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RESUMO

FRANCESCON, Jeane E. Esterificacdo via enzimatica, 2016. Trabalho de Conclusao
de Curso (Bacharelado em Quimica com Enfase em Ambiental). Universidade
Tecnologica Federal do Parana — Campus Ecoville, Curitiba, 58 paginas.

O dleo fuasel faz parte dos subprodutos das usinas alcooleiras, sendo composto pela
mistura de &lcoois superiores obtidos em vérias fases do processo de fermentacao
alcodlica, sendo primordialmente composto pelo alcoois isoamilico e isobutilico. A
producdo de &lcool no Brasil € muito grande, consequentemente também é produzida
uma grande quantidade de oleo fusel. A producéo de Oleo fusel alcancou, somente em
2014/15, mais de 70 milhdes de litros. Algumas industrias o destinam para a venda,
mas para a maioria 0 destino ainda € o descarte. Assim, abrindo-se uma oportunidade
de utilizacdo e pesquisa. Os ésteres de 6leo fusel, produzidos por esterificacdo via
enzimatica com o acido oleico podem ser utilizados como um lubrificante de origem
vegetal. Os lubrificantes, compostos por éleos basicos e aditivos, sdo substancias de
larga utilizacdo que tém como funcdo reduzir atritos, refrigerar e manter limpos
componentes moveis de motores e equipamentos. A utilizacdo de enzimas como
catalisadores foi algo muito explorado nos ultimos anos, devido as suas vantagens em
relacdo aos catalisadores classicos, como sua alta especificidade, controle na formacgéo
de subprodutos e por operarem em condicdes amenas de temperatura e pressdao. Uma
classe de enzimas séo as lipases, que sdo muito utilizadas para catalisar rea¢cdes de
esterificacdo. Para o estudo da esterificacdo do Oleo fusel com o acido oleico foram
utilizadas doze amostras de enzimas, onde o melhor resultado foi obtido se utilizando a
enzima de lipoproteina Pseudomonass sp. O produto de esterificagcdo com esta enzima,
tendo como substratos o acido oleico e alcool isoamilico, foi analisado por ATR-FTIR e
comparado com espectro padrao do oleato de isoamila.

Palavras chave: Esterificacdo; Oleo fusel; Lipase; Lubrificantes.



ABSTRACT

FRANCESCON, Jeane E. Enzymatic esterification, 2016. Course conclusion
monograph (Bachelor’'s in Chemistry with emphasis in environmental). Federal
Technological University of Parana — Campus Ecoville, Curitiba, 58 pages.

Fusel oil is part of the by-products of alcoholic plants, it is composed of the mixture of
higher alcohols obtained in various phases of the alcoholic fermentation process,
being mainly composed of isoamyl and isobutyl alcohols. The production of alcohol in
Brazil is very large, consequently a large amount of fusel oil is produced as well. The
production of fusel oil reached 70 million liters only in 2014/15. Some industries aim it
for sale, but for most the destination still the discard. This opens up an opportunity to
use and reaserch. Esters of fusel oil, produced by enzymatic esterification with oleic
acid can be used as a lubricant of vegetable origin. Lubricants, consisting of basic
oils and additives, are widely used substances that have the function of reducing
friction, cooling and keeping clean moving components of engines and equipment.
The use of enzymes as catalysts has been very exploited in recent years, due to its
advantages over conventional catalysts, such as its high specificity, control in the
formation of by-products and by operating under mild conditions of temperature and
pressure. One class of enzymes are lipases, which are widely used to catalyze
esterification reactions. For the study of the esterification of fusel oil with oleic acid,
twelve enzyme samples were used, where the best result was obtained using the
enzyme lipoprotein Pseudomonass sp. The esterification product with this enzyme,
having as substrates oleic acid and isoamyl alcohol, was analyzed by ATR-FTIR and
compared to the standard spectrum of isoamyl oleate.

Keywords: Esterification; Fusel oil; Lipase; Lubricants.
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1 INTRODUCAO

As mudancas climaticas causadas principalmente devido ao uso desses
produtos e a preocupacdo com o desenvolvimento sustentavel, trazem o uso de
fontes renovaveis de energia como alternativa como, por exemplo, a biomassa. No
Brasil se tem, dentre as fontes alternativas, o uso de biomassa para a producao de
etanol e biodiesel (ROSSET, 2011). O alcool utilizado no Brasil como combustivel se
apresenta na forma de alcool hidratado ou anidro, sendo dois tipos
preferencialmente utilizados: Alcool Etilico Anidro combustivel (AEAC), que é
adicionado a gasolina e o Alcool Etilico Hidratado Combustivel (AEHC)
(BATISTA, 2008).

A produgéo total de etanol no Brasil entre os anos de 2014 a 2016 soma mais
de 60 bilhdes de litros. Sendo de 28,7 bilhdes de litros na safra 2014/15 e de 30,5
bilhdes de litros para 2015/16, um aumento de 1,8 bilhdes de litros ou 6,3%, de uma
safra para a outra (CONAB, 2016).

Com a producdo de etanol ha, também, nos subprodutos gerados no
processo de fermentacédo e destilacdo da cana-de-acucar. Dentre estes subprodutos
esta o oOleo fusel. O termo fusel é originario de uma palavra alema “fousel”, que se
relaciona a “coisas ruins” (FERREIRA, 2012). Hoje o termo 6leo fusel é utilizado para
designar a mistura de alcoois superiores obtidos pelas fases do processo de
purificacéo do alcool etilico (GARCIA, 2008).

A proporcdo media estimada de oOleo fusel produzida em uma usina de
destilacdo do alcool combustivel é de 2,5L para cada 1000L de alcool etilico
(MEIRELLES et al., 2013). Assim pode-se calcular uma produgdo de
aproximadamente 148 milhdes de litros de Oleo fusel, se somadas as safras de
2014/15 e 2015/16. Apesar da enorme escala de producdo, o 6leo fusel ainda néo é
devidamente aproveitado, assim a busca por uma aplicacéo deste subproduto torna-
se evidente (PEREZ et al., 2001).

O odleo fusel é constituido principalmente de alcoois superiores, este liquido

possui coloracdo geralmente clara, podendo apresentar-se também esbranquicado
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ou amarelado e com odor caracteristico. Caracterizado como um liquido oleoso,
possuindo aproximadamente 60 % em massa de alcoois na faixa de destilacao entre
122°C e 138°C (FERREIRA, M., 2012). O dleo fusel tem em sua composicao
majoritaria os alcoois isoamilico e isobutilico, com baixos teores médios de ésteres e
aldeidos (MEIRELLES et al., 2013).

O Odleo fusel pode ser esterificado via enzimatica dando origem a um
composto com composi¢ao primordial dos oleatos de isoamila e isobutila. O
biolubrificante de éster preparado por via enzimatica a partir de dleo fusel e acido
oleico, em sistema aquo-restrito, utilizando a Novozym 435 imobilizada, tem
semelhanca a um lubrificante de origem sintética do tipo DB 32. O biolubrificante
“fusel” possui baixa viscosidade e € adequado a processos especiais de lubrificacao,
podendo ser usado na induUstria mecanica como, por exemplo, um composto
lubrificante refrigerante para processos de processamento de metais, em especial
em processos em que possa ocorrer perda de lubrificante como na lubrificacdo a

jato, corrente ou langamento em motor (DORMO et al., 2004).
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2 OBJETIVOS

2.10BJETIVOS GERAIS

Sintese de ésteres a partir do 6leo flusel com acido oleico por esterificagcdo via

enzimatica.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Estudo da reacao de esterificacdo pela rota quimica.

Construcdo de uma base de dados através do estudo do potencial qualitativo
de esterificacdo via enzimatica de doze amostras de lipases, utilizando como

substratos do acido oleico com o alcool isoamilico e 6leo fusel.

Estudar o processo de esterificacdo via enzimatica e, deste modo, conhecer a

guantidade de ciclos para uma mesma quantidade de enzima;

Estudar o rendimento da esterificagcdo enzimatica alterando a quantidade das
enzimas. E, para tal, utilizar a técnica de cromatografia em camada delgada, para

um acompanhamento do consumo do acido oleico e formacéo de produtos;
Testar a influéncia da agua na esterificacao via enzimatica;

Realizar a anélise de espectroscopia no infravermelho com transformada.
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3 JUSTIFICATIVA

Com o investimento e consequente aumento da producdo de etanol ha,
também, o aumento da producdo de subprodutos, dentre eles o oOleo fusel. A
metodologia escolhida, que utiliza enzimas como catalizador, se mostrou uma
alternativa viavel, visto que o 6leo fusel possui uma parcela de agua que ndo pode
ser desprezada e que nédo é de grande interferéncia para a esterificacdo enzimatica,
diferente da esterificacdo quimica, onde a presenca de agua desloca o equilibrio
para os reagentes, diminuindo o rendimento da reacdo. Assim, através de um
sistema simples, um subproduto da industria alcooleira podera ser utilizado de modo
satisfatorio para a producdo de um éster que podera ser utilizado como um

lubrificante.
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4 FUNDAMENTACAO TEORICA

4.1 OLEO FUSEL

4.1.1 Processo de producédo e composicao

O processo de fermentacdo alcodlica pelo metabolismo anaerdbico faz a
transformacao de acucares sollveis em etanol e CO, (FONTAN et al., 2011). Este
processo tem seu inicio devido a acdo das leveduras que usam o0s acUcares do
mosto (liquido agucarado apto a fermentar), para seu crescimento e multiplicacéo,
oxidando parcialmente o substrato, atuando sobre um ou mais componentes
(MAIA, 2013).

A transformacéo do aclUcar em etanol e gas carbdnico envolve 11 reacfes e
se da pela via glicolitica, onde cada reacao é catalisada por uma enzima especifica.
Essas enzimas glicoliticas sofrem acfes de diversos fatores (nutrientes, minerais,
vitaminas, inibidores, substancias do préprio metabolismo, pH, temperatura e
outros), alguns que estimulam e outros que reprimem a acao enzimatica, afetando o
desempenho do processo fermentativo conduzido pelas leveduras. As rotas
produtoras de energia geram um produto final significativo, o acido piravico, que em

anaerobiose é precursor dos acidos, alcoois e outros produtos (MAIA, 2013).

A fermentacdo de um substrato contendo acucar produz, além de etanol,
outras substancias como alcoois de cadeia longa, sais, acidos inorganicos e gases
como diéxido de carbono, devido ao metabolismo celular. Os &lcoois superiores sédo
produzidos durante a fermentacdo como subproduto do catabolismo de aminoacidos
ou pela via do piruvato, derivada do metabolismo de carboidratos
(FERREIRA, 2012). A Tabela 1 contém a porcentagem de 6leo fusel produzido por

litros de alcool etilico a partir de diferentes substratos.
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Tabela 1 Rendimento em porcentagem de 6leo fasel produzido a partir de diferentes substratos.

Substrato Rendimento em % v/v de alcool fusel produzido
Melaco de cana 0,1a0,5
Caldo de cana evaporado 0,1a0,2
Malte de milho 0,25a0,3
Milho 0,4a0,5
Trigo 0,2a0,3
Batatas 05al1l

FONTE — PATIL, 2002

Para a producdo de alcool etilico pode-se utilizar um sistema com duas
colunas, chamado de sistema AB, como representado na Figura 1. Embora se
tenham duas colunas, ambas trabalham como se fossem uma Unica coluna, sendo a
primeira (A) a secdo de esgotamento do vinho e a segunda (B) a secédo de
enriqguecimento e retificacdo do flegma (BATISTA, 2008). O flegma é o produto
principal de destilacdo, sendo ele uma mistura hidroalcodlica impura, com graduacao
alcodlica entre 45 a 50°GL, o vinho € um dos produtos de fermentacdo do mosto ou
mosto fermentado (CASTRO, 2011).

Figura 1 - Coluna de destilacdo alcéolica, configuracao AB.

AlLCOOL

FLEGMA L2

YINHO S

I b e

YAPOR
VINHAGA |

FONTE — BATISTA, 2008
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O sistema AB pode ser suficiente se o vinho a ser destilado for apenas uma
solucdo agual/etanol, mas como o processo de fermentacdo alcOolica pode gerar
Varios outros componentes, este sistema geralmente precisa de algumas
modificacdes. Um sistema proposto € o ABB; ou ABB’, mostrado na Figura 2. Neste
sistema se tem uma secdo a mais de esgotamento, chamado de coluna Bl ou
coluna B’. Como se pode observar, a corrente liquida que deixa a base da coluna B
nao retorna a coluna A, mas é esgotada na coluna B;. Na parte inferior da coluna B

é retirada a corrente chamada de flegmaca ou 6leo fusel (BATISTA, 2008).

Figura 2 - Coluna de destilagdo alcoolica, configuracdo ABB;.

ALCOOL
HIDRAT

YINHO

T

|VAPDR} FLEGMACA

FONTE — BATISTA, 2008

Segundo Castro (2011) o Oleo fusel € uma mistura concentrada das
impurezas do flegma. A quantidade de oleo fusel é variavel dependendo do
substrato utilizado, da presenca de compostos nitrogenados, condi¢cdes de

fermentacao e de destilacao.

O processo de producao do etanol atualmente praticado no Brasil envolve o
reciclo das leveduras e, com isto, ocorre o reciclo de contaminantes causando
diversos distarbios tais como: consumo de agucar e etanol pelos contaminantes,

queda da viabilidade e morte das células de levedura devido as toxinas lan¢adas no
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meio pelo contaminante, fermentagfes secundarias oriundas da atividade destes
microrganismos contaminantes, além do problema de floculacdo das células de
levedura provocada tanto por bactérias como por leveduras. A acidez do "vinho"
(mosto fermentado e centrifugado), causada por bactérias produtoras de acidos
organicos, é comprovadamente aumentada com o aumento da floculagcdo, causando
uma significativa queda na viabilidade de leveduras e no rendimento alcodlico
(LUDWIG et al, 2011).

LUDWIG et al. (2011), afirma que apesar dos transtornos causados pela
floculacdo das leveduras devido a bactérias indutoras da floculagdo na industria,
ainda ndo ha métodos de controle industrial para caracterizacdo e monitoramento

destes agentes.

A composicéo do oleo fusel & mostrada na Tabela 2, esta resume os teores
médios para 0s principais compostos presentes. As amostras utilizadas para a
determinacdo da composicao foram obtidas de trés industrias produtoras de acucar
e alcool do Estado de S&o Paulo. As amostras foram codificadas como OF-1, OF-2 e
OF-3 (PEREZ et al., 1998).

Tabela 2 - Teores médios de alcoois, ésteres e aldeidos em amostras de 6leo flsel. Com
concentracao média em gLt

Concentracdo média em g/L em 3 séries de amostras para cada usina

COMPOSTO OF-1 OF-2 OF-3
Alcool metilico 26,9 17,7 5,0
Alcool etilico 46,9 12,0 26,4
Alcool n-propilico 14,5 6,5 14,6
Alcool isoamilico 380 367 425
Alcool isobutilico 133 140 201
Acetato de metila ND 8,7 x 10™ ND
Acetato de amila 3,7x10™ ND ND
3-pentanol 1,1x10% ND 8,3x107°
Alcool n-butilico 2,7x10° 2,3x 107 6,0 x 10™
Acetato de hexila 2,3x10™ 2,5x10" 5,8 x 10™
n-octanol 1,4 x10™ 9,8 x 10™ ND
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Tabela 2 - Teores médios de alcoois, ésteres e aldeidos em amostras de 6leo flsel. Com

concentracdo média em g.L ™.

Concentracdo média em g/L em 3 séries de amostras para cada usina

COMPOSTO OF-1 OF-2 OF-3
Alcool n-amilico 1,7 x 10 2,1x107 3,1x107
Formiato de etila 1,1 x 10* ND 9,4x10™
Alcool 2-butilico 1,3x10™ 2,0x10° 3,0x10°

Benzoato de metila 1,4x 103 1,6 x 103 9,3x 103

Acetaldeido 1,2 x 102 1,0 x 102 5,2 x 107

Propionaldeido 1,9x 103 3,1x103 2,8x10°

ND — né&o detectados. Fonte — PEREZ, 1998

Na Tabela 2 observa-se que 0s compostos que se apresentam em maior
concentragdo sdo os alcoois isoamilico e isobutilico, com uma porcentagem média
presente no O6leo fusel de 64,67% e 25,93%, respectivamente, somando
aproximadamente de 90% da composi¢cdo do mesmo. Estes alcoois tém reconhecida
importancia, visto suas aplicacbes como reagentes em sinteses organicas e como
solventes de extracdo nas analises de compostos de interesse farmacoldgico
(PEREZ et al., 2001).

4.1.2 Alcoois isoamilico e isobutilico

Estes alcoois séo liquidos a temperatura ambiente, sendo a densidade e o
ponto de ebulicdo do alcool isoamilico (3-metil-1-butanol) de 0,8104 g.cm™ e
131,1°C, respectivamente, e do alcool isobutilico (2-metil-1-propanol) é
0,8018 g.cm™ e 107,89°C, respectivamente (LIDE, 1998).

Os éalcoois isoamilico e isobutilico fazem parte dos alcoois de baixo peso
molecular (CAREY, 2011). Suas estruturas estdo representadas pelas Figuras 3 e

4, respectivamente.
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Figura 3 - Estrutura do alcool isoamilico.

OH

Figura 4 - Estrutura do alcool isobutilico.

OH

O élcool isoamilico tem uma imensa gama de utilizacdo em diversos tipos
de industria. Pode ser utilizado como um solvente para a preparacdo de aromas de
frutos sintéticos, tais como alperces, bananas, cereja, ameixa-caranguejeira, malte,
laranja, ameixa e sabores whisky, e é uma matéria-prima na producédo de 6leo de
banana sintética. E um dos componentes do aroma da trufa negra. Ele também é
usado para estimar a quantidade de gordura no leite e produtos lacteos
(CHEMOXY, 2016).

O élcool isoamilico é o principal ingrediente do Reagente de Kovac utilizado
para o diagnostico bacteriano do teste de indol. Nos produtos farmacéuticos, é a
matéria-prima inicial para uma seérie de preparacbes farmacéuticas, tais como
Barbamil, validol, Corvalol e nitrito de amila (CHEMOXY, 2016).

A sua combinacdo de propriedades faz com que seja adequado para
utilizacdo como um supressor de espuma, que afeta a tensdo de superficie de micro-
emulsdes, causando a quebra de espuma (CHEMOXY, 2016).

Como solvente, tem um aumento da utilizagdo em um grande numero de
aplicacbes industriais. E um diluente em algumas tintas de impressdo, vernizes e

gomas. Seu poder de solvéncia fica entre solventes de hidrocarbonetos comuns e
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cetonas de baixo peso molecular. A cera de parafina € solivel em alcool isoamilico
quente (CHEMOXY, 2016).

Na formulacdo, alguns ésteres de elevado peso molecular e plasticos
polares incorporam sistemas a base de alcool isoamilico, como ésteres de celulose,
goma-laca e ureia-formaldeido (CHEMOXY, 2016).

Um derivado de &lcool isoamilico, o p-metoxicinamato é usado como um
absorvente de UV em algumas formulacbes cosméticas, e o proprio produto
encontra aplicacdo como um aromatizante cosmético e no perfume
(CHEMOXY, 2016).

s

O éalcool isobutilico é utilizado como solvente e como matéria-prima para
sinteses. Uma grande parte da producdo de isobutanol puro € convertida em
derivados (principalmente ésteres) que séo utilizados como solventes na industria de
revestimento. A Vantagem é que o alcool isobutilico impede o rubor de certos
revestimentos quando eles secam em condi¢cdes humidas. Assim, é amplamente
utilizado como diluente em celulose Nitrato e serve para melhorar o seu fluxo, brilho
e resisténcia ao rubor (O rubor s6 ocorre na presenca de solventes volateis e em
humidades elevadas). Para este efeito, as taxas de adicdo de 5 a 10% séao
geralmente suficientes (BASF, 1999).

O isobutanol é um solvente apropriado para vernizes curaveis com acido e
finalizadores de cura derivados de ureia, melamina ou resinas fendlicas. Mesmo
quando adicionado em pequenas proporcdes a tintas a base de resinas alquidicas, o

isobutanol reduz sua viscosidade e, assim, melhora sua aplicacdo (BASF, 1999).

O ftalato de di-isobutilo ganhou importancia entre os ésteres de isobutanol de
acidos dicarboxilicos como plastificantes para plasticos, dispersées e misturas de
borracha. Outros ésteres de isobutanol de acidos dicarboxilicos, por exemplo, 0s
acidos adipico, azelaico e sebacico, também possuem boas propriedades para estas
aplicacoes. O isobutanol possui mais as seguintes utilizacées (BASF, 1999):

e Solvente para tintas de impresséo.
e Agente extrator na producdo de drogas e substancias naturais como

antibiéticos, hormonios, vitaminas, alcaldides e canfora.
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e Aditivo em polidores e produtos de limpeza como, por exemplo, limpadores de
ché&o e removedores de manchas.

e Solubilizante na industria téxtil, como aditivo em banhos de fiagdo ou para
colorir plasticos.

e Aditivo em fluidos de descongelacéo.

e Aditivo na gasolina para motores de ignicdo comandada (evita a formacéo de
gelo no carburador).

e Fase movel em papel em cromatografia de camada fina.

e Umectante para nitrato de celulose.

e Agente desidratante (destilacdo azeotrépica).

e Matéria-prima na producdo de éteres de glicol (em reacdes com etileno
ou Oxidos de propileno).

e Matéria-prima na producdo de auxiliares de flutuacdo (por exemplo, xantato
de isobutilo).

e Material de partida na producéo de inibidores de desgaste e aditivos de

anticorrosao em 6leos para motores, como o diisobutil ditiofosfato de zinco.

Os ésteres de alcool isobutilico de varios &cidos dicarboxilicos, como os
acidos sebécico, adipico e estearico, sao utilizados como lubrificantes sintéticos e

semi-sintéticos e fluidos hidraulicos (BASF, 1999).

4.2 LIPASES

4.2.1 Aspectos gerais

As lipases constituem uma classe especial de esterases, sendo classificadas
como hidrolases. A diferenca entre uma lipase e uma esterase € a que a lipase
catalisa reacOes de substratos insollveis em agua, enquanto que uma esterase

catalisa reacdes em substratos soltveis (ZAGO, 2010).

As lipases tém como principal func¢éo “in vivo” catalisar a reagdo de hidrolise
de triacilgliceréis de cadeia longa (acima de 10 &tomos de carbono) na interface
lipidio/agua, produzindo os acidos graxos correspondentes. Apesar dos
triacilglicerdis serem seu substrato natural as lipases também sdo capazes de utilizar

outros tipos de substratos e catalisar outros tipos de reacdes, dependendo do meio
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reacional utilizado (aquoso ou organico). Assim, na presenca de um nucledfilo que
pode competir com a 4gua, € possivel conduzir um ndmero significativo de reacdes
Gteis em biocatalise, como esterificacdo, interesterificacdo, alcéolise, aciddlise e
amindlise (Figura 5), com alta especificidade, estabilidade e se aplicando condi¢cdes
brandas (VILLALOBOS, 2016).

Figura 5 - Reacfes quimicas catalisadas por lipases.
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4.2.2 Vantagens e desvantages

As lipases apresentam muitas vantagens e sao muito utilizadas em sintese
organica devido a sua grande disponibilidade e baixo custo, porque nao requerem
cofatores e porque atuam em uma faixa de pH relativamente grande
(AOUF et al., 2014).

Elas podem catalisar reacdes de esterificacdo, transesterificacdo (aciddlise,
interesterificacdo, alcodlise), amindlise e tiotransesterificacdo em solvente organico

anidro, sistema bifasico e em solucdo micelar com alta especificidade. Gragas a
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grande quantidade de reagfes que elas podem catalisar, as lipases possuem
diversas aplicabilidades e alta versatilidade, assim tém sido extensivamente

investigadas para aplicacdes industriais (VECCHIA, 2004).

No caso da sintese de ésteres, elas tém sido empregadas para a sintese de
aromas e flavorizantes (ésteres com cadeia alquimica entre 2 a 8 carbonos), que
apresentam maior aceitacdo na industria de alimentos, pois s@o considerados
naturais, por serem obtidos via biocatélise. Além disso, as lipases sdo aceitas
ecologicamente e ndo estéo limitadas ao seu papel natural (BARON, 2008).

Entretanto, algumas desvantagens podem limitar a utilizacdo destes
catalisadores, como o alto custo de isolamento e purificacdo para algumas enzimas,
a possibilidade em causar alergias, a instabilidade em sua estrutura uma vez isolada
do meio natural (aquoso), e sua sensibilidade as condi¢Bes reacionais, pois as
enzimas podem ser inibidas por substancias que estao presentes no meio reacional,
desnaturadas por solventes organicos ou por temperaturas relativamente elevadas
(BARON, 2008).

4.3 REACOES DE ESTERIFICACAO

4.3.1 Rota Quimica

Os &cidos carboxilicos reagem com &lcoois para formar ésteres. A reacdo
deve ser efetuada em solucdo acida, ndo somente para catalisar a rea¢cdo, mas
também para manter o acido carboxilico em sua forma acida, para que ele possa
reagir com o nucledfilo. Como o intermediario tetraédrico formado na reagao tem
dois potenciais grupos de saida com aproximadamente a mesma basicidade, a
reacdo deve ser realizada com excesso de alcool para que seja direcionada na
direcéao dos produtos (BRUICE, 2006).

Os acidos carboxilicos se convertem diretamente a ésteres pela reagdo Sy2
de carboxilatos com halogenetos de alquila primarios ou pela esterificacdo de
Fischer de &cidos carboxilicos por alcoois, na presenca de &acido mineral
(CAREY, 2011). Esta reacdo, bem como possiveis reacdes de esterificacdo de

acidos carboxilicos, esta representada pela Figura 6.
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Figura 6 — Rotas de esterificacdo acida, basica e de cloreto de acila pelo tratamento com
alcool na presenca de base.
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4.3.2 Rota enzimética

Villalobos (2016) propdem um mecanismo catalitico para a reacao de hidrolise
de ésteres mediada por lipases (Figura 7). Este mecanismo ocorre em seis etapas,
no primeiro passo (1) a interagdo do residuo negativamente carregado de aspartato
(ou glutamato) permite ao residuo de histidina agir como uma base, removendo um
préton do grupo hidroxila do residuo de serina do sitio ativo, aumentando seu carater
nucleofilico e gerando um ion alcéxido. Na etapa 2 o ion alcoxido ataca a carboxila
do substrato éster, formando o primeiro intermediario tetraédrico (oxianion
estabilizado por ligacdes de hidrogénio). Posteriormente, no passo 3, ha uma quebra
da ligacdo eéster com saida da porcdo alcoolica e formacdo do intermediario
acil-enzima, na etapa 4 ocorre a hidrélise do intermediario acil-enzima, seguido pela
formacdo do segundo intermediario tetraédrico (5) e por fim ocorre a formacdo do

produto e regeneracgéo do sitio ativo na ultima etapa (VILLALOBOS, 2016).
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Figura 7 - Etapas propostas para a hidrdlise de ésteres catalisada pela lipase.

FONTE - VILLALOBOS, 2016

Pode-se assumir que o mecanismo inverso da hidrolise de ésteres sera o de
esterificacdo. Para que a enzima trabalhe com o mecanismo inverso se deve
proporcionar as condi¢cdes de meio e 0s substratos adequados, o alcool e o acido
carboxilico.

Para a reacdo de esterificacdo serdo focados como reagentes os alcoois
presentes em maior concentracdo no Oleo fusel, ou seja, os alcoois isoamilico e
isobutilico, sendo o alcool isoamilico o de maior interesse industrial. Assim, como 0s
produtos da reacdo de esterificacdo destes alcoois com o &cido oleico, se tem o
oleato de isoamila e o0 oleato de isobutila, representados pelas Figuras 8 e 9,

respectivamente.
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Figura 8 - Formula estrutural do oleato de isoamila.
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Figura 9 - Férmula estrutural do oleato de isobutila.
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Os ésteres sao considerados uma das classes mais importantes dos
compostos organicos, podendo ser obtidos através de diferentes formas, como por
fontes naturais, destilacdo e extracdo, catalise quimica e, mais recentemente, por
biocatalise. No caso da biocatalise, as obtencdes de ésteres por lipases pode ser

através da esterificacao, interesterificacdo e transesterificacdo (BARON, 2008).

4.4 LUBRIFICANTES
O uso de biomassa para a sintese de varios produtos com valor agregado

esta na zona prioritaria de investigadores. Pesquisadores tém explorado varias
fontes renovaveis como proteinas, folhas de arvore, algas variadas, 0leos vegetais,
polpa de café, lodo de fabrica de papel, lignocelulose e outros residuos para a
sintese de bioplasticos, biolubrificantes, bioadsorventes, bioestimulantes e bioetanol
(PANCHAL et al., 2016)
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Lubrificantes sdo materiais que podem ser liquidos, sélidos ou pastosos, que
diminuem as resiliéncias passivas das maquinas substituindo o atrito das pecas pelo
atrito interno dos lubrificantes interpostos. Eles possuem as funcbes de proteger
pecas do atrito, ou seja, contra o0 desgaste; em alguns casos, proteger contra
corrosdo; facilitar trocas térmicas quando ha lubrificac@o por circulacdo; assegurar a
vedacdo das pecas das maquinas; e transportar os residuos metélicos

microscopicos, resultantes do funcionamento das pecas em atrito (REMY et al., 19--)

Os lubrificantes possuem varias aplicacdes, como exemplos tem-se a
utilizacdo em motores de combustdo interna, engrenagens, compressores, turbinas,
mancais, sistemas hidraulicos, entre outros. Atualmente encontram-se divididos em

duas grandes classes: lubrificantes automotivos e industriais (MATOS, 2011).

Os lubrificantes podem ser classificados como Oleos: minerais, graxos,
compostos e sintéticos. Oleos minerais sd0 0s mais importantes empregados em
lubrificacdo, eles sdo aqueles obtidos do petroleo e suas propriedades estdo
relacionadas com a origem do Oleo cru e ao processo de refino empregado. Os
Oleos sintéticos surgiram de necessidade do desenvolvimento de produtos aptos a
suportar as condicbes mais adversas possiveis e sdo obtidos por sintese quimica,
como o nome sugere (MOURA; CARRETEIRO, 1975).

Os 06leos graxos podem ser de origem animal ou vegetal, e foram os primeiros
lubrificantes a serem utilizados, sendo mais tarde substituidos pelos 6leos minerais.
Seu uso nas maquinas modernas é raro, devido a sua instabilidade quimica,
principalmente em altas temperaturas, o que provoca a formacdo de acidos e
vernizes. Os 0Oleos compostos sédo constituidos de misturas de Oleos minerais e
graxos. A percentagem de 6leo graxo no lubrificante é pequena, variando de acordo
com a finalidade do 6leo. Os 6leos graxos conferem aos 6leos minerais

propriedades de emulsibilidade, oleosidade e extrema presséo (SENAI, 1997).

Os ésteres para os lubrificantes podem ser produzidos por meio de catélise
quimica ou enzimatica. As lipases sdo os catalisadores preferidos para estes
processos, de fato ha muitos relatos sobre as lipases utilizadas para a producédo de
biodiesel e biolubricantes. Entretanto, a maior parte destes estudos de sintese foi

realizada com os Oleos de soja, de girassol e de canola. Além disso, as lipases de
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Rhizomucor miehei; Candida antarctica e Candida rugosa tém sido as mais

utilizadas na producao de biodiesel e biolubrificante (SILVA et al., 2015).

4.4.1 Oleos basicos

Os Oleos bésicos sao os principais constituintes dos lubrificantes e sé&o
subprodutos gerais do processamento de petroleo. Eles podem ser classificados
como minerais ou sintéticos dependendo da fonte ou de seu processo de producéao.
Os 6leos minerais séo derivados diretamente da destilacdo e refinacdo de petroleo;

Enquanto os sintéticos sdo produzidos através de reacbes quimicas
(SILVA et al., 2015).

Os oleos basicos séo classificados pela Americam Petroleum Institute (API)
em cinco grupos, mostrado no Quadro 1, denominados Grupos API. A classificacéo
€ ditada pela qualidade, que cresce de acordo com 0 grupo, € composicado quimica
dos 6leos béasicos (BNDES, 2014).

Quadro 1 — Descricao e classificacao dos 6leos basicos pertencentes aos grupos API.

Grupo| Classificacdo Origem
| Destilacdo fracionada do petréleo na refinaria, seguida de
processo de extragdo por solvente
Mineral N , . .
" Destilagdo fracionada do petroleo, seguida de
processo de hidrotratamento
I Sintético ou Oleos basicos do Grupo Il submetidos a um processo adicional
Mineral de hidrotratamento
1\ Sintét Oleos compostos por polialfaclefinas (PAO)
intético
\Y Todos os demais 6leos basicos nédo inclusos nos grupos de | a IV

Fonte — BNDS, 2014
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Uma alternativa mais limpa aos Oleos base sdo o0s chamados de
biolubrificantes. Estas moléculas sdo lubrificantes biodegradaveis (principalmente
ésteres) obtidos, em geral, por modificacdo de 6leos vegetais. Que sdo utilizados
como lubrificantes sempre que sédo possiveis fugas para ndo contaminar o meio
ambiente (SILVA et al., 2015).

4.5 METODOS ANALITICOS

4.5.1 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

A CCD é uma técnica que tem a vantagem, dentre as demais cromatografias,
de ser préatica, e ndo o fenbmeno em si. Ela € realizada se utilizando uma placa
composta por um material adsorvente (podendo ser silica gel, celulose em po,
alumina e etc), e material rigido e inerte, como uma placa de vidro, folha de aluminio
ou de plastico. Esta placa € chamada de fase estacionaria. E para a separacédo dos

componentes da amostra é escolhido um solvente adequado, chamado de fase
movel (VOGUEL, 2011).

4.5.2 Infravermelho por transformada de Forrier (FTIR)

A Espectroscopia de Infravermelho é um método espectroscépico de andlise que
fornece informagbes quanto aos grupos funcionais que podem estar presentes na
estrutura das substancias (SKOOG et al., 2009). A leitura foi realizada pelo modo de
Refletancia Total Atenuada (ATR), onde os espectros obtidos estdo em modo de

transmissao.

Os espectros ATR-FTIR de alcool isoamilico, acido oleico e oleato de isoamila

sao mostrados nas figuras abaixo.
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Fligﬂra 10 - Espectro ATR-FTIR do alcool isoamilico.
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De acordo com o espectro mostrado na Figura 10, o alcool isoamilico apresenta
uma banda intensa a 3320 cm™, que é atribuida & absorcdo de estiramento de O-H.
As bandas entre 2955cm™ e 2871cm™ correspondem & vibracdo do estiramento
simétrico e assimétrico de grupos metil-metileno C-H e a banda a 1055cm™ é

atribuida a vibracdo de estiramento de ligacdo simples C-O de um alcool primario
(LAGE et al., 2016).
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Figura 11 - Espectro ATR-FTIR do &cido oleico.
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No segundo espectro mostrado na Figura 11 (acido oleico), a banda intensa ao
redor de 2971cm™ é atribuida ao estiramento de C-H sobreposto a ligacdo O-H,
enquanto que a vibracdo de estiramento do grupo carbonila a partir da unidade
carboxilica foi observada a 1707cm™ (LAGE et al., 2016).



Figura 12 - Espectro ATR-FTIR do oleato de isoamila.
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No espectro padrdao do oleato de isoamila (Figura 12), a banda intensa em

1737cm™ corresponde a carbonila do éster formado apés reacédo de esterificacdo. As

bandas em 1244cm™ e 1167cm™, correspondem & vibracdo de estiramento do grupo

-C=(0)-O (LAGE et al., 2016).
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5 METODOLOGIA

Para este trabalho foram testadas doze amostras de lipases oriundas de
diferentes microorganismos, dentre suas fontes se encontram bactérias
gram-negativas, fungos filamentosos e fungos leveduriformes. As lipases utilizadas
sdo de: Candida lipolytica, Candida rugosa, Candida antarctica, Mucor sp,
Penicillium nogueforti, lipoproteina de Pseudomonas sp, Rhizopus arrhizus,
Rhizopus oryzae, Rhizomucor miehei e Lipase tipo Il de péancreas de porco,
totalizando dez tipos de lipases. Dentre elas quatro sdo vendidas comercialmente.
As demais enzimas foram doadas pelo laborat6rio de biotecnologia do Instituto de
Tecnologia de Massachusetts (MIT).

As cinéticas das reacdes de esterificacdo foram monitoradas em
cromatoplacas de silica gel 60 da Merck (5980). Utilizando como fase mével para a
saturacdo da cuba, hexano e éter etilico, na proporcao de 30:1. A CCD para acidos
graxos livres esterificados por catalise acida ou mediante lipases atuando em fase
reversa (auséncia ou limitacdo extrema de &gua no meio reacional) pode
sequencialmente revelada com (a) vapores de iodo, (b) p-anisaldeido-sulfdrico a
guente e (c) “charring” ou carbonizacdo com reagente de Vaugh (molibdtato - sulfato
cérico - 4cido sulfrico) a quente. Este método tem por objetivo a verificacdo
qualitativa da conversdo em ésteres etilicos durante a reacdo, por este motivo, em
todas as placas foram aplicados trés spots da amostra (100mg/mL) com auxilio do
capilar, para uma melhor comparagcdo entre as mesmas e para uma maior
aproximacdo com a realidade da quantidade de reagente consumido e produto

formado.

O estudo foi dividido em quatro etapas, para maior compreensao das reacdes de
esterificacdo pelas vias quimica e enzimatica. As etapas sdo mostradas no
Quadro 2.



Quadro 2 — Etapas seguidas durante o trabalho.
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Etapas

Estudo da
esterificacao

quimica

Estudo da
esterificacéo

enzimatica

Isolamento do produto

da esterificacao via

enzimatica

Determinacé&o do
produto por
ATR-FTIR

O oleo fasel usado para este trabalho foi fornecido pela usina alcooleira

Renuka Vale do Ivai S/A em Sdo Pedro do Ivai - PR. O processo de producéo do

Oleo fusel é a fermentacdo da cana-de-acucar. A coleta foi realizada em 06/2014.

5.1 ESTERIFICACAO QUIMICA

Verificou-se que o 4cido oleico a ser utilizado nas reacgdes estava com uma

coloracdo alaranjada. Assim, foi feita uma purificagdo, em uma proveta de 50mL se

adicionou 50mL do &cido e 2,5g de silica gel 60, que foi deixada em repouso por

30min. O acido purificado foi adicionado em um erlenmeyer de 50mL com tampa.

As reacdes foram realizadas em viais de 1,5mL, onde se adicionou 100uL de

acido oléico e 900uL do alcool estudado, com temperatura 65°C, por uma hora e

agitacdo ocasional. As etapas e suas variaveis foram organizadas no Quadro 3.
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Quadro 3 — Estudos das reacbes de esterificacdo pela via quimica suas variaveis e alcoois utilizados.

Esterificacdo Quimica

Preparo dos

Presenca de

Trocado
catalisador por

Variacdo da

Etapa ~ dessecante : concentragédo do
padrdes resina de troca .
molecular D catalisador
catidnica
metanol, metanol,
. . etanol, etanol, isoamilico e 6leo metanol e 6leo
Alcoois . . ) - i 3
isoamilico e isoamilico e fusel fusel
isobutilico isobutilico
) ac,:lqlo acido sulftrico | Resina de troca L, . ..
Catalisador sulfurico - N acido sulfdrico
- 2uL cationica
2uL
0,0mg, 5,0mg,
Variacdes - 0%-30% (Mm/v) 10,0mg e Oul, 2uL, 4ule
6uL
20,0mg

5.2 ESTERIFICACAO ENZIMATICA

Para avaliagdo qualitativa do potencial de esterificacdo de dez tipos diferentes de

lipases e criagdo de um banco de dados foram realizadas esterificagbes com doze

amostras de enzimas, que foram numeradas a seguir:

© N o 0o B~ WD PE

Candida lipolytica
Mucor sp

Penicillium roqueforti

Rhizopus arrhizus

Rhizopus oryzae

Lipoproteina de Pseudomonas sp

Novozym TL/IM - Rhizomucor miehei
Lipase Sigma 1754 - Candida rugosa
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9. Novozym 435 (sem data) - Candida antarctica
10.Novozym 435 (2015) - Candida antarctica
11.Lipase Sigma 3126 (tipo Il) — pancreas de porco
12.Lipase 3000 UT/G - Candida rugosa

Sendo a novozym TL/IM lipase de Rhizomucor miehei e a novozym 435 lipase
de Candida antarctica as Unicas enzimas imobilizada em resina de troca catibnica,
as demais estavam livres.

O potencial de esterificagdo qualitativo enzimatico foi testado com as trés
melhores enzimas se realizando um total de seis ciclos, em eppendorf de 1,5mL e
20mg de cada enzima. Depois de cada ciclo foi feita a centrifugacdo em Minispin
para eppendorf a 1300 rpm por cinco minutos, sendo separado o sobrenadante para
outro eppendorf de 1,5mL e reutilizada a enzima se adicionando novamente 100uL
de &cido oléico e 900uL do respectivo alcool, posteriormente agitado em vortex
labnet (VX-200) para homogeneizacdo da mistura, e adicionado novamente no
banho a 35°C, por outras 24 horas.

As reag0Oes foram realizadas em viais de 1,5mL, onde se adicionou 100uL de
acido oléico e 900uL do alcool estudado, com agitacdo a 180rpm e 35°C, por 24
horas. As etapas e suas variaveis foram organizadas no Quadro 4.
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Quadro 4 — Estudos das reacBes de esterificacdo pela via enzimatica suas variaveis e alcoois
utilizados.

Efeito da . Concentracao .
~ Diferentes Ciclos
Etapa concentragéo | . . do .
, biocatalizadores | , . . enzimaticos
de agua biocatalizador
" ) metanol e isoamilico e 6leo . . isoamilico e
Alcoois , isoamilico . ,
etanol fusel 6leo fusel
. Novozym 435 12 enzimas - : 3 enzimas -
Catalisador 4 enzimas
- 25mg 10mg 20mg
0%, 1% 2% e 2,5mg, 5,0mg, |
VariagOes 0 - 10,0mg e 6 dias
4%
20,0mg

5.3 PURIFICACAO DO PRODUTO

Para comprovacao da sintese do éster foi necessario o isolamento do produto
da esterificacdo. Para ter uma quantidade suficiente para a analise no infravermelho
a esterificacdo foi realizada pela rota enzimética, em duplicata, em viais de 6mL
utilizando 125mg da Lipoproteina de Pseudomonass sp, 4mL de alcool isoamilico e

500pL de &cido oleico, nas mesmas condi¢des do item 5.2.

Para isolar o oleato de isoamila foi feita uma CCD do modo convencional para
este trabalho, ou seja, com hexano e éter etilico 30:1. Mas foi feita apenas uma
banda em todo o comprimento da placa. Apds a pré-saturacao da silica com a fase
movel, foi possivel visualizar as bandas utilizando o cromato-VUE (C-70G), ligando
os comprimentos de onda curto (254nm) e longo (365nm). Depois de delimitadas as
bandas, as placas foram raspadas e a silica foi adicionada em tubos de hemdlise de
5mL. Para a extracdo do produto foi adicionado aos tubos 1mL de alcool etilico e

0,5mL de hexano para despolarizacdo da massa oleosa. Os tubos foram levados a
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centrifuga CELM (LS3 — plus) por 5 min. Ao separar o sobrenadante, este foi

deixado para evaporar o solvente deixando somente o produto de interesse.

5.4 DETERMINACAO DA FORMACAO DO OLEATO DE ISOAMILA UTILIZANDO O
ATR-FTIR

Para verificacdo da reacéo de esterificagdo utilizou-se o espectrofotometro de
ATR-FTIR, Nicolet iS10 da thermo Scientific, com um acessorio de salto Unico de
diamante, sendo a analise realizada no laboratério da central analitica da
Universidade Federal do Parana (UFPR). Apos a calibracdo do equipamento com o
ar do ambiente laboratorial, a amostra de oleato de isoamila foi aplicada diretamente
sobre a célula de cristal. O espectro de ATR-FTIR para o oleato de isoamila foi
adquirido ap6s 64 varreduras entre 4000 e 400 cm™ com resolucdo espectral de

4 cm™,
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 ESTERIFICACAO QUIMICA

6.1.1 Leitura dos padrdes e efeito do dessecante molecular

Os padrdes sintetizados atraveés da esterificacdo acida, dos quatro alcoois
(metanol, etanol, isoamilico e isobutilico), foram avaliados depois da corrida com a
fase movel (hexano-éter etilico), em cuba de vidro. Para a revelagdo, se utilizou
outra cuba saturada com iodo, dando a coloragdo amarelada para 0s pontos na
placa (Fig. 13-a). Por esta primeira ser de caracteristica fulgadz, ou seja, a revelacao
desaparece, a cromatoplaca foi pulverizado anisaldeido sulftrico 0,5% aquecido até
obter-se a coloragdo résea dos pontos (Fig. 13-b). Para finalizar, a presenca dos
ésteres foi visualizada por uma solugéo reveladora (Reagente de Vaugh) que deixa

0S pontos extremamente evidentes com coloracéo azul escura (Fig. 13-c).
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Figura 13 - Revelacdo da CCD contendo os padrbes, realizada com (a) vapores de iodo, (b) p-
anisaldeido-sulfirico a quente e (c) “charring” ou carbonizacdo com reagente de Vaugh. Reacdes
realizadas com A&cido oleico e os alcoois metilico, etilico, isopropilico e isoamilico (1, 2, 3 e 4,
respectivamente), e com a presenca do dessecante molecular (0*, 1*, 2*, 3* e 4*, respectivamente).

(a) (b) (c)

. AS
LR T
M k_&_g‘lxemaz’n:’*-.l’

0 123 4 AOTASALO*1*2*3*4* 0 123 4 AOTASALO0*1*2*3*4* 0 123 4 AOTASALO*1*2*3*4*

As reacdes do acido oleico com metanol, etanol, alcool isopropilico e alcool
isoamilico, presentes na Figura 13, estdo representadas pelos numeros 1, 2, 3 e 4,
respectivamente. Para comparacdo foram feitas as mesmas reacdes com
dessecante molecular, chamado de molecular sieves, um zedlito artificial que
absorve preferencialmente dgua e ndo absorve os &lcoois utilizados ou seus
produtos, para ver a influéncia da agua na reacdo de esterificacdo, estando
representado pelos nimeros 0%, 1*, 2*, 3* e 4*, respectivamente. As siglas AO, TAS
e AL sdo, respectivamente, representacbes dos padrées de &acido oleico,

triacilglicerideo e acido linoleico.

A sequéncia de fotos exemplifica a poli-valéncia analitica para a esterificagdo
acida sulfurica dos alcoois e acido oleico em estudo. Com as CCDs apresentadas na
Figura 13 pode-se constar que a presenca do dessecante molecular sieves nao
apresentou influéncia positiva na eficiéncia da reacado de esterificacdo tendo até
mesmo uma reducdo da rea¢do no caso do metanol. No caso do &lcool isoamilico
houve um leve efeito benéfico. Neste caso o excesso de agua pode deslocar o
equilibrio a favor da hidrolise do produto, por isto a necessidade do controle do
conteudo de 4gua na sintese em meio organico, como é o caso (BARON, 2008).



44

6.1.2 Efeito da substituicdo do acido sulfdrico por resina de troca catibnica e da

concentragdo de &cido sulfurico na esterificacéo

Na CCD mostrada pela Figura 14 ha o teste de esterificacdo realizado com a
resina de troca catibnica e alcool metilico (0*, 1*, 2* e 3*), para comparacdo com a
esterificagdo com acido sulfarico com o mesmo élcool (0, 1, 2 e 3) e com a

esterificacdo do oleo fusel com acido sulfurico (Fo, F1, F2 € F3).

Figura 14 - CCD realizada com amostras de esterificacdo via quimica do 6leo fusel e do alcool
metilico com e sem resina de troca catibnica, mais amostras da esterificagdo via enzimatica com
alcool isoamilico (A,) e 6leo fusel (F,*) com o zero e as enzimas 1 e 2.

01 23 FoFiFz2F3 071*2*3* AoFo* AiFi* AcF2* 01 23 FoFiF2Fs 0*1*2*3* AoFo* AtF¢* AoF2* 01 23 FoF1F2F3 0%1*2*3* AoFo* AiF¢* AcF2*

A partir da Figura 14 pode-se verificar que a resina de troca catiénica nao foi
capaz de promover melhorias na esterificagédo, pois ha uma grande quantidade de
reagentes e poucos produtos na CCD. No caso da esterificagdo com &cido sulfurico,
tanto no caso do alcool metilico como no do 6leo fusel, o aumento da quantidade do
acido favoreceu a esterificacdo, mas na quantidade de 6uL para o alcool metilico a

reacdo foi desfavorecida pelo excesso do reagente.

6.2ESTERIFICACAO ENZIMATICA

6.2.1 Teste com diferentes concentracdes de agua

O teste da capacidade de esterificacdo da enzima Candida antarctica (novozym 435)

na presenca de agua foi realizado com as quantidades de 0%, 1%, 2% e 4% de
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7z

agua, com os alcoois metilico e etilico, o resultado é mostrado na Figura 15, a
amostras padrédo de acido oleico (AO) e triglicerideos (TG), também estédo presentes

nesta placa.

Figura 15 - CCD realizada com amostras de esterificacdo via enzimatica na presenca de agua nas
quantidades de 0O, 1, 2 e 4% de agua com os alcoois metilico e etlllco respectivamente.

012 4 AO 012 4 TG 012 4 AO 012 4 TG 012 4 AO 012 4 TG
metanol etanol metanol etanol metanol etanol

A Figura 15 evidencia que a esterificacdo na presenca de agua para o alcool
metilico foi favoravel. Isto porque, além do aspecto termodinamico envolvido na
reacdo, ha um fator importante que é de uma quantidade de 4gua minima para a
enzima. Esta 4gua forma uma camada ao redor da molécula de proteina (camada de
solvatacdo), sendo fundamental para a manutengéo de sua estrutura terciaria e para
a atividade catalitica (BARON, 2008).

6.2.2 Teste com diferentes biocatalizadores

Os resultados destas esterificacdes estao representados pelas Figuras 14 e 16,
elas foram realizadas com alcool isomamilico (A,) e 6leo fusel (F,), sendo 0 n o

namero correspondente da enzima acima.
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Figura 16 - CCD realizada com amostras de esterificacdo via enzimatica com éalcool isoamilico (A,) e
Oleo fasel (F,*) com as enzimas enumeradas de 3 a 12.
3 I -_

AsFs* AsFa*  AsFs* AgFg* AsF7* AgFs* AgFo* AjoF10*AnAnAms AsFs* AdFe*  AsFs* AcFe* AsF7* AgFs* AoFs* AwoFi0*AnAnAss AsFs® AdFe®  AsFs* AgFe* AsFr* AgFs® AoFo™ AwoFi0*AniArAn

Ao se comparar as duas placas cromatograficas mostradas pelas
Figuras 14 e 16, nota-se que quatro enzimas se destacam: 2 - Mucor sp;
4 - lipoproteina de Pseudomonas sp; 7 - novozym TL/IM; 9 - novozym 435 (2015).
Pois elas consumiram reagentes e tiveram uma quantidade de produtos formados

tanto para o alcool isoamilico, quanto para o 6leo fusel.

6.2.3 Efeito da concentracdo do biocatalizador

Ao se ter o conhecimento das quatro enzimas do topico 6.2.2, foram
realizados testes se variando a quantidade das mesmas, para comparacado da
relacdo da quantidade enzimatica pelo rendimento para reacdo de esterificacdo. A
Figura 17 mostra a CCD com os resultados, sendo as quantidades em A, B, Ce D
de 2,5mg, 5,0mg, 10,0mg e 20,0mg das enzimas enumeradas em 2, 4, 7 e 9

(descritas no tépico 6.2.2).
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Figura 17 - CCD realizada com amostras de esterificacdo via enzimética das enzimas 2 - Mucor sp;
4 - lipoproteina de Pseudomonas sp; 7 - novozym TL/IM; 9 - novozym 435, nas quantidades em A, B,
C e D de 2,5mg, 5,0mg, 10,0mg e 20,0mg, respectivamente

o A 3B3C 2D %A 42 4

02A2B2C2D4A4B4C4D7A7B7C7D09A 9B 9C 9D 02A2B2C2D4A4B4C4D7A7B7C7D09A 9B 9C 9D 02A 2B 2C 2D 4A 4B 4C 4D 7A 78 7C 7D 0 9A 9B 9C 9D

A Figura 17 evidencia que, das quatro enzimas, trés obtiveram um bom
resultado e, dentre elas, a que obteve melhor resultado com a maior quantidade de

enzima foi a lipoproteina de Pseudomonas sp, seguida pela novozym 435.

6.2.4 Teste dos ciclos enziméaticos

Por fim foram feitos os testes de ciclos para trés enzimas enumeradas em 4, 7
e 9. Este estudo durou seis dias, onde a Figura 18 retrata os trés primeiros dias e a

Figura 19 os ultimos trés dias.

Figura 18 - CCD dos trés primeiros ciclos da esterificacdo via enzimatica utilizando enzimas
4 - lipoproteina de Pseudomonas sp; 7 - novozym TL/IM; 9 - novozym 435, tendo como substrato o
alcool isoamilico e o dleo fusel.
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04814, 857, 7573919, 930 41 4, 83 717,73 919,93 041428371 727391 9; 930414, 4371727391993 0414, 4371 727391 92 93041443 717,73 9199
Fusel alcool isoamilico Fusel alcool isoamilico Fusel 4lcool isoamilico

A esterificagdo tendo como substrato o alcool isoamilico foi melhor do que
utilizando o 6leo fusel,0 que ja era de se esperar porque o 6leo fusel possui outros

alcoois e substancias que competem entre si interferindo na reacéo esterificacao.

A Figura 18 também mostra que, no caso do substrato que utiliza o alcool
isoamilico, o rendimento da novozym TL/IM e da novozym 435 decai ja no segundo
ciclo, mas o rendimento da lipoproteina de Pseudomonas sp continua praticamente

0 mesmo nestes trés primeiros ciclos enzimaticos.

Figura 19 - CCD dos trés ultimos ciclos da esterificacdo via enzimética utilizando enzimas
4 - lipoproteina de Pseudomonas sp; 7 - novozym TL/IM; 9 - novozym 435, tendo como substrato o
alcool isoamilico e o dleo fusel.
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fusel alcool isoamilico fasel alcool isoamilico fasel alcool isoamilico

E possivel ver que o rendimento da lipoproteina de Pseudomonas sp,
utilizando como substrato o alcool isoamilico, teve uma reducdo, na Figura 18 a
mancha dos produtos é mais clara em comparacao com a da Figura 19, podendo-se
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ter tal conclusdo. Apesar do deslocamento das linhas na placa é possivel verificar

que os rendimentos das outras duas enzimas sdo menores do que o da lipoproteina.

6.3 PURIFICACAO E DETERMINACAO DA FORMACAO DO OLEATO DE
ISOAMILA UTILIZANDO O ATR-FTIR

Por fim foi realizado o ATR-FTIR do oleato de isoamila (Figura 20) para a
comprovacdo de sua sintese. Onde foi possivel isolar este pela raspagem da
cromatoplaca, seguindo o procedimento descrito, obtendo aproximadamente 103mg

do oleato.

Figura 20 - Espectro ATR-FTIR do oleato de isoamila isolado.

o R f’ Tf

a7

@1

05 i

EIEN

2358

05

1367.73

o4

a3

827

1464.90

914

2855 .22

80

2854.31

804

Y Transmittance

88 ‘

87

B

1167.81

2024.50

85

B4

3005.78

83

1738.06

B2

81
804

124367 ——_

RD

T9]

3500 3000 2500 2000 1500 1000
Wawvenumbers (cm-1)

A banda devido ao grupo OH presente no alcool isoamilico ndo foi detectada

no espectro ATR-FTIR do oleato de isoamila (Figura 20), o que confirma a elevada
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pureza do produto. Além disso, a banda intensa em 1738,06 cm™ corresponde a
carbonila do éster, esta bem proxima da banda de referéncia que se encontra em
1737 cm™. As bandas em 1243,67cm™ e 1167,81cm™, correspondentes & vibracdo
de estiramento do grupo -C=(0)-O, também estdo presentes aproximadamente nos

mesmos comprimentos do espectro de referéncia, confirmando assim a sintese de

oleato de isoamila (LAGE et al., 2016).

Foi feito o cruzamento das bandas presentes nos espectros de referéncia com

aguelas presentes no espectro obtido da amostra, as bandas estdo presentes no

Quadro 5.

Quadro 5. Bandas presentes nos espectros de referéncia em correlacdo com as bandas encontradas
no espectro da amostra isolada de oleato de isoamila.

Bandas (cm™)

Acido oleico _ Alco,o_l Oleato de Oleato de )
(literat.) |sqam|I|co |.soam|Ia |_soam|Ia Interpretacgéo
) (literat.) (literatura) (isolado)
Absorcéo de
(3320) +++++ estiramento de O-H
3005 ++ 3005 + 3006 +
Estiramento de C-H
(2971) +++++ sobreposto com a
ligacdo O-H
Vibracéo de
estiramento simétrico
2956 ++++ 2956 ++ e assimétrico de
metil C-H e de
grupos metilenos
2828 ++++ 2923 +++++ 2925 ++++
Vibracéo de
estiramento
(2871) ++++ assimétrico de metil
C-H
2852 ++++ 2853 ++++ 2854 +++
(2360) +
1737 ++++ 1738 +++++ C=0 do éster
Vibracéo de
estiramento de C=0
(1707) +++++ da metade
carboxilica
1465 ++ 1464 +++ 1465 ++
(1457) ++
(1412) ++
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Quadro 5. Bandas presentes nos espectros de referéncia em correlacdo com as bandas encontradas

no espectro da amostra isolada de oleato de isoamila.

Acido oleico Alcool Oleato de Oleato de
(literat.) isoamilico isoamila iIsoamila Interpretacao
' (literat.) (literatura) (isolado)
1367 ++ 1368 + 1368 +
(1284) +
1244 + 1244 + Estiramento
vibracional do grupo
-C(=0)0O
1167 +++ 1168 ++
(1125) ++
(1120) +
Estiramento
vibracional da
(1056) ++ ligagéo simples C-O
de alcool primario
1010 ++ 1010 +
966 + 966 +
(935) +

NOTA - (paréntesis): bandas tipicas de apenas um dos compostos; sublinhado : bandas comuns a
mais do que um analito; negrito_: bandas is6logas entre os oleatos de isoamila e um dos dois
reagentes (&lcool efou &cido); negrito sublinhado : bandas is6logas exclusivas dos oleatos de
isoamila

Na Quadro 5, as bandas em paréntesis sdo aquelas caracteristicas de
apenas um dos compostos. As bandas sublinhadas sdo bandas comuns a mais de
um composto. Em negrito estdo as bandas isélogas entre os oleatos de isoamila
presentes na literatura e neste trabalho e ainda um dos dois reagentes podendo ser
o alcool e/ou o acido. Por fim as bandas isologas exclusivas dos oleatos de isoamila
estdo representadas em negrito sublinhado, e sdo estas que determinam que a

esterificacdo ocorreu gerando o oleato de isoamila.
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7. CONCLUSAO
A presenca do dessecante molecular sieves ndo teve grande influéncia na

eficiéncia da reacdo de esterificacdo tendo até uma ma influéncia no caso do
metanol, mas teve efeito benéfico no caso do alcool isoamilico, porque durante a
reacao a geracao e o excesso de agua pode deslocar o equilibrio a favor da hidrolise
do produto, por isto a necessidade do controle do contelido de agua na sintese em

meio organico.

A esterificacdo na presenca de agua para o alcool metilico foi favoravel,
porque além do aspecto termodinamico envolvido na reacdo, ha um fator importante
gue é de uma quantidade de agua minima para a enzima. Esta agua forma uma
camada ao redor da molécula de proteina (camada de solvatacao), sendo
fundamental para a manutencdo de sua estrutura terciaria e para a atividade
catalitica.

A resina de troca catidnica nao foi capaz de realizar uma boa esterificacdo. No
caso da esterificacdo quimica com &cido sulfarico, tanto no caso do &lcool metilico
como no do 6leo fusel, 0 aumento da quantidade do acido favoreceu a esterificacao,
mas na quantidade de 6uL para o alcool metilico a reacdo foi desfavorecida pelo

excesso do reagente.

Das doze enzimas testadas na esterificacdo, quatro mostraram melhores
resultados: Mucor sp; lipoproteina de Pseudomonas sp; nhovozym TL/IM;
novozym 435 (2015). Pois elas consumiram mais reagentes e tiveram uma
quantidade maior de produtos tanto para o alcool isoamilico quanto para o 6leo
fusel. Destas quatro enzimas, houve destaque da lipoproteina de Pseudomonas sp,
seguida pela novozym 435. Através da esterificacdo enziméatica foi obtido o oleato de
isoamila.

O ATR-FTIR confirmou a sintese de oleato de isoamila isolada, onde
foram mostradas as bandas em 1738,06 cm™, corresponde a carbonila do éster, e as
bandas em 1243,67cm™ e 1167,81cm™, correspondentes & vibracdo de estiramento
do grupo -C=(0)-O.

Ha a possibilidade da continuacdo do estudo onde seriam necessarios alguns
testes fisico-quimicos no produto obtido da esterificacdo do Oleo fusel, 0 que poderia

ser explorado em outra pesquisa.
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Diante do que foi mostrado até agora, também se pode ressaltar que este
estudo serd de grande importancia para trabalhos futuros, pois foi criada uma base
de dados para diversos tipos de enzimas que podem ser utilizadas para a
esterificacdo com alcoois. Sabe-se que no Oleo de soja existe em sua CoOmposicao o
acido oleico, entre outros acidos, entdo se vé, também, a possibilidade de uma
pesquisa onde havera a sintese de um 6leo lubrificante sintético de origem
totalmente vegetal e que, deste modo, consegue algo de grande necessidade atual,

produtos renovaveis.
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