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RESUMO

O presente estudo propde uma nova abordagem na producdo enzimatica de ésteres de solketila,
uma classe de compostos de grande interesse na industria oleoquimica, por hidroesterificagao
enzimatica do 6leo de soja usado. Este processo consistiu na hidrélise completa do 6leo de soja
usado catalisado por lipase de Candida rugosa (LCR) para a produ¢ao de acidos graxos livres
(AGL), seguido da esterificacdo enzimatica dos AGL obtidos com solketal em meios isentos de

®
solventes. O biocatalisador empregado nesta etapa foi a lipase Eversa Transform 2.0 (ET2.0)
imobilizada em particulas pré-tratadas do epicarpo (casca) de Acrocomia aculeata (macauba).
A etapa de producao dos AGL por hidrélise enzimatica foi conduzida em um sistema isento de

emulsificantes e agentes tamponantes empregando razdo madssica 6leo:agua de 40% m.m 1,
concentragdo de LCR de 3,2 g do preparado comercial em p6 por Kg de meio, 40°C e
agitacdo mecanica de 1500 rpm. O biocatalisador empregado na etapa de esterificagdao (ET2.0
imobilizada) foi preparado via adsor¢ao fisica de ET2.0 a 25°C em pH 5,0 (tampao acetato de

-1 -1
sodio — 5 mmol.LL ) empregando um carregamento de proteina de 40 mg.g de suporte.

Miéxima concentragdo de proteina imobilizada de 25,2 +£ 1,3 mg.g foi obtida em 15 h de
imobilizacdo. As reagdes de esterificacdo foram conduzidas em frascos abertos contendo 6 g
de meio reacional constituido por uma mistura de AGL e solketal, agitagdo mecanica de 240
rpm e tempo de 20 min de reacdo. Nesta etapa, a influéncia de relevantes fatores na etapa de
esterificacdo como razao molar solketal: AGL (1:1 a 1:4), temperatura de reagdo (40 a 70°C), e

-1
concentragdo de biocatalisador (5 a20% m.m ) foi avaliada por delineamento composto central
rotacional (DCCR). De acordo com os resultados, maxima conversdo do acido da ordem de

35% foi alcangada ap6s 20 min de reagdo conduzida a 46°C, 17% m.m™! de biocatalisador e
razdo molar AGL:solketal de 1:1,6. Estes resultados mostram que a estratégia proposta ¢
altamente atrativa para a indistria quimica para o estabelecimento de processos eficientes e
sustentaveis a partir de residuos agroindustriais (casca de macatiba e 6leo residual).

Palavras-chave: Esteres de solketila; Hidroesterificagio; Oleo de soja usado; Otimizagao.

1 INTRODUCAO

Esteres de solketila sdo uma classe de compostos quimicos de grande interesse industrial
amplamente usados como aditivos em combustiveis (BARBOSA et al., 2019; MARIAM et al.,
2022) e emulsificantes com propriedades antimicrobianas (MENDOZA-ORTIZ et al., 2020;
YANG et al., 2014). Estes compostos sdo convencionalmente produzidos por reacdes de
esterificacdo e/ou transesterificagdo catalisadas por catalisadores homogéneos acidos ou
basicos como metoxido de soédio (KENAR e KNOTHE, 2008), metoxido de potassio
(NEAMTU et al., 2019), carbonato de sodio (MARIAM et al., 2022), acido p-toluenossulfonico
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(PEROSA et al., 2016; YANG et al., 2014) ou uma mistura de trifenilfosfina/iodo/imidazol
(SULTANOVA et al., 2023). Além disso, particulas acidas de silica amorfa (BARBOSA et al.,
2019) e 6xidos derivados de materiais naturais ricos em calcio (SANKARANARAYANAN et
al.,2017) também tém sido utilizados como catalisadores heterogéneos acidos ou basicos desta
reacdo de esterificagdo, respectivamente. Em geral, esses sistemas reacionais sao conduzidos
em altas temperaturas — de 90 a 150°C. Além disso, sdo necessarios complexos esquemas de
reacdo que empregam grandes volumes de solventes organicos perigosos ou liquidos i6nicos
para melhorar a miscibilidade das matérias-primas (BARBOSA et al., 2019; KENAR e
KNOTHE, 2008; MARIAM et al., 2022; NEAMTU et al., 2019; YANG et al., 2014). Estes
estudos também foram conduzidos sob atmosferas inertes para evitar a formagdo de
subprodutos indesejaveis causados por oxidacdo, polimerizacdo e outras reagdes, a fim de obter
altos rendimentos e purezas.

Com o intuito de solucionar estas limitacdes, a substituicdo de catalisadores quimicos
classicos por biocatalisadores como lipases ¢ uma alternativa promissora na produgdo de
valiosos compostos para diferentes setores industriais devido a crescente demanda por produtos
ambientalmente corretos, requerimento de condi¢des brandas de temperatura e pressao, menor
consumo de energia no processo e formacao de produtos com elevada pureza que minimiza a
geracao de residuos nas etapas de separacao/purificacao (BOLIVAR et al., 2022).

Neste contexto, o objetivo principal deste estudo foi desenvolver um processo inédito
para a produgdo de ésteres de solketila por hidroesterificacao enzimatica do 6leo de soja usado,
um subproduto do processamento doméstico e industrial de alimentos (fritura). Este processo
consiste na inicial hidrolise enzimatica do 6leo residual, seguido da esterificagdo enzimatica
dos AGL produzidos com solketal. Nesta etapa, foi avaliada a influéncia de importantes fatores
na esterificacdo empregando uma ferramenta estatistica (DCCR). Este ¢ um estudo pioneniro
na produgdo destes ésteres de grande relevancia na industria oleoquimica.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1. Materiais

Lipases de Thermomyces lanuginosus expressa em Aspergillus oryzae (ET2.0) e de
Candida rugosa foram adquiridas da Sigma Aldrich Co. (St. Louis, MO, EUA). Solketal (DL-
1,2-Isopropilidenoglicerol) também foi obtido da Sigma-Aldrich Co. Oleo de soja usado na
fritura de batatas fritas foi obtido do Restaurante Universitario da Universidade Federal de
Alfenas (Alfenas, MG). Frutos da macatba foram coletados no bioma Cerrado na Universidade
Federal de Sao Jodo del-Rei — Campus Sete Lagoas (Sete Lagoas, MG). Todos os outros

reagentes e solventes usados foram de grau analitico obtidos da Synth® (Sao Paulo, SP).

2.2. Pré-tratamento do epicarpo de macauba

O suporte foi preparado pela remog¢do das cascas do fruto da macatba, seguido de
moagem em moinhos de facas e separacao por sistemas de peneiras rotativas para a obtengao
de tamanho de particulas entre 75 e 120 pm. O suporte obtido foi submetido duas vezes a um

-1
tratamento termoquimico (solug¢do de HCIl a 3,5% m.m por 4 h a 120°C em sistema de

-1
refluxo) e imerso duas vezes em solucdo de etanol a 70% m.m por 15 h a 25°C. O suporte
pré-tratado obtido foi usado na imobiliza¢do de ET2.0 usado na etapa de esterificacdo.

2.3. Hidrdlise enzimatica do dleo de soja usado
A producao de AGL por hidrolise completa do 6leo de soja refinado foi conduzida em
reatores de 350 mL de capacidade contendo 50 g de meio reacional preparado na razdo massica

-1
Oleo:dgua de 40% m.m (SABI et al.,, 2022). O processo de hidrolise foi realizado
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empregando 3,2 g do extrato bruto comercial de LCR por Kg de meio reacional, agitacao
mecanica de 1500 rpm, 40°C e tempo de reagao de 180 min. Os AGL obtidos foram separados
em funil de separacdo e a parte superior foi lavada 3 vezes com agua destilada a 50°C para a
remocgao de glicerol residual e os AGL obtidos foram empregados na etapa de esterificagao.

2.4. Preparacgdo do biocatalisador por imobiliza¢do de ET2.0 por adsorgao fisica
A imobilizagdo de ET2.0 foi realizada em pH 5,0 (tampao fosfato de s6dio 5 mM) por
15 h de contato com continua agitacdo (240 rpm) a 25°C empregando um carregamento

-1
inicial de proteina de 40 mg.g de suporte (ALVES et al., 2017; MACHADO et al., 2019). A
imobilizacao foi acompanhada pela determinacdo da concentracdo de proteina imobilizada
empregando o método proposto por Bradford (1976). A maxima concentragdo de proteina

imobilizada foi de 25,2 1,3 mg.g .

2.5. Otimizagdo da etapa de esterificagcdo enzimatica

As reagoes de esterificagao foram realizadas em frascos abertos de vidro (capacidade de
100 mL) contendo 6 g de meio reacional sob constante agitacdo mecanica (240 rpm) e tempo
de reacdo (20 min). Neste estudo, um DCCR foi proposto para a avaliacdo do efeito da
temperatura de reagdo (40 a 70°C), razdo molar AGL:solketal (1:1 a 1:4) e concentragdo de

-1
biocatalisador (5 a 20% m.m ) na reacdo. Aliquotas do meio de reacdo (50 pL) foram

-1
retiradas em tempos pré-determinados e diluidas em solug@o de etanol a 70% (m.m ) para a
quantificagdo de AGL residual por titulagdo com solucdo de NaOH 40 mM. A porcentagem
de conversao dos AGL em ésteres (Y) foi determinada conforme mostrado na Eq. (1) (SABI
etal.,2022):

Y(%):(

A(JLO—A(JLIJHOO ey
AGL,

Em que: AGL() e AGL¢ sdo as concentragdes inicial e residual de AGL no meio (mol.
L.

Os resultados experimentais foram analisados ao nivel de 95% de confianga,
utilizando o  software  Protimiza  Experimental  Design  (https://experimental-
design.protimiza.com.br). A significancia estatistica dos coeficientes de regressao foi
determinada pelo teste ¢ de Student. O ajuste do modelo foi expresso pelo coeficiente de
determinagdo (R?) e os niveis de significancia dos parametros do modelo foram verificados por
analise de variancia (ANOVA). As superficies de contorno e de resposta foram plotadas para
encontrar as condi¢des otimas de reagao.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 mostra os fatores independentes, niveis em termos reais e codificados, em
conjunto com os resultados experimentais. Os dados experimentais apresentados mostram que
a porcentagem de conversao dos AGL variou de 2,07% (Ensaio 1) a 37,33% (Ensaio 7). Os
valores experimentais e preditos da variavel resposta avaliada neste estudo (porcentagem de
conversao) foram bastante semelhantes, mostrando que o modelo proposto pode ser usado para
descrever a relagdo entre as variaveis independentes avaliadas e a resposta. Utilizando os dados
experimentais apresentados na Tabela 1 e o software Protimiza Experimental Design, foi
possivel avaliar o efeito da variagdo dos parametros investigados na reagao.

Na Tabela 2, verifica-se que a média, os termos lineares de temperatura (x2) e
concentragdo de biocatalisador (x3) e a interagao razao molar AGL:solketal e temperatura de
reacdo (x1.x2) apresentaram influéncia significativa na producao dos ésteres de EG ao nivel
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de 95% de confianga. Entretanto, o termo linear da razdo molar AGL:solketal (x1), termos

2 2 2

quadraticos dos parametros avaliados (x1, X2, X3 ) e as interagcdes entre razdo molar
AGL:solketal e concentragdo de biocatalisador (x1.x3) e temperatura de reagdo e
concentragcdo de biocatalisador (x2.x3) ndo foram estatisticamente significativos (p > 0,05) e

excluidos

do modelo.

Tabela 1 — Matriz DCCR para a avaliagdo de parametros na esterificacdo dos AGL com
solketal catalisada por ET2.0 imobilizada em particulas do epicarpo da macauba.

Ensaios Variaveis independentes Valores codificados (Reais) Variavel resposta Conversao
(%)
Razao molarTemperatura (°C) Biocatalisador Experimental  Predito
AGL:solketal (% m.m'l)

1 -1 (1:1,6) -1 (46) -1 (8) 2,07 2,81
2 +1 (1:3,4) -1 (46) -1 (8) 3,41 5,56
3 -1 (1:1,6) +1 (64) -1 (8) 18,24 13,88
4 +1 (1:3,4) +1 (64) -1 (8) 21,58 19,76
5 -1 (1:1,6) -1 (46) +1(17) 35,32 35,63
6 +1 (1:3,4) -1 (46) +1(17) 16,67 19,52
7 -1 (1:1,6) +1 (64) +1 (17) 37,33 33,36
8 +1 (1:3,4) +1 (64) +1(17) 22,93 20,67
9 —1.68 (1:1) 0 (55) 0(12,5) 14,15 17,56
10 +1.68 (1:4) 0 (55) 0(12,5) 10,23 8,95
11 0(1:2,5) —1.68 (40) 0(12,5) 24,15 19,82
12 0(1:2,5) +1.68 (70) 0(12,5) 23,63 30,10
13 0(1:2,5) 0 (55) —1.68 (5) 3,28 4,50
14 0(1:2,5) 0 (55) +1.68 (20) 31,96 32,87
15 0(1:2,5) 0 (55) 0(12,5) 20,98 19,46
16 0(1:2,5) 0 (55) 0(12,5) 22,30 19,46
17 0(1:2,5) 0 (55) 0(12,5) 17,84 19,46
18 0(1:2,5) 0 (55) 0(12,5) 17,10 19,46

Tabela 2 — Coeficiente de regressao, erro padrao e valores de p para os parametros
significativos na producdo enzimadtica de ésteres de solketila.

Parametro Coeficiente de regressao Erro padrao p

x1 -2,56 1,17 0,0597
Xl2 -2,19 1,21 0,1083
X2 3,06 1,17 0 03083
X22 1,94 1,21 0,1481
X3 8,43 1,17 0 00013
X32 —0,27 1,21 0,8270
x1.x2 0,78 1,53 0,6225
X1X2 —4,72 1,53 O 01493
x1.x3 -3,26 1,53 0,0652

x1, X2, € X3 sdo razao molar AGL:solketal, temperatura e concentracdo de biocatalisador. a:
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parametros significativos a 95% do nivel de confianca.

Os coeficientes de regressao dos parametros significativos reportados na Tabela 2
foram utilizados para compor a Eq. (2) que expressa o efeito das variaveis significativas na
conversao (resposta) em termos codificados:

Y 1%071 19,46 [ 3,06x 5 71 8,43x3 [ 4,72x1.X 5 )

Em que: Y ¢ a porcentagem da porcentagem de conversdo dos AGL, x1, x2 e x3
representam os valores codificados de razdo molar AGL:solketal, temperatura de reagdo e
concentragdo do biocatalisador, respectivamente.

Tabela 3 — Analise de variancia (ANOVA).
Fonte de variagdio Soma dos quadrados  Grau de liberdade Media quadratica  Teste - F

Regressao 1594,2544 9 177,14 9,51
Residual 149,0225 8 18,63

Falta de Ajuste 130,4886 5 26,10 4,22
Erro Puro 18,5339 3 6,18

Total 1743,2768 17

R?=0,9145; F0,05;9;8=3,39

A andlise de variancia — ANOVA (Tabela 3) mostra que o valor de R? do modelo
proposto foi utilizado para demonstrar a sua adequagao. O valor encontrado foi de 91,45%. A
adequagdo do modelo também foi confirmada pelo teste F de Fisher — o valor Fcalculado
(9,51) foi quase 3 vezes maior que o valor Ftabelado ao nivel de significancia de 5% (3,39),
mostrando assim a sua significancia. Portanto, estes resultados mostram que o modelo
proposto pode ser usado para prever e explorar as superficies de contorno para determinar as
condicdes Otimas de reagdo (Figura 1(A) — (B)).

Figura 1 — Superficies de contorno para a producdo enzimatica de ésteres de solketila. Efeito
da concentragdo de biocatalisador e razio molar AGL:solketal (A) e concentragdo de
biocatalisador e temperatura de reacdo (B) na porcentagem de conversao dos AGL.

(A) 20 (B)

17

12,5 {

Biocatalisador (x5, %)
Biocatalisador (x; %)

16 2,5 34 46 55 64
Razdo molar AGL:solketal (x,) Temperatura (x, °C)

A Figura 1 (A) mostra o efeito da razdo molar AGL:solketal e da concentra¢do do
biocatalisador e sua interacdo na reacdo. Foi observado um aumento na porcentagem de

conversao dos AGL com o aumento da concentragdo de biocatalisador de 5% m.m’! (valor

codificado = —1,68) para 20 m.m” ] (valor codificado = +1,68). Isto ¢ devido ao aumento de
sitios cataliticos existentes no meio de reacao (SABI et al., 2022). O maior valor do coeficiente
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reportado na Eq. (2) foi obtido para o termo linear da concentracdo do biocatalisador
(+8,43x3), mostrando seu efeito positivo e significativo na produgio de ésteres. Além disso,
estes resultados mostram que a conversdao maxima de AGL pode ser obtida usando razdo
estequiométrica — 1:1 (valor codificado = —1,68) de materiais de partida e com um ligeiro
excesso de solketal no meio de reagdo — razdo molar AGLs:solketal de 1:1,6 (valor codificado
=—1). A interagdo entre estes pardmetros nao foi significativa ao nivel de confianga de 95%.
Um aumento na temperatura melhora positivamente a miscibilidade das matérias-primas e
reduz a viscosidade da mistura de reagdo. Portanto, ¢ esperado um aumento dos efeitos de
transferéncia de massa de materiais de partida para o microambiente do biocatalisador (SABI et
al., 2022). Conforme pode ser observado na Figura 1(B), maxima producdo do éster pode ser
alcancada em condicdes brandas de reacao, entre 40 °C (valor codificado = —1,68) e 46 °C
(valor codificado = —1). Também € possivel notar que a porcentagem maxima de conversao dos

. -1 . . .
AGL pode ser alcangada acima de 17% m.m de biocatalisador (valor codificado > +1). A
interacdo entre esses dois parametros individuais também nao foi significativa ao nivel de
confianca de 95%. Com base nestes resultados, méxima conversdo dos materiais de partida em

¢ésteres pode ser alcancada com concentracao de biocatalisador acima de 17% m.m1 (valor
codificado > +1) e temperatura entre 40°C e 46°C (valor codificado <-1).

Na validagao do planejamento proposto, foi realizado um ensaio para a producao dos
¢ésteres de solketila empregando razdo molar AGLs:solketal de 1:1,6 (valor codificado = —1),

concentragdo de biocatalisador acima de 17% m.m 1 (valor codificado > +1) e temperatura de
reacdo de 46°C (valor codificado <—1). Estas condi¢des reacionais sdo as mesmas empregadas
no Ensaio 5 descrito na Tabela 1 que obteve elevada porcentagem de conversao, muito similar
ao ensaio 7 que apresentou o maximo valor da variavel resposta. Nestas condigdes, os valores
experimental e predito (tedrico, determinado pela Eq. (2)), foram da ordem de 35%, na qual
confirmam a adequagao do modelo proposto para a etapa de esterificagao.

4 CONCLUSAO

Este estudo mostrou claramente que o biocatalisador heterogéneo preparado a partir de
um material lignocelulosico (epicarpo de macatba) ¢ altamente ativo na reacao de esterificagao
conduzidas em condi¢des experimentais moderadas. Este ¢ um aspecto relevante do processo
proposto, uma vez que possui baixa demanda energética para a produgao de uma importante
classe de compostos oleoquimicos (ésteres de solketila). O desenvolvimento de um processo
eficiente e sustentavel utilizando um o6leo residual como matéria-prima e um residuo de
biomassa lignoceluldsica como suporte para a imobilziacdo da lipase pode ser uma alternativa
promissora para a industria quimica. Novos estudos serdo realizados em nosso grupo de
pesquisa visando a aplicagdo de ésteres de solketila como plastificantes para a producgdo de
filmes flexiveis de materiais poliméricos.
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