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RESUMO
O glicerol é de proveito especial porque ¢ fabricado em abundancia, como um coproduto
durante a fabricagdo de biodiesel por meio de transesterificagdo ou esterificagdo. Uma
das formas de realizar o aproveitamento do glicerol no sentido de obter derivados por
esterificacdo com maior valor agregado consiste no uso das enzimas lipases que
apresentam capacidade de catalisar reacfes tanto em meio aquoso como em meio
organico, onde o teor de agua é restrito. Logo, a esterificacdo é um procedimento quimico
para aquisicdo de ésteres obtendo 0 monoaceto, diaceto e triacetato de glicerol elaborados
pela esterificacdo do glicerol com &cidos carboxilicos com catalise enzimatica. Por isso,
no presente trabalho foram realizadas rea¢cGes com as enzimas Thermomyces lanuginosus
(TLL), Rhizomucor miehei (RML), Candida antarctica do tipo B (CALB) novozyme e a
Amano lipase livre com os solventes Hexano, Iso-octano, Acetona e Tetrahidrofurano
(THF). Através destas dos resultados obtidos a Novozyme imobilizada reagiu com a
acetona tendo uma conversdo de 78,42%, mostrando a eficiéncia de catalise da enzima
lipase CALB Novozyme sintetizando ésteres. As reaces dos solventes em fungdo do
tempo apresentou grandes percentuais. Com 24 horas reagiu com a acetona apresentando
conversdo de 78,42% e com 48 horas com conversao de 37,93%, comparado os demais
solventes que n&o reagiram. pode-se concluir que a enzima imobilizada Novozyme e a
acetona foram viaveis no processo de esterificagdo na obtencao de ésteres. Sendo assim,
as reacOes de esterificacdo sdo essenciais para a sintese de ésteres em consequéncia da
grande necessidade desses compostos. Os quais possuem potencial de uso industrial e

tecnoldgico através do uso de catalisadores enzimaticos.

Palavras-chave: glicerina, ésteres, enzima, esterificacao



ABSTRACT

Glycerol is of special benefit because it is manufactured in abundance, as a co-product
during the manufacture of biodiesel through transesterification or esterification. One of
the ways to make use of glycerol in order to obtain derivatives by esterification with
greater added value is the use of enzymes lipases that have the ability to catalyze reactions
in both aqueous and organic media, where the water content is restricted. Therefore,
esterification is a chemical procedure for the acquisition of esters, obtaining the glycerol
monoacet, diacet and triacetate elaborated by the esterification of glycerol with carboxylic
acids with enzymatic catalysis. Therefore, in the present work, reactions were carried out
with the enzymes Thermomyces lanuginosus (TLL), Rhizomucor miehei (RML),
Candida antarctica type B (CALB) novozyme and free Amano lipase with the solvents
Hexane, Isooctane, Acetone and Tetrahydrofuran (THF). Through these results,
Novozyme immobilized reacted with acetone with a conversion of 78.42%, showing the
efficiency of catalysis of the enzyme lipase CALB Novozyme synthesizing esters. The
reactions of the solvents as a function of time showed high percentages. After 24 hours,
it reacted with acetone, showing a conversion of 78.42% and with 48 hours, with a
conversion of 37.93%, compared to the other solvents that did not react. it can be
concluded that the Novozyme immobilized enzyme and acetone were viable in the
esterification process to obtain esters. Therefore, esterification reactions are essential for
the synthesis of esters as a result of the great need for these compounds. Which have
potential for industrial and technological use through the use of enzymatic catalysts.

Keywords: glycerin, esters, enzyme, esterification
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo de fontes alternativas de energia colabora consideravelmente para
evitar os graves problemas do aquecimento global motivado pelas emissdes dos gases
efetuados pelo uso excessivo de derivados do petroleo. Estas fontes renovaveis de energia
vém diminuindo a poluicdo, motivando o mercado mundial dos biocombustiveis
(PEITER et al., 2016).

Neste sentido, o bicombustivel diminui a emissdo dos gases responsaveis pelo
efeito estufa, originados especialmente do consumo de combustiveis fosseis (KNOTHE
et al., 2006). Ele é uma fonte renovavel de energia que é usada como método de
combustdo da biomassa ou de seus provenientes, como o etanol (alcool para combustivel),
biodiesel, biogas, 6leo vegetal e outros.

A producdo do biodiesel é originada de um procedimento quimico intitulado
transesterificacdo, que ocorre entre qualquer triglicerideo (6leos vegetais e gorduras de
animais) e alcool de cadeia pequena (metanol ou etanol) (GERIS et al., 2007). O processo
de transesterificacdo é o método usado para gerar a glicerina e o biodiesel (LOBO;
FERREIRA; CRUZ, 2009).

Sendo assim as investigagdes estdo sendo executada no mundo inteiro a procura
de meios de utilizacdo para o excedente de glicerina no mercado, formadas como
coproduto do processo de producdo de biodiesel (RIBEIRO, 2009). A oferta é de proveito
especial porque é fabricado em abundancia, como um coproduto durante a fabricacdo de
biodiesel por meio de transesterificacdo (PEITER et al., 2016).

Segundo Beatriz et al., 2011 a purificacdo da glicerina bruta pode ser realizada
por destilacdo sob pressdo limitada, originando num produto transparente Além do seu
uso direto nas industrias de alimentos e cosméticos, o uso de derivados do mesmo possui
diversas outras aplicacdes, incluindo farmacéuticos, polimeros, plésticos, aditivos,
tecidos e etc. A modificacdo catalitica desse glicerol em produtos de grande valor como
acetatos, acetais, carbonatos, éteres e ésteres, tem encantado a atencdo de varios
pesquisadores (OKOYE; HAMEED, 2016)

Esteres do glicerol como o monoacetato de glicerol (monoacetato, MAG),
diacetato de glicerol (diacetato, DAG) e triacetato de glicerol (triacetina, TAG) sdo uma
mistura inestimavel como surfactantes (MAG) e complementos de combustiveis liquidos

(DAT e TAG), aperfeicoando a octanagem, particularidades anticongelantes e



viscosidade. Estes ésteres podem ser alcancados na reacédo de acetilacdo do glicerol com
acido acético (HOAc) (SAN KONG et al., 2016). Para ter melhor aproveitamento da
glicerina mais limpa, utilizam-se as enzimas na esterificacdo do produto que dara sua
origem.

As enzimas sdo moléculas organicas de natureza proteica e operam nas reacoes
quimicas como catalisadores, ou seja, acelera 0s processos sem modifica-las.
Normalmente sdo os catalisadores mais capazes, por sua alta particularidade (FREIRE;
SANTOS, 2019).

No entanto Costa Neto (2002) explica que as lipases fazem parte de um grupo de
enzimas hidroliticas que catalisam a quebra de ligacdes de ésteres carboxilicos de acil
glicerdis para liberar acidos graxos e glicerol. Além da hidrdlise, podem também exercer
sua atividade catalitica em reacGes de interesterificagdo, esterificacdo, transesterificacao,
acidolise e glicerolise.

Babicz (2009) relata que estes catalisadores sdo enzimas de interface que
apresentam capacidade de catalisar reacGes tanto em meio aquoso como em meio
organico, onde o teor de agua é restrito, as quais sdo capazes de catalisar reacdes de
hidrélise e sintese de grupos ésteres de diversos compostos. Além disso, sdo amplamente
encontradas na natureza, podendo ser obtidas a partir de microrganismos naturais ou
geneticamente alteradas e a partir de fontes animais e vegetais.

No presente trabalho, foi sintetizado os ésteres derivados do glicerol com
potencial de uso industrial e tecnolégico através do uso de catalisadores enzimaticos, onde
foi utilizado a enzima lipase imobilizada em alginato de célcio, viabilizando o
desenvolvimento de processos constantes, em escala comercial, ao oposto de operacdes

em pequena escala, que normalmente utilizam enzimas livres.



2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 BIODIESEL

O colapso do petroleo associada ao crescimento da procura por combustiveis e a
grande preocupacdo com 0 meio ambiente, impulsionou a busca por fontes alternativas
de energia no Brasil e no mundo (SUAREZ et al., 2009).

De acordo com Apolinario et al. (2012) o uso do biodiesel como combustivel tem
mostrado uma competéncia promissora no mundo inteiro, tanto pela sua grande
colaboragdo ao meio ambiente, com a diminuicao dos niveis de poluicdo ambiental, como
por ser fonte estratégica de energia renovavel em substituicdo ao dleo diesel e outros
derivados do petroleo.

Sendo assim, o Biodiesel é um combustivel biodegradavel adquirido através da
unido de O6leos vegetais removidos de culturas oleaginosas ou gordura de animais
(APOLINARIO et al., 2012).

O Brasil tem maior notabilidade na analise global do biodiesel, devido sua grande
variedade de espécies de vegetais que podem ser utilizados na producdo deste
biocombustivel, entre elas soja, dendé, girassol, babacu, amendoim, mamona e pinhao-
manso, de onde ¢é retirado o 6leo vegetal, e a sua vasta criacdo de animais bovinos que
proveem a gordura animal (PEITER et al., 2016).

As fundamentais matérias-primas para a fabricacao de biodiesel sdo 6leos vegetais
e gorduras de animais, sendo o 6leo de soja 0 mais usado no Brasil. Apesar de seu pequeno
rendimento em lipideos, a soja faz com que seja a matéria-prima prioritaria da industria
do biodiesel (SUAREZ et al., 2009).

A fabricacdo do biodiesel do Brasil no final de 2020 ter4 um total de 6,4 bilhdes
de litros, aumento de 8,5% comparado ao ano 2019, com um nivel recorde para um ano,
de acordo com a Associacdo Brasileira das Industrias de Oleos Vegetais (ABIOVE)
(ARAUJO, 2020).

Segundo Christoff (2006) o biodiesel tem as seguintes propriedades: é
eventualmente independente de enxofre e aromaticos; contém viscosidade e ponto de
fulgor maior do que o Gleo diesel convencional; expde excelente lubricidade; é miscivel
no Oleo diesel; dispde de beneficio de mercado especifico, com foco relacionado a
atividades agricolas e emite gases do efeito estufa.



Esse biocombustivel foi determinado pela “National Biodiesel Board” como
originario do monoalquil éster de &cidos graxos de cadeia grande, originario de fontes
renovaveis como 0leos vegetais ou gordura animal (COSTA et al., 2000).

O fundamental meio para adquirir o biodiesel é a partir da transesterificacdo de
Oleos vegetais com alcoois (metanol e etanol), utilizando catalise basica (PEITER et al.,
2016).

De acordo com a Figura 1 pode-se ver a equacao quimica da reagdo de

transesterificacao:
Figura 1 - Reacdo de Transesterificacdo de um Oleo ou Gordura para obtenco

de Biodiesel.
HzC| — OCOR1 R1COOR4 H2C — OH
talisad + |
HC — OCOR: + 3Re—H 5900 p.COORs + HC—OH
| = + |
H2C — OCOR3 R3COOR4 H2C — OH
Triacilglicerideo ésteres Glicerol

Fonte: Adaptado de GERIS et al., 2007.

Neste meio de reacdo como vimos na Figura 1, os O6leos vegetais, um
triacilglicerideo reage com um alcool no meio de uma base ou acido forte, gerando uma
mistura de ésteres de acidos produzindo um subproduto, o glicerol (GERIS et al, 2007).
Com o aumento da fabricacdo do biocombustivel, faz com que tenha um excedente de
glicerina no mercado mundial (MENDES; VALDES, 2012).

A divisdo da glicerina e do biodiesel metilico acontece por decantacdo,
possibilitando o procedimento de purificacdo. Na transesterificacdo, como o metanol é
acrescentado em excesso, forma-se duas fases: uma rica em metanol e uma rica em
biodiesel. A glicerina divide-se entre essas duas fases, prevalecendo, porém, na fase
metanolica. No entanto, quando se utiliza o etanol fica complicada a divisdo das fases dos
resultados. Além disso, as impurezas apresentadas no glicerol resultam do tipo da
oleaginosa e do tipo de catalise utilizada na fabricacdo do biodiesel. Como resultado a

glicerina bruta tem poucas utilidades diretas (FOGACA, 2021).



2.2 GLICEROL

O glicerol é um tri-alcool com 3 carbonos, possuindo como nome cometido
(IUPAC) 1,2,3-propanotriol (figura 2). O nome glicerol procede da palavra grega glykys,
doce (BEATRIZ et al, 2011).

Figura 2 Estrutura do glicerol

OH
HO OH

Fonte: Pesquisa, 20109.

Assim, o glicerol é uma das mais versateis e valiosas substancias quimicas
conhecidas para o homem. Comercialmente, o glicerol recebe, frequentemente, 0 nome
de glicerina. Foi preparada pela primeira vez por Carl W. Scheele (quimico sueco), em
1779, mediante o aquecimento do 6leo de oliva com litargirio (PbO, usado no esmalte
para ceramicas) (BEATRIZ et al, 2011).

O glicerol é o fundamental coproduto originado na fabricacdo de biodiesel, sendo
que mais ou menos 10% do volume total de biodiesel produzido equivalem ao glicerol
(DASARI et al., 2005). A glicerina decorrente da producdo do biodiesel (glicerina bruta
vegetal) exibe cerca de 20% de impurezas (BEATRIZ et al., 2011)

Com o objetivo de evitar posteriores problemas originados da acumulacdo de
glicerol e para tornar a fabricagcdo de biodiesel mais adverséria, torna-se essencial a
procura de meios para a utilizacdo do glicerol bruto originado nesta producdo
(APOLINARIO et al., 2012).



Tabela 1 - Propriedades fisicas do glicerol

PROPRIEDADE VALOR
Ponto De Fuséo (°C) 18.17
Ponto De Ebulicéo (°C)
0,53 Kpa 14,9
1,33 Kpa 166,1
13,33 Kpa 2224
101,3 Kpa 290,0
Gravidade Especifica, 25/25 °C 1,2620
Pressdo De Vapor (Pa)
50°C 0,33
100 °C 526
150 °C 573
200 °C 6100
Tenséo Superficial (20 °C, N/M) 63,4
Viscosidade (20 °C, Mpa/S) 1499
Calor De Vaporizagéo (J/Mol)
55°C 88,12
95°C 76,02
Calor Da Solucéo Para Diluicéo Infinita (Kj/Mol) 5,778
Calor De Formacéo (Kj/Mol) 667,8
Condutividade Térmica [W/(M.K)] 0,28
Ponto De Fulgor (°C)
Frasco Aberto Cleveland 177
Frasco Fechado Pensky-Martens 199
Ponto De Incéndio (°C) 204
Permissividade Dielétrica (25 °C) 42,5

Fonte: Ribeiro, 2009.

Pesquisadores em toda parte do mundo, estdo em busca de métodos para a
utilizacdo do excesso de glicerina, pois suas transformac6es em produtos tém maior valor
agregado. O esquema mostrado na (Figura 3) temos a representacdo esquematica do
glicerol convertido em produtos quimicos de valor, representado por setas (quimica
verde) e os produtos quimicos produzidos a partir de propeno, e por fim, caracterizados
por setas tracejadas (fonte petroquimica) (CARVALHO, 2016).
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Figura 3 - Representacdo esquemaética do glicerol
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Fonte: PAGLIARO et al., 2007.

O glicerol no seu estado puro aparece como um liquido viscoso, incolor, sem
cheiro e higroscopico, com gosto doce, soltvel em &gua e &lcool, insoltvel em éter e em
cloroférmio (APOLINARIO et al., 2012).

Por causa de suas caracteristicas fisicas e quimicas, como por exemplo: ndo
toxicidade, auséncia de cor e odor, o glicerol puro exibe diferentes usos na industria de
cosméticos, farmacéuticas, detergentes, na fabricacdo de resinas e aditivos e na inddstria
de alimentos, além disso, do uso dos seus derivados na forma de ésteres, poliglicerina e
resinas (PEITER et al., 2016). Na (figura 4) podemos observar a distribuigdo percentual

das aplicagcdes mais usuais da glicerina.
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Figura 4 - Usos tradicionais do glicerol
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Fonte: (Beatriz et al., 2011).

2.3 ESTERES DE GLICEROL

A esterificacdo é um procedimento quimico para aquisicdo de esteres mediante a
reacdo de um &cido organico ou inorganico com um alcool, onde h4 mudanca de uma
hidroxila de um acido por um radical alcoxila do &lcool com a eliminacdo de agua (MELO
JUNIOR, 2008). O meio mais utilizado é a reacdo de um acido carboxilico com um alcool
(SILVA et al., 2010). Sendo assim, os Monoglicerideos sdo surfactantes nao idnicos,
largamente usados nas fabricas farmacéuticas, de alimentos e de cosméticos. S&o
principalmente monoésteres construidos por acidos graxos e glicerol (RIBEIRO, 2009).

Monoésteres de glicerol podem ser elaborardos pela esterificacdo do glicerol com
acidos carboxilicos bem como pela sua esterificacdo ou transesterificacdo com seus
ésteres metilicos (figura 5). Eles podem ser utilizados como emulsificantes nas fabricas
alimenticia, cosmética e farmacéutica (BEHR et al, 2008).

Figura 5 - Sintese catalitica seletiva de monoglicerideos

J\ ]
HC}/\‘/\DH TR y —= HO +  HY

OH v=OH 8]
R= H/cadeia alquilica w
9]

Fonte: BEHR et al, 2008.
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O monoacetilglicerol (MAG) por ser um liquido oleoso soltivel em agua pode
ser utilizado de muitos meios como: solvente para tintas, como agente plastificante e
amolecedor e aditivo alimentar, (FUKUMURA, 2009).

A esterificacdo ou acetilacdo do glicerol com &cido acético produz mono, di e
triacetinas (Figura 6) (RIBEIRO, 2009).

Figura 6 - alguns dos possiveis ésteres do Glicerol

HDA(\DCDR gcgﬁ/ﬁ/\DCDH
OH OH

OCOR OCOR
OCOR
OH DGDH/\I/\DH
OCOR QCOR
Monogliderideos Digliderideos Trigliderideos

Fonte: RIBEIRO, 2009

2.4 CATALISE ENZIMATICA

Para a producdo de derivados do glicerol, pode utilizar os catalisadores
enzimaticos, pois atuam em condicdes moderadas de reacdo e uma excelente
especificidade possibilitando a reavaliacdo dos processos quimicos atuais, além de
estender o horizonte para novas tecnologias. As enzimas conseguem serem aplicadas na
elaboracdo dos mais inumeros produtos, como medicamentos, cosméticos, detergentes,
alimentos, compostos organicos, polimeros e outros (BARRIOS, 2008).

Esse tipo de catalisador tem recebido cada vez mais a atencdo da classe académica
e industrial. Uma vez que, seus processos e tecnologias sdo menos impactantes para o
meio ambiente, que resulta no desenvolvimento de alternativas mais sustentaveis para
diversos processos. Sendo assim, uma op¢do para a substituicdo do processo
convencional, além de atender os objetivos das legislagdes referentes ao controle
ambiental (STEINSTRAESSER, 2018).

Além disso, eles séo catalisadores que contém por grandes cadeias de
aminoéacidos, sdo substancias dos grupos das proteinas, que séo encarregadas por catalisar

as reacOes que acontecem nos sistemas bioldgicos. Devido a sua grande particularidade,
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a sua aplicacdo diminui a formacdo de produtos indesejados, tornando seu uso muito
importante do ponto de vista industrial, uma vez que catalisadores inorganicos como
acidos, bases, xidos e metais, além de produzirem subprodutos indesejaveis ainda podem
mostrar grandes empecilhos de divisdo dos produtos apds a reacdo (RAIZER, 2015).

Os Analise realizados expde que as enzimas sdo capazes de serem usadas como
catalisadores na sintese de varios ésteres, em processos que indicam condic¢des mais leves
de temperatura, pressao e pH em comparagdo com os meios firmados (SKORONSKI et
al., 2010).

Desta forma Cruz Junior (2007) diz que a aplicagéo de enzimas imobilizadas como
catalisadores de reacGes envolvendo triglicerideos, apresenta desta forma, uma série de
vantagens, tais como: maior estabilidade, necessidade de baixos teores de agua e
possibilidade de reutilizacdo das enzimas em processos continuos ou em grandes
quantidades.

Conforme Sebréo et al., (2007) a imobilizacdo do catalisador sobre um suporte
solido, normalmente aumenta a estabilidade da enzima e facilita seu emprego por longos
periodos sem renovacao do catalisador. Os processos de imobilizacdo podem ocorrer por
adsorcdo ou ligacdo da enzima em um material insoltvel, pelo uso de um reagente
multifuncional através de liga¢bes cruzadas por confinamento em matrizes formadas por
géis poliméricos por encapsulacdo em membranas poliméricas e em micelas reversas.

Este processo é eficiente em economia nos processos industriais e sem prejuizo
de sua atividade por um periodo razoavel de tempo, podendo assegurar sua repetida
utilizacdo ou mesmo o uso em reacdes continuas (ZANOTTO, 2003).

Uma enzima normalmente catalisa uma Unica rea¢do quimica ou um conjunto de
reacOes diretamente envolvidas. Reacdes colaterais que conduzem ao desperdicio de
criacdes de produtos secundarios dificilmente acontecem. O grau de particularidade para
0 substrato é geralmente alto e, as vezes, absoluto. A agilidade de uma reacdo enzimatica
é motivada pela concentracdo do substrato, pH, concentracdo da enzima, temperatura e
existéncia de ativadores ou inibidores (COSTA NETO, 2002; CASTRO et al., 2004).

A vasta responsabilidade da forga catalitica das enzimas deve-se a habilidade
delas em compartilnarem com o substrato em orientacdes favoraveis no complexo enzima
substrato (ES). O substrato envolve-se no centro ativo da enzima e parte da especificidade
catalitica da mesma depende em parte da natureza das ligagdes relacionadas. As enzimas

contém um “centro ativo”, onde se realiza as rea¢fes quimicas. Logo, é formado de alguns
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residuos de aminoacidos da cadeia da proteina que se aproximam em intima e mutua
proximidade espacial (COSTA NETO, 2002).

Para se adequar ao sitio ativo, um substrato deve ter um aspecto complementar a
este, chamado como modelo chave e fechadura (Figura 7). No entanto, as estruturas dos
sitios ativos de algumas enzimas sdo moderadamente alteradas pela unido com o
substrato. Os sitios ativos dessas enzimas tém formas que complementa a do substrato,
mas somente depois de unidos. Esse procedimento de reconhecimento dindmico é
denominado de encaixe induzido (Figura 8) (ROSSET, 2011).

Figura 7 - Modelo da chave de fechadura

Fonte: (ROSSET, 2011).

Figura 8 - Modelo de encaixe induzido

Aenzima altem lgeiramente a sua Pmd“m
5“:'5"31‘:' fom a & medida que o substrato seliga
Cemn activo -~
Substmio entmndo no Complexo Complexo Produtos dexando o
centro activo da enama  enzimalsubsta o enzimafproduto centro acivo da enzima

Fonte: (ROSSET, 2011).

As enzimas tém a habilidade de catalisar uma vasta variedade de reacOes
essenciais na sintese organica e sdo exclusivamente divididas em seis classes:

oxidorredutases, transferases, hidrolases, liases, isomerases e ligases (Quadro 1).



15

Quadro 1 - Classificacdo das enzimas

Classe Tipo de reacédo
Oxirredutases Reduc¢bes/OxidacOes
Transferases Transferéncia de grupos A-(B) + C = A-C + (B)
Hidrolases Hidrdlises e condensacdes
Liases Adicoes/ eliminagdes
Isomerases Isomerizagdes
Ligases Formacao e clivagem de ligagdes C-X (como C-
O, C-SeC-N)

Fonte: Enzyme Comission (SANTANIELLO, 1992).

2.4.1 Lipase

Dentre as classes de enzimas, temos as lipases que fazem parte de um grupo onde
0 interesse comercial tem aumentado, conforme a possibilidade de reverter sua maneira
de atuacdo em meio organico, de tal forma que possa conduzir reacdes de esterificacdo e
interesterificagdo. Tais reagdes sdo tem importancia significativa para o desenvolvimento
de novas rotas de processos, para obter novos ou conhecidos produtos, a custos mais
competitivos ampliando (NYARI et al, 2014).

As lipases sdo enzimas ubiquas, que podem ser encontradas nos tecidos de varios
micro-organismos, plantas e animais, além disso, apresenta papel fundamental no
metabolismo e na digestdo (STEINSTRAESSER, 2018).

Essas enzimas catalisam naturalmente a hidrélise de triglicerideos em &cidos
graxos, diacil glicerois, monoacilglicerdis e glicerol. Elas sdo usualmente estaveis em
solucdes aquosas neutras, e a maioria desenvolve atividade 6tima na faixa de temperatura
de 30 a 40°C (BASTIANELLO, 2011).

Além disso, a producdo biotecnologica de ésteres com o uso das lipases tem
recebido atencdo devido as condicdes de reacdes brandas (pH e pressdo) envolvidas, elas
proporcionam elevado grau de pureza, sendo bem vistas e tendo a aceitacdo destes
produtos na industria de alimentos (NYARI et al., 2014).

As lipases tém desempenho em varios segmentos, tais como, industrias de
detergente, alimenticia, téxtil, cosmética e farmacéutica. Porém, a diversidade de

aplicacbes deriva, em parte, da extensa disponibilidade comercial dessas enzimas
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(STEINSTRAESSER, 2018). Portanto, no (Quadro 2) temos um resumo das principais

lipases microbianas comercialmente disponiveis e seus fabricantes.

Quadro 2 - Enzimas microbianas comerciais.

Fabricante Fontes de lipases microbianas comerciais
Novozymes Thermomyces lanuginosus; Candida antarctica B; Rhizomucor
miehei; Candida antarctica A; Humicola lanuginose
Genencor Pseudomonas alcaligenes; Pseudomonas mendocina
Amano. Aspergillus niger; Candida rugosa; Penicillium Roqueforti;
Penicillium camemberti; Pseudomonas fluorescens; Rhizopus
oryzae; Mucor javanicus; Rhizomucor miehei

Fonte: SHU et al. (2010).

2.4.2 Lipase de Rhyzomucor miehei

No grupo da lipase temos a Rhyzomucor miehei (RML), € uma enzima extracelular

produzida pelo fungo, foi primeiramente caracterizada em 1973 e tem sido estudada em

varios trabalhos académicos, viso que foi a primeira lipase a ter a estrutura descrita de

acordo com a resolucdo de 1,9 A, e por ter o seu mecanismo de ativacao interfacial ser
bem conhecido (RODRIGUES, FERNANDEZ-LAFUENTE, 2010).

A RML é regioespecifica para as posi¢oes 1 e 3 da molécula de glicerol, eficiente

para clivar glicerideos compostos por acidos graxos de cadeias curtas e longas
(STEINSTRAESSER, 2018).
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3 METODOLOGIA

O presente projeto foi feito de acordo com a metodologia padréo. Antes de iniciar
as reagodes foi retirado 10 puL do glicerol P.A. para analise de pureza do reagente, a analise
foi feita na Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM). Esté se
utilizando a glicerina P.A. para diminuir a variabilidade, pois os experimentos feitos
foram para a fase inicial, para a escolha do solvente e a enzima como catalisador,

futuramente se utilizara o glicerol oriundo do biodiesel.

3.1 PREPARACAO DOS SOLVENTES

Foram retirados 50 ml de cada um dos solventes: hexano, acetona, tetraidrofurano
e iso-octano, apos foi adicionado 10 g de sulfato de sddio anidro, por fim foi filtrado até

a retirada da agua contida nos solventes.

Figura 9 - secagem dos solventes

Fonte: autoria propria, 2020

3.2 REACAO ENZIMATICA
3.2.1 Escolha das enzimas

As reacfes com trés enzimas encapsuladas e uma livre procederam-se da seguinte
forma: 30 puL de acido acético, 20 mg de enzima, 10 pL do glicerol e para cada reagdo
1ml de solvente hexano, acetona, iso-octano e tetraidrofurano (THF), as enzimas

encapsuladas foram as comerciais, Thermomyces lanuginosus (TLL), Rhizomucor miehei
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(RML), Candida antarctica do tipo B (CALB) novozyme e a enzima livre Amano lipase,
e 0s demais catalisadores estavam imobilizados, as quais permaneceram sob agitacdo a
40 °C em um equipamento improvisado (Figura 10) com retirada de aliquota de 24h para

analises na cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM).

Figura 10 - reacGes em agitacdo e aquecimento

Fonte: autoria prépria 2020

Figura 11 - enzimas antes das reacoes

Fonte: autoria propria, 2020

Figura 12 - reagBes com biocatalisadores

Fonte: autoria prépria, 2020.
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3.2.2 Escolha dos solventes

As reaces de esterificacdo procederam-se pela catalise da enzima encapsulada Novozyme
com adi¢do de 20 mg, 30 pL de acido acético, 10 puL do glicerol € 1 ml dos solventes
utilizados em cada reagédo que foram: hexano, acetona, tetraidrofurano (THF) e iso-
octano, ambos permaneceram sob agitacdo a 40 °C com retirada de aliquotas de 24 horas

e 48 horas para que tenha obtencao de um ou mais esteres.

Figura 13 - solventes usados nas reacfes

b- *—“‘1?*‘—17 ‘..':

Fonte: autoria propria, 2020.

3.3 CARACTERIZACOES DOS PRODUTOS

3.3.1 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM)
Cromatografia Gasosa acoplada ao Espectro de Massas (CG-EM) o qual, antes de
injetar as amostras as mesmas foram diluidas, adicionando-se 5 pL de hexano com
excecdo da glicerina pura que foi diluida com &lcool metilico P.A. A corrida iniciou-se
em 100 °C e ap6s 3 minutos a temperatura aumentou de 100 para 250 °C a uma velocidade
de 10 °C por minuto, mantendo-se a temperatura final de 250 °C por 20 minutos. O tempo
total de analise no equipamento foi de 38 minutos. Utilizou-se coluna capilar apolar
(modelo VF-5ms), de 30 m de comprimento, 0,25 mm de espessura externa e 0,25 pum de

espessura interna.
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Figura 14 - Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM)

Fonte: Central Analitica 1Q-USP, 2014,
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste ponto vai ser discutido os resultados obtidos ao longo dos processos
referente as reacOGes de esterificacdo do Glicerol. Foram determinadas as melhores
condigdes (enzimas livres e imobilizadas, solvente em razdo do tempo). Desta forma,
temos na (figura 15), a reacdo de esterificacdo da glicerina com acido acético, onde é
possivel observar os produtos esperado como monoacetilglicerol, diacetilglicerol e
triacetilglicerol.

Figura 15 - Reacéo de esterificagdo do Glicerol.

DIACETINA

OH OH
HOAc + OH - OAc + H20

OH OAc
Ac.acetico GLICERO Qe
k- - EOAC
OAc

TRIACETINA

Fonte: MOTA et al, 2009.

4.1 ANALISE DO CATALISADOR

Assim, os resultados do grafico 01, foram obtidos através da analise em CG/EM,
a Novozyme imobilizada reagiram com o hexano com a conversdo de 3,25% e a acetona
com conversao de 78,42%, o qual é considerado um valor mais promissor comparado as
demais enzimas que ndo reagiram, logo a Novozyme tem potencial de aplicacdo na sintese
de ésteres por ter formado o produto desejado. E com os demais solventes e enzimas as

reacGes ndo reagiram.
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Gréfico 01 - Resultado da variagdo de enzimas na reacdo de esterificacdo do Glicerol
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Fonte: elaborado pelo autor.

Figura 16 - Espectro de massa do Monoacetilglicerol
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Fonte: elaborado pelo autor.
A espectroscopia de massa (Figura 16) confirmou a producdo do

Monoacetilglicerol, com a presenca do pico ion molecular em m/z 134, compativel com

massa molecular esperada para o0 Monoacetilglicerol.

Figura 17 - Pico da reacdo de esterificacdo catalisada com a enzima Novozyme.
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Fonte: elaborado pelo autor

No cromatograma (Figura 17) da reacdo apds o periodo de 24 horas é possivel

perceber o do Monoacetilglicerol, com tempo de retencdo de aproximadamente 8 min.
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4.2 ANALISE DOS SOLVENTES COM A ENZIMA NOVOZYME EM FUNCAO DO
TEMPO.

Os resultados do grafico 02, foram obtidos através da analise em CG/EM, a
Novozyme imobilizada com 24 horas reagiu consideravelmente com a acetona com
conversao de 78,42%, com 48 horas com conversao de 37,93%, comparado aos demais
solventes que ndo reagiram estes tem uma porcentagem consideravel, logo a Novozyme
com a acetona tem potencial de aplicacdo na sintese de ésteres por ter formado o produto
monoacetina com 24 horas de reacdo como mostrado na (figura 18) e com um resultado
apos 48 horas a diacetina (figura 20) tem um valor de conversdo de 2,62% e a triacetina
(figura 21) com um valor de converséo de 20,95%.

A reducdo de conversdo de 48 horas se da devido a mais produtos reagidos que
foram 0 mono, di e triacetina. Em quanto a conversao de 24 horas € maior por ter formado

um unico produto que foi 0 monoacetil.

Gréfico 2 - ReagBes Com Diferentes Solventes Com Variacdo De Tempo
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Fonte: elaborado pelo autor.
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Figura 18 - Espectro de massa do Monoacetilglicerol
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Fonte: elaborado pelo autor.

A espectroscopia de massa (Figura 18) confirmou a producdo do
Monoacetilglicerol, com a presenca do pico ion molecular em m/z 134, compativel com

massa molecular esperada para 0 Monoacetilglicerol.

Figura 19 - Pico da reacdo de esterificacdo catalisada com a enzima Novozyme.

10425

Fonte: elaborado pelo autor.

No cromatograma (Figura 19) da reacdo ap0s o periodo de 48 horas é possivel
perceber o do Monoacetilglicerol, com tempo de retencdo de aproximadamente 9,721
minutos, a diacetilglicerol com retencdo de aproximadamente 9,752 minutos e o

triacetilglicerol com retencéo de 10,425 minutos.

Figura 20 - Espectro de massa do diacilglicerol
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Fonte: elaborado pelo autor.
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A espectroscopia de massa (Figura 20) confirmou a producdo do glicerol 1,2,

diacetato, com a presenca do pico ion molecular em m/z 176, compativel com massa

molecular esperada para o diacetato.

Figura 21 - Espectro de massa do triacilglicerol
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Fonte: elaborado pelo autor.

A espectroscopia de massa (Figura 21) confirmou a producédo do triacetilglicerol

com a presenca do pico ion molecular em m/z 218, compativel com massa molecular

esperada para o triacetato.
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5 CONCLUSOES

De acordo com as analises dos catalisadores os resultados obtidos a Novozyme
imobilizada reagiu com a acetona tendo uma conversdo de 78,42%, o qual é considerado
um valor mais promissor, mostrando a eficiéncia de catélise da enzima lipase CALB
Novozyme sintetizando ésteres monoacetilglicerol. E de solventes em funcéo do tempo se
teve grandes percentuais de conversdo do glicerol, com 24 horas reagiu
consideravelmente com & acetona com conversédo de 78,42% e com 48 horas com
conversdao de 37,93%, comparado os demais solventes que ndo reagiram. Logo a
Novozyme com a acetona tem potencial de aplicacdo na sintese de ésteres por ter formado
o0 produto monoacetina, diacetina e triacetina. Deste modo o uso da enzima imobilizada
e a acetona foi viavel no processo de esterificacdo na obtencdo de ésteres, logo o uso da
enzima imobilizada deixa os resultados mais limpos sem necessidades de haver uma
purificacdo, e podendo reutilizar a enzima em novas reagoes.

As reacdes de esterificacdo sdo essenciais para a sintese de ésteres em
consequéncia da grande necessidade desses compostos. Os quais tem potencial de uso

industrial e tecnoldgico através do uso de catalisadores enzimaticos.
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