeitos do tipo de lipase nas reacdes de sintese de estolides foram
avaliados empregando-se as lipases comerciais imobilizadas: Novozym 435 (lipase
de Candida antarctica B), Lipozyme RM IM (lipase de Rhizomucor miehei) e Lipozyme
TL IM (lipase de Thermomyces lanuginosus). As reacdes foram conduzidas durante
48 horas entre acido oléico ou acido estearico e ricinoleato de metila com razéo
estequiométrica dos reagentes, teor de lipase comercial de 6% (m/m) e temperatura
de 80C.

4.2.4.2 Efeitos da razdo molar dos reagentes

Os efeitos da razdo molar dos reagentes foram estudados nas reacfes entre

acido oléico e ricinoleato de metila a 80C e com 6% (m/m) de lipase comercial
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Novozym 435. As razdes molares acido oléico/ricinoleato de metila empregadas
foram: 0,5, 0,66, 0,86, 0,93, 0,96, 1,0 (razdo estequiométrica dos reagentes), 1,04,
1,08,1,16,1,5¢€ 2,0.

4.2.4.3 Efeitos do tipo de acido graxo

A especificidade da lipase com relagcdo ao tipo de &cido graxo empregado foi
investigada utilizando os &cidos graxos estearico (C18:0) e oléico (C18:1). As reacgdes
foram conduzidas em reator fechado, com razdo estequiométrica dos reagentes
(0,015 mol de acido e 0,015 mol de ricinoleato de metila), temperatura de 80C e teor
de Novozym 435 de 6% (m/m).

4.2.4.4 Influéncia do tempo de reacao

A influéncia do tempo de reacao foi investigada nas reacdes entre acido oléico
e ricinoleato de metila e acido estearico e ricinoleato de metila. As sinteses foram
realizadas com teor de enzima comercial de 6% (m/m) e razao estequiométrica dos
reagentes (0,015 mol de &cido e 0,015 mol de éster) a 80C. As reacdes foram
conduzidas durante 24, 48, 72 e 100 horas.

4.2.4.5 Efeitos da presenca da dgua no meio reacion al
* Adicdo de agua no meio reacional

Como é reconhecido que a lipase necessita de uma camada essencial de agua
para manutencdo de sua estrutura nativa, foi investigada a adicdo de 4gua no meio
reacional nas reacdes entre acido oléico e ricinoleato de metila e acido estearico e
ricinoleato de metila. As sinteses empregaram razdo estequiométrica dos reagentes
(R=1), temperatura de 80T e 6% (m/m) de lipase com ercial. A quantidade de agua
estudada foi de 20% (m/m), o que corresponde a 1,8 g (1,8 mL). A agua foi

adicionada no meio reacional no inicio da reacao (t= Oh).
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* Remocéo da agua do meio reacional

Com o objetivo de estudar os efeitos da remoc¢do da agua produzida durante a
reacao foram investigados trés meétodos para eliminacdo da agua do meio reacional:
evaporacéo simples (sistema reacional aberto), adicdo de peneira molecular de 3A e

emprego de vacuo.

a) Evaporacao simples

O sistema reacional aberto foi utilizado nas reac¢des entre ricinoleato de metila
e acido oléico e ricinoleato de metila e acido estearico. As condi¢cdes estudadas
foram: 80C, 6% (m/m) de lipase comercial Novozym 4 35 e razdo estequiomeétrica

dos reagentes (R=1), durante 24 horas de reacao.

b) Emprego de peneira molecular

Foram realizadas reacgfes entre acido oléico e ricinoleato de metila e acido
estearico e ricinoleato de metila na presenca de peneira molecular SIGMA com poro
de 3A. As sinteses foram conduzidas com 6% (m/m) de enzima, temperatura de 80C
e razdo estequiométrica dos reagentes (R=1), durante 48 horas. As massas de
peneira empregadas foram 100, 250, 500 e 650 mg. Os resultados foram comparados
agueles obtidos nas reacdes sem utilizacdo do agente secante. A peneira molecular
foi previamente seca em mufla (FDG Modelo 3P-S) a 300 por 3 horas e adicionada
ao meio reacional no inicio da reacdo (t=0h), ap6s 6 horas ou apés 24 horas de
reacdo, para avaliacdo da influéncia do tempo de adicdo do agente secante na

conversao.

c) Emprego de vacuo

As reac0Oes realizadas sob vacuo foram conduzidas a 80T, teor de Novozym
435 de 6% (m/m) e razéo estequiométrica dos reagentes (acido oléico e ricinoleato de
metila). O sistema era constituido do reator batelada fechado, provido de agitacédo
magneética e acoplado a um condensador. A bomba de vacuo (Edwards Modelo RV3)

foi conectada na parte superior do condensador por meio de uma mangueira de
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silicone e era provida de um mandmetro que indicava a pressao no meio reacional
durante os experimentos que foi constante e igual a 0,6 mbar, equivalente a
aproximadamente 6x10“ atm (0,45 mmHg). A bomba foi ligada no inicio (t=0h) ou

apos 6 horas de reacéo.

4.2.4.6 Velocidade de agitacao

Para avaliar a influéncia da velocidade de agitacdo nas reacdes entre acido
oléico e ricinoleato de metila, foi utilizado um micro reator de bancada de aco inox
com capacidade de 50 mL (Reator Parr Modelo 4843). O reator era provido de
agitador do tipo hélice de impulsao, de controlador de temperatura, de pressao e de
velocidade de agitacdo. As velocidades de agitagcdo usadas no reator foram: 250,
400, 550 e 650 rpm. A maior velocidade de agitacdo empregada nesse trabalho (650
rpm) foi limitada pela velocidade de rotacdo maxima do agitador (666 rpm). As
sinteses foram conduzidas a 80C, com teor de enzim a comercial Novozym 435 de
6% (m/m) e razdo estequiométrica dos reagentes, durante 48 horas. Nesses
experimentos foram empregadas quantidades maiores de reagente em relacdo as
utilizadas no sistema convencional, pois o meio reacional deveria representar 75% do
volume do reator. Desse modo, foram utlizados 0,0550 mols de cada um dos

reagentes (15,59 de acido oléico e 17,2¢g de ricinoleato de metila).

4.2.4.7 Reacao sob presséo

Os efeitos da pressdo foram investigados nas reacgfes entre acido oléico e
ricinoleato de metila empregando-se o reator Parr Modelo 4843. As pressdes
estudadas foram 100 e 250 psi. Nitrogénio foi utilizado para pressurizar o reator. As
sinteses foram conduzidas a 80°C, com teor de enzima comercial Novozym 435 de
6% (m/m), razdo estequiométrica dos reagentes e 550 rpm, durante 48 horas. Foram
utilizados 0,0550 mols de cada um dos reagentes (15,59 de acido oléico e 17,29 de

ricinoleato de metila).
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4.2.4.8 Efeitos da temperatura

Para avaliar os efeitos da temperatura durante o tempo de reacao, as sinteses
foram conduzidas na razao estequiométrica dos reagentes (0,015 mol de acido oléico
(4,23 g) e 0,015 mol de ricinoleato de metila (4,68 g)) e 6% (m/m) de lipase comercial
Novozym 435. As temperaturas estudadas foram 50, 60, 70, 80, 90 e 100<C.

4.2.4.9 Efeitos da concentracéo de biocatalisador

Os efeitos da concentracéo de biocatalisador foram investigados empregando-
se razao estequiomeétrica dos reagentes (0,015 mol de acido oléico (4,23 g) e 0,015
mol de ricinoleato de metila (4,68 g)) e teores de Novozym 435 que variavam entre 4

e 18% (m/m). As reac¢Oes foram realizadas a 90°C.

4.2.5 Reacdes empregando apenas um reagente

Com objetivo de verificar a especificidade da lipase comercial Novozym 435,
foram realizadas sinteses empregando-se apenas um dos reagentes: acido oléico ou
ricinoleato de metila. Além disso, para se avaliar melhor o comportamento da reacao,
também foram conduzidas reacfes com apenas acido ricinoléico como reagente.
Dessa forma, foi possivel estabelecer uma comparacdo mais clara entre o0s
resultados obtidos nesse trabalho com os dados da literatura que utilizam, em grande
parte, acido ricinoléico como reagente. As reacdes foram conduzidas nas seguintes
condicbes: teor de Novozym 435 de 6% (m/m), temperatura de 80C e reator

fechado. Foram utilizados 0,030 mol de reagente em cada reagao.

4.2.6 Analise dos resultados

O progresso das reacdes foi acompanhado pela determinacdo do indice de
acidez ou valor acido (acid value-AV), de acordo com a norma oficial AOCS Te l1la-64
(1997), na qual AV é a massa de hidréoxido de potassio (mg) necessaria para
neutralizar os acidos graxos presentes em 1 g de amostra. Esse indice corresponde a

concentracdo de grupos carboxila presente no meio reacional, que decresce devido a
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formacao de estolide e € aplicavel para todos os acidos graxos comerciais e acidos
graxos polimerizados.

A equacao 4.2 foi empregada para a determinacéo do indice de acidez:

_ vol.deNaOHmL) xMx56,10 (4.2)
m(g)

AV

onde: M = molaridade da solugédo de NaOH
56,10 = meg do KOH

m = massa de amostra

O resultado é expresso em mg de KOH/g de amostra.

A conversao foi calculada em funcéo do indice de acidez.

Conversa@s) = AV|n|C|§IT,_AVf|naI 100 (4.3)
AVinicial

4.2.7 Avaliagao dos produtos por cromatografia emf  ase gasosa (CG)

O progresso das reacdes foi acompanhado pela retirada de aliquotas de 20
uL, em duplicata, do meio reacional que foram diluidas em 980 pyL de n-hexano e
injetadas em cromatografo a gas Varian modelo CP 3380 com detector de ionizagao
de chama e coluna capilar Factor Four VF-1 de 15 m de comprimento, 0,25 mm de
didmetro interno e 0,25 ym de espessura do filme. As condi¢des das analises foram:
temperatura inicial de 100C por 1 minuto e, entdo, programada a uma taxa de
20C/min até 2007, seguida de uma rampa de aquecim ento a 5C/min até 230C e
novamente a 20C/min até 300C, permanecendo a 300° C por 10 min. As
temperaturas do detector e do injetor foram de 280 e 250C, respectivamente.
Hidrogénio foi utilizado como gas de arraste, a uma vazdo de 2,0 mL/min. Foi

utilizada injecéo do tipo split de 1:50 e pressao de 10 psi.
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4.2.7.1 Curva padréo do acido oléico

Para a construcdo da curva padrdo do &cido oléico, foram preparados 10 mL
de uma solucédo padrdo 0,00155 mol/g de acido oléico em n-hexano. Essa solucéo foi
diluida de 1:10, 1:20, 1:40, 1:50, 1:80 e 1:100 e as solucdes foram analisadas por
cromatografia em fase gasosa de acordo com o método descrito no item 4.2.6. A
curva de calibracdo foi determinada empregando as areas obtidas versus as

concentracdes de &cido oléico (mol/g).

4.2.8 Comparacao dos resultados obtidos via indice de acidez e cromatografia

em fase gasosa

O progresso das reacdes foi acompanhado pela reducéo do indice de acidez e
do percentual de acidos graxos livres no meio reacional. O percentual de acido oléico
presente no meio foi obtido a partir das equacdes 4.4 e 4.5.

A —3
C(mol/ g) = (Aregag(g;‘f)}m-“ X50 (4.4)

onde: 39,857 = coeficiente angular da curva padréo do acido oléico
Area (t) = area referente ao pico do acido no tempo t
50 = fator de diluicdo da amostra

Condt)x100

Paciddt) == ) (4.5)

onde: % acido (t) = percentual de acido oléico no tempo t (24, 48, 72 horas)
Conc (i) = concentracao inicial de &cido obtida a partir da equacéo 4.3
Conc (t) = concentracéo de acido obtida nos tempos 24, 48 e 72 horas.
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4.2.9 Caracterizacgao fisico-quimica do produto

Para a caracterizagdo do produto obtido, foram conduzidas reagdes entre acido
oléico e ricinoleato de metila a 80C, com 12% (m/m) de Novozym 435, razdo molar
dos reagentes igual a 1 em reator batelada fechado, em um volume reacional de 100
mL (0,150 mol de cada reagente), durante 72 horas. O progresso das reacdes foi
monitorado pela reducéo do indice de acidez, bem como por cromatografia em fase
gasosa. ApOs 72 horas de reacdo, a enzima foi separada do meio reacional por
decantacdo e o produto foi filtrado a vacuo. O produto foi entdo armazenado a 5C
para sua posterior analise. A enzima utilizada também foi recuperada por lavagem

com n-hexano e filtracdo a vacuo.

As propriedades do produto final avaliadas foram: viscosidade, indice de
viscosidade, ponto de fluidez, indice de neutralizacdo e corrosividade. Também foi

obtido o espectro de infravermelho do produto.

a) Viscosidade

A viscosidade cinematica foi obtida a 40 e 100C pela metodologia ASTM
D445-09. O viscosimetro previamente calibrado foi carregado com a amostra e
mantido em um banho com as temperaturas desejadas. A viscosidade foi obtida a
partir do tempo (em segundos) registrado para que a amostra escorresse da primeira

para a segunda marcacao no instrumento.

b) Indice de viscosidade

O indice de viscosidade foi obtido pela metodologia ASTM D2270-04. Apés a
obtencéo das viscosidades do produto a 40 e 100C, os valores foram utilizados em

equacdes para a determinacédo do indice de viscosidade (4.6 e 4.7).

Vi :M+100 (4.6)
0,00715

N = (logH —logU) (4.7)
logY

onde: H = valor obtido na tabela presente na norma
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U = viscosidade cinemaética obtida a 40C (mm?Z.s™ (cSt))
Y = viscosidade cinematica obtida a 100C (mm?.s™ (cSt))

c) Ponto de fluidez

O ponto de fluidez foi obtido pela metodologia ASTM D97-07. Cerca de 30 mL
de amostra foram colocados em um tubo de vidro e o ensaio foi realizado em um
sistema fechado, no qual o tubo de vidro contendo a amostra foi colocado. O sistema
era constituido por um termdmetro que entrava em contato com a amostra.
Inicialmente, o equipamento elevou levemente a temperatura para quebrar
qualquer possivel estrutura cristalina formada na amostra. Em seguida, a temperatura
foi resfriada a uma taxa constante de 3 em 3°C. A amostra foi entdo analisada nesses
intervalos de 3T, a fim de se detectar se era capaz de fluir. O ponto de fluidez

caracterizou-se pela menor temperatura na qual a amostra ndo escoou mais.

d) indice de neutralizacio

A metodologia ASTM D974-08 foi utilizada para obtencdo do indice de
neutralizacdo do produto. Uma amostra de 0,2 g foi dissolvida em 100 mL uma
mistura de tolueno e isopropanol contendo uma pequena quantidade de agua. Como
indicador foi utilizado p-naftolbenzeina. A amostra foi titulada contra uma solucéao de
KOH 0,1 mol.L™ alcodlica até a persisténcia da coloracdo verde. O branco foi feito
pela titulacdo do solvente (tolueno com isopropanol) e o indice de neutralizacao foi

obtido (mg KOH/g amostra) a partir da equacéo 4.8.

(A- B)XxMx56,10
m(g)

AV =

(4.8)

onde: A = volume de KOH utilizado na titulacdo da amostra
B = volume de KOH utilizado na titulagao do branco
M = molaridade da solu¢do de KOH
m = massa de amostra
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e) Corrosividade

Para analise da corrosividade do produto foi empregada a metodologia ASTM
D130-04 (corrosdo em lamina de cobre). Cerca de 30 mL amostra foram colocados
em um tubo de analise. Uma lamina de cobre polida e limpa foi imersa na amostra e o
sistema foi aquecido a 100C durante 3 horas. Ap0s 0 ensaio, a lamina foi lavada
com solvente de lavagem (isooctano), seca e comparada com padroes ASTM para

analise da existéncia de perda de brilho e corrosao.

f) Espectroscopia de infravermelho

A andlise de infravermelho do produto foi realizada em um espectrofotébmetro
de infravermelho por transformada de Fourier FTIR (Fourier Transform Infrared
Spectrophotometer) da Perkin Elmer utilizando célula de KBr de 0,1 mm de

espessura.

4.2.10 Reutilizacdo da lipase comercial

A possibilidade de reutilizacdo da lipase comercial Novozym 435 nas reacdes
entre acido oléico e ricinoleato de metila e acido estearico e ricinoleato de metila foi
avaliada empregando-se razao molar dos reagentes igual a 1, temperatura de 80T e
6% (m/m) de Novozym 435. Ap6s 48 horas de reacdo, a lipase foi inicialmente
separada do meio reacional por decantacao, seguida de lavagem com n-hexano e

filtracdo a vacuo. Em seguida a enzima foi reutilizada em uma nova reacéo.

O resumo dos experimentos com as etapas de otimizacdo e caracterizacao

encontra-se no Anexo 2.
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Capitulo 5

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Dosagem da agua nos reagentes

Os percentuais de agua do acido oléico extra puro e do ricinoleato de metila
(biodiesel de mamona) obtidos empregando Karl Fischer foram de 0,29 e 0,96%
(m/m), respectivamente. E possivel observar por esses resultados que a quantidade
de agua presente no biodiesel de mamona foi bem superior a encontrada no acido
oléico, o que pode ser atribuido a alta higroscopicidade do ricinoleato devido a
presenca da hidroxila na cadeia do éster. O alto teor de 4gua presente no biodiesel
da mamona sugere que o reagente possui uma quantidade de agua satisfatéria para
a expressdo da atividade catalitica da lipase. Yoshida e colaboradores (1997)
reportaram que a concentragao inicial de agua 6tima no meio reacional deveria estar
entre 0,18 a 0,42% (m/m) na sintese de estolides de &cido ricinoléico. Por outro lado,
Bodalo-Santoyo e colaboradores (2005) reportaram que esse valor deveria ser maior
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(entre 0,4 e 7,5% (m/m)). As diferencas nos valores observadas nos trabalhos podem
ser devido as diferencas no &cido ricinoléico e no suporte das lipases. O suporte
exerce forte influéncia sobre a particdo dos substratos, produtos e da agua do meio,
e, portanto, influencia na atividade catalitica da enzima (Bddalo et al., 2007).
Diferentes microambientes requerem diferentes quantidades de agua para que a

enzima expresse atividade catalitica.

5.2 Atividade enzimatica

A atividade de esterificacdo das lipases comerciais Novozym 435, Lipozyme
RM IM e Lipozyme TL IM foi determinada pelo consumo de acido oléico na reacdo de
esterificacdo com butanol, empregando razdo molar acido oléico/butanol igual a 1 e
3% m/m de enzima, a 45°C. Uma unidade de atividade de esterificacdo foi definida
como a quantidade de enzima que consome 1lumol de acido oléico por minuto.
Nessas condi¢cdes, as atividades das lipases Novozym 435, Lipozyme RM-IM e
Lipozyme TL-IM foram de 3824, 1909 e 699 pmols de acido/min.g de enzima,
respectivamente. A partir desses resultados, observa-se que atividade de
esterificacdo da lipase Novozym 435 foi cerca de duas vezes maior em relacdo a
atividade da enzima Lipozyme RM IM, cuja atividade foi cerca de trés vezes maior em

relacéo a atividade da Lipozyme TL IM.

5.3 Efeitos do tipo de lipase

Os efeitos do tipo de lipase na conversdo de reacdo foram avaliados em
experimentos de 48 horas, com as lipases comerciais Novozym 435, Lipozyme RM IM
e Lipozyme TL IM. As reacoes foram realizadas a 80°C, na razéo estequiométrica dos
reagentes (R=1) e com teor de 6% (m/m) de enzima. Os resultados encontram-se na
Figura 5.1, onde é possivel observar que apos 48 horas de reacdo as maiores
conversdes foram obtidas com a lipase comercial Novozym 435 (33% para ambos 0s
acidos graxos). As conversdes obtidas com as lipases Lipozyme RM IM e Lipozyme
TL IM foram inferiores a 15%. Desse modo, a lipase comercial Novozym 435 foi a
mais ativa na sintese de estolides a partir de reacdes entre os &cidos oléico ou

estearico com ricinoleato de metila.
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Figura 5.1 Efeitos do tipo de lipase na conversédo dos acidos oléico ou estearico com ricinoleato de
metila, ap6s 48 horas, empregando razao molar dos reagentes (R=1), 6% (m/m) de enzima a 80C em
reator batelada fechado.

Reacdes envolvendo a formagdo de estolide a partir de acido ricinoléico ou
hidrolise de estolides tém sido catalisadas com sucesso por lipases nao especificas
para as posi¢coes 1,3 (Candida rugosa, Chromobacterium viscosum, Pseudomonas
sp. e Geotrichum candidum), mas ndo s&do bem catalisadas por lipases 1,3
especificas (Rhizopus p., Rhizomucor miehei, lipase pancreatica, etc.) (BODALO-
SANTOYO et al.,, 2005). Lipases 1,3 especificas ndo podem atuar sobre o
grupamento hidroxila de um HFA, e desse modo, nao catalisam a reacédo
intermolecular entre hidroxilas secundarias e grupamentos carboxilicos de duas
moléculas de acido ricinoléico (KARUNA et al., 2005). Lipases randémicas como, por
exemplo, de C. rugosa, Chromobacterium viscosum, G. candidum e Pseudomonas
sp. sd0 mais ativas para catalisar a sintese de estolides.

Pelaez e colaboradores (2005) observaram que a lipase de Rhizopus delemar
ndo catalisou a formacédo de estolide durante a hidrolise de 6leo de mamona e a
lipase de R. miehei também néo foi capaz de atacar o grupamento hidroxila do acido

12-hidroxiestearico durante a esterificacao.

5.4 Efeitos da razdo molar dos reagentes

A estequiometria dos reagentes € uma variavel muito importante nas

polimerizacdes por condensacéo (ALLINGER et al., 1978).
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Os efeitos da razdo molar dos reagentes na reacao entre ricinoleato de metila
e acido oléico foram avaliados a 80C, por 24 horas, empregando 6% (m/m) de
Novozym 435 em reator fechado. O efeito da razdo molar foi estudado com base em
dados de comunicacdo pessoal fornecidos pelo CENPES como sugestdo de
avaliacdo do efeito do aumento da concentracdo de 4cido no meio na conversao final
da reacdo. A Figura 5.2 apresenta as conversdes (%) das reacdes obtidas apds 24
horas de reacédo. Nas reacOes onde o ricinoleato de metila era o reagente limitante a

conversao foi calculada através da equacao:
Xg=—2 xE (5.1)
a

Onde: Xg = converséao de ricinoleato

Xa = conversao de acido oléico

M = concentracao inicial de ricinoleato (mol/g)/ concentracéo inicial de acido
oléico (mol/g)

b/a = 1 (estequiometria da reacéo)

A maior converséao (22%) de acido oléico foi obtida com razdo estequiomeétrica
dos reagentes (R=1). No entanto, pode ser observado que o excesso de ambos os

reagentes ndo apresentou influéncia significativa na conversao.
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Razdomolar acido oléicolricinoleato de metila

Figura 5.2 Efeitos da razdo molar dos reagentes na reagéo entre acido oléico e ricinoleato de metila,
empregando 6% (m/m) de lipase comercial a 80C.
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5.5 Efeitos do tipo de acido graxo

A especificidade da lipase comercial foi investigada empregando-se os acidos
oléico (C18:1) e estearico (C18:0) nas reacdes com ricinoleato de metila. Esse
parametro foi estudado tendo em vista que os trabalhos da literatura reportam que a
adicdo de um &cido graxo saturado que atua como agente de capeamento diminui o
namero de insaturacdes na molécula aumentando sua estabilidade oxidativa.
Entretanto, os pontos de fluidez e névoa sédo negativamente afetados, o que diminui o
desempenho do lubrificante em baixas temperaturas (CERMAK e ISBELL, 2001).
Dessa forma, a partir da comparacdo dos resultados obtidos com os &cidos oléico e
estearico foi possivel avaliar se a lipase Novozym 435 exibiria seletividade em relacao
a presenca de insaturacéo na cadeia do acido graxo,

As reacbes foram conduzidas em reator fechado a 80°C, com 6% (m/m) de
enzima e razao estequiométrica dos reagentes (R=1). De acordo com os resultados
apresentados na Figura 5.3, pode ser observado o mesmo perfil de decaimento do
indice de acidez com o tempo para os dois acidos graxos estudados, indicando que a
lipase ndo exibiu preferéncia em relacdo a presenca de insaturagdo do acido graxo.
Apéds 100 horas de reacéo, foi obtida uma reducéo de 101 para 52 na reacao entre
acido oléico e ricinoleato de metila, e de 106 para 53,4 na reacdo entre acido

estearico e ricinoleato de metila.
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Figura 5.3 indice de acidez em funcdo do tempo nas reacdes de condensagéo entre acido oléico e
acido esteérico com ricinoleato de metila, empregando razéo estequiométrica dos reagentes (R=1) e
6% (m/m) de lipase a 80C.
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Bdodalo-Santoyo e colaboradores (2008) obtiveram redugdo no AV de 180 para
50 apoés 150 horas de reacgdo (conversdo de 72%), com 30 g de &cido ricinoléico e 5 g
de lipase de C. rugosa imobilizada (atividade hidrolitica de 819U/mg de sdélido) em

resina de troca ibnica (16,6% (m/m)).

5.6 Influéncia do tempo de reacao

Para avaliar a influéncia do tempo de reacdo na sintese de estolides, foram
realizadas reagoes de 24, 48, 72 e 100 horas a 80C em reator batelada fechado. As
reacoes foram conduzidas entre acido oléico e ricinoleato de metila e acido estearico
e ricinoleato de metila usando 6% (m/m) de Novozym 435 e razdo molar dos
reagentes (R =1).

As conversbes em funcdo do tempo de reagcdo encontram-se na Figura 5.4
onde pode ser observado que o aumento do tempo de reacdo acarretou no aumento
da conversao. No entanto, ndo foi observada uma variacéo significativa na conversao
com aumento do tempo de reacao de 72 para 100 horas, sendo obtidos 46 e 49% de

conversao do acido oléico e 46 e 50% de conversao do acido estearico.
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Figura 5.4 Influéncia do tempo de reagdo na converséo dos acidos oléico ou estearico com ricinoleato
de metila a 80C, empregando razao estequiométrica dos reagentes (R=1), 6% (m/m) de Novozym
435, em reator batelada fechado.

Conversio (%)

72 100
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Bodalo-Santoyo e colaboradores (2005a) estudaram a sintese de estolides
derivados do acido ricinoléico a 40°C catalisada pela lipase de Candida rugosa
imobilizada em resina de troca idnica (atividade hidrolitica de 819U/mg de sdlido). A
quantidade de mon6mero diminuiu com o tempo de reacao, diestolides e triestolides

alcancaram um maximo com 9 e 56 horas de reacdo, respectivamente, e a fracao
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mais pesada de estolide (tetraestolide e estolides maiores) continuou a crescer. Apés
330 horas, quando o AV de 40 foi alcancado, 55% dos estolides possuiam quatro ou

mais unidades de acido ricinoléico.

5.7 Efeitos da concentracdo de 4gua presente nomei 0

5.7.1 Efeitos da adicado de agua no meio reacional

Os efeitos da adicdo de agua na converséo foram avaliados nas reagfes entre
acido oléico e ricinoleato de metila e acido estearico e ricinoleato de metila em reator
batelada fechado. As seguintes condi¢cdes foram empregadas: 6% (m/m) de enzima,
razao estequiométrica dos reagentes, tempo de reacdo de 48 h e 80C. Baseado em
dados da literatura para reacdes de esterificacdo (FORESTI e FERREIRA, 2008), de
transesterificacdo (YANG et al., 2006) e de sintese de estolides (BODALO-SANTOYO
et al., 2005), a concentracdo de agua escolhida para se investigar a influéncia de
adicao de agua no meio reacional foi de 20% (m/m).

A Figura 5.5 apresenta as conversdes apés 48 h. A adicdo de dgua no meio
reacional diminuiu a conversao, ndo sendo observadas conversdes significativas apés
48 horas de reacdo para ambos os 4cidos graxos. A elevada concentracdo de agua
no meio pode ter promovido a formacdo de grumos de enzima, bem como ter

favorecido a reacdo de hidrélise devido a competicdo da agua pelo sitio ativo da

lipase.
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Figura 5.5. Efeitos da adicao de agua na conversao dos acidos oléico ou estearico com ricinoleato
de metila, apds 48 horas, empregando razao molar dos reagentes (R=1), 6% (m/m) de enzima a 80C
em reator batelada fechado.
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Bodalo-Santoyo e colaboradores (2005) observaram que a concentracao inicial
de agua de 4.000 ppm nao foi suficiente para manter a estrutura catalitica da lipase
de Candida rugosa em reac¢fes de sintese de estolides derivados do acido ricinoléico.
Quando a concentracdo de agua aumentou de 4.000 para 77.000 ppm (0,4 a 7,5%),
foi obtido um decréscimo no valor do AV mais pronunciado. Entretanto, na
concentracdo de 510.000 ppm (50% (m/m de agua)) a taxa de reacdo diminuiu devido
ao favorecimento da reacao reversa (hidrolise). A concentracdo de agua considerada
otima foi de 77.000 ppm (7,5% (m/m)). Nessas condi¢cOes 0s autores obtiveram AV de
65 apos 48 horas de reagéo (conversédo de 64%).

Yoshida e colaboradores (1997) também obtiveram melhores resultados com
adicdo de agua no meio (1.800 a 4.200 ppm) na sintese de estolides de acido
ricinoléico catalisada pela lipase de C. rugosa.

Entretanto, os resultados obtidos nesse trabalho mostraram que a adicao de
agua no meio diminuiu a conversdo da reacdo. Nesse caso, o0 elevado teor de agua
presente no reagente ricinoleato de metila (0,96% (m/m)) foi suficiente para manter o
meio com as quantidades tracos de agua necessarias para a manutencdo da
atividade catalitica da lipase.

Trubiano e colaboradores (2007) observaram que a presenca de 20% (m/m)
de agua na sintese de oleato de etila com lipase Novozym 435 em meio sem
solvente acarretou na reducdo da conversao de reacdo. Os resultados obtidos foram
justificados pelo fato da lipase de Candida antarctica B (CALB) ndo requerer a
presenca de uma interface 6leo/agua para exibir maior atividade, ou seja, ndo exibir

ativacao interfacial.

5.7.2 Remocéao da 4gua do meio

Com o objetivo de investigar a influéncia da remocéo da agua produzida na
reacdo de condensacao, foram investigados trés métodos de eliminacdo da 4gua do

meio reacional: evaporagdo simples, peneira molecular e vacuo.

5.7.2.1 Emprego de sistema reacional aberto

As reacOes em reator aberto foram conduzidas por 24 horas a 80C, com 6%

(m/m) de lipase comercial e razdo molar dos reagentes (R=1). Os resultados
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encontram-se na Figura 5.6. Pode ser observado que menores conversdes foram
obtidas nas rea¢Bes conduzidas em reator aberto em relagdo as reacgfes realizadas
em reator fechado, para os dois acidos graxos estudados. Esse resultado foi mais
pronunciado nas sinteses com acido esteéarico, onde a conversao obtida em reator
fechado apo6s 24 horas de reacéo foi de 21 %, enquanto o emprego de reator aberto

acarretou em uma conversao de apenas 4 %.
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Figura 5.6. Efeito do emprego de reator aberto na converséo apds 24 horas de reacdo entre acido
oléico ou &cido estearico e ricinoleato de metila. Temperatura de 80C, 6% (m/m) de Novozym 435
e razao estequiométrica dos reagentes (R=1).

Nas reacdes conduzidas em reator aberto observou-se emulsificagdo do meio,
0 que pode ser atribuido ao fato do biodiesel de mamona ser higroscopico. Os
grupamentos hidroxila presentes no ricinoleato de metila fazem com que o reagente
possua caracteristica hidrofilica. Desse modo, as moléculas de agua presentes no
ambiente sdo adsorvidas, promovendo emulsificagdo do meio reacional, agregacao
do catalisador e reducao da atividade enzimatica. Além disso, a agua adsorvida pelas
moléculas de ricinoleato de metila pode promover a reacdo reversa (hidrolise)
(FORESTI et al., 2007).

5.7.2.2 Emprego de peneira molecular

A adicdo de peneiras moleculares como uma segunda alternativa para a
remocao da agua do meio reacional foi estudada empregando-se peneira molecular
de 3A (SIGMA). A peneira molecular foi adicionada no meio reacional no inicio (t =

Oh), ap6s 6 e apOs 24 horas de reacdo. As reacgdes foram conduzidas na razao
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estequiométrica dos reagentes (R=1), com 6% (m/m) de lipase comercial, 500 mg de
peneira, temperatura de 80C e reator fechado duran te 48 horas. A peneira molecular
foi previamente seca em mufla a 300C por 3 horas e o percentual médio de agua
presente na peneira utilizada foi de 10,5%.

Os resultados estao ilustrados na Figura 5.7. A adicdo do agente secante no
inicio da reacdo ndo acarretou em alteracdo significativa na conversdo em relacdo a
reacdo sem o0 emprego de peneira molecular, 0 que pode ser atribuido a excessiva
remocao de dgua necessaria para a manutencao da estrutura catalitica da lipase pelo
agente secante adicionado no inicio da reacdo. No entanto, quando a peneira foi
adicionada apés 6 ou 24 horas de reacao foi observado um aumento na conversao,

devido a remocéo da agua produzida na reacéo pelo agente secante.
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Figura 5.7. Efeito do tempo de adi¢do de peneira molecular na conversédo apds 48 horas de reacéo
entre acido oléico ou acido estearico e ricinoleato de metila, empregando reator fechado, 6% (m/m) de
Novozym 435 e razdo estequiométrica dos reagentes (R=1) a 80C.

Para avaliar os efeitos da quantidade de peneira molecular, foram realizados
experimentos com 100, 250, 500 e 650 mg de peneira, na razdo estequiométrica dos
reagentes, temperatura de 80C e teor de Novozym 435 de 6% (m/m). Maiores
concentracbes de peneira ndao foram investigadas, pois iSso acarretaria em
dificuldades de agitacdo do meio reacional. Em todos os experimentos o agente
secante foi adicionado apds 6 horas de reacédo, tendo em vista que essa foi a melhor
condicdo obtida com relacdo ao tempo de adicdo do agente dessecante. Os
resultados encontram-se na Figura 5.8. ApGs 48 horas de reagdo ocorreu um

aumento da conversdo com o0 aumento na quantidade de peneira molecular. Os
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melhores resultados de conversao foram obtidos com 650 mg de peneira adicionadas
apos 6 horas de reacdo (45% para o acido oléico e 41% para o acido estearico).
Entretanto, pode-se observar que a adicdo de 650 mg de peneira ndo produziu uma
alteracdo significativa na conversdao quando comparada ao resultado obtido
empregando-se 500 mg do agente secante, principalmente nas reagbes com acido
oléico.

M Sem peneira
60 - 4100 mgde peneira
1250 mg de peneira
W500mgde peneira
44 45 ®G50 mgde peneira

37 39

50

29 41

33 39

40 1

33 33

30

20 +

Conversao (%)

10

Acido oléico Acido estearico

Figura 5.8. Efeitos da quantidade de peneira molecular de 3A adicionada apos 6 horas na conversao
apo6s 48 horas de reacéo entre acido oléico ou acido estearico e ricinoleato de metila empregando
razéo estequiométrica dos reagentes e 6% (m/m) de Novozym 435 a 80<C.

Tarahomjoo e Alemzadeh (2002) estudaram o efeito da adicdo de peneira
molecular na reacéo de acilacdo entre glicose e acido palmitico, catalisada pela lipase
de Rhizomucor miehei em meio com solvente e observaram que quantidades
superiores a 500 mg de peneira molecular acarretavam em baixos rendimentos. O
fato foi atribuido & excessiva remocao da camada de 4gua essencial que reveste a
enzima pelo agente secante. Entretanto, Adachi e Kobayashi (2004) investigaram a
adicdo de peneiras moleculares de 3A na reacdo de esterificacdo entre manose e
acido laurico catalisada pela lipase imobilizada de Candida antarctica B, e obtiveram
elevadas conversdes empregando 100 g/L de peneira, ou seja, praticamente o dobro

da concentracédo de agente dessecante utilizada nesse trabalho (50 g/L).

5.7.2.3 Emprego de vacuo

O emprego de vacuo como alternativa para a remo¢do da agua do meio
reacional foi investigado em reacdes realizadas a 80C, na razao estequiométrica dos
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reagentes (R=1) e 6% (m/m) de lipase comercial em reator batelada fechado.
Considerando os resultados obtidos nos experimentos com peneira molecular (item
5.7.2.2), 0 emprego de vacuo também foi avaliado desde o inicio da reacao (t = Oh) e
apos 6 horas de reacao. De acordo com a Figura 5.9, verificou-se que a utilizacéo de
vacuo (0,45 mmHg) aumentou a conversdo. No entanto, ndo se observaram
diferencas significativas em relagdo ao seu uso desde o inicio ou apds 6 h de reacao

(44 e 45% de conversao, respectivamente).

50 4 45 44
— A0
E;q 34
o 30 A
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controle vacuo de 0,45 vacuo de 0,45
mmHg/42h mmHg/48h

Figura 5.9. Influéncia do emprego de vacuo na converséo apos 48 horas de reacao entre acido oléico
e ricinoleato de metila a 80C, teor de Novozym 435 de 6% (m/m) e razdo estequiométrica dos
reagentes, sob pressdo de 0,45 mmHg a partir de t=0h ou t=6h.

Bodalo-Santoyo e colaboradores (2009) utilizaram um sistema de vacuo (160
mmHg) juntamente com uma corrente de ar seco para remocao da agua produzida na
reacao de sintese de estolides de acido ricinoléico catalisada pela lipase de C. rugosa
(atividade hidrolitica de 819U/mg de sdlido). O tempo de permanéncia de secagem
exerceu uma grande influéncia na reacéo devido a desidratacdo excessiva da lipase
quando o meio foi submetido a longos tempos de secagem (21 horas). Apos 48
horas, os melhores resultados foram obtidos quando o sistema de remocao da agua
permaneceu ligado por 7 horas (68% de converséo).

Na Figura 5.10 sdo comparados os resultados obtidos ap6s 48 horas de
reacao, nos experimentos empregando vacuo de 0,45 mmHg e 500 mg de peneira.
Pode-se observar que o resultado obtido com emprego de 500 mg de peneira
molecular adicionada apds 6 horas de reacdo (44%) foi praticamente o mesmo obtido
quando a reacgdo progrediu sob vacuo a partir de 6 horas de reacdo (45%). Desse

modo, tendo em vista 0s custos operacionais, a adicdo de peneira molecular para a
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remocao da dgua do meio reacional representa uma metodologia mais eficiente, visto
que a peneira molecular pode ser lavada ao final da reacéo e reutilizada, reduzindo

0s custos, além do custo energético do processo empregando vacuo.
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Figura 5.10. Conversdes apoés 48 h na reacédo entre acido oléico e ricinoleato de metila com 500
mg de peneira molecular adicionada apds 6 h ou vacuo de 0,45 mmHg ligado apés 6 h de
reacdo. ReacBes conduzidas a 80T, com 6% (m/m) de Novozym 435 e razdo estequiométrica
dos reagentes.

Yoshida e colaboradores (1997) estudaram a reacdo de sintese de estolide
catalisada pela lipase de C. rugosa imobilizada em ceramica empregando as
seguintes pressodes de vacuo: 110 mmHg (0,13 atm), 310 mmHg (0,41 atm), 410 mm
Hg (0,54 atm) e 760 mmHg (1 atm). A condicdo de 110 mmHg mostrou ser a mais
vantajosa, com alcance de AV de 40 ap6s 70 horas de reacdo, enquanto que na
pressdo atmosférica, foi obtido um AV de 60.

Isbell e colaboradores (1997) observaram que a remocao de agua por Vacuo
de 9 mmHg (0,011 atm) promoveu um aumento no rendimento em reacdes de sintese
de estolides derivados do acido oléico com &cido sulfurico como catalisador.

Linko e colaboradores (1998) investigaram o emprego de vacuo na sintese de
poliésteres derivados de acidos dicarboxilicos com didis utilizando como catalisador a
lipase imobilizada de R. miehei. Ap6s 20 horas, a pressdo no meio reacional foi
reduzida para 0,15 mmHg (0,0002 atm), e os autores obtiveram um aumento de
quatro vezes na massa molar dos poliésteres obtidos na poliesterificacdo desses didis
com diacidos, em relagcéo a reacdo conduzida sob presséo atmosférica.

Mahapatro e colaboradores (2004) utilizaram vacuo de 10 mmHg para

remocao da agua produzida na reacdo de poliesterificacdo de diferentes hidroxiacidos

Aguieiras, E.C.G.



Capitulo 5. Resultados e Discusséo 65

catalisada pela lipase da Candida antarctica (Novozym 435) a 90C. No inicio da
reacdo, o grau de polimerizacdo foi maior nas reacdes onde o vacuo ndo foi
empregado, devido ao fato da quantidade de agua encontrar-se abaixo da requerida
para a manutencdo da atividade enzimatica. Apés 4 ou 8 horas de reacao foi
observada uma reducao na velocidade de reagdo das reacdes conduzidas sem a
remo¢cdo da agua. Entretanto, apds 48 horas de reacdo o grau de polimerizagédo

obtido com e sem emprego de vacuo foi similar.

5.8 Velocidade de agitacéo

A influéncia da velocidade de agitacdo foi investigada em micro reator de
bancada com capacidade de 50 mL (Reator Parr modelo 4843). Esse parametro foi
avaliado com o objetivo de se determinar a velocidade de agitacdo que seria utilizada
para o estudo da influéncia da pressdo nesse sistema. As reacdes foram realizadas
por 48 horas, com 6% (m/m) de enzima e razdo estequiométrica dos reagentes. A
pressdo dentro do reator ndo aumentou durante a reacdo. Pode ser observado na
Figura 5.11 que ndo houve alteragéo significativa na conversdo para velocidades de
agitacao de até 550 rpm. No entanto, na velocidade de 650 rpm ocorreu uma reducao
de 7% na conversdo. Além disso, pode ser observado que as conversdas obtidas
nesse sistema foram inferiores as obtidas no sistema convencional com agitacao
magnética (33%). Esse resultado pode ser atribuido a um possivel depdésito da
enzima no fundo do reator devido a grande quantidade de lipase imobilizada
requerida no reator Parr para se obter concentracdo de 6% (m/m) de biocatalisador.
Com nao era possivel observar o que ocorria no sistema reacional, pois o reator era
feito de acgo, a agitagdo pode néo ter sido suficiente para manter a enzima em

suspensao no meio.
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Figura 5.11. Influéncia da velocidade de agitacdo na conversao apés 48 horas de reacéo entre acido
oléico e ricinoleato de metila, empregando teor de Novozym 435 de 6% (m/m), razdo estequiométrica
dos reagentes a 80CC em micro reator de bancada com agitador do tipo hélice de impulsao.

5.9 Reacdao sob pressao

Para investigar o efeito do emprego de pressao na conversdo do acido oléico
na reacao de sintese de estolides, foram conduzidas reac¢des de 48 horas entre acido
oléico e ricinoleato de metila em micro reator de bancada (reator Parr modelo 4843) a
80T, com razdo estequiométrica dos reagentes e 6% (m/m) de Novozym 435. A
velocidade de agitacdo foi de 550 rpm, considerando os resultados obtidos no item
5.8. As pressdes investigadas foram de 100 e 250 psi (6,8 e 17 atm). Nitrogénio foi
utilizado para a pressurizacdo do sistema.

As conversodes estao ilustradas na Figura 5.12 e demonstram que o aumento
na pressdo promoveu uma reducdo de 4% na conversdo em relacdo a reacao
realizada a pressdo atmosférica. Entretanto, ndo foram observadas diferencas nos

resultados de converséo obtidos para as pressdes de 6,8 e 17 atm.
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Figura 5.12. Influéncia do emprego de pressdo na conversao apos 48 horas de reacao entre acido
oléico e ricinoleato de metila a 80C, empregando 6 % (m/m) de Novozym 435 e razao estequiométrica
dos reagentes.

Algumas modificacfes estruturais induzidas pelo aumento de pressao podem
alterar a estabilidade, atividade e especificidade da proteina (MOZHAEV et al., 1996).
Desse modo o emprego de pressdes acima de 1 atm pode ter promovido mudancas
conformacionais na estrutura da lipase, acarretando em inativacdo da proteina.

Embora trabalhos reportem aumento na estabilidade de lipases sob sistemas
de alta presséo utilizando principalmente fluidos supercriticos (ROMERO et al., 2005;
MARIE-OLIVE et al., 2000; HLAVSOVA et al., 2008), é amplamente reconhecido que
a pressao é potencialmente desnaturante para proteinas. A faixa de pressao capaz
de desnaturar proteinas depende do tipo e da fonte da enzima, da natureza do meio
no qual a enzima encontra-se dispersa, da intensidade da pressao, da temperatura e
do tempo de exposicdo a pressdo. Algumas enzimas sdo facilmente inativadas em
baixas pressoes (< 400MPa = 3,95 atm) em temperatura ambiente, enquanto outras
requerem altas pressdes para serem inativadas (RIAHI e RAMASWAMY, 2004).

Mozhaev e colaboradores (1996) investigaram o efeito da pressdo sobre a
atividade da enzima a-quimotripsina e observaram que, na pressdo de 4,5 atm a
velocidade de reacdo aumentou em 6,5 vezes relacdo a pressdo atmosférica. A
ativacdo e estabilizacdo da enzima em alta presséo foram atribuidas ao aumento da
hidratacéo da proteina sob pressfes maiores que a atmosférica. No entanto, o0s
mesmos autores observaram reducdo da atividade catalitica da enzima o-
quimotripsina em pressfes de 5 a 5.000 atm devido a desnaturacdo provocada pela

alta presséo. Pressdes superiores a 4.940 atm levaram a um maior aumento das
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flutuacdes conformacionais e, dessa forma, a hidratacdo da proteina poderia

promover a agregac¢ao e perda da estrutura secundéria da enzima.

5.10 Efeitos da temperatura

Para avaliar os efeitos da temperatura na reacao entre ricinoleato de metila e
acido oléico, experimentos foram realizados nas temperaturas de 50, 60, 70, 80, 90 e
100°C, durante 24 horas, com razio estequiométrica dos reagentes e 6% (m/m) de
Novozym 435. A Figura 5.13 mostra a conversado apoés 24 h. Pode ser observado que
0 aumento da temperatura até 90C favoreceu a conve rsdo, com 31% de conversao
sendo obtidos apds 24h de reacdo. Entretanto os valores de conversao obtidos em 90
e 100C foram similares, indicando que temperaturas superiores a 100T

acarretariam em desativacao térmica da lipase.
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Figura 5.13 Efeitos da temperatura na converséo apos 24 horas de reacao entre acido oléico e
ricinoleato de metila com razdo estequiométrica dos reagentes e 6% (m/m) de Novozym 435.

Embora, a maior parte dos trabalhos relacionados a sintese de estolides de
acido ricinoléico empregando lipases como catalisadores utilize temperaturas mais
brandas de reacdo (40C), a reacdo estudada nesse trabalho foi favorecida em
maiores temperaturas.

Mahapatro e colaboradores (2004) também observaram que a lipase de
Candida antarctica (Novozym 435) manteve atividade a 90T em reacbOes de

poliesterificagdo de diferentes hidroxiacidos. Entretanto, segundo o0s autores,
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temperaturas superiores a 90C poderiam acarretar na formacao de lactonas e na
desnaturacao da enzima.

Estudos mostraram que o grau de polimerizacdo e a taxa de reacao
aumentaram com o aumento da temperatura em reacoes de sintese de estolides a
partir dos acidos 5-hidroxi pentandico e 6-hidroxi hexandico empregando as lipases
pancreatica e de Pseudomonas sp. (UYAMA e KOBAYASHI, 1993; UYAMA et al.,
1995).

Foi reportado que as taxas de sintese de estolides de w-HFA bem como de
lactonas aumentam em elevadas temperaturas (HAYES, 1996). Entretanto, quando
cadeias de &cidos graxos longas com a hidroxila presente no carbono central (acido
ricinoléico C18:1-OH12 e acido lesquerdlico C20:1-OH14) foram expostas a acao das
lipases, estolides foram identificados como principais produtos, ndo sendo detectada
a formacao de lactonas. Os estudos utilizando acido ricinoléico tiveram como produto
de maior peso molecular tetraestolides e a formacéo de estolide ocorreu rapidamente
tanto em meio com grande quantidade de agua como em meio quase anidro (HAYES,
1996).

Com o objetivo de verificar se a reacdo estaria progredindo devido a acéo
catalitica da lipase ou devido as altas temperaturas empregadas (90 e 100C), um
teste em branco, conduzido na auséncia de biocatalisador, foi realizado a 100C, com
razdo estequiomeétrica dos reagentes (0,015 mol de acido oléico e 0,015 mol de
ricinoleato de metila). Como mostrado na Figura 5.14, ndo foi observada reducao
significativa no AV (indice de acidez) apds 24 horas de reacdo, o que demonstra que

a reacao ocorreu devido a atuacéo catalitica da enzima.
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Figura 5.14 Efeito da presenca de biocatalisador na reducédo do indice de acidez determinado nas
reacOes conduzidas a 100<C, na razéo estequiométric a dos reagentes, na auséncia e na presenca de
6% (m/m) de Novozym 435.

5.11 Efeitos da concentracdo de biocatalisador

Os efeitos da concentracdo de Novozym 435 na reacao entre ricinoleato de
metila e &cido oléico foram investigados empregando teores da preparagao
enzimética comercial de 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16 e 18% m/m (massa de preparacao
enzimatica/massa total de reagentes). A faixa de concentracdo estudada foi escolhida
com base em dados obtidos no trabalho de Bodalo e colaboradores (2009) que
utilizaram concentracéo de lipase imobilizada de C. rugosa de 8,33 a 33% (m/m) em
em reacgOes de sintese de estolides a partir de 4cido ricinoléico. Na reagéo realizada
com a maior concentracdo de lipase (18%) ocorreu formacdo de grumos, 0 que
impossibilitou a retirada de amostras representativas do meio reacional. Dessa forma,
nao foi possivel acompanhar o progresso da reacao, ndo sendo obtidos os resultados
desse experimento.

De acordo com a Figura 5.15, pode-se observar que 0 aumento na
concentracdo de biocatalisador de 4 até 14% (m/m) promoveu um aumento na
conversdo (e diminuicdo do indice de acidez final), como esperado. Entretanto, o
emprego de 16% (m/m) de Novozym acarretou em reducdo na conversao de acido
graxo (43%) em relacdo ao emprego de 14% (m/m) (53%), o que pode ser atribuido a
limitacbes de transferéncia de massa externa. Portanto, o melhor resultado de
conversao apos 24 h foi de 53% com 14% (m/m) de Novozym 435 para a temperatura
de 90C.
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Figura 5.15 Efeitos da concentracéo de Novozym 435 na reacao entre acido oléico e ricinoleato de
metila empregando razdo estequiométrica dos reagentes, a 90°C.

O fenbmeno de formacéo de grumos acarreta em distribuicdo ndo homogénea
das lipases. As moléculas de enzima sdo expostas a altas concentracbes de
substrato, mas a transferéncia de massa sobre a particula do catalisador agregado
pode limitar severamente a concentracdo de substrato dentro da particula. A baixa
atividade de uma fracdo do catalisador reduz o rendimento global, diminuindo a
eficiéncia por unidade de massa do biocatalisador (FORESTI e FERREIRA, 2005).

Trabalhos que utilizam lipases imobilizadas na obtencéo de ésteres a partir de
reacbes de esterificacdo entre acido oléico e etanol demonstram que altas
concentracbes de lipase imobilizada promovem aglomeragdo enzimatica, sem
aumento significativo no rendimento (TRUBIANO et al., 2007; FORESTI e
FERREIRA, 2005). De acordo com Ramachandran e colaboradores (2006) para
baixas concentracfes de lipase de Candida rugosa, a velocidade inicial de hidrélise
de 6leo de palma aumentou linearmente com o teor de enzima. No entanto, com
elevadas concentracoes da lipase, essa relagdo linear atingiu um plato,
especialmente para baixas velocidades de agitacdo, devido a saturacdo da area
interfacial com moléculas de enzima, o que limitou a disponibilidade de substrato para
a reacao.

Bodalo e colaboradores (2009) observaram que mudancas mais significativas
no AV final foram obtidas quando a concentracdo de lipase aumentou de 8,33 para
16,6% (m/m) em relacdo ao aumento de 16,6 para 33% em reacOes de sintese de

estolides a partir de acido ricinoléico a 40C. De acordo com 0s autores, 0 emprego
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de 10g de enzima em 30g de acido promoveu dificuldade de manipulacdo dos
experimentos devido & alta concentracéo de lipase no meio.

Mahapatro e colaboradores (2004) investigaram os efeitos da concentracao
de lipase em reacdes de poliesterificacdo do acido 12-hidroxidodecandico catalisada
pela lipase da Candida antarctica (Novozym 435) a 90C sob vacuo de 10 mmHg. A
polimerizagdo ocorreu mais rapidamente quando a concentracdo de enzima
aumentou de 0,1 até 10% (m/m). No entanto, apos 24 horas de reacédo, os produtos

de ambas as reagdes apresentaram pesos moleculares similares.

5.12 Avaliacdo dos produtos obtidos por cromatograf ia em fase gasosa

5.12.1 Reacdes empregando apenas um reagente

As reacbes com apenas um reagente foram realizadas com o objetivo de
avaliar quais os possiveis produtos gerados na reacéo do acido oléico com ricinoleato

de metila catalisada pela lipase Novozym 435.

5.12.1.1 Acido oléico

Inicialmente, estudou-se a reacdo com 0,030 mol de acido oléico (8,46q), teor
de Novozym de 6% (m/m) a 80C para verificar se hav eria a formacgéo de um dimero
do &cido oléico, conforme a Figura 5.16. Apos 48 horas de reacdo, foi observada
reducdo no indice de acidez de apenas 2,9 (conversao de 1,52%). Da mesma forma,
de acordo com a analise cromatografica apresentada na Figura 5.17, também néo foi
observada reducdo na é&rea referente ao pico do &cido oléico, comprovando que o
percentual de acido oléico (tempo de retencdo = 7,2 min) no meio reacional ndo se
alterou durante o progresso da reacdo. Esses resultados indicam que a lipase
empregada ndo catalisou a reacdo de condensacdo entre duas moléculas de acido

oléico.
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Figura 5.16. Reagédo empregando acido oléico como reagente.
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Figura 5.17. Perfis cromatograficos obtidos no inicio (Oh) e ap6s 48 horas na reagcao empregando acido
oléico a 80C, teor de enzima de 6% (m/m) e reator batelada fechado.
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Esses resultados jA eram esperados uma vez que lipases sao enzimas
especificas que catalisam reacBes de esterificacdo envolvendo um grupamento
carbonila e um grupamento hidroxila com liberacdo de agua como subproduto. A
reacao entre duas moléculas de acido oléico caracteriza-se por ser uma reacao de
adicdo, envolvendo a ligacdo dupla presente no acido.

Pelaez e colaboradores (2003) investigaram a producdo de estolides
empregando cultura bacteriana de Pseudomonas sp. contendo acido oléico como
fonte de carbono. A lipase de Pseudomonas sp. foi extraida do meio de cultura para
verificar a habilidade da enzima em catalisar a condensacao de acido ol€ico in vitro. A
reacdo foi conduzida na presenca de 85 ug de acido oléico, 30 ug de lipase (35%
(m/m)). Foi observado que a lipase parcialmente purificada também foi capaz de
catalisar a sintese de estolides derivados de acido oléico. Entretanto, os resultados
obtidos pelos autores foram os Unicos encontrados na literatura onde lipases foram
empregadas na sintese de estolides de acido oléico e ndo esta claro no texto como

foi realizada a quantificacéo dos estolides formados.

5.12.1.2 Ricinoleato de metila

A segunda reacdo estudada empregando apenas um dos reagentes foi
conduzida com ricinoleato de metila (0,030 mol, 9,36g), com teor de Novozym de 6%
(m/m) a 80<C, durante 48 horas. Os resultados mostr aram que ocorreu um aumento
no indice de acidez inicial de 1,4 para 7,5 apds 48 horas de reacdo. Esse fato pode
ser atribuido a hidrolise do éster com formacgéo de acido ricinoléico, catalisada pela
lipase, promovendo assim o aumento no indice de acidez. Com relacdo aos
cromatogramas obtidos no inicio e apos 48 horas de reacdo (Figura 5.18), é possivel
observar o aparecimento de um pico de area bem pequena e tempo de retencdo de
aproximadamente 21 min (Figura 5.18b), que poderia ser atribuido ao produto da
reacao de condensacdo entre duas moléculas de acido ricinoléico formadas a partir

da hidrélise do ricinoleato de metila (TR = 8,6 min).
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12.5 Ricinoleato de metila
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Figura 5.18. Perfis cromatograficos obtidos no inicio (Oh) e apos 48 horas na reagdo empregando
ricinoleato de metila a 80C, teor de enzima de 6% (m/m) e reator fechado.

A Figura 5.19 representa de forma esquematica as possiveis etapas de
reacoes envolvidas com o emprego de ricinoleato de metila como reagente. Nesse
caso, a molécula de ricinoleato de metila sofreria hidrolise enzimética produzindo
acido ricinoléico (reacdo 1), o que justifica 0 aumento no indice de acidez. O acido

ricinoléico pode entdo ser esterificado pela lipase (reacdo 2) formando dimero de

estolide.
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Figura 5.19. Reac¢do empregando ricinoleato de metila como reagente.

5.12.1.3 Acido ricinoléico

Para confirmar a possibilidade de reacdo entre duas moléculas de acido
ricinoléico catalisada pela lipase Novozym 435, foram realizadas sinteses
empregando acido ricinoléico comercial (80%) como reagente (0,030 mol, 8,93 Q),
teor de enzima de 6% (m/m), em reator batelada fechado a 80C. Apos 48 horas de
reacao foi obtido um valor final de indice de acidez 32,4% menor que o indice de
acidez inicial, indicando que a lipase promoveu a condensacdo das moléculas do
acido ricinoléico.

A partir da andlise cromatografica (Figura 5.20), foi possivel observar que o
pico referente ao acido ricinoléico (TR = 8,7 min) praticamente desaparaceu apos 48
horas de reacdo. Além disso, foi observado que a éarea referente ao tempo de
retencd@o do &cido ricinoléico foi muito baixa até mesmo no inicio da reacéo (t = Oh), o
que pode ser atribuido a uma possivel adsor¢do do acido na coluna cromatografica.
Entretanto, ndo foi observado o pico referente ao produto da reacdo entre duas
moléculas de &cido ricinoléico o que novamente pode estar relacionado com a coluna

empregada.
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Figura 5.20. Perfis cromatograficos obtidos no inicio (Oh) e ap6s 48 horas na reagcao empregando acido
ricinoléico a 80C, teor de enzima de 6% (m/m) e re ator batelada fechado.

5.12.2 Reacdes entre acido oléico e acido ricinoléi  co

Considerando os resultados obtidos anteriormente, foi investigada também a
reacdo entre acido oléico e &cido ricinoléico, a fim de se agrupar os dados e descartar
ou validar as possiveis reacdes que estariam ocorrendo na sintese de estolides de
biodiesel de mamona com acido oléico. As reacdes entre acido oléico e acido
ricinoléico foram conduzidas com razao molar dos reagentes igual a 1 (0,015 mol de
cada reagente), a 80C, em reator batelada fechado e com teor de Novozym de 6%
(m/m).

ApOs 48 horas de reacao foi obtido um valor de AV de 155, o que correspondia
a uma conversdo tedrica de 14%, em reacdo ao valor de AV obtido no inicio da
reacao, 180,3.

Na Figura 5.21 estdo apresentados os perfis cromatograficos obtidos no inicio
e apOs 48 horas de reacdo. Os resultados obtidos por andlise cromatografica

mostraram que, enguanto o acido ricinoléico (TR = 8,7 min) praticamente
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desapareceu apoOs 48 horas de reagdo, o percentual de acido oléico (TR = 7,2

minutos) presente ainda era alto. Entretanto, cabe ressaltar que apesar de uma

provavel condensacdo das moléculas de acido ricinoléico os dimeros ndo foram

identificados na coluna empregada.
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Figura 5.21. Perfis cromatograficos obtidos no inicio (Oh) e apos 48 horas na reacdo entre acido
ricinoléico e acido oléico a 80T, teor de enzima d e 6% (m/m), razdo molar igual a 1 e reator batelada

fechado.

As possiveis reacdes entre acido oléico e acido ricinoléico estédo representadas

na Figura 5.22.
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Figura 5.22. Reacédo empregando &cido oléico e acido ricinoléico.

Os resultados indicaram que a lipase de Candida antarctica (Novozym 435)
exibiu preferéncia na catdlise de reacfes de esterificacdo entre duas moléculas de
acido graxo hidroxilado (acido ricinoléico, HFA), em relacdo as reac¢des envolvendo a
condensacao de uma molécula de acido graxo hidroxilado (HFA) com uma molécula

de acido graxo nao hidroxilado (NHA).

5.12.3 Reacdes entre acido oléico e ricinoleato de  metila

Para a andlise dos perfis cromatograficos dos produtos obtidos nas reacdes
entre 4cido oléico e ricinoleato de metila, as reacdes foram realizadas a 80C, com
teor de Novozym 435 de 6% (m/m), razdo estequiométrica dos reagentes e em reator
batelada fechado, durante 72 horas. Os perfis cromatograficos obtidos durante a

reacdo encontram-se na Figura 5.23.
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Figura 5.23. Perfis cromatograficos obtidos no inicio (Oh), em 24, 48 e 72 horas na reagéo entre
ricinoleato de metila e acido oléico a 80C, teor d e enzima de 6% (m/m), razao molar igual a 1 e reator
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Esses resultados indicariam que a lipase utilizada estaria primeiramente
catalisando a reacdo de transesterificagcdo entre os reagentes, com formacdo de
oleato de metila, com tempo de retencdo de 6,9 minutos e acido ricinoléico, com
tempo de retencdo de 8,8 minutos. Essa hipdtese foi constatada a partir da
determinacao do tempo de retencédo do oleato de metila obtido em uma reacéo de
esterificacdo entre 4cido oléico e metanol, onde foi verificado que esse éster possuia
tempo de retencéo de 6,9 minutos.

ApOs maiores tempos de reacdo (48 e 72 horas) foi observada reducdo nas
areas referentes a ambos os ésteres e acidos. Os picos com tempos de 19,2 e 21,1
podem representar os dimeros formados a partir de reacdes de condensacao.
Entretanto, devido a limitacdo da coluna empregada e a auséncia de padrao
cromatografico para esses produtos, ndo é possivel afirmar que os picos sao
referentes aos produtos de interesse. A Figura 5.24 apresenta um esquema das
possiveis rotas reacionais envolvidas na sintese de estolides de acido oléico e
ricinoleato de metila. A reacédo 1 (Fig. 5.24) representa a reacao de transesterificacao
entre acido oléico e ricinoleato de metila, com formacéao de &cido ricinoléico e oleato
de metila. As reagfes de condensacdo entre acido oléico e 4cido ricinoléico e entre
duas moléculas de 4&cido ricinoléico (reacbes 3 e 4) estariam ocorrendo
posteriormente, com o0s produtos sendo detectados em 19,2 e 21,1 min de
cromatografia. A reacdo de condensacao entre acido oléico e ricinoleato de metila
(reacdo 2) envolvendo a hidroxila do éster e a carboxila do acido também poderia ser

catalisada pela lipase como reportado na literatura (Hayes e Kleiman, 1995).
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Figura 5.24. Reacédo empregando acido oléico e ricinoleato de metila.

A Figura 5.25 compara a reducao no percentual de 4cido oléico com a reducao

no indice de acidez em 72 horas de reacdo. Pode ser observado que o percentual de

acido oléico (diretamente relacionado com a concentracdo de acido no meio) foi de

18% apos 72 horas de reacdo. No entanto, a curva de reducdo do indice de acidez,

embora apresente um perfil semelhante, mostrou que a reducdo no AV foi bem

menor, atingindo 55,4 apds 72 horas de reacao (AV inicial de 99).

Esses resultados ja seriam esperados, uma vez que o indice de acidez

representa um método quantitativo de determinacdo da concentracdo de &cidos

graxos presentes na amostra, enquanto que na analise cromatografica é obtido um

perfil quantitativo e qualitativo do consumo e formagéo dos produtos no meio. Dessa

Aguieiras, E.C.G.




Capitulo 5. Resultados e Discusséo 83

maneira, embora a concentracdo de &cido oléico, determinada por cromatografia em
fase gasosa, tenha sido reduzida a valores muito baixos, essa redugéo néo se reflete
em uma queda no indice de acidez, uma vez que o0 acido ricinoléico esta sendo
formado a partir da transesterificagdo. O acido ricinoléico formado € entédo
quantificado juntamente com o acido ol€ico por titulacdo, acarretando em uma baixa

reducdo no AV.

120 - 120
—8— % Acido oléico

100 = AV (mg KOH/g) 100
S 80 80 B
@ T
o
o 60 60 O
§e) o
2 40 40 g
S 20 20 2

0 0
0 24 48 72
Tempo (h)

Figura 5.25. Comparacao entre a reducdo no percentual de &acido oléico e o indice de acidez em 72
horas de reacao entre acido oléico e ricinoleato de metila, empregando 6% (m/m) de enzima e reator
fechado a 80C.

De acordo com Hayes (1996), embora lipases randdémicas sejam aptas para a
sintese de estolides, elas exibem preferéncia para reacdes de esterificacdo (ou
transesterificacdo), o que justifica os resultados obtidos nesse trabalho. Hayes e
Kleiman (1995) realizaram reagBes competitivas entre acido lesquerdlico, &cido
octadecendico e 1-decanol utilizando a lipase de Pseudomonas sp. como
catalisador. Os resultados mostraram que a formacdo de ésteres ocorreu
rapidamente, enquanto n&o foi observada formagéo de estolide livre resultante da
condensacao entre duas moléculas de acido lesquerdlico ou entre acido lesquerdlico
e acido octadecendico. No entanto, a formacdo de éster de estolides ocorreu
lentamente apos o0 acumulo de grandes quantidades de ésteres, que foram utilizados
como substratos pela lipase. Quando a lipase de C. rugosa catalisou a reacao,
somente ésteres foram formados, ndo sendo observada condensacéo dos ésteres e
formacdo de ésteres de estolides ao contrario do resultado obtido para

Pseudomonas sp.
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5.13 Caracterizacgao fisico-quimica do produto

O produto obtido na reacdo entre &cido oléico e ricinoleato de metila foi
caracterizado de acordo com algumas propriedades avaliadas para a especificacédo
de um lubrificante. A analise de infravermelho mostrou que o lubrificante obtido

assemelha-se ao 0leo basico neutro leve (Figura 5.26).
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Figura 5.26. Espectros de infravermelho do 6leo basico neutro leve (azul) e do biolubrificante obtido na
reacdo entre acido oléico e ricinoleato de metila (preto).

Os resultados da caracterizagdo do produto e sua comparagdo com as
caracteristicas estabelecidas pela ANP para trés tipos de lubrificantes derivados de

petréleo estdo apresentados na Tabela 5.1.

Tabela 5.1. Propriedades fisico-quimicas do biolubrificante obtido na reacéo entre ricinoleato de metila
e acido oléico e de trés lubrificantes derivados de petroleo.

» Ponto de Viscosidade a Viscosidade a indice de
Lubrificante ; . :
fluidez () 40<C (cSt) 100 (cSt) viscosidade

Prqduto dg reagao entre ac.|do 24 23.9 5.2 153
oléico e ricinoleato de metila

Oleo basico neutro leve -6 30-40 5 125

Oleo basico neutro médio -3 40-50 7 95

Oleo basico neutro pesado -3 70-300 10-20 95

O baixo ponto de fluidez (-24C) indica o potencial de aplicacdo do

biolubrificante em temperaturas mais baixas. As viscosidades cineméaticas obtidas a
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40 e a 100 foram de 23,9 e 5,2 cSt, respectivamente. A viscosidade € uma das
caracteristicas mais importantes no controle do uso dos lubrificantes e deve ser
mantida dentro de limites estabelecidos, pois o aumento dessa propriedade pode
representar empecilhno a fluidez necessaria para um bom desempenho de
lubrificacdo. Por outro lado, uma viscosidade abaixo da ideal pode ocasionar
elevadas taxas de desgaste. O indice de viscosidade apresentou valor superior ao
desejavel para aplicacdo como lubrificantes (150). O indice de viscosidade de um
oleo é fundamental na escolha de um lubrificante para determinada aplicacéo, e é
especialmente critico em climas muito quentes ou frios. A utilizacdo de 6leos com
baixo indice de viscosidade em climas frios pode resultar em lubrificagéo deficiente e
falha do equipamento. De acordo com o teste de corrosédo em lamina de cobre, 0
produto ndo apresentou corrosividade (1A). No entanto, o indice de acidez (ou indice
de neutralizagcdo) apresentou valor elevado (56,33 mg KOH/g de amostra), ndo se
encontrando dentro da especificacdo da ANP, que permite o valor maximo de 0,05
mg de KOH/g para aplicacdo do produto como lubrificante. O elevado indice de
acidez se deve a presenca de excesso de acidos graxos (oléico e ricinoléico) no
meio.

Hayes e Kleiman (1995) caracterizaram ésteres de estolides obtidos
empregando lipase de R. miehei para catalisar reacdes entre os alcodis oleilico 1-
decanol e monoestolides de acido oléico. A esterificacdo melhorou as propriedades
dos estolides, permitindo a obtencdo de produtos com menor viscosidade e alto
indice de viscosidade, mas aumentou ligeiramente o ponto de fusdo. As
propriedades dos monoestolides de acido oléico foram: temperatura de fuséo inferior
a -19%C, viscosidade a 41,3C e a 97,5C de 126,3 ¢ St e 23,11 cSt, respectivamente
e indice de viscosidade de 191. Os ésteres de estolides apresentaram temperatura
de fusao de -19C a -11,5TC, viscosidade a 41,3C e a 97,5C nas faixas de 37,2 a
30,43 € 10,88 a 8,16 cSt, respectivamente e indice de viscosidade de 204 a 302.

Cermak e Isbell (2004) sintetizaram estolides e ésteres de estolides derivados
de oleo de cuphea e acido oléico com &cido perclérico como catalisador. Os
estolides obtidos apresentaram indice de viscosidade de 146, viscosidade a 40 e
100 de 123,4 e 16,7, respectivamente, ponto de fl uidez de -27<C e ponto de névoa
de -30<C. A esterificacado dos estolides com 2-etilh exanol acarretou em reducdo dos

pontos de fluidez e boa estabilidade oxidativa. Os ésteres de estolides apresentaram
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ponto de fluidez e de névoa de -42 e -36C, respectivamente e indice de viscosidade
de 178. As viscosidades a 40 e 100C foram de 34,9 e 7,2 cSt, respectivamente.

Cermak e colaboradores (2006) observaram que estolides de O6leo de
mamona capeados com acido oléico apresentaram ponto de fluidez de -54<C, ponto
de névoa inferior a -54TC, viscosidade a 40 e 100C de 345 e 7,6 cSt,
respectivamente e indice de viscosidade de 196. A estabilidade oxidativa dos
ésteres de estolides aumentou com a adicédo de 3,5% de antioxidante.

Isbell e colaboradores (2006) observaram que estolides do 6leo de mamona
melhoraram as propriedades fisicas dos 6leos originais. Quando a cadeia de
capeamento foi o 4cido estearico os materiais resultantes apresentavam-se semi-
sélidos. A insaturacdo presente no acido oléico melhorou o ponto de fluidez (-27<C)
em comparacao ao acido estearico (24C). O indice d e viscosidade variou de 130 a
202 e as viscosidades a 100 e a 40C variaram de 13,9 a 26,6 cSt e 74,7 a 260,4
cSt, respectivamente.

Cermak e Isbell (2009) investigaram as propriedades de estolides de ésteres
metilicos de estolides de acido oléico capeados com diferentes acidos graxos
saturados (C2 a C18). O menor ponto de fluidez (-30C) e as menores viscosidades
(9,5 e 2,6 cSt, a 40 e 100C, respectivamente) foram obtidos com acido acético
como acido de capeamento. Entretanto, o indice de viscosidade reduziu com a
diminuicdo da cadeia carbonica do acido de capeamento. Todos os produtos
apresentaram cor clara e poderiam ser adequados para O emprego CoOmo
biolubrificante. Quando acido estearico foi empregado com agente de capeamento
os valores obtidos foram: ponto de fluidez de 3C, ponto de névoa de 12T,
viscosidade a 40 e 100C de 27,6 e 10,7 cSt, respectivamente e indice de
viscosidade de 407.

A Tabela 5.2 compara os resultados obtidos nesse trabalho com dados da
literatura. Pode ser observado que o produto obtido apresentou caracteristicas
similares as reportadas pelos demais autores.

A Tabela 5.3 compara as propriedades do lubrificante obtido com as de
produtos disponiveis no mercado, onde também se observa que o produto obtido
apresentou propriedades similares as de lubrificantes comerciais.
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Tabela 5.2. Comparacao dos resultados obtidos com dados da literatura.

Lubrificante Ponto de Viscosidade a Viscosidade a indice de
fluidez (C) 40<C (cSt) 100C (cSt) viscosidade
Produto de reacéo entre
acido oléico e ricinoleato -24 23,9 5,2 153
de metila

Cermak e Isbell (2004) ? -27 123,4 16,7 146
Cermak e Isbell (2004) -42 34,9 7,2 178

Cermak et al. (2006) © -54 34,5 7,6 196
Hayes e Kleiman (1995) ® 126,3 23,11 191
Hayes e Kleiman (1995) ¢ 30,43 8,16 204
Cermak e Isbell (2002) ' -24 389,1 37,7 143
Cermak e Isbell (2002) ¢ -36 104,4 16,8 175
Cermak e Isbell (2009) h 3 27,6 10,7 407

% Reacg6es entre acido oléico e 6leo de cuphea (0,01% de HCIO,)
® Ester de estolide (estolide + 2-etil hexanol)

° Estolides de 6leo de mamona capeados com &cido oléico

4 Monoestolide de acido oléico

¢ Ester de monoestolide de acido oléico (estolide + 1-decanol)
"Estolide de &cido oléico capeado com &cido octanéico (catalisador HCIO,)
9 Ester de estolide de &cido oléico capeado com &cido octandico (estolide + 2-etil hexanol)

" Ester de estolide de acido oléico capeado com acido estedrico (estolide + metanol)

Tabela 5.3. Comparacéo entre as caracteristicas do produto obtido com as de produtos comerciais.

» Ponto de Viscosidade a Viscosidade a indice de
Lubrificante . . .
fluidez () 40<C (cSt) 100C (cSt) viscosidade
Pquuto dg reagao entre ac.ldo 24 23.9 153
oléico e ricinoleato de metila
Comercial derivado de petréleo ® -27 66 152
Comercial sintético @ 21 60,5 174
Comercial deriyado de oleo de 18 49 6 220
soja ?
Fluido hidraulico comercial @ -33 56,6 146
Oleo mineral Spindle 09 -9 10,7 2,7 95
Lubrax Unitractor " -39 57 9,3 156

a formulados com aditivos (Cermak e Isbell, 2004)
® Ester sintético biodegradavel comercializado pela BR para uso em tratores.
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De acordo com esses resultados, é possivel concluir que, a despeito do
elevado indice de acidez, a rota reacional investigada para a obtencdo de um
biolubrificante empregando uma tecnologia limpa (catalise enzimatica) permitiu a
obtencdo de um produto com boas caracteristicas de fluidez, viscosidade e néo
corrosivo, 0 que pode ser comprovado pela comparagdo com os dados reportados

na literatura a respeito do mesmo tema.

5.14 Reutilizagdo da lipase comercial

Uma das principais vantagens da utilizacdo de lipases imobilizadas reside na
possibilidade do uso consecutivo do biocatalisador (BODALO-SANTOYO et al.,
2008). A possibilidade de recuperacao e reutilizacao da lipase imobilizada comercial
Novozym 435 foi investigada nas reacdes entre acido oléico e ricinoleato de metila e
acido esteérico e ricinoleato de metila. As reacdes foram conduzidas com 6% (m/m)
de enzima, razdo molar dos reagentes igual a 1 e a 80C por 48 horas. Apds cada
reacdo, a enzima foi lavada com n-hexano, centrifugada e utilizada em um novo
experimento em batelada. N&o foi possivel reutilizar a lipase na reagcdo com acido
estearico, pois a matriz de imobilizacdo da enzima se dissolveu no meio reacional ndo
sendo possivel recuperar o biocatalisador.

Os resultados obtidos nas reagbes com &cido oléico encontram-se na Figura
5.27. No primeiro experimento, a conversao apos 48 horas de reacdo foi de 33% e a
conversao foi decrescendo com a utilizacdo sucessiva do catalisador. Apds a terceira
reutilizagdo, a conversao foi cerca de 50% menor do que a obtida no primeiro
experimento.

Resultados semelhantes foram encontrados por Bédalo e colaboradores (2008)
que investigaram a possibilidade de reutilizagdo da lipase imobilizada de Candida
rugosa na reacao com acido ricinoléico a 40C com 16,6% (m/m) de enzima. Apos 24
horas de reagao, os autores obtiveram uma redug&o no AV de 120 unidades (67% de
conversao) na primeira reacao em batelada, enquanto na terceira reacdo em batelada
a reducdo do AV foi de apenas 48 unidades (conversdo de 27%). Os autores

atribuiram o fato a desativacao operacional da lipase ap0s reagfes consecutivas.
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Figura 5.27. Reutilizacdo da lipase comercial Novozym 435 nas rea¢des entre acido oléico e
ricinoleato de metila a 80C, razéo estequiométrica dos reagentes e teor de enzima de 6% (m/m).

Yoshida e colaboradores (1997) investigaram a possibilidade de experimentos
sequenciais na sintese de estolides derivados de &acido ricinoléico empregando
sistema de biorreator continuo contendo 19,6 % (m de lipase /m de acido ricinoléico)
de lipase de Candida rugosa imobilizada em ceramica. Apos 700 horas, seis reacoes
foram possiveis com 120 mg de lipase/g de suporte e cinco reagfes foram possiveis
com 60 mg de lipase/g de suporte.

Mahapatro e colaboradores (2004) avaliaram a reducéo da atividade da lipase
de Candida antarctica (Novozym 435) durante a reacdo de poliesterificacdo do acido
12-hidroxidodecandico a 90C e observaram que apos 48 horas de reacdo o
catalisador apresentou quase 75% de sua atividade original, podendo ser reutilizado

em mais um ciclo de reagao de polimerizacao.
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Capitulo 6
6 CONCLUSOES

A patrtir dos resultados obtidos nesse trabalho é possivel concluir que:

e A lipase comercial Novozym 435 forneceu os melhores resultados de
conversdo nas reacdes entre acido oléico ou acido estearico com ricinoleato de

metila por se tratar de uma lipase nao-especifica;

* Maiores temperaturas (acima de 80C) promoveram au mento na conversao
das reacdes entre acido oléico com ricinoleato de metila catalisada pela lipase
Novozym 435;

* A concentragdo de biocatalisador também exerceu influéncia nas reacdes
entre acido oléico e ricinoleato de metila, com saturagdo do meio a partir de 16%

(m/m) de lipase;
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* Maiores conversdes foram obtidas apdés 72 e 100 horas de reacdo para 0s
acidos oléico e estearico, ndo sendo identificadas diferencas nos resultados em

relacdo aos reagentes;

e A adicdo de agua no meio reduziu a converséao das reacdes entre acido oléico
ou acido estearico com ricinoleato de metila, enquanto que a remoc¢éo da agua,

por peneira molecular e vacuo, aumentou a conversao;

* A reacdo entre ricinoleato de metila e &cido oléico catalisada pela lipase
Novozym 435 nao foi favorecida pelo emprego de presséo no sistema;

* A possibilidade de reutilizagdo da lipase Novozym 435 foi avaliada, e a
enzima po6de ser reutilizada em 4 reacdes em batelada entre acido oléico e
ricinoleato de metila, com reducdo na conversdo apos 48 horas de reacao

conforme as etapas de reuso;

« O produto da reacdo entre ricinoleato de metila e acido oléico apresentou

bons resultados de fluidez, viscosidade, indice de viscosidade e corrosividade.
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Capitulo 7

7 SUGESTOES

De acordo com os resultados obtidos nesse estudo, as seguintes sugestoes

sao destacadas para trabalhos futuros:

» Caracterizar o produto por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massa, para determinacdo da constituicdo e dos pesos moleculares dos componentes

do biolubrificante;

» Determinar a biodegradabilidade e a estabilidade oxidativa do biolubrificante obtido
a partir das reacdes entre acido oléico e ricinoleato de metila catalisada pela lipase

Novozym 435;

» Avaliar possiveis metodologias para a remocédo do excesso de acido do produto

final, a fim de se obter um lubrificante com indice de acidez inferior a 0,05 mg KOH/g.
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ANEXO 3

Comparacéo dos resultados obtidos nesse trabalho co
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m os dados da literatura.

Reacéo

Lipase/Atividade/ Concentracéo

Tempo

Converséo (%) /rendimento em estolide (%)

Acido oléico e ricinoleato de metila

Novozym 435;3824 umols de
acido/min.g de enzima; 6% (m/m)

100 h

52% de conversao

Acido ricinoléico ?

Imobilizada de Candida rugosa; 819
U/mg de sdélido; 1,33 % (m/m)

48 h

64% de conversao

Acido ricinoléico ®

Imobilizada de Candida rugosa; 819
U/mg de sdlido; 16,6 % (m/m)

150 h

72% de conversao

Acido ricinoléico °

Imobilizada de Candida rugosa;
120000U/g; 19,6% (m/m) em leito fixo

70 h

73% de conversao

Acido lesquerdlico (acido 14-hidroxi-11-
eicosanoico) e acido octadecendico d

Candida rugosa; 585U/mg;1,12mg/mL

50 h

41,3% de rendimento

Acido lesquerdlico (acido 14-hidroxi-11-
eicosandico) e acido octadecendico d

Pseudomonas sp.; 0,0403U/mg;
24,.6mg/mL

50 h

62,8% de rendimento

Acido oléico, acido 10-hidroxi-8-
octadecendico e acido 7,10-hidroxi-8-
octadecengico ©

Fermentagdo do microrganismo
Pseudomonas sp.; 124U/L; 2% (v/v)

72 h

Dimeros (27,5%), trimeros (19,4%), tetrameros
(15,0%), pentameros (9,7%) e hexameros

(11,0%)

4 Bodalo-Santoyo et al., 2005
® Bodalo-Santoyo et al., 2008
° Yoshida et al., 1997

4 Hayes e Kleiman,1995
®Peldez et al., 2003
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