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RESUMO

O objetivo deste estudo foi produzir ésteres monoalquilicos epoxidados (EMAE), uma valiosa
classe de oleoquimicos utilizados em uma ampla gama de produtos e industrias, a partir de 6leo
de soja usado (OSU) e 6leo fusel por um processo de trés etapas. Este processo consiste na
primeira hidrélise enziméatica do OSU para produzir acidos graxos livres (AGL). Nesta etapa,
cinco lipases microbianas com diferentes especificidades foram testadas como biocatalisadores.
A hidroélise completa do OSU foi obtida apos 3 h de reacdo sob agitagdao vigorosa (1500 rpm)
usando uma lipase ndo especifica de Candida rugosa (LCR). Posteriormente, a producao de
ésteres monoalquilicos (EMA) via esterificagdo de AGL e 6leo fisel em um sistema isento de
solventes foi conduzida usando lipase Eversa® Transform 2.0 (ET 2.0) imobilizada via adsor¢io
fisica em esferas de poli(estireno-divinilbenzeno) como biocatalisador. Diferentes estratégias
de remoc¢do de agua (reatores fechados e abertos na presenca ou auséncia de peneiras
moleculares a 5% m.m™!) na reagdo foram avaliadas. A conversio maxima de AGL foi de 64,3
+ 2,3% (reator aberto apds 30 min de reacdo) e 73,5 = 0,4% (reator fechado apds 45 min de
reacdo) foi alcangada a 40°C usando uma razao molar estequiométrica AGL:0leo fusel (1:1),
auséncia de peneiras moleculares ¢ 5 mg de proteina imobilizada por grama de mistura
reacional. Nestes experimentos, a conversao maxima de AGL foi de apenas 30,2 &+ 2,7% apos
210 min de reacdo em reator fechado usando lipase soluvel. Testes de reuso revelaram melhor
reten¢do da atividade inicial da ET2.0 imobilizada (cerca de 82%) apds oito reagdes sucessivas
de esterificagdo em batelada conduzidas em reator aberto. Finalmente, os EMA produzidos
foram epoxidados via rea¢do de Prilezhaev, um processo quimico classico de epoxidagao,
usando peroxido de hidrogénio e acido féormico como catalisador homogéneo. Os produtos
foram identificados por ressonincia magnética nuclear de protons ('"H RMN). A conversio
maxima de ligagdes insaturadas em grupos epoxi foi em torno de 33%, alcangada usando ambos
os EMA produzidos (reatores abertos ou fechados). Estes resultados mostram que este novo
processo pode ser uma abordagem promissora para a producao de oleoquimicos de valor

agregado a partir de matérias-primas renovaveis e de baixo custo.

Palavras-chave: Esteres monoalquilicos epoxidados; Oleo de soja usado; Oleo fusel.



ABSTRACT

The aim of this study was to produce epoxidized monoalkyl esters (EMAE), a valuable class of
oleochemicals used in a wide range of products and industries, from used soybean cooking oil
(USCO) and fusel oil by a chemoenzymatic three-step process. This process proceeds via first
enzymatic hydrolysis of USCO to produce free fatty acids (FFA). In this step, five microbial
lipases with different specificities were tested as biocatalysts. Full hydrolysis of USCO was
obtained after 3 h of reaction under vigorous stirring (1500 rpm) using a non-specific lipase
from Candida rugosa (CRL). Afterwards, monoalkyl esters (MAE) production via
esterification of FFA and fusel oil in a solvent-free system was conducted using lipase Eversa®
Transform 2.0 (ET 2.0) immobilized via physical adsorption on poly(styrenene-
divinylbenzene) (PSty-DVB) beads as biocatalyst. Different water removal strategies (closed
and open reactors in the presence or absence of molecular sieves at 5% m.m') on the reaction
were evaluated. Maximum FFA conversion around of 64.3 = 2.3% (open reactor after 30 min
of reaction) and 73.5 + 0.4% (closed reactor after 45 min of reaction) was achieved at 40 °C
using a stoichiometric FFA:fusel oil molar ratio (1:1), absence of molecular sieves and 5 mg of
immobilized protein per gram of reaction mixture. Under such conditions, maximum FFA
conversion was only of 30.2 + 2.7% after 210 min of reaction in closed reactor using soluble
lipase. Reusability tests revealed better retention of the original activity of immobilized ET2.0
(around of 82%) after eight successive batch esterification reactions conducted in an open
reactor. Finally, the produced MAE were epoxidized via Prilezhaev reaction, a classical
chemical epoxidation process, using hydrogen peroxide and formic acid as a homogeneous
catalyst. The products were characterized by standard methods and identified by proton nuclear
magnetic resonance ('"H NMR). Maximum conversion of unsaturated bonds into epoxy groups
around of 33%, with an experimental epoxy oxygen content (OOCexp.) of 1.75-1.78% and
selectivity (S) of 0.81, was achieved using both produced MAE (open or closed reactors). These
results show that this new process can be a promising approach for value-added oleochemicals

production from low-cost and renewable raw materials.

Keywords: Epoxidized monoalkyl esters; Used soybean cooking oil; Fusel oil.
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1 INTRODUCAO

Durante anos, houve uma dependéncia mundial de combustiveis fosseis (géas natural,
petrdleo e carvao) como fontes de energia para atividades residenciais ou como matérias-primas
nao renovaveis na produgdo de bens comerciais e produtos industriais (Jiang et al., 2022). No
entanto, o uso continuo e exploracao excessiva desses recursos naturais acarretaram nao apenas
em poluicdao ambiental, mas também contribuiu significativamente para as mudangas climaticas
e o aquecimento global. Diante desse cenario, esfor¢os tém sido realizados para mitigar as
emissoes de poluentes e reduzir contaminagdes ao ecossistema por meio da utilizacao de fontes
de energia alternativas e matérias-primas renovaveis (Berenblyum et al., 2016; Jiang et al.,
2022). A aplicacdo de matérias-primas renovaveis estd intrinsecamente relacionada ao valor
das reservas mundiais comprovadas de petroleo e seu custo no mercado global. Oleos e
gorduras vegetais emergem como uma das categorias promissoras de matérias-primas
renovaveis. Produtos quimicos de alto valor como biocombustiveis, olefinas superiores e
alcoois graxos superiores podem ser obtidos por estes materiais (Berenblyum et al., 2016).
Estes, podem ser extraido de diversas fontes vegetais, como soja, girassol, canola e dendé
(Souza et al., 2009).

Modificacdes quimicas sdo amplamente utilizadas na obten¢a@o de produtos de alto valor
em industrias oleoquimicas, como processos de hidrolise e esterificagdo do oleo vegetal. Na
hidrdlise, sdo obtidos acidos graxos livres (AGL) e glicerol pela reacdo do 6leo com agua, na
presenca de um catalisador (Zenevicz ef al., 2016). A esterificagdo envolve a reacdo dos acidos
graxos com um alcool, obtendo-se um novo éster (Hosseinzadeh-Bandbatha et al., 2022; Salihu
et al., 2012). A Figura 1 ilustra a estrutura quimica de um AGL (4cido linoléico), assim como
de um éster monoalquilico (EMA). O ¢6leo fusel (também conhecido como alcool fusel) vem
sendo explorado em processos de esterificacdo junto com o6leos vegetais (Dias et al., 2018).
Catalisadores podem ser utilizados para acelerar essa reagdo, porém, visto que grande parte dos
catalisadores acidos necessitam de condigdes de reacdes mais rigorosas (altas temperaturas e
pressao) e podem ser altamente corrosivos, a esterificacao enzimatica ¢ uma alternativa viavel
(Aguieiras et al., 2013). A enzima se liga ao substrato (acido carboxilico e 4lcool) e promove a
hidrélise da ligagao entre o grupo carboxila do 4cido e o grupo hidroxila do alcool, formando
uma nova ligagdo éster entre esses grupos (Guedes Junior et al, 2022). A esterificacio
enzimatica apresenta diversas vantagens em relacdo aos métodos convencionais, ja que as

enzimas sao altamente seletivas e podem direcionar a formagdo do éster desejado, evitando a
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formagao de subprodutos indesejados. Além disso, a esterificacdo enzimatica pode ser realizada
em condi¢des mais suaves de temperatura e pressao (resultando em menor consumo de energia)

e empregar enzimas imobilizadas, permitindo seu reuso (Guedes junior et al., 2022; Salihu et

al., 2012).

Figura 1 - Estrutura quimica de um &cido graxo livre (AGL) e de um éster monoalquilico
(EMA).

0]

HOMWM/wC|'i3

Acido Graxo Livre (AGL)

Ester Monoalquilico (EMA)

Fonte: Do autor.

Além da esterificacdo, o oleo vegetal pode passar por uma etapa adicional, a
epoxidagdo. A epoxidacdo também ¢ um processo de modificagdo quimica, na qual os grupos
insaturados presentes no 6leo vegetal sdo transformados em grupos epoxi (Saurabh e al., 2011).
Essa modificacao leva a forma¢do de compostos epoxidados, na qual possuem propriedades
quimicas e fisicas distintas em relagdo ao dleo vegetal original (Wang; Zhao; Liu, 2018).
Existem diversos métodos para realizar a epoxidacdo do dleo vegetal e seus derivados (ésteres
monoalquilicos e acidos graxos), sendo os mais comuns o uso de peracidos, como por exemplo
acido peracético e acido performico, como agentes oxidantes (Zhang et al., 2019). Esses agentes
oxidantes reagem com a dupla ligacdo do acido graxo em presenca de um catalisador,
facilitando a adi¢dao do grupo oxirano (anel de trés &tomos de carbono) a dupla ligacdo (Wang;
Zhao; Liu, 2018; Saurabh et al., 2011). A epoxida¢do pode ser conduzida visando alcangar uma
conversao maxima (rendimento epoxi) ou pode ser empregada visando obter o produto de
maneira mais econOmica, buscando uma taxa de conversdo mais elevada, mas ndo
necessariamente a maxima conversao possivel (Zhang et al., 2019).

A composicao dos acidos graxos presentes nos 6leos vegetais desempenha um papel

fundamental ndo s6 do ponto de vista nutricional mas também industrial, principalmente em
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relacdo a sua aplicabilidade. Os processos de modificagdo quimica permitem a substitui¢do de
produtos derivados do petréleo por produtos derivados de 6leos vegetais, como por exemplo, o
oleo de soja usado (OSU), um residuo de facil obtencao e baixo custo (Jadhav et al., 2021). A
epoxidagdo proporciona a formagao de novos grupos reativos com propriedades vantajosas que
podem ser amplamente utilizados em diversas aplicagdes (Cai et al., 2022; Jadhav et al., 2021).
Os epoxidos derivados de olefinas sdo considerados intermedidrios valiosos devido a sua alta
reatividade no anel oxirano, permitindo sua conversao em uma ampla variedade de compostos,
como alcoois, polimeros, compostos olefinicos, alcanolaminas, compostos carbonilicos e
glicois (Jadhav et al., 2021). A epoxidacao de derivados de acidos graxos insaturados resulta
em produtos versateis ¢ de grande importancia comercial. O OSU epoxidado possui aplicagao
como plastificante ativo a base de 6leo vegetal, apresentando baixo custo, renovabilidade e
degradabilidade (Ge; Dou, 2022). Além disso, os Oleos vegetais epoxidados também sdo
amplamente utilizados como intermediarios para a preparacdo de lubrificantes, polidis e
poliuretanos (Cai et al., 2022).

O objetivo deste estudo foi produzir ésteres monoalquilicos epoxidados (EMAE) a partir
de 6leo de soja usado (OSU) e o6leo fusel por meio de um processo de trés etapas. O processo
envolveu a hidrolise do OSU para obter acidos graxos livres (AGL), seguida da esterificagdo
do AGL com 6leo fusel e a epoxidagdo dos ésteres monoalquilicos gerados in sifu. Cinco tipos
de lipases com diferentes especificidades foram utilizadas para a hidrélise do OSU e a
esterificacdo foi realizada em um sistema isento de solventes orgénicos. Estratégias de remoc¢ao
de 4gua foram aplicadas para aumentar a producdo de ésteres. A lipase ET2.0 foi imobilizada
em esferas de poli(estireno-divinilbenzeno) e realizados testes para comparar a eficiéncia
catalitica do biocatalisador heterogéneo com a forma soltvel da lipase. A epoxidacdo dos EMA
foi realizada por meio da epoxidagdo de Prilezhaev, a partir da reacdo de acido formico e
peroxido de hidrogenio em fase aquosa. Os produtos (EMA e EMAE) foram identificados e
caracterizados por analise de RMN de protons. Este € o primeiro estudo a investigar a produgao
de EMAE a partir de OSU e 6leo fusel (matérias-primas renovaveis) em um processo de trés

etapas.
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2 OBJETIVOS

O objetivo deste estudo foi produzir ésteres monoalquilicos epoxidados (EMAE), uma
valiosa classe de oleoquimicos utilizados em uma ampla gama de produtos e industrias, a partir
de 6leo de soja usado (OSU) e 6leo fusel por um processo de trés etapas, sendo:

a) hidroélise completa do OSU para producao de acidos graxos livres (AGL), testando
cinco tipos de lipases com diferentes especificidades: lipase de Candida rugosa (LCR -
comercial); lipase de Thermomyces lanuginosus produzido por uma cepa geneticamente
modificada de Aspergillus oryzae (ET2.0 - comercial); lipase de Candida sp. (CALA -
comercial); lipase de Rhizopus japonicus (LRJ - ndo comercial); e lipase de Aspergillus
niger (LAN - ndo comercial);

b) esterificacdo do AGL com 6leo fusel, em reator aberto e fechado, com e na auséncia

de peneiras moleculares;

¢) epoxidacao dos ésteres monoalquilicos (EMA) produzidos in situ, a partir da reagao

de acido formico e peroxido de hidrogénio, gerando ésteres monoalquilicos epoxidados

(EMAE).
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 OLEO DE COZINHA USADO E OLEO FUSEL: MATERIAS-PRIMAS RENOVAVEIS
E DE BAIXO CUSTO

O oleo de cozinha usado nas industrias alimenticias € prioriatoriamente reaproveitado
por motivos econdmicos, porém, esse reaproveitamento leva a oxidagdo do o6leo (devido a
dissolugdo do oxigénio no 6leo durante as frituras repetidas) resultando em diferentes produtos
de oxidagdo (Hosseinzadeh-Bandbatha er al., 2022). Anualmente, mais de 15 milhdes de
toneladas desses residuos sao produzidos pelas industrias de alimentos e cozinhas domésticas,
sendo descartados de forma convencional em aterros sanitdrios ou no sistema de esgoto
(Binhayeeding et al., 2020). Ambas as formas de descarte apresentam consequéncias negativas
para o meio ambiente. O descarte em aterros pode poluir os recursos hidricos e do solo,
perturbando o ecossistema, enquanto o descarte no sistema de esgoto pode causar obstrucdes e
danos aos canos, acarretando em custos econdmicos ¢ ambientais. Além disso, o 6leo de
cozinha usado tem baixa solubilidade em 4gua, o que pode afetar negativamente a flora e fauna
aquaticas, reduzindo os niveis de oxigénio dissolvido (OD) e limitando a penetra¢do da luz
solar na agua (Yang; Zhang, 2019). Ademais, o descarte inadequado desse residuo pode levar
a proliferagdo de ratos e vermes, representando riscos para a saide humana (Hosseinzadeh-
Bandbatha et al., 2022). Com a inten¢do de reverter esse problema, diversas estratégias tém
sido propostas, incluindo a utilizagdo de 6leo de soja usado (OSU) como matéria-prima na
geragdo de produtos de interesse industrial. Os 4cidos graxos livres (AGL), obtidos a partir da
hidrolise do OSU, possuem diversas aplicagdes, como por exemplo sabdes, surfactantes,
lubrificantes e plastificantes (Baena et al., 2022). Essas aplicagdes destacam o potencial
tecnologico desse residuo como fonte de matéria-prima renovavel, reduzindo o impacto
ambiental causado pelo seu descante inadequado (Mannu et al., 2020).

O dleo fusel, um subproduto gerado na producdo de alcool etilico, resultante da
fermentacdo e destilagdo da biomassa, também vem ganhando destaque como matéria-prima
renovavel e de baixo custo (Dias et al., 2018). Trata-se de uma mistura de alcoois superiores
composto por trés ou mais atomos de carbono, na qual apresenta um ponto de ebuli¢do entre 80
e 132°C (Wang et al., 2015). Este, possui um potencial significativo de reaproveitamento
devido a sua composi¢do rica em alcoois superiores e ao alto volume gerado anualmente (120
milhdes de litros) (Da silva et al., 2020). O aproveitamento dos subprodutos ¢ de grande

relevancia em paises com alta produ¢ao de etanol, pois permite o reuso de materiais e contribui
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para o aumento da eficiéncia economica do processo. A producao de 6leo fusel possui uma alta
concentragdo geografica, sendo dominada por paises especificos. Os Estados Unidos se
destacam como o maior produtor mundial desse composto, contribuindo com mais da metade
da producdo global (54,36%). Em seguida, o Brasil ocupa a segunda posicao, sendo responséavel
por cerca de 29,63% da produgdo global. No que diz respeito a Unido Europeia, a produgdo de
6leo fusel permaneceu estavel em 2019, atingindo um volume de aproximadamente 27 milhdes
de litros. Por outro lado, a China ocupou a quarta posi¢ao no ranking, referente ao periodo de
2009 a 2019, com uma produgao estimada em cerca de 17 milhdes de litros (De Jesis Mendoza-
Pedroza et al., 2021). Pensando no seu reaproveitamento, o dleo fusel possui diversas
aplicagdes, incluindo a producdo de alcoois superiores purificados por destilacdo simples ou
fracionada, bem como a sintese de ésteres por meio de processos quimicos ou biotecnologicos.
Os principais componentes encontrados no 6leo fusel sdo o alcool isoamilico (78,2%), butanol
(10,6%) e outros alcoois secundarios (11,2%) (Da silva et al., 2020).

A transformacdo de 6leo fusel em ésteres pode gerar diversos compostos de interesse
industrial, como por exemplo plastificantes e compostos aromdticos (De Jesis Mendoza-
Pedroza et al., 2021, Dias et al., 2018). Essa técnica envolve a remog¢ao de impurezas presentes
no oleo fusel, seguida da sua transformacdo em ésteres por meio da reagdo com alcoois. Esses
estéres possuem um potencial significativo para a criagdo de produtos de alto valor agregado,
abrindo oportunidades para o aproveitamento comercial desse recurso e contribuindo para a
sustentabilidade na industria quimica (De Jesis Mendoza-Pedroza et al., 2021). Como o 6leo
fasel consiste em uma mistura de componentes com propriedades semelhantes, ele ¢ formado
por diversos azedtropos. A separagdo desses compostos € de grande importancia, pois o valor
de mercado do 6leo fusel estd diretamente relacionado a quantidade de alcoois superiores
presentes, principalmente o alcool isoamilico. Visto que o 6leo fusel possui um teor elevado de
alcool isoamilico, variando de 57% a 79%, o mesmo se torna adequado para atuar como aceptor
acilico em reagdes de transesterificacdo e esterificacdo. Além disso, o oleo fusel pode ser
utilizado como herbicida e fungicida, pois apresenta atividade antimicrobiana (Massa et al.,
2023). No entanto, a produgdo em escala industrial de ésteres derivados do oleo fusel ainda ¢é
um desafio devido as dificuldades de isolamento dos compostos aromaticos, alto custo do
processo e baixo rendimento obtido (Lopez-Fernandez et al., 2022). Pensando em reverter esse
problema, vem-se avaliando maneiras de purificar esse 6leo de forma eficiente e economica.
Pesquisas anteriores avaliaram o equilibrio de fases no processo de recuperagdo do éalcool

isoamilico a partir do 6leo fusel e mostraram que ¢ vidvel obter esse dlcool com alta pureza e a
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um baixo custo utilizando uma coluna de parede diviséria (Massa et al., 2023). A utilizagao
dessa coluna ¢ considerada uma op¢ao vantajosa para a destilacdo do o6leo fusel devido aos
beneficios que proporciona em termos de reducdo do custo total anual em comparagdo com a
destilacao tradicional. Essa redugdo de custo pode estar relacionada a menor demanda de
energia, a simplificacdo do processo e ao aumento da eficiéncia global do sistema (De Jesus
Mendoza-Pedroza et al., 2021).

A producao de oleo fusel, durante o processo de fermentagdao do etanol, pode ser
favorecida por alguns fatores especificos. Entre eles, estd a fermentacdo com baixo teor de
nitrogénio, o que significa uma quantidade limitada de nutrientes disponiveis para as leveduras.
Esse ambiente nutricional restritivo pode levar a um desequilibrio no metabolismo das
leveduras, resultando em uma maior produgdo de oleo fusel (Lopez-Fernandez et al., 2022,
Massa et al., 2023). Além disso, longos periodos de fermentacdo e um intervalo prolongado
entre a fermentagdo e a destilagdo também podem contribuir para a formagao do 6leo fusel. Isso
ocorre porque a prolongada exposi¢do dos compostos fermentados ao calor e as condigdes
anaerodbicas favorece a formagao de subprodutos, incluindo o fasel. No entanto, o controle das
variaveis do processo, como temperatura, pH e concentragdo de nutrientes, pode auxiliar na
seletividade das leveduras, promovendo uma maior produgdo de etanol e uma menor formagao
de 6leo fasel (Massa et al., 2023). E importante mencionar que sua composi¢io pode ser
influenciada pela diversidade da matéria-prima utilizada na fermentagdo, bem como pelo
processo de fermentagdo em si. Além disso, a etapa de purificacdo do etanol também
desempenha um papel significativo na sua composicao final, pois pode afetar a concentragado e
proporcao dos compostos presentes (Da silva ef al., 2020; Massa et al., 2023).

As lipases sdo enzimas amplamente utilizadas na sintese biocatalitica de ésteres a partir
do oleo fusel. A sintese quimica de ésteres empregando catalisadores homogéneos, como 4cidos
inorganicos (HCI, H2SO4 e H3POy4), pode resultar na formagao indesejavel de produtos toxicos,
por outro lado, a sintese biocatalitica (na qual utiliza enzimas com propriedades quimio, regio
e estereosseletivas) surge como uma alternativa ecologicamente correta (Da silva et al., 2020).
Além disso, a utilizagdo de lipases imobilizadas permitem o seu reaproveitamento, reduzindo o

custo do processo (Dias et al., 2018).

3.2 LIPASES E IMOBILIZACAO ENZIMATICA

As enzimas desempenham um papel fundamental nas vias biossintéticas, promovendo

a regulagdo e otimizacdo das fungdes celulares, e sdo amplamente empregadas como
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catalisadores, aumentando a velocidade de reagcdes quimicas (Katsimpouras; Stephanopoulos,
2021). A eficiéncia catalitica excepcional e a especificidade das enzimas as tornam agentes
altamente atrativos para diversos processos biologicos (Ashjari et al., 2020; Parandi et al.,
2023). As lipases (triacilglicerol hidrolase, EC 3.1.1.3) representam enzimas altamente
versateis, capazes de catalisar a hidrolise de triacilglicerois (liberando acidos graxos e glicerol)
e a sintese de ésteres (produzindo ésteres de acidos graxos e alcoois) através de reacdes de
esterificagdo e transesterificacdo (Ben Bacha et al, 2022; Sun et al., 2013). Devido a sua
notavel eficiéncia como catalisadores industriais, essa classe enzimatica possui uma ampla
aplicagdo e abrange diversos setores, como os téxteis, industria alimenticia, detergentes e
medicamentos (Sun et al., 2013). Além disso, as lipases tém sido amplamente empregadas na
producdo de 4cidos graxos, gorduras modificadas, lipidios e ésteres 4cidos (Parandi et al., 2023;
Sun et al., 2013).

O avango rapido da tecnologia enzimatica tem gerado um grande interesse nas lipases
microbianas. Essas enzimas sdo mais valiosas em comparagdo aos seus equivalentes de origem
vegetal ou animal devido a sua ampla gama de atividades cataliticas, além da facilidade de
manipulacdo genética, alta produtividade, auséncia de variacdes sazonais, altas taxas de
crescimento em meios economicamente viadveis e eficiéncia em escala laboratorial e industrial
(Ben Bacha et al., 2022; Parandi ef al., 2022). Diversas cepas bacterianas, como Pseudomonas
alcaligenes, P. aeruginosa, P. fragi, P. fluorescens BJ-10, Bacillus subtilis ¢ B. nealsonii
S2MT, assim como diversos fungos, como Penicillium expansum, P. chrysogenum e
Trichoderma, sdo conhecidos por sua capacidade de produzir lipases em quantidades
significativas (Ben Bacha ef al., 2022).

Um aspecto unico das lipases ¢ seu mecanismo de acdo conhecido como ativagdo
interfacial. Na maioria dos sistemas homogéneos, as moléculas de lipase possuem uma cadeia
polipeptidica que cobre o sitio ativo, denominada tampa, isolando-o do meio reacional durante
sua forma fechada (Ashjari ef al., 2020; Parandi et al., 2022). O sitio ativo das lipases contém
residuos de serina, aspartato ou glutamato e histidina. Quando as lipases entram em contato
com superficies hidrofobicas, elas se adsorvem e fixam-se a essas superficies, levando a
exposi¢ao total do sitio ativo na forma aberta da lipase, como mostrado na Figura 1. Essa
ativacdo interfacial resulta em um aumento da atividade enzimatica. Em outras palavras, a
presenca de superficies hidrofobicas induz a movimentac¢do da tampa, levando a forma aberta
das lipases e, consequentemente, ao aumento da atividade catalitica (Parandi et al., 2022). Essa

capacidade de resposta das lipases a superficies hidrofobicas ¢ explorada em diversas aplicagdes
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industriais, onde a presenca dessas superficies estimula a atividade enzimatica e melhora o

desempenho das lipases como catalisadores (Ashjari et al., 2020; Parandi et al., 2022).
Figura 2 - Esquema de imobilizagdo por ativagao interfacial em suporte hidrofobico.
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Fonte: Mokhtar et al., 2020, p. 7.

No entanto, ¢ importante ressaltar que existem alguns desafios relacionados a aplicacao
de lipases. Esses desafios incluem o alto custo das lipases, sua baixa estabilidade, taxa de reagao
reduzida e possiblidade de inativagdo. Uma abordagem frequentemente adotada para reduzir os
custos ¢ a reciclagem da enzima por meio de sua imobilizacdo em um suporte sélido, criando
um biocatalisador heterogéneo mais estavel. Essa estratégia busca aumentar a vida Util da
enzima, possibilitar seu reuso e otimizar a eficiéncia geral do processo (Ashjari et al., 2020;
Lopez-Fernandez et al., 2022). Diversos métodos (Figura 3) tém sido empregados para
imobilizar enzimas em suportes solidos, incluindo adsor¢ao fisica, ligagdes i0nicas e ligagdes
covalentes (Ashjari et al., 2020). Na imobilizacdo covalente, ocorre uma rea¢do quimica entre
os residuos de aminoacidos ativos na superficie externa da enzima e os grupos funcionais ativos
do suporte (Ashjari et al., 2020; Parandi et al., 2023). A formacao de uma ligacao forte entre a
enzima e a matriz transportadora, juntamente com a alta meia-vida e estabilidade térmica da
enzima, além da ampla gama de ligantes organicos disponiveis, sdo as vantagens desse método
de imobilizacao (Ashjari ef al., 2020). Na adsorcao fisica, a enzima se liga a superficie de um
material, mantendo a conformacgao aberta da regido da tampa. Isso permite a interagao do sitio
ativo da lipase com o substrato, facilitando a catalise de reagdes especificas (Rodrigues et al.,
2019). Esse fendmeno, conhecido como mecanismo de ativacao interfacial, desempenha um
papel essencial tanto na imobilizacao da lipase quanto na estabilizagdo da enzima. A ativagao

interfacial em suportes hidrofobicos tem sido amplamente investigada e documentada na
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literatura cientifica. Esse mecanismo confere uma maior eficiéncia ao catalisador imobilizado,
resultando em uma atividade catalitica aprimorada e uma maior estabilidade operacional do
sistema enzimatico (Ben Bacha et al., 2022). Além disso, a ativagao interfacial evita a formagao
de dimeros proteicos, que podem ocorrer quando as lipases estdo em sua forma soluvel (Guedes
Junior et al., 2022). Esses resultados ressaltam a importancia desse mecanismo na otimizagao
de sistemas enzimaticos para diversas aplicagdes industriais (Ben Bacha et al., 2022; Guedes

Janior et al., 2022; Rodrigues et al., 2019).

Figura 3 - Diagrama ilustrando os principais métodos de imobilizagdo de enzimas.
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Fonte: Adaptada de Maghraby et al., 2023, p. 5186.

Um dos aspectos vantajosos das reagdes de sintese de ésteres catalisadas por lipases
imobilizadas ¢ a possibilidade de conduzi-las em sistemas isento de solventes organicos, o que
apresenta beneficios significativos em relacdo aos sistemas que utilizam esses solventes (Sun
et al., 2013; Parandi et al., 2023). Esse tipo de sistema oferece maior seguranca durante a

producdo em escala, além de contribuir para a redu¢do de custos operacionais e preocupagdes
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ambientais. Estudos anteriores mostraram resultados promissores ao converter eficientemente
0 Oleo de coco e 6leo fusel em ésteres de acido octandico, empregando um sistema livre de
solventes como meio reacional (Parandi et al., 2022; Sun et al., 2013). Essa abordagem tem
demonstrado ser altamente viavel e sustentavel, mostrando-se como uma alternativa eficaz para
a obtencdo de ésteres de acidos graxos a partir de fontes naturais de 6leos vegetais (Sun et al.,
2013).

De fato, a imobilizagdo de enzimas (como a lipase) tem-se mostrado uma alternativa
promissora e ambientalmente amigavel para catalisadores ndo bioldgicos na industria quimica,
biotecnoldgica e farmacéutica (Parandi ef al., 2022). Cada suporte pode conferir caracteristicas
especificas a enzima imobilizada, como estabilidade quimica e térmica, seletividade e atividade
catalitica sob diferentes condi¢des de reagdo. A imobilizagao de lipases em diferentes suportes
permite superar as desvantagens associadas as enzimas livres, como instabilidade e
impossibilidade de reuso, tornando-as mais atrativas para aplica¢des industriais de grande
escala, com beneficios tanto econdmicos quanto ambientais (Ben Bacha et al., 2022; Parandi et

al., 2022; Parandi et al., 2023).

3.3 HIDROESTEREFICACAO ENZIMATICA

A hidroélise de 6leos e gorduras para a producao de acidos graxos livres (AGL) e glicerol
¢ de grande interesse industrial em diversas areas, incluindo farmacéutica, alimenticia, quimica
e cosmética (Souza et al., 2020). O método convencional, conhecido como processo Colgate-
Emery, envolve altas temperaturas (minimo de 250°C) e pressdes (50 bar), resultando em altos
custos energéticos, reacdes indesejaveis (oxidagdo, desidratagdo e interesterificacdo dos
triacilglicerodis) e formagdo de subprodutos (Ferreira ef al., 2019; Tavares et al., 2021).

Uma alternativa promissora ¢ a hidrdlise enzimdtica utilizando lipases de origem
microbiana, visto que possuem alta produtividade e sdo de facil manipulagdo genética (Ben
Bacha et al., 2022). As lipases desempenham um papel importante nesse processo, realizando
a hidrolise de 6leos na presenca de agua, resultando na formagao de AGL e glicerol (Souza et
al., 2020). Esses acidos graxos livres tém sido amplamente utilizados como matéria-prima na
producdo de oleos quimicos, alcoois, aminas e ésteres (Souza et al, 2020). A hidrdlise
enzimatica apresenta vantagens significativas em relagdo aos métodos convencionais, pois
ocorre em condigdes suaves de pressdo e temperatura, resultando em redug¢do dos custos
associados a energia e aos equipamentos, além de minimizar o tratamento de residuos (Tavares

et al, 2021). A utilizacdo de lipases com seletividade para acidos graxos insaturados ¢
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especialmente eficaz na hidrolise de 6leos vegetais, como o 6leo de soja, tornando o processo
economicamente viavel (Ferreira et al., 2019).

A formacao de emulsdao ¢ uma estratégia vantajosa para melhorar a taxa de reacao na
hidroélise enzimatica de 6leos vegetais. A reagcdo ocorre na interface entre a fase aquosa e a fase
organica, elevando a viscosidade e imiscibilidade dos substratos, na qual o fenomeno de
transferéncia de massa controla a velocidade da reacdo. Portanto, aumentar a area de interface
através da formagdo de uma emulsdao pode melhorar a taxa de reagdo e facilitar o uso de
biocatalisadores em escala industrial. (Tavares ef al., 2021).

Diversas pesquisas t€ém explorado o uso de matérias-primas de baixo custo com altos
teores de acidos graxos livres, como o 6leo de soja usado (OSU), para producdo de ésteres
(Aguieiras; Souza; Langone, 2013). Aproveitar esses residuos para a geracao de coprodutos de
maior valor agregado ¢ de extrema importancia para mitigar os impactos negativos do descarte
no meio ambiente (Al-zuhair ef al., 2006). Os acidos graxos livres (AGL) obtidos no processo
de hidrélise do dleo vegetal podem ser submetidos a uma etapa adicional de esterificagdo, na
qual ocorre uma nova ligacdo éster através da reacdo do AGL recém-criado com alcool. Essa
reacdo pode ser catalisada por lipases em meios ndo aquosos ou microaquosos, visto que esses
biocatalisadores sdo ideais para catalisar as reagdes de transesterificagdo dos triacilglicerdis e
esterificacdo dos acidos graxos livres presentes na matéria-prima (Souza et al., 2009). Além de
atuarem em condicdes reacionais suaves de temperatura e pressdo, as lipases sdo altamente
seletivas, o que resulta em menor formagao de produtos secundarios e efluentes (Ashjari et al.,
2020). Essa abordagem se destaca dos métodos convencionais que utilizam éacidos fortes como
catalisadores, pois ela € mais eficiente e sustentavel. Além disso, os processos tradicionais de
esterificagdo com 4acidos fortes consomem muita energia, envolvem manuseio de fluidos
corrosivos e geram residuos adcidos com impactos ambientais significativos (Sun et al., 2013).

E importante ressaltar que a 4gua desempenha um papel fundamental no processo de
esterificagdo enzimatica, influenciando tanto os aspectos termodindmicos quanto cinéticos
desse processo (Sousa ef al., 2021). Sendo assim, a adigdo em excesso de um dos materiais de
partida assim como a remog¢ao de moléculas de 4gua ¢ de grande importancia para que haja um
deslocamento do equilibrio da reagdo para a producdo de éster (Guedes Junior ef al., 2022). O
¢éster formado € sempre mais apolar que ambos os substratos € sua concentracdo aumenta ao
longo do tempo de reacao. Esse processo favorece a distribuicao de dgua entre o meio reacional

e a fase catalitica, aumentando a atividade hidrolitica das lipases. A utilizacdo de suportes
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hidrofébicos também pode minimizar a formacao de uma fase aquosa, favorecendo o processo

de esterificacdo (Guedes Junior et al., 2022; Sousa et al., 2021).

3.4 EPOXIDACAO

A epoxidacao de 6leos vegetais e seus derivados (€steres e acidos graxos) € um processo
versatil e amplamente utilizado na industria para a introdugdo de grupos epoxidos nos acidos
graxos insaturados presentes nesses 6leos (Xia et al., 2010). Existem diferentes rotas e métodos
para realizar essa epoxidagdo, sendo o método convencional baseado na formacao de peracidos,
na qual geralmente requerem a utilizagcdo de catalisadores (Milchert; Malarczyk; Ktos, 2015;
Suzuki et al., 2018). Esses catalisadores sdo responsaveis pela geragdo in situ do peracido, o
qual ¢ fundamental para a formacao dos anéis oxiranicos (epdxidos) a partir das ligagcdes duplas
presentes nos triacilglicer6is dos 6leos. Os acidos organicos mais comuns na formagio do
peracido sdo o acido acético e o acido formico (Suzuki ef al., 2018). A epoxidacao dos acidos
graxos insaturados e de seus ésteres (provenientes da hidrolise e esterificacdo do 6leo) pode ser
realizada pelo método de Prileshajev, onde o perdxido de hidrogénio (H203) € utilizado como
doador de oxigénio (Zhang et al., 2017). O mecanismo de formacdo do peracido envolve a
atuagdo do préton de hidrogénio como um ativador do &cido carboxilico no &cido organico.
Essa ativacdo € seguida pela adigdo do H>0O: e pela perda simultanea de uma molécula de agua.
Na etapa subsequente da reagdo de epoxidagdo, o grupo peroxi (-COOOH) age como um
transportador de oxigénio, levando a formacdo do anel oxirano no acido graxo insaturado
esterificado ao esqueleto de glicerol, como mostrado na Figura 2 (Suzuki et al., 2018). No
entanto, a presenca de acidos fortes pode levar a reagdes secundarias indesejadas, como
instabilidade do anel epoxido, o que pode resultar na sua abertura e perda da funcionalidade
desejada (Wang; Zhao; Liu, 2018; Zhang et al., 2017). Além disso, mesmo na auséncia de um
catalisador 4cido, a formacao do peracido ainda pode ocorrer, uma vez que o acido organico
pode dissociar um ion de hidrogénio, o qual pode promover a reacao de epoxidagdo de maneira

adicional (Suzuki et al., 2018).
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Figura 4 - Mecanismo de epoxidacdo por peracidos.
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Fonte: Moser ef al., 2020, p. 4 (esta ilustracdo foi adaptada com permissao de Journal of the American Oil
Chemists' Society, ON: 5595571055293).
Legenda: (a) conversao de equilibrio de acido carboxilico em peracido via oxidagao por H2O»;
(b) epoxidacdo do alceno com o peracido, levando a formacdo do anel oxirano.

Em muitos processos de epoxidacdo, a conversdo do oxirano ¢ reduzida devido a
conversao do produto epdéxido em produtos de clivagem (didis). Através do controle das
condi¢des do processo, ¢ possivel obter um rendimento maximo de epdxido. Em escalas
industriais, a sintese de 6leos epoxidados ¢ geralmente realizada em reatores de batelada
utilizando peréxido de hidrogénio e 4cido foérmico, com um tempo de reacdo de
aproximadamente 8h (Jadhav et al., 2021). A utilizagdo de 4cido féormico permite que a
epoxidacao possa ocorrer sem a adi¢do de catalisadores externos, devido a acidez relativamente
alta do 4cido, que pode autocatalisar a formacdo do acido perférmico (Bai et al., 2020). Porém,
¢ importante ressaltar que o acido formico ¢ mais reativo do que o &cido acético quando se trata
de transferir ligagdes duplas lipidicas para anéis epdxi, no entanto, também € mais corrosivo
(Jadhav et al., 2021). Sendo assim, a epoxidagdo autocatalisada do 4cido formico a partir de
oleos vegetais ou de ésteres de acidos graxos pode ser uma abordagem promissora para
aplicacdo industrial, visto que ndo héd necessidade de descarte dos 4cidos minerais apds o
processo e também pela facilidade de recuperagdo do acido formico por destilagao (Bai et al.,

2020; Jadhav et al., 2021).

3.4.1 MATERIAS-PRIMAS PARA PROCESSOS EPOXIDATIVOS: OLEOS VEGETAIS E
ESTERES DE ACIDOS GRAXOS

O processo de epoxidacao das insaturagdes presentes nos 0leos vegetais e seus derivados

permite sintetizar produtos com propriedades aprimoradas devido a alta reatividade do anel


https://aocs.onlinelibrary.wiley.com/journal/15589331
https://aocs.onlinelibrary.wiley.com/journal/15589331

27

oxirano (Gorla et al, 2013). Os 6leos vegetais epoxidados (OVEs) e seus ésteres de acidos
graxos epoxidados (EAGE) sdo de grande interesse industrial pois sdo considerados matérias-
primas biorrenovaveis, o que ¢ de grande relevancia no desenvolvimento de produtos quimicos
ecologicos e biodegradaveis (Musik et al., 2021).

Os OVEs podem ser obtidos tanto de fontes naturais como por meio de sintese. Os
acidos graxos epoxidados (AGEs) de origem natural estdo presentes em triglicerideos
encontrados em mais de 60 espécies pertencentes a 12 familias de plantas. Entre eles, o acido
vernolico € o mais abundante, encontrado principalmente nos 6leos das sementes de Vernonia
galamensis e Euphorbia lagascae, com teores de até 65% e 80% em massa, respectivamente.
Outro AGE de relevancia ¢ o acido corondrico, presente em até 16% em massa no o6leo das
sementes de Chrysanthemum coronarium. No entanto, os demais AGEs naturais ndo excedem
5% em massa do contetido de 6leo da planta de origem. Apesar da existéncia de OVEs de
ocorréncia natural, as plantas das quais sdo derivados ndo sdo cultivadas em escala
comercialmente significativa. Portanto, os OVEs utilizados em aplicagdes industriais sdo quase
exclusivamente obtidos por meio da epoxidagdo de oleos basicos (Moser et al., 2022).

A epoxidacdo quimica de Oleos vegetais, como soja, linhaca e colza, tem sido
amplamente utilizada em escala industrial (Lu et al., 2010). Outros dleos vegetais que podem
ser epoxidados incluem linhaga, milho, cartamo, semente de meldo, semente de algodao, 6leo
de semente de borracha. Epoxidagdes de 6leos vegetais ndo comestiveis como canola, mahua,
jatropha e karanja também foram relatados (Milchert; Malarczyk; Ktos, 2015). Uma variedade
de OVEs e EAGE epoxidados estdo comercialmente disponiveis sob varios nomes comerciais,
sendo os mais prevalentes o 6leo de soja epoxidado (OSE) e o 6leo de linhaga epoxidado (OLE)
(Moser et al., 2022). O 6leo de soja € um dos dleos vegetais mais amplamente epoxidados, com
uma producdo de mais de 200.000 toneladas métricas por ano (Milchert; Malarczyk; Klos,
2015). O 6leo proviente de algas também tém sido reconhecido como uma fonte adequada para
o desenvolvimento de bioprodutos. Especificamente, as microalgas sdo conhecidas por
conterem quantidades significativas de proteinas, lipidios e carboidratos, que podem ser
utilizados como matérias-primas para a producao de materiais poliméricos e resinas compostas
(Hidalgo et al., 2020).

Em comparagao com o OVE, os EAGE apresentam algumas vantagens. Primeiramente,
eles podem ser obtidos a partir de diversas matérias-primas, como diferentes 6leos por meio de
transesterificagdo, ou até mesmo a partir de acidos graxos por esterificagdo. Isso amplia a

disponibilidade de matérias-primas, inclusive permitindo a utilizagdo de diferentes tipos de
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6leos, como o 6leo de soja usado (OSU). Em segundo lugar, esses ésteres apresentam melhores
propriedades de lubrificagdo, compatibilidade e dispersibilidade em comparacao com o OVE,
além de proporcionarem maior flexibilidade e maior tempo de envelhecimento quando
adicionados a diversos produtos de interesse industrial, como plasticos de policloreto de vinila

(PVC) (Wang et al., 2018).

3.42 PROCESSOS EMPREGADOS NA OBTENCAO DE OLEOS E ESTERES
EPOXIDADOS

Desde a década de 1940, peracidos organicos tém sido empregados na epoxidagao de
0leos vegetais. Sendo assim, métodos de epoxidacdo que utilizam peracidos pré-formados ou
que formam peracido in situ, sdo frequentemente utilizados (Jadhav et al., 2021). O método
predominante utilizado para a epoxidagdo de alcenos ¢ conhecido como reagao de Prilezhaev
(ou Prileschajew). Nesse processo, peracidos sdo gerados in situ a partir da oxidacdo de
precursores de acidos carboxilicos, utilizando-se peroxido de hidrogénio (H20>) na presenca de
catalisadores dcidos minerais, como 4cido sulfurico (H2SOs), acido fosférico (H3POs), acido
nitrico (HNO3) e acido cloridrico (HCI) (Moser et al., 2022). A formagao dos peracidos ocorre
por meio de um equilibrio, sendo geralmente lenta sem a presenca de catdlise 4cida. Os
peracidos mais comumente empregados na epoxidacao de Prilezhaev sdo o acido performico e
o0 4cido peracético, sendo o 4cido performico mais eficiente na epoxidacdo de 6leo de soja. Os
peréacidos sdo substancialmente menos acidos do que os acidos carboxilicos correspondentes, o
que reduz a ocorréncia de reacdes acido-base secundarias (Miao ef al., 2013; Moser et al.,
2022). O principal subproduto da epoxidagao € o acido carboxilico correspondente ao peracido
utilizado (Ju et al., 2020). A reacdo ocorre em uma fase oleosa e aquosa, na qual a dgua, o 4cido
carboxilico, 0 H20: e o catalisador 4cido mineral permanecem na fase aquosa, enquanto o acido
graxo e o epoxido sdo encontrados na fase oleosa. Varidveis como a velocidade de agitacdo do
reator podem influenciar a reagdao (Gorla et al., 2013; Moser et al., 2022). Além disso, a
composicao dos acidos graxos tem um efeito significativo na taxa de epoxidagdo. A epoxidagao
de Prilezhaev ¢ tolerante a grupos hidroxila, éster, ceto e éter. Devido a tendéncia dos epoxidos
em reagir em condigdes acidas, reacdes colaterais irreversiveis podem ocorrer na interface entre
as fases aquosa e oleosa, onde os epdxidos recém-formados podem encontrar o dcido. Reacdes
secundarias indesejdveis comuns incluem hidrolise, polimerizacdo e acilagdo (gerando
hidroxiésteres) (Moser et al., 2022). O processo de epoxidagdo ¢ exotérmico e deve ser

controlado para evitar aumentos indesejaveis de temperatura (na qual podem diminuir o
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rendimento do epoxido desejado), especialmente em grandes escalas industriais, além de

representarem riscos a seguranca (Miao et al., 2013; Moser et al., 2022).

3.43 OLEOS VEGETAIS EPOXIDADOS E SEUS DERIVADOS: APLICACOES E
PERSPECTIVAS FUTURAS

Os o6leos vegetais epoxidados (OVEs) e seus derivados possuem uma ampla gama de
aplicagdes industriais. Eles sdo utilizados como solventes, lubrificantes, pré-polimeros em
revestimentos de superficie, estabilizadores em policloreto de vinila (PVC), plastificantes para
plasticos, aditivos em asfaltos, fluidos transformadores, entre outros. Além disso, sdo
empregados na producao de polimeros, como poliuretanos, ¢ na fabricacdo de nanocompositos.
Esses oleos oferecem vantagens em relacdo aos produtos petroquimicos, proporcionando
propriedades mecanicas, elétricas e térmicas melhoradas (Sharmin ef al., 2015). A epoxidacao
de oleos vegetais, especialmente o 6leo de soja, tem sido amplamente explorada, mas a
viabilidade da rea¢do depende do teor e do tipo de acido graxo insaturado presentes nos
triglicerideos dos 6leos (Xia et al., 2010).

A epoxidacao ¢ um processo eficiente para a modificagdo de olefinas, fornecendo novos
grupos reativos com propriedades vantajosas que podem ser amplamente utilizadas em diversas
aplicagoes. Os epoxidos derivados de olefinas sdo valiosos como intermediarios devido a alta
reatividade do anel oxirano, permitindo a conversdo em uma ampla variedade de compostos,
como alcoois, polimeros, compostos olefinicos, alcanolaminas, compostos carbonilicos e
glicois (Jadhav et al., 2021). Além disso, os acidos graxos ou ésteres provenientes desses 0leos
sd0 materiais interessantes para o desenvolvimento de resinas epoxi sustentdveis, sendo os
derivados do 6leo de tungue e Oleo de soja utilizados para tal fim. Diversas pesquisas
desenvolveram uma série de resinas epoxi de base bioldgica fazendo uso de acidos graxos de
oleo de tungue. Esses acidos graxos foram modificados com grupos epoxi e reticulados na
presenca de anidridos ou bismaleimidas (Frias et al., 2017).

Devido ao seu baixo custo, biodegradabilidade, renovabilidade e baixa toxicidade, os
OVEs sao considerados substitutos ideais para plastificantes ftalatos ndo renovaveis, como o
dioctilftalato (DOF), visto que este e outros ftalatos tem sido proibido em muitos paises devido
aos seus impactos negativos na saide humana e no meio ambiente (Moser et al., 2022). Os
plastificantes mais renovaveis e seguros sao provenientes do 6leo vegetal epoxidado ou de seus
derivados, como os ésteres monoalquilicos epoxidados (EMAE), podendo ser utilizados como

bioplastificantes em alimentos e materiais de contato (Wang et al,, 2018). O anel epdxido
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presente no OVE ou EMAE tem a capacidade de reagir com o cloreto de hidrogénio gerado
durante a degradagdo do PVC, restaurando os atomos de cloro de volta as cadeias poliméricas
(Moser et al., 2022; Wang et al., 2018). Além das aplicagdes como plastificantes, os OVEs
também encontram uso direto como diluentes reativos em tintas, modificadores de viscosidade,
aditivos lubrificantes e agentes removedores de acidos, além de atuarem como inibidores de
corrosdo em plasticos. Esses 6leos também podem ser submetidos a polimerizagao cationica ou
cura por meio de aminas ou anidridos, resultando em resinas termoendureciveis (Ju et al., 2020;
Lu et al., 2010; Moser et al., 2022; Wang et al., 2018).

O EMAE mostra uma propriedade plastificante diferente e unica na sintese de resina
celuldsica e borracha sintética, quando comparado ao OVE (Omonov et al., 2022). Portanto, ¢
de grande relevancia estudar os processos de epoxidativos envolvendo ésteres monoalquilicos
(EMA), assim como os processos de epoxidagdo de 6leos vegetais, como o 6leo de soja usado
(OSU), que também pode ser aplicado ao EMA. Através desses processos € possivel a obtengao
de novos compostos com propriedades melhoradas e que poderdo ser aplicadas no
desenvolvimento de produtos quimicos ecoldgicos e biodegradaveis (Ju ef al., 2020; Musik et
al., 2021; Omonov et al., 2022; Wang et al., 2018).

Diante disso, a presente proposta consiste na produgdo de ésteres epoxidados por um
processo de trés etapas empregando lipases (livres e imobilizada) e catalisadores homogéneos
(acido formico e H20»). Os resultados apresentados evidenciam que o este novo processo pode
ser considerado uma abordagem promissora para a obten¢do de oleoquimicos de alto valor a
partir de matérias-primas renovaveis e de baixo custo. Dessa forma, este estudo contribui
significativamente para o avango de metodologias sustentaveis e vidveis sob o ponto de vista
econdmico, bem como propicia a descoberta de uma nova classe de compostos com

versatilidade para diferentes aplicacdes.
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4 ARTIGO PUBLICADO NO PERIODICO “CATALYSTS”
(DOI - https://doi.org/10.3390/catal13030543)

4.1 INTRODUCAO

Combustiveis fosseis como carvao, gas natural e petréleo tém sido amplamente
utilizados como matérias-primas para a sintese de diversos combustiveis e produtos quimicos.
No entanto, esses materiais ndo renovaveis tém causado uma variedade de efeitos nocivos ao
meio ambiente, como o aquecimento global por emissdes de gases de efeito estufa,
contaminagdo da terra e polui¢do do ar/agua (JIANG et al, 2022). Nas ultimas décadas,
materiais renovaveis tém ganhado grande atencdo mundial como substitutos promissores aos
materiais derivados de petréleo devido aos seus beneficios ambientais e sustentabilidade
(JIANG et al, 2022; RENEWABLE CHEMICALS, 2022). Na verdade, muitas organizagdes
governamentais € ambientais impuseram regulamentos rigorosos que visam reduzir as emissdes
de gases de efeito estufa em varios paises, substituindo materiais tradicionais a base de petréleo
por materiais de base renovavel (RENEWABLE CHEMICALS, 2022; BIOMASS
EXPLAINED, 2022) H4 uma grande variedade de materiais renovaveis para produzir
biocombustiveis e outros produtos valiosos para as industrias quimicas, como diferentes tipos
de culturas agricolas, madeira, microrganismos, esterco animal, esgoto humano e residuos
agricolas (BIOMASS EXPLAINED, 2022). Dentre esses diferentes materiais renovaveis, os
triacilglicerois (TAG), como 6leos vegetais e microbianos, gorduras animais, 6leos usados
(6leos de frittura, graxas e borra do processo de refino de Oleos vegetais) e seus derivados
(AGL) tém sido considerados promissores matérias-primas para a producdo de produtos
industriais (BERENBLYUM et al,, 2016; BAENA et al., 2022). Excepcionalmente, a utilizagao
de oleos de fritura, incluindo 6leos de cozinha usados, tem sido considerada uma opgao
ecologica e econdmica devido aos seus precos mais baixos do que os dleos vegetais comestiveis
e seu uso minimiza problemas ambientais devido a sua direta descarte na natureza (FOO et al.,
2021, MANNU et al., 2020).

Em alguns casos, o uso direto de matérias-primas oleaginosas, incluindo 6leos usados,
nao ¢ recomendado devido a presenga de dtomos reativos de B-hidrogénio na fracao glicerol e
ligacdes duplas em acidos graxos insaturados, resultando em baixa estabilidade térmica e
oxidativa (ZAINAL et al.,2018; HOO et al.,2019; BOLINA et al., 2021; MOSER et al., 2022).
Nesse contexto, os avangos das tecnologias tém sido extensivamente aplicados em seu

processamento, a fim de promover sua utilizacdo em industrias oleoquimicas, tais como
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modifica¢des quimicas, visando explorar seus grupos funcionais (MANNU et al., 2020). As
principais estratégias de modificacdo quimica utilizadas s3o hidrdlise, esterificacdo,
transesterificacao, hidrogenagdo, epoxidagado e abertura de anéis reagdes (BAENA et al., 2022;
HO et al., 2019; BOLINA et al., 2021; MOSER et al., 2022; GASHEMLOU et al., 2019;
BELOUSOV et al., 2021; MENDES et al., 2022). Curiosamente, essas diferentes estratégias
também tém sido comumente combinadas para introduzir grupos funcionais em suas estruturas
quimicas, visando expandir sua versatilidade e aplicacdo em industrias quimicas (BAENA et
al., 2022; MOSER et al., 2022; BELOUSOV et al., 2021; MENDES et al., 2022). Neste
sentido, materiais epoxidados obtidos de diferentes matérias-primas oleaginosas tém sido
amplamente utilizados como lubrificantes, plastificantes, sequestrantes acidos, estabilizantes,
reciclados materiais de pavimento asfaltico, revestimentos e inibidores de corrosdo (MOSER
et al.,2022; BELOUSOV et al., 2021; WANG et al., 2018; THUY & LAN, 2021; BAIl et al.,
2020; SHI et al., 2022; MADHUSUDHANA et al., 2022). Eles também podem ser
transformados em varias matérias-primas quimicas de valor agregado para a produgdo de
biopolimeros/bioplasticos, incluindo polidis/poliuretanos, estdlideos e surfactantes via reagdes
de abertura de anel epoxi (MOSER et al., 2022; GAGLIERI et al., 2022; GE & DOU, 2022;
YANG et al., 2023; ARMANASCO et al., 2022; CHEN et al.,2020; POLACZEK et al., 2022).

Nesse contexto, o objetivo principal do presente estudo foi a producao e caracterizagao
de ésteres monoalquilicos epoxidados (EMAE) a partir de OSU e 6leo fusel por um processo
de trés etapas. A etapa inicial foi a hidrolise completa de OSU para produzir AGL, seguida da
esterificacdo do AGL obtidos com o6leo fusel e epoxidacdo dos ésteres. Neste estudo, varias
preparagdes de lipase com diferentes especificidades foram usadas para produzir AGL por meio
da hidroélise do 6leo usado (OSU), tais como lipase de Candida rugosa (LCR), uma lipase ndo
especifica (DE MARIA et al., 2006); lipase de Thermomyces lanuginosus produzido por uma
cepa geneticamente modificada de Aspergillus oryzae (Eversa® Transform 2.0 — ET2.0 — sn-
1,3-especifica) (MONTEIRO et al., 2021); Candida sp. (CALA - sn-2-especifica)
(MONTEIRO et al., 2021) Rhizopus japonicus (LRJ — sn-1,3- especifica) (FREGOLENTE et
al., 2009) e Aspergillus niger (LAN - sn-1,3-especifica) (FREGOLENTE et al., 2009). Neste
conjunto de experimentos, uma combina¢do entre uma lipase sn-1,3- especifica (ET2.0) e uma
lipase sn-2- especifica (CALA) também foi avaliado. Estas reagdes foram conduzidas em
auséncia de agentes emulsificantes ou tampao, o que requer uma agitagdo mecanica vigorosa
para preparar interfaces agua/dleo estaveis para melhorar o desempenho catalitico das lipases

(SABIl et al., 2022). A producao de EMA por esterificagdo enzimatica de AGL e dleo fusel, um
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valioso subproduto a partir da produ¢dao de bioetanol composto por uma mistura de etanol,
propanol, isobutanol e dlcool isoamilico (este Gltimo seu principal componente) (MENDOZA -
PEDROZA et al., 2021; MASSA et al., 2023), foi conduzido em um processo ecologicamente
correto e sustentavel (sistema isento de solventes) (SOUSA et al., 2021). Uma vez que a
esterificacdo é uma reacdo reversivel (SANDOVAL et al., 2002; SEVERAC et al., 2011;
MARTY et al., 1997; COLOMBIE et al., 1998), estratégias de remogdo de agua foram
realizadas em reatores fechados ou abertos na auséncia ou presenga de peneiras moleculares,
visando aumentar a producao de ésteres. Além disso, estudos anteriores também demonstraram
que o uso de suportes hidrofébicos pode prevenir a formacdo de uma fase aquosa no
microambiente dos biocatalisadores que reduz drasticamente seu desempenho catalitico e reuso
(URRUTIA et al., 2018; WANCURA et al., 2021). Para isso, ET2.0, uma preparagdo comercial
de lipase de baixo custo com alta atividade catalitica em meios ndo aquosos (MONTEIRO et
al.,2021; WANCURA et al., 2021), foi imobilizada via adsor¢ao fisica em esferas hidrofébicas
de poli(estireno-divinilbenzeno) (PSty-DVB) e usado como biocatalisador heterogéneo. Este
biocatalisador também demonstrou alto desempenho catalitico e estabilidade operacional
(reuso) para a producao de diferentes ésteres valiosos usando matérias-primas sintéticas ou
naturais (CARVALHO et al., 2021; MIGUEL JUNIOR et al., 2022). O desempenho catalitico
deste biocatalisador heterogéneo (lipase imobilizada) foi comparado com sua forma soltvel
(lipase soluvel). Testes de reuso do biocatalisador, ap0s oito sucessivas reagdes de esterificagcdo
em batelada na auséncia (reator fechado) e presencga (reator aberto) da estratégia de remog¢ao de
agua, também foram conduzidos. A epoxidacdo do EMA produzido foi realizada via
epoxidacao de Prilezhaev (ou Epoxidacao de Prileschajew) (MOSER et al., 2022). Esta reagdo
prossegue via geracao in situ de peracidos (ou peracidos) pela reagdo entre acidos carboxilicos
(comumente acidos férmico e acético) e perdxido de hidrogénio em fase aquosa, seguida de
difusdo de moléculas de peracido para a fase oleosa para reagir com ligagdes duplas (MOSER
etal.,2022; THUY & LAN, 2021; CAl et al., 2022). Neste estudo, o acido féormico, um valioso
acido carboxilico de carboidratos derivados da biomassa (VALENTI et al., 2019), foi
selecionado como catalisador homogéneo devido a sua maior reatividade em comparagdo com
o acido acético (WANG et al., 2018; PETROVIC et al., 2002; JADHAYV et al., 2021). Os
diferentes produtos (ésteres monoalquilicos ndo e epoxidados, ou seja, EMA e EMAE,
respectivamente) foram identificados por analise de 'H RMN e suas propriedades quimicas

foram determinadas por métodos padrdes. Até o momento, este ¢ o primeiro estudo a investigar
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a produgdo, através de um processo de trés etapas, de EMAE a partir de OSU e 6leo fusel, a

partir de dois materiais renovaveis e de baixo custo comumente encontrados em diversos paises.

4.2 MATERIAS E METODOS

4.2.1 Materiais

Lipases comerciais de Thermomyces lanuginosus expressa em Aspergillus oryzae
(Eversa® Transform 2.0), Candida sp. (CALA) e Candida rugosa (LCR) foram adquiridos da
Sigma-Aldrich® (St. Louis, MO, EUA). Lipases ndo comerciais de Aspergillus niger (LAN) e
Rhizopus javanicus (LRJ) foram produzidos por fermentacdo submersa (CARVALHO et al.,
20006). Estas lipases ndo comerciais foram obtidas via precipitagdo sequencial com sulfato de
amonio, didlise em agua e liofilizagdo, e utilizadas como extratos de lipase em pod
(FREGOLENTE ef al., 2009; CARVALHO et al., 2006). As propriedades destas preparacdes
de lipase sio resumidos na Tabela 3. PSty-DVB (Diaion® HP-20) foram adquiridas da Supelco®
Analytical Products (Bellefonte, PA, EUA). As propriedades deste suporte foram relatadas em
um estudo recente realizado em nosso laboratorio (MIGUEL JUNIOR et al., 2022). O dleo de
soja usado (OSU) foi coletado apds ser usado uma vez no preparo de batatas fritas no restaurante
da Universidade Federal de Alfenas (Alfenas, MG, Brasil). A sua composi¢cdo em acidos graxos
(% m.m™) foi determinado por cromatografia gasosa do seguinte modo (SANTOS et al., 2013):
10,7% palmitico, 3,0% estearico, 24,0% oleico, 56,7% linoleico, 5,4% linolénico e 0,1%
araquidico, com massa molecular média de AGL de 278,6 g.mol™!. O ¢leo fusel foi adquirido
de Raizen Taruma Ltda (Tarumai, SP, Brasil), com a seguinte composi¢do (% m.m™): 4gua
(11,6%), etanol (4,2%), propanol (3,9%), butanol (1,1%), alcool isobutil (11,5%) e alcool
isoamilico (67,7%), e massa molecular média de 72,5 g.mol™'. A peneira molecular UOP tipo 3
A (forma de haste e tamanho de 1/16 pol) foi adquirida da Fluka Analytical (St. Louis, MO,
EUA). Solugdo de peréxido de hidrogénio (50% m.m™), solucdo de dcido formico (85% v.v!)
e solucdo de Wijs (cloreto de iodo em acido acético) foram adquiridas de Synth® Ltd. (Sao
Paulo, SP, Brasil). Todos os outros reagentes e solventes organicos de grau analitico foram

adquiridos da Synth® Ltd.
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Tabela 3 - Propriedades das lipases microbianas utilizadas neste estudo.

Eversa® LCR CALA LRJ LAN
Propriedades
Transform 2.0
Thermomyces  Candida Candida sp. Rhizopus  Aspergillus
Fonte lanuginosus rugosa Jjaponicus niger
. Po Liquido Po Po
Formulagao Liquido
Atividade hidrolitica ? 19.856,7 16.156,8 806,4 27.436,5 20.224.9
(U.gh)
Proteina ° 35,8 24,5 16,1 74,9 12,7
(mg.g™)
Atividade especifica © 554,6 659,5 50,1 366,3 1592,5
(U.mgproi™)

a determinado pela hidrolise da emulsdo de azeite como substrato — pH 8,0 € 37°C (ALVES et al., 2017); ®
determinado de acordo com o método de Bradford (BRADFORD, 1976); ¢ relagdo entre atividade hidrolitica e
concentragdo de proteinas (ALVES et al., 2017).

4.2.2 Desidratagdo do dleo fiisel

Neste estudo, o 6leo fusel foi primeiramente desidratado usando Na>SO4 anidro pré-
tratado a 250°C por 4 h em forno de mufla. A suspensdo contendo Na>SOs anidro (20% m.v'!)
foi adicionada a um frasco de vidro fechado imerso em banho-maria termostitico com
temperatura controlada sob agitagdo mecénica continua (240 rpm) a 25 + 1°C por 24 h de
contato. Este procedimento foi repetido duas vezes antes para ser usado como material de
partida na reacdo de esterificagdo. A concentragio de agua foi reduzida de 11,6% m.m™ para
<2% m.m’!, quantificada por meio do Titler automatico Karl Fischer (Koheler Modelo

AKF5000).

4.2.3 Hidrolise enzimatica do OSU: Triagem de preparagoes de lipase

A hidroélise enzimatica do OSU em sistema batelada foi conduzida sob condicoes

experimentais fixas propostas em estudo recente (SABI ef al., 2022). Os sistemas reacionais
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foram preparados misturando-se OSU (20 g) e agua destilada (30 g) a uma relacdo 6leo:agua

em massa de 40% m.m™!

em frascos abertos de polipropileno com capacidade de 350 mL
imersos em banho-maria com temperatura controlada a 40 + 1°C sob agitacdo mecanica
continua (1500 rpm). Para tanto, cinco lipases com diferentes especificidades foram testadas
como biocatalisadores utilizando uma carga de lipase de 50 unidades de atividade hidrolitica
por grama de mistura reacional (50 U.g™) que corresponde a: (i) 3,2 g de p6 de LCR por Kg de
mistura de reagao, (i) 2,5 mL de Eversa® Transform 2.0 por Kg de mistura de reagao, (iii) 62,5
mL de CALA por kg de mistura de reacao, (iv) 3.2 g de LAN por Kg de mistura de reagdo e (v)
1,82 g do LRJ por Kg de mistura de reacdo. Um sexto ensaio foi realizado utilizando uma
combinagio de lipases comerciais Eversa® Transform 2.0 (33 U.g”! que corresponde a 1,7 mL
de solucdo bruta de lipase por Kg de mistura de reacdo) e CALA (17 U.g™! que corresponde a
21 mL de solugdo bruta de lipase por Kg de mistura de reacdo) nas mesmas condigdes
experimentais. A porcentagem de hidrélise (H) foi calculada de acordo com um estudo anterior
(ROONEY et al., 2001) como mostra a Eq. (1). As misturas reacionais (100 mL) obtidas da
hidrolise do OSU catalisada por LCR foram transferidas para um funil de separacao (500 mL),
seguido da adi¢cao de 100 mL de 4gua destilada a 60°C para separar as fases aquosa e organica
de lavagem (4cidos graxos livres — AGL). A fase de fundo (aquosa) foi descartada e a fase AGL
foi lavada trés vezes. Na sequéncia, Na>xSOs (20% m.v'') previamente seco em forno mufla a
250°C por 4 h, foi adicionado a essa mistura de AGL e mantido por 15 horas em condi¢des

estaticas a 25°C para remover tragos de agua.

(1

H= <VNa0H X 1073 X Mygon X MMyg,
mXf

) X100
onde: Vnaon € o volume de solu¢do de NaOH necessario durante a titulagdo (mL), Mnaon € a
concentragio de NaOH (40 mmol. L"), MMagL é a massa molecular média de AGL do OSU
(278,6 g.mol!), m é a massa da amostra (1 g) e f é a fragio do OSU no inicio da reagdo (f =

0,4).
4.2.4 Imobilizagdo da lipase Eversa® Transform 2.0 via adsorcdo fisica em esferas PSty-DVB
Uma quantidade de 10 g de PSty-DVB foram inicialmente embebidos em 50 mL de

solugdo de etanol hidratado (70% m.m.™!) por 8 h em condicdes estaticas a 25°C, seguido de

filtragdo em funil Biichner sob vacuo e lavagem com 200 mL de 4dgua destilada (LAGE et al.,
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2016). Em seguida, o suporte molhado foi adicionado a 190 mL de uma solucdo de lipase
preparada misturando 12 mL de formulagdo de lipase liquida (Eversa® Transform 2.0) a 178
mL de 5 mmol. L! solugdo de acetato de sddio pH 5,0 (0,21 mg de proteina por mL de solucio
que corresponde a uma carga proteica inicial de 40 mg de proteina por g de suporte). Essa
suspensao foi entdo transferida para um frasco de vidro fechado de 250 mL e imersa em banho-
maria termostatico com temperatura controlada sob agitacdo continua (200 rpm) a 25 £+ 1°C por
12 h de tempo de contato. Finalmente, o biocatalisador heterogéneo foi recuperado via filtracao
num funil de Buchner sob vacuo, lavado com excesso de agua destilada e armazenado a 4°C
durante 24 h num congelador a 4°C antes da utilizagdo. O processo de imobilizagdo foi
monitorado pela medida da concentragdo de proteina residual (BRADFORD, 1976) e atividade
hidrolitica (CARVALHO et al., 2021; BOUDRANT et al., 2020) na solugdo sobrenadante em
equilibrio. O rendimento de imobilizacdo foi calculado como a razdo entre as unidades de
atividade hidrolitica adsorvidas na superficie de suporte ¢ a atividade inicial (BOUDRANT et
al., 2020). A atividade catalitica do biocatalisador heterogéneo foi avaliada pelo método de
hidrolise da emulsdo de azeite de oliva (LAGE et al., 2016). A concentracio maxima de
proteina adsorvida de 31 mg g!' de suporte e o rendimento de imobilizagdo de 80% e atividade
hidrolitica de 157,3 + 12,3 U.g! de biocatalisador foram obtidos nessas condi¢des
experimentais (MIGUEL JUNIOR et al., 2022). Uma unidade internacional (U) de atividade
foi definida como sendo a massa de biocatalisador necessaria para liberar 1 umol de AGL por
minuto em pH 8,0 (100 mmol. L' tampdo fosfato de sodio), 37°C e 200 rpm (LAGE et al.,
2016).

4.2.5 Procedimento geral para a esterificagdo enzimatica de AGL e oleo fiisel num sistema

isento de solventes

A esterificagdo direta dos AGL purificados a partir da hidrolise enzimatica do OSU e
de ¢6leo fusel desidratado foi conduzida em reatores de vidro fechados ou abertos (capacidade
de 100 mL com uma relacdo altura/diametro de 2) na auséncia ou presenga de peneiras
moleculares (5% da massa por massa de mistura reacional - 5% m.m) contendo 8 g de
matérias-prima composta por AGL na estequiométria:relacdo molar 6leo fusel — 1:1 (composto
por 1,65 g ou 23 mmol de o6leo fusel + 6,35 g ou 23 mmol de AGL). Os sistemas reacionais
foram imersos em um banho-maria termostatico com temperatura controlada a 40 + 1°C sob

agitacdo mecanica continua a 240 rpm contendo uma concentracao fixa de biocatalisador de 5
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mg de proteina por grama de mistura de reag@o (que corresponde a 0,166 g de lipase imobilizada
ou 0,14 g de lipase soluvel Eversa® Transform 2.0 por grama de mistura de reagdo). Amostras
das misturas reacionais (50 pL) foram periodicamente retiradas, diluidas em 10 mL de solugao
de etanol hidratado (92,5% m.m) e titulado com uma solugdo de NaOH (40 mmol. L)
utilizando fenolftaleina como indicador. A porcentagem de conversdo de AGL (Y — %) foi
determinada como mostrado na Eq. (2) (SABIl et al., 2022; LAGE et al., 2016). A produgao de
¢ésteres foi realizada em duplicata e os dados experimentais foram representados como média +
desvio. Neste conjunto de experimentos, ensaios de controle foram conduzidos com esferas de
PSty-DVB e nenhum consumo de AGL foi detectado nessas condi¢des experimentais,
confirmando que todos os AGL consumidos na reagdo sdo convertidos em ésteres

monoalquilicos.

_ <AGL - AGLt) X 100 (2)
AGL,

onde: AGLoe AGL: s30 a concentragdo inicial e residual de AGL ap6s um dado tempo de reagao

t (mol. L), respectivamente.

A Produtividade (umol.min™!.mgpror!) foi determinado de acordo com a equagdo rearranjada

proposta por (MIGUEL JUNIOR et al., 2022) — Eq. (3):

p_ AGLy XY 3)

te X Mprot.

onde: AGLo ¢ o niimero inicial de mols de AGL na mistura de rea¢do (23 mmol ou 23.000
umol), Y ¢ a porcentagem média de conversdo de AGL em equilibrio (%), te € o tempo de

reacdo em equilibrio (min) e mprot € a quantidade de proteina na mistura de reagdo (mg).

4.2.6 Ensaios de reuso do biocatalisador

Testes de reuso do biocatalisador heterogéneo preparado neste estudo (lipase
imobilizada Eversa® Transform 2.0) foram realizados apos oito reagdes consecutivas de
esterificagdo conduzidas em reator aberto ou fechado sob condigdes experimentais fixas, como

descrito acima. Ao final de cada reacao, 30 min ¢ 45 min, realizada em reator aberto e fechado,
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respectivamente, a lipase imobilizada foi recuperada via filtracdo em funil de Biichner sob
vacuo, lavada em excesso com hexano frio para remover materiais de partida residuais ou
produtos retidos em sua superficie e mantida para secar em freezer a 4°C durante a noite. Em
seguida, o biocatalisador recuperado foi ressuspenso em uma nova mistura de reacao para
iniciar novas reagdes. A porcentagem de conversdo acida foi determinada ao final de cada

reacao.

4.2.7 Procedimento geral para a epoxida¢do in situ de ésteres monoalquilicos provenientes

do OSU e do dleo fusel

A epoxidagdo in situ do EMA produzido foi realizada de acordo com a metodologia
proposta por Wang et al., 2018. Inicialmente, 20 g dos ésteres foram introduzidos em um reator
de polipropileno aberto com capacidade de 350 mL contendo 10,4 g de agua destilada e imerso
em banho-maria com temperatura controlada a 55 + 1°C sob agitacdo mecanica continua (500
rpm). Apds 15 min de contato, 4,32 g de solucdo de 4cido féormico a 85% m.m™ foram
adicionados, seguidos de adi¢do em gotas de 2.5 g de solugio de H>O; a 50% m.m™. Apés 4 h
de reagdo, a mistura também foi transferida para um funil de separagdo (500 mL), seguido da
adi¢do de 100 mL de 4gua destilada a 70°C para separar as fases aquosa e organica de lavagem
(ésteres monoalquilicos epoxidados). A fase de fundo (aquosa) foi descartada e a fase organica
foi lavada cinco vezes. Por fim, o0 Na,SO4 (20% m.v'!"), previamente seco em forno mufla a
250°C por 4 h, foi adicionado aos ésteres epoxidados e mantido durante a noite em condigdes

estaticas a 25°C para remover vestigios de dgua.

4.2.8 Métodos analiticos

4.2.8.1 Indice de iodo (II)

II, parametro que descreve a quantidade de grau de insaturacao na estrutura quimica
dos ésteres e definido como a massa de iodo da solugdo de Wijs consumida por 100 g de
amostras, foi determinado de acordo com a metodologia padrao descrita por Sociedade
Americana de Ensaios e Materiais — ASTM D5554-95 (determination of the iodine value of

fats and oils, 2022) IV foi calculado pela seguinte equacao (Eq. (4)):
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(Ve = V) X 1073 X C X MM,, X 100 4)
2Xm

II =

onde: Vc e Vs sdao o volume total da solucao de tiossulfato de sodio utilizado para titular as
amostras inicial (controle) e oxidada (mL), respectivamente; C ¢ a concentragdo molar da
solucdo de tiossulfato de sédio (0,1 mol. L™); MM, é a massa moleculada de iodo (253,8 mol.

L!); e m ¢ a massa da amostra de ensaio (0,25 g).

4.2.8.2 Porcentagem relativa de conversdo das liga¢oes duplas
Porcentagem relativa de conversdo de ligacdes duplas ou grau de insaturacdo (X) foi
determinado de acordo com a Eq. (5) (THUY & LAN. 2021; SUZUKI et al., 2018):
(1, (5)
= () <o
onde: II ¢ e II; sdo o indice de iodo para amostras iniciais (controle) e oxidadas (g2 por 100 g),

respectivamente.

4.2.8.3 Indice de acidez (I4)
A TA, definida como a massa de KOH (em mg) necessaria para neutralizar 1 g de
amostra de 6leo, foi determinada por titulagdo potenciométrica de acordo com o método oficial

da AOCS Te 1a-64 (ACID VALUE, 2017) como mostra a Eq. (6):

4 VX0 X CX MMy (6)
m

onde: V € o volume total de solugdo de hidroxido de sddio utilizado para titular a amostra (ml);
C ¢ a concentracdo molar da solu¢do de hidréxido de sodio (0,04 mol. L™'); MMkon é a massa

moleculada de hidroxido de potassio (56,1 mol. L!); e m é a massa da amostra de ensaio (1 g).

4.2.8.4 Porcentagem teorica maxima de oxigénio (OOCieor.)
O OOCer. foi calculado de acordo com a seguinte equacao (Eq. (7)) (WANG et al.,
2018; THUY & LAN, 2021):
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g X MMy
2 X MM,

00C,eor. = X 100 (7)

1o X MM
100+ —"0

2 X MM;

onde: Il ¢ indice de iodo inicial da amostra (g por 100 g); MMo ¢ a massa atomica de oxigénio

(16 u); e MM; ¢ a massa atomica do iodo (126,9 u).

4.2.8.5 Porcentagem experimental mdxima de oxigénio (OOCexp.)
OOCeyp., definida como a massa de oxigénio oxirano introduzida em 100 g de amostra
(WANG et al., 2018), foi determinada conforme recomendado pela norma nacional chinesa

GB/T 1677-2008 (Eq. (8)):

m

VA

m

onde: Vc ¢ o volume de solu¢cdo de NaOH utilizado para titular a amostra controle (mL); Vs ¢
o volume de solu¢do de NaOH usado para titular ésteres epoxidados (mL); Vva € o volume de
solucao de NaOH usado para titular a amostra de ésteres epoxidados na determinagdo do valor
acido (VA) (mL); m ¢ a massa da amostra de ensaio (g); mva € a massa da amostra de teste
utilizada na determinacdo da VA (g); C ¢ a concentracdo molar da solu¢do de NaOH; e MM ¢

a massa molecular de oxigénio oxirano (16 g.mol ™).

4.2.8.6 Porcentagem relativa de conversdao em oxirano (ROC)
Esse parametro foi calculado da seguinte forma (Eq. (9)) (THUY & LAN, 2021;
SUZUKI et al., 2018):

00C 9)
ROC = ( e"”') X 100 (
00C:eor,

onde: OOC.yy. € a porcentagem experimental maxima de oxigénio e OOCe.r. € a porcentagem

tedrica maxima de oxigénio.
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4.2.8.7 Selectividade (S)
A seletividade foi determinada de acordo com a seguinte equagao (Eq. (10)) (WANG
etal.,2018; THUY & LAN, 2021):

92
Il

%) 10)

onde: ROC ¢ a porcentagem relativa de conversdo para oxirano ¢ X ¢ a porcentagem relativa

de conversao de ligacdes duplas — grau de insaturacao (X).

4.2.9 Andlise de '"H RMN

A identificacdo das estruturas quimicas de materiais de partida (OSU) e derivados
(AGL, e ésteres monoalquilicos ndo oxidados ou oxidados — EMA e EMAE, respectivamente)
foi determinada por espectroscopia de ressonincia magnética nuclear (\H RMN) usando
cloroféormio deuterado como solvente e tetrametilsilano como padrdo interno. A analise por

RMN foi realizada em equipamento Bruker AC 300 (Bruker BioSpin, Alemanha).

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Produgdo de AGL por hidrdlise enzimatica do OSU: Triagem de fontes de lipase

Nesta primeira etapa, a producao de AGL por hidrolise enzimética do OSU utilizando
um processo convencional (agitagdo mecanica e aquecimento por imersao em um banho-maria
com temperatura controlada) na auséncia de emulsificantes e agentes tampao. De acordo com
a Fig. 3, um perfil linear de hidrolise enzimatica do OSU catalisado por LCR, uma conhecida
lipase nao especifica, até a conversao quase completa em AGL e glicerol pode ser observado.
Como esperado, a reacdo de hidrdlise completa foi alcancada ap6s 180 min de reagdo. Por outro
lado, reagdes de hidrolise catalisadas por lipases de Aspergillus niger (LAN) e Rhizopus
javanius (LRJ), duas lipases ndo comerciais sn-1,3-especifica, deram porcentagem maxima de
hidroélise de apenas 8% apds 360 min de reagdo. CALA, uma lipase comercial sn-2-especifica,
exibiu uma hidroélise maxima de 32% apds 360 min de reagdo, indicando uma possivel hidrdlise
quase completa das ligagdes ésteres na posi¢do média da estrutura do glicerol (posicao sn-2).

Dessa forma, uma mistura de AGL e diacilglicerois (DAG) poderia ser o principal produto
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obtido nesse processo. Uma porcentagem de hidrélise em torno de 45% ap6s 300 min de reagao
foi obtida usando uma lipase sn-1,3-especifica de Thermomyces lanuginosus (Eversa®
Transform 2.0 — ET2.0) como biocatalisador. Neste caso, espera-se um percentual maximo de
hidrolise de 66,6%, com formagdo preferencial de 2-monoacilglicerol (2-MAG)
(FERNANDEZ-LAFUENTE et al., 2010). Altas porcentagens de 6leo de soja refinado e 6leo
de cozinha usado catalisadas por uma lipase sn-1,3-especifica de Thermomyces lanuginosus em
sua forma imobilizada (Lipozyme TL IM) foram previamente reportados, porém sob complexo
aparato experimental (irradiagdo ultrassonica) e exigéncia de etapas de extragdo de AGL
utilizando solventes organicos (FEITEN et al., 2014; ZENEVICZ et al., 2016). Portanto, um
sistema de reagdo usando uma combinacao de uma lipase sn-2-especifica (CALA) e uma lipase
sn-1,3-especifica (ET2.0) foi realizada nas mesmas condi¢des experimentais com o objetivo de
obter uma conversdo completa do OSU em AGL usando uma preparagdo de lipase ativa e
estavel de baixo custo (ET2.0). Estudos anteriores demonstraram a utilizagdo eficiente da
combinac¢do de lipases microbianas (coquetéis enzimaticos) com diferentes especificidades,
incluindo a combinagao de lipases sn-1,3-especificas, como potenciais biocatalisadores para
produzir misturas de AGL a partir da hidrdlise de diferentes 6leos vegetais (RODRIGUES et
al., 2011; SOUZA et al., 2020). No entanto, a porcentagem maxima de hidrélise de 78% apos
660 min de reacao pode ser observada. O objetivo deste trabalho foi selecionar a preparagao de
lipase, ou sua combinagdo, capaz de proporcionar a conversao total do 6leo usado em AGL,
matéria-prima alvo para a producdo de ésteres. Portanto, novos testes foram realizados usando

apenas LCR como biocatalisador.
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Figura 5 - Influéncia do tempo de reacdo na porcentagem de hidrdlise de OSU catalisada por
lipases microbianas com diferentes especificidades: LCR (Candida rugosa), ET2.0
(Thermomyces lanuginosus), CALA (Candida sp.), LAN (Aspergillus niger), LRJ
(Rhizopus javanicus) e uma mistura ET2.0 + CALA. As reagdes foram conduzidas
na auséncia de emulsificantes e agentes tampao, utilizando-se uma relagao 6leo:agua
massica de 40%, agitacdo mecanica continua (1500 rpm), 40°C e carregamento
inicial de lipase de 50 U por grama de mistura reacional. As unidades de atividade
hidrolitica utilizadas para a combinagao de lipases especificas foram 17 U de CALA

+ 33 U de ET2,0 por grama de mistura reacional.
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Fonte: Mattos et al., 2023.

4.3.2 Desempenho comparativo da lipase soluvel ou imobilizada ET2.0 na produ¢dao de EMA

via esterificagdo em sistemas isentos de solventes orgdnicos

O desempenho catalitico da lipase imobilizada ET2.0 na produgdo de ésteres
monoalquilicos (EMA) via esterificagdo direta de AGL a partir de OSU e 6leo fusel foi
investigado e comparado com sua forma soluvel. Neste estudo, a influéncia de estratégias de
remogao de agua sobre a reacao utilizando peneiras moleculares e/ou reagdes de esterificagdo
conduzidas em sistemas abertos também foi avaliada e comparada com um sistema reacional

realizado na auséncia de estratégias de remoc¢do de 4dgua (reacdo de esterificacdo em reator
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fechado na auséncia de peneiras moleculares). De acordo com a Fig. 4, a conversao de AGL de
apenas 30,2% apds 210 min foi obtida usando lipase soluvel como biocatalisador, o que
corresponde a uma produtividade de 0,8 umolacr.min™!.mgyo! (Tabela 1). Por outro lado, a
lipase imobilizada proporcionou melhor desempenho catalitico na reacdo, com base na
porcentagem de conversdo de AGL e nos valores de produtividade. Na verdade, os valores
percentuais de conversao de AGL entre 64,3 = 2,3% e 73.5 = 0.4% foram alcancados apos 30-
45 min de reac¢do. Neste estudo, a porcentagem maxima de conversao de AGL (73.5 + 0.4%)
foi alcangada apos 45 min de reagdo conduzida sem qualquer estratégia de remocao de agua
(esterificagdo conduzida em reator fechado). Valor percentual de conversdo de AGL semelhante
(71,8 + 2,2%) pode ser observada para o sistema reacional realizado em reator fechado na
presenca de peneiras moleculares a 5% (m.m!). Esses sistemas reacionais também
apresentaram valores de produtividade semelhantes (9,3 £ 0,1 pmolagr.min'.mgprot’!), como
mostra a Tabela 1. Curiosamente, a reacdo de esterificagdo conduzida em uma reacdo aberta
(remogao de agua por evaporacao simples a pressdo atmosférica) exibiu uma porcentagem de
conversao de AGL de 64,3 + 2,3% apds apenas 30 min, o que proporcionou o maior valor de
produtividade de consumo de AGL de 12,4 pmolagr.min™!.mgprot ' — quase 16 vezes superior ao
ET2.0 soluvel (ver Tabela 1). Estes resultados mostram claramente melhor difusdo e acesso das
moléculas dos materiais de partida aos sitios ativos da enzima adsorvida em sua forma
monomérica em conformagdo aberta dentro dos poros das esferas de PSty-DVB (MIGUEL
JUNIOR et al., 2022). Estudos anteriores demonstraram o melhor desempenho catalitico de
ET2.0 imobilizado por adsor¢do fisica em varios suportes hidrofobicos, incluindo esferas de
PSty-DVB, para catalisar a produgdo de ésteres industriais via reagdes de esterificagdo em modo
de batelada (MIGUEL JUNIOR et al., 2022; CARVALHO et al., 2021; CHOI et al., 2022;
FACIN et al., 2021). Além disso, a reagao de esterificacao conduzida em uma reacao aberta
sob condi¢des experimentais moderadas (40°C e pressdo atmosférica) mostrou ser uma
estratégia eficaz para melhorar a producgdo de ésteres (com base na produtividade do consumo
de AGL — ver Tabela 1). Portanto, estudos subsequentes (testes de reuso) foram realizados em

reatores fechados e abertos, sem adi¢cdo de peneiras moleculares.
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Figura 6 - Influéncia do tempo de reacdo na produ¢do de EMA em sistemas isentos de solventes
catalisados por ET2.0 soluvel ou imobilizado em esferas de PSty-DBV utilizando
diferentes estratégias de remog¢ao de agua. As reagdes foram a 40°C, 240 rpm, razao
estequiométrica AGL:6leo fusel (1:1) e concentragdo proteica de 5 mg.g™' da mistura

reacional.
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Tabela 1 - Estimativa da produtividade para a produ¢do enzimatica de ésteres monoalquilicos
catalisados por ET2.0 soluvel ou imobilizado em esferas de PSty-DBV utilizando

diferentes estratégias de remocao de agua.

\ & te” PacL’
Sistema de reacao
(%) (min.) (umolacr.min™!.mgpro )
ET2.0d soluvel ¢ 30,2 +2,7 210 0,8
(Reator fechado)
ET2.0-PSty-DVBe ° 64,3+23 30 12,4
(Reator aberto)
ET2.0-PSty-DVBe © 73,5+ 04 45 9.4
(Reator fechado)
ET2.0-PSty-DVBe © 71,8 +£2,2 45 9,2

(Reator fechado + MS™-5%)

2 porcentagem de conversdo de AGL em equilibrio; ® tempo de reacio em equilibrio; ¢ Produtividade; ¢ lipase
Eversa® Transform 2.0; ¢ lipase Eversa® Transform 2.0 imobilizada em PSty-DVB; f peneiras moleculares a 5%

m.m.

4.3.3 Estudos de reuso do biocatalisador

Foram realizados testes de reuso da ET2.0 imobilizada ap6s oito reagdes sucessivas de
esterificagdo em modo batelada, como mostrado na Figura 5. Neste conjunto de experimentos,
os tempos de reacao foram os necessarios para atingir a porcentagem maxima de conversao de
AGL em equilibrio relatada na Tabela 1, ou seja, 30 min e 45 min de reacdo conduzida em
reatores abertos e fechados, respectivamente. De acordo com os resultados, pode-se observar
uma diminui¢do gradual da atividade catalitica da ET2.0 imobilizada apo6s sucessivas reagdes
em batelada conduzidas sem qualquer estratégia de remocdo de 4gua (reator fechado na
auséncia de peneiras moleculares). Na verdade, um percentual de conversdo de AGL de apenas
12% (produtividade de 1,5 pmolagr.min.mgprot '), que corresponde a uma diminuigdo de 84%
de sua atividade original (73,5 + 0,4% na reagao do primeiro ciclo), foi alcangada na reagdo do
oitavo ciclo. Estes resultados podem ser explicados por um possivel acimulo de moléculas de
agua produzidas na superficie do biocatalisador que reduz drasticamente a parti¢ao/difusdo de
materiais de partida hidrofobicos como AGL e é4lcool isoamilico do 6leo flsel para os sitios
ativos da lipase (PAEZ etal.,2003; MARTY etal., 1997, SANDOVAL et al., 2002). Por outro

lado, reacdes de esterificacdo realizadas em reator aberto proporcionaram melhor retengdo da
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atividade catalitica do biocatalisador heterogéneo apds sucessivas reacdes em batelada. De fato,
observa-se uma perda da atividade original do biocatalisador em torno de 18% —de 64,3 +2,3%
no primeiro ciclo para 52,5 £ 0,7% no oitavo ciclo (produtividade de 10,1 umolacr.min™!.mgpror
1. Estes resultados confirmam a necessidade de qualquer estratégia de remogdo de 4gua (reator

aberto) para evitar possivel perda do desempenho catalitico da lipase apos reagdes em batelada

consecutivas.

Figura 7 - Testes de reuso apos sucessivas reagdes de esterificagao de AGL de OSU e 6leo fusel
conduzidos em reator fechado e aberto catalisado por ET2.0 imobilizada em esferas
PSty-DVB. As reagdes foram a 40°C, 240 rpm, razao estequiométrica AGL:6leo fusel

1:1) e concentracdo proteica de S mg.g~' da mistura reacional.
p 28
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Fonte: Mattos et al., 2023.

4.3.4 Epoxidagado in situ de ésteres monoalquilicos

Neste estudo, o processo de epoxidacao in situ foi realizado em condi¢des experimentais
fixas utilizando ésteres monoalquilicos produzidos via esterificagdo enzimatica em reatores
fechados ou abertos. A introdugdo de oxigénio oxirano em suas estruturas quimicas foi

determinada de acordo com métodos padronizados e os resultados estdo descritos na Tabela 3.
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E possivel observar um perfil de epoxidagdo semelhante para ambas as amostras (produgio de
EMA em reatores abertos ou fechados). O valor indice iodo (II) para 0o EMA diminuiu de 110
g por 100 g de ésteres a 73 gp por 100 g de ésteres, o que corresponde a uma conversao de
ligacdes de insaturacdo em anéis epoxi (X) em torno de 33%. De acordo com a Fig. 6, a cor das
misturas reacionais tornou-se mais escura e alaranjada, confirmando a modificagdo quimica dos
¢ésteres produzidos. Essa conversao parcial de ligagdes duplas em grupos epoxi pode ser devida
a presenca de AGL nao convertidos em sua composi¢do, confirmada pelos valores iniciais de
IA entre 5,3 € 5,8 mkon.g™!, que reduz o processo de epoxidacio (THUY & LAN, 2021). Nessas
condi¢des, o teor experimental de oxigénio epoxi (OOC.y.) foi de 1,75-1,78%. Esses valores
correspondem a apenas 27% do teor tedrico de oxigénio epoxi (OOCreor.) —cerca de 6,5%. Estes
resultados mostram também que este processo exibiu alta seletividade (acima de 0,8), sugerindo
baixa reagdo de abertura do anel em tais condi¢des, de acordo com relatos anteriores (THUY &

LAN, 2021; JADHAV et al., 2021).

Tabela 2 - Propriedades quimicas do 6leo de soja usado (OSU), ésteres monoalquilicos (EMA)

e ésteres monoalquilicos epoxidados (EMAE) produzidos.

EMA*® EMAE®
Propriedades ~ Unidades

Reator aberto Reator fechado Reator aberto Reator fechado

IIe gpporl00g 110,2+1,7 109,8 +1,1 73,5+0,9 72,6 £1,4
x4 % - - 33,3 33,9
IA © mkon.g ! 5,1+0,3 58+0,3 7,1 +£0,4 7,3+0,2
OOCreor. " % - - 6,50 6,47
OOCexp & % - - 1,75 £ 0,01 1,78 £ 0,03
ROC™ % - - 26,9 27,5
S Adimensional - - 0,81 0,81

a ésteres monoalquilicos; ® ésteres monoalquilicos epoxidados; ¢ indice de iodo; ¢ percentual de conversio relativa;
¢ indice de acidez; f porcentagem tedrica maxima de oxigénio; & porcentagem experimental maxima de oxigénio;
b b s

h porcentagem relativa de conversdo em oxirano; ' seletividade.
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Figura 8 - Fotografia das amostras de 6leo de soja usado (OSU ou USCO em inglés), ésteres
monoalquilicos (EMA ou MAE em inglés) e ésteres monoalquiilicos epoxidados
(EMAE) para a etapa de esterificagao (producdo de EMA) realizada em reator aberto
(A) e fechado (B).

(A)

B)

Fonte: Mattos et al., 2023.

4.3.5 Andlise de '"H RMN

Os espectros de 'H RMN do éleo fusel, OSU e seus derivados como AGL, EMA e
EMAE sao mostrados na Figura 7. Todas as amostras apresentaram um sinal intenso em 1,13—
1,17 ppm caracteristico de hidrogénios de grupos metil terminais (—CH3). Os sinais a 1,49-1,58
ppm de hidrogénios dos grupos metileno alifaticos (—-CH>—) e a 2,06-2,11 ppm para hidrogénios
alilicos (-CH,—CH=CH-), 2,85-2,95 ppm para hidrogénios bis-alilicos (-~ CH=CH-CH>—
CH=CH-) ¢ a 5,24-5,38 ppm de hidrogénios ligados ao carbono sp2—olefinico (—CH=CH-)
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de acidos graxos insaturados sdo caracteristicas de OSU e seus derivados (AGL, EMA e
EMAE) . Os sinais entre 4,10 e 4,40 ppm na estrutura quimica do OSU referem-se a atomos de
hidrogénio da porg¢ao glicerol que desapareceram apos a etapa de hidrolise (ver espectro AGL).
Isso confirma a hidrolise completa do OSU (1% etapa - ver Figura 3), de acordo com o método
titulométrico. Um pico caracteristico de 3,85 ppm no espectro do 6leo fusel refere-se ao
hidrogénio metilénico ligado ao grupo hidroxila (-CH>—OH). Observa-se o aparecimento de
um sinal intenso entre 4,23 e 4,30 ppm, caracteristico do hidrogénio ligado ao carbono proximo
ao grupo éster oxigénio (—COOCH2-), o que evidencia a producao de ésteres monoalquilicos
(EMA) via esterificagdo enzimatica (2* etapa ), conforme mostrado na Figura 4. Apds a
epoxidagdo (3% etapa - producdo de EMAE), foi observada uma diminuic¢do na intensidade do
sinal caracteristico de hidrogénios olefinicos (—-CH=CH-) em 5,24-5,38 ppm devido a
conversdo parcial de ligagdes insaturadas em grupos epoxi. De fato, um ligeiro aumento na
intensidade dos sinais sobrepostos em 1,67 ppm (hidrogénio dos grupos metileno adjacentes ao
anel epoxi: -CH,—CHOCH-) e 2,85-3,25 ppm (atomos de hidrogénio dos grupos epoxi: —
CHOCH-) devido a introducdo desses grupos epoxi na estrutura quimica do EMA também
pode ser observada. Esses resultados confirmam a formacdo de ésteres monoalquilicos
epoxidados (EMAE) por meio de um processo de trés etapas.

Com base nesses resultados, foi proposto um esquema ilustrativo de producao de EMAE
por um processo de trés etapas, conforme mostrado na Figura 8. Esse processo consiste em: (i)
hidrolise enzimética de OSU, (ii) esterificacdo enzimatica do produto AGL insaturado com
alcool isoamilico, principal alcool monoalquil presente na composi¢do do 6leo fusel, e (iii)
epoxidacdo parcial via conversdao de ligacdes insaturadas na estrutura quimica do EMA

produzido em grupos epoxi.
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Figura 9 - Espectros de '"H NMR de 6leo fusel, 6leo de soja usado (OSU) e seus derivados —
acidos graxos livres (AGL), ésteres monoalquilicos (EMA) e ésteres monoalquilicos

epoxidados (EMAE).
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Fonte: Mattos et al., 2023.

Figura 10 - Esquema ilustrativo da producdo de ésteres monoalquilicos epoxidados (EMAE) a

partir de dleo de soja usado (OSU) e 6leo fsel por um processo de trés etapas.
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Fonte: Mattos et al., 2023.
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4.4 CONCLUSAO

Neste estudo, um processo de trés etapas (hidrolise, esterificagdo e epoxidagdo) foi
proposto para produzir ésteres monoalquilicos epoxidados usando matérias-primas renovaveis
e de baixo custo, como 6leo de soja usado (OSU) e 6leo fusel. De acordo com os resultados, a
hidrélise completa do OSU foi alcangada ap6és 3 h de reagdo conduzida na auséncia de
emulsificantes e agentes tampao catalisados por uma lipase nao especifica (LCR). Os AGL
produzidos foram utilizados como materiais de partida para a producdo de ésteres
monoalquilicos via esterificagdo direta com o6leo fusel realizada em um processo
ecologicamente correto (sistema isento de solventes organicos). Neste conjunto de
experimentos, o desempenho catalitico da lipase soluvel Eversa® Transform 2.0 foi comparado
com sua forma imobilizada (adsor¢do fisica sobre suporte hidrofobico — esferas de
poli(estrireno-divinilbenzeno). Valores maximos de conversdo de AGL e produtividade foram
obtidos com lipase imobilizada devido & melhor acessibilidade e partigdo dos materiais de
partida ao microambiente do biocatalisador. Nesta etapa, diferentes estratégias para eliminar
moléculas de dgua geradas durante a reagdo de esterificagdo também foram avaliadas. De
acordo com os resultados, a porcentagem maxima de conversdo de AGL de 73,5 + 0,4% foi
observada apds 45 min de reacdo realizada em reator fechado. Por outro lado, a reagdo de
esterificacdo em um reator aberto exibiu uma conversao maxima de AGL de 64,3 + 2,3% ap0s
apenas 30 min de reacdo. Testes de reuso mostraram que reacdes de esterificacdo conduzidas
em reator aberto retiveram cerca de 82% da atividade original do biocatalisador heterogéneo
apos esterificagdo em oito bateladas. Estes resultados confirmam a necessidade de uma
estratégia simples de eliminacdo de dgua via evaporagdo a pressdo atmosférica para evitar a
perda da atividade catalitica da lipase imobilizada apods sucessivas reagdes em batelada. A
epoxidacao in situ dos ésteres produzidos usando acido formico como catalisador homogéneo
resultou em uma conversao maxima de ligagdes duplas em grupos epoxi em torno de 33% sob
condi¢des experimentais fixas, o que foi confirmado por métodos padrdo e analise de RMN.
Estes resultados mostram que o processo proposto pode ser uma abordagem promissora para a
producao de produtos valiosos (EMA e EMAE) para industrias oleoquimicas. Além disso, este
estudo oferece novas possibilidades para investigar a influéncia de certos parametros no
processo de epoxidagdo in situ usando varios catalisadores, incluindo a lipase imobilizada
Eversa® Transform 2.0, uma enzima estavel e de baixo custo. Estudos adicionais também devem
ser realizados utilizando ésteres monoalquilicos ndao (EMA) e epoxidados (EMAE) como

plastificantes potenciais na produgdo de filmes flexiveis de policloreto de vinila (PVC).
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos demonstram que o processo desenvolvido em etapas sequenciais
para a produgdo de ésteres monoalquilicos epoxidados (EMAE) a partir de 6leo de soja usado
(OSU) e oleo fusel apresenta um potencial promissor para a obtengao de oleoquimicos de alto
valor. A conversdo observada nas trés etapas do processo indicaram eficiéncia e destacaram a
viabilidade técnica dessa abordagem. A hidrolise enzimatica do OSU para a obtengao de acidos
graxos livres (AGL) foi realizada com sucesso utilizando a lipase nao especifica de Candida
rugosa (LCR). Na etapa seguinte, a esterificacdo dos AGL utilizando a lipase Eversa®
Transform 2.0 (ET 2.0) imobilizada em esferas de poli(estireno-divinilbenzeno), sendo avaliada
com diferentes estratégias de remog¢ao de dgua, resultaram em uma 6tima conversao de ésteres
monoalquilicos (EMA) (64,3 + 2,3% ap6s 30 minutos de rea¢dao em reator aberto e 73,5 + 0,4%
apos 45 minutos de reacao em reator fechado). Além disso, o biocatalisador ET 2.0 imobilizado
demonstrou uma boa reusabilidade, aproximadamente 82% da atividade original apos oito
reacgoes sucessivas de esterificacdo em batelada realizadas em reator aberto. Por fim, os ésteres
monoalquilicos epoxidados (EMAE) foram obtidos com sucesso, utilizando o processo quimico
classico de Prilezhaev com peroxido de hidrogénio e 4acido formico. Os resultados
demonstraram que o processo proposto ¢ capaz de produzir ésteres monoalquilicos epoxidados
(EMAE) com uma conversao significativa das ligacdes insaturadas em grupos epoxi. Essa
abordagem oferece vantagens, como a utilizacdo de novas matérias-primas renovaveis e de
baixo custo (OSU e o6leo fusel), além da aplicacdo de biocatalisadores imobilizados que
apresentam reusabilidade satisfatoria. Portanto, esse estudo contribui para o desenvolvimento
de métodos sustentaveis e economicamente viaveis para a producdo de oleoquimicos de alto
valor, além de promover a obten¢do de uma nova classe de compostos com pontencial para

diversas aplicagdes.
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