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RESUMO - O presente estudo reporta a producdo de biolubrificantes por
hidroesterificacdo a partir do 0leo da polpa de macauba. Os ésteres foram obtidos por
sequencial hidrolise mediada por extrato enzimatico de sementes dormentes de mamona
(producao de acidos graxos livres — AGL), seguido da esterificacdo dos AGL purificados
com diferentes alcoois em meio de heptano catalisada por lipase de Thermomyces
lanuginosus (LTL) imobilizada por adsorcao fisica em particulas de poli-hidroxibutirato
(PHB). Hidrdlise total do 6leo de macauba, otimizada por delineamento experimental
completo “estrela rotacional”, foi alcancada na razdo massica 6leo:tampdo de 35% m/m,
35°C e 6% m/m de biocatalisador apds 110 min de reacdo. Diferentes alcoois foram
testados na esterificacdo de AGL purificados (razdo equimolar alcool:AGL) e méaxima
conversdo em éster (*92%) foi obtida para a reacdo com hexanol (750 mM de cada
reagente) apds 15 min de reacdo. O biocatalisador foi altamente ativo apés oito bateladas
consecutivas de esterificacéo.

1. INTRODUCAO

O mercado internacional de lubrificantes foi de 40,55 milhdes de toneladas em 2012 e a
projecao é de gue o crescimento anual seja de 2,3%, com estimativa de 43,9 milhdes de toneladas em
2017. No Brasil, o consumo de lubrificantes cresceu 33% durante o periodo de 2004 a 2012, atingindo
1,23 milhdo de toneladas em 2012 (IHS, 2014). Estes compostos tém sido amplamente empregados
como lubrificantes automotivos e fluidos hidraulicos. Entretanto, cerca de 50% destes lubrificantes
sdo descartados no meio ambiente por meio de vazamentos, descartes inadequados, emulsfes 6leo-
agua, gases de exaustdo de componentes, etc (Akerman et al., 2011). Alguns sdo resistentes a
biodegradacao, representando uma ameaca ao meio ambiente. Além disso, 0 aumento dos pre¢os no
mercado internacional e a crescente conscientizacdo ecoldgica da sociedade tém conduzido a procura
de alternativas sustentaveis aos lubrificantes minerais (Chowdhury et al., 2013; 2014).

Os triacilglicerois (6leos vegetais, gorduras animais e 6leos residuais) tém-se mostrado uma
alternativa bastante promissora na substitucdo de 6leos minerais convencionais para a producdo de
lubrificantes, pois sdo estruturalmente semelhantes aos hidrocarbonetos de origem fossil e com
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caracteristicas de serem renovaveis, ndo-toxicos e ecologicamente corretos (Chowdhury et al., 2013;
2014). Nos ultimos anos, tem havido uma crescente demanda por lubrificantes ambientalmente
“corretos” a partir de triacilglicerois de diferentes fontes, principalmente 6leos vegetais. Apesar dos
0leos vegetais serem muito similares aos lubrificantes minerais, estes compostos apresentam algumas
desvantagens como elevada sensibilidade a hidrolise e a oxidacdo em elevadas temperaturas e
solidificacdo em baixas temperaturas e, consequentemente, a sua aplicacdo se torna limitada
(Akerman et al., 2011). Um dos fatores responsaveis pela instabilidade quimica dos 6leos vegetais é a
elevada reatividade da molécula de glicerol existente na estrutura quimica dos triacilglicerois
(Gryglewicz et al., 2003).

A modificacdo quimica por reacdes de esterificacdo e transesterificacdo tem sido amplamente
empregada com o intuito de superar estas limitacdes (Akerman et al., 2011; Chowdhury et al., 2013;
2014). Estas modificacdes permitem a producéo de lubrificantes com excelentes propriedades fisico-
quimicas e elevada biodegradabilidade em condicGes aerdbias e anaerdbias (Akerman et al., 2011).
Dentre os diferentes processos de modificacdo de triacilglicerois, a hidroesterificacdo, um processo
que consite de hidrolise de triacilglicerois na producdo de concentrados de AGL, seguida de
esterificacdo com diferentes alcoois, tem mostrado ser uma estratégia na producéo de biolubrificantes
a partir de 6leos com elevada concentragédo de acidos graxos livres (Chowdhury et al., 2013; 2014).

Neste contexto, 0 objetivo deste projeto consiste na producédo de biolubrificantes a partir de 6leo
ndo refinado da polpa de macauba por hidroesterificacdo empregando o extrato enzimatico bruto de
sementes dormentes de mamona como biocatalisador na etapa de hidrélise, seguido da esterificacao
de AGL purificados com diferentes alcoois (alcool isoamilico, 2-etil-hexanol e hexanol) mediada por
biocatalisador preparado a partir da imobilizacado de LTL em particulas de PHB.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Materiais

Sementes dormentes de mamona foram adquiridos da BRSeed Producdo e Comércio de
Sementes (Aracatuba/SP). Lipase de Thermomyces lanuginosus foi adquirida comercialmente da
Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO, EUA). Particulas hidrofobicas de poli-hidroxibutirato (PHB) (area
superficial de 17 m?/g e diametro de poro de 3,1 nm) foram adquiridos da PHB Industrial (S&o
Paulo/SP). Oleo de macatba com acidez de 7,7 mg KOH/g de 6leo foi adquirido da Paradigma Oleos
Vegetais Ltda. (Carmo do Parnaiba/MG). Alcoois isoamilico, 2-etil-hexanol e 1-hexanol foram
adquiridos da Sigma-Aldrich Co. Todos os outros reagentes empregados foram de grau analitico
adquiridos das empresas Vetec Quimica e Synth (Sdo Paulo/SP).

2.2. Preparacao de biocatalisadores

Extrato enzimatico bruto de sementes dormentes de mamona: A preparacdo do extrato
enzimatico foi realizada conforme metodologia descrita por Santos et al. (2013). As sementes foram
descascadas, trituradas em moinho de facas e incubadas em acetona a frio para a extragdo do 6leo e o
extrato bruto obtido foi empregado como biocatalisador nas reagfes de hidrdlise do 6leo de macauba.
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Imobilizacdo de LTL em PHB por adsorcéo fisica: A imobilizacdo da lipase em PHB foi
realizada em tampdo fosfato de s6dio pH 7,0 (5 mM) por oferecendo carregamento de proteina de 40
mg/g de suporte (Miranda et al., 2014). A suspensdo suporte:solucdo enzimatica (relacdo 1:20) foi
mantida por 12 h a 25°C sob agitacdo em shaker (200 rpm). Ao final, o biocatalisador preparado foi
filtrado e lavado com &gua destilada. O biocatalisador preparado exibiu atividade hidrolitica (hidrélise
do azeite de oliva emulsificado) e concentracdo de proteina imobilizada de 1240 + 30 Ul/g e 24,7 +
1,1 mg/g de suporte, respectivamente (Miranda et al., 2014).

2.3. Otimizagdo da hidrdlise enzimética do 6leo de macauba por delineamento
experimental

Na hidrolise do 6leo de macauba mediada por extrato enzimatico bruto de sementes dormentes
de mamona, foi proposto um delineamento experimental completo “estrela rotacional” para melhor
entendimento da influéncia individual das variaveis estudadas e de suas interagdes na reacdo de
hidrolise. Os parametros avaliados foram a razdo massica Oleo:tampdo, temperatura de reacdo e
concentracdo de biocatalisador. Como variavel resposta foi considerada a porcentagem de hidrolise,
determinada de acordo com Santos et al. (2013). Os resultados obtidos foram analisados empregando
0 software Statistica versdo 7.0. As reacdes de hidrolise foram conduzidas em frascos contendo 50 g
de meio (6leo + tampéo acetato pH 4,5 — 100 mM) sob vigorosa agitacdo mecénica (1000 rpm) por 30
min de incubagdo. Apos este estudo, foram realizados ensaios adicionais de hidrélise do 6leo de
macauba variando a velocidade de agitagdo (100-1500 rpm) e concentracao de ions calcio (0-10 mM).
Em condicdes otimizadas, a hidrolise do 6leo de macaiba foi conduzida por um periodo méaximo de
120 min para verificar o tempo minimo requerido para obter maxima porcentagem de hidrélise.

2.4. Purificacdo dos acidos graxos livres

Um excesso de hexano (relacdo 1:2 v/v) foi adicionado a mistura reacional. A mistura foi entéo
centrifugada a 5000 rpm e 25 °C por 20 min. A fase superior, que consistiu de uma mistura de hexano
e AGL, foi separada da fase aquosa (glicerol, biocatalisador e solucdo tampé&o), na parte inferior. A
fase organica foi filtrada a vacuo e o solvente foi removido por evaporador rotativo. Finalmente,
sulfato de sddio anidro foi adicionado aos AGL previamente purificados para a remocao de tragos de
moléculas de agua.

2.4. Sintese enzimatica de ésteres (biolubrificantes) por esterificacdo em meio
organico

A reacdo de esterificacdo dos AGL purificados com diferentes alcoois (&lcool isoamilico,
hexanol e 2-etil-hexanol) foi conduzida em meio de heptano, empregando razdo molar AGL.:alcool
(1:1), de acordo com metodologia previamente descrita por Miranda et al. (2014). A solucdo de
substrato (10 mL) foi incubada com 1,6 g de biocatalisador preparado por imobilizacdo de LTL em
PHB. As reacdes foram conduzidas a 32,5 °C por um periodo maximo de 30 min sob agitacdo
continua em shaker (200 rpm). A porcentagem de conversdo em éster foi estimada por determinagao
da concentragdo de AGL residual por titulagdo com solucdo de NaOH (20 mM), utilizando
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fenolftaleina como indicador (Miranda et al., 2014). Todos os experimentos foram realizados em
triplicata. Reagdes controle foram também realizados por incubacdo de particulas de PHB nas
mesmas condic¢des de ensaio. Sob estas condi¢bes, ndo foi observado consumo de AGL apds 30 min
de incubacdo. Testes de estabilidade operacional (8 bateladas consecutivas de 15 min cada) também
foram conduzidos para o sistema reacional com maxima atividade de esterificacdo nas mesmas
condigdes reacionais acima descritas. Ao final de cada batelada, o biocatalisador foi removido por
filtracdo a vacuo e lavado com heptano a frio para a remocéo de substratos ndo convertidos e produtos
da reagdo adsorvidos no microambiente do biocatalisador e incubado em uma nova solugéo de
susbtrato.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Otimizacgao da producéo de AGL por hidrdlise enzimatica

A producdo de AGL a partir da hidrélise enzimética do 6leo de macaidba foi mediada por
extrato enzimatico bruto de sementes dormentes de mamona, um biocatalisador de baixo custo e com
elevada atividade hidrolitica. A escolha do biocatalisador foi baseada em estudos anteriores visando a
producdo de AGL a partir de diferentes Oleos vegetais (Santos et al., 2013). As reacdes foram
realizadas em tampao acetato de sédio pH 4,5 (100 mM). Sob estas condicdes, o biocatalisador exibe
méaxima atividade hidrolitica (Santos et al., 2013).

No presente estudo, foi proposto um planejamento fatorial completo “estrela rotacional” para
verificar os parametros que influenciam significativamente a hidrdlise enzimatica do 6leo de
macauba. A Tabela 1 mostra as variaveis independentes e 0s niveis codificados e originais, bem como
os valores experimentais e preditos de porcentagem de hidrdlise. Os resultados sumarizados na Tabela
1 indicam que a percentagem de hidrélise variou entre 11,5 (ensaios 12 e 13) e 40% (ensaio 10) apos
30 min de reacdo. Estes resultados também revelam boa correspondéncia entre os valores
experimentais e preditos, o que implica que o modelo empirico proposto pode ser empregado para
descrever adequadamente a relacéo entre as variaveis e a resposta (percentagem de hidrolise).

Os resultados da Tabela 1 foram utilizados para estimar os efeitos principais variaveis e as suas
interacdes. A andlise estatistica mostrou efeitos significativos para os termos lineares de razéo
massica Oleo:tampdo (x;), temperatura de reacdo (Xz) e concentracdo de biocatalisador (x3) e 0s
termos quadraticos de temperatura de reacdo (x,?) e concentragdo de biocatalisador (xs%) a 95% de
nivel de confianca. Os coeficientes relativos aos efeitos nao significativos foram excluidos do modelo.
A equacdo 1 representa os dados experimentais obtidos na Tabela 1, cuja porcentagem de variacdo
explicada (R?) foi de 94,44%.

Hidrolise (% )=37.16+2.86x, —3.10x, — 6.67x,” +4.59x, —4.97x,’ (1)

Em que: X1, X2 e X3 representam os valores codificados para a razdo massica 6leo:tampéo, temperatura
de reagéo e concentracdo de biocatalisador, respectivamente.
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Tabela 1 — Planejamento experimental para a hidrolise do 6leo de macalba catalisada por lipase de
sementes dormentes de mamona em reator tanque-agitado

Ensaios Variaveis codificadas (originais) Hidrdlise (%)
Razdo méassica Temperaturade Biocatalisador Valor Valor
6leo:tampéo reacao (% m/m) experimental predito
(% m/m) (°C)
1 -1 (20) -1 (30) -1 (3) 214+13 21,2
2 +1 (40) -1 (30) -1 (3) 30,3+21 26,9
3 -1 (20) +1 (45) -1 (3) 175+£0,6 15,0
4 +1 (40) +1 (45) -1 (3) 23,1+15 20,7
5 -1 (20) -1 (30) +1 (7) 33,8+£35 30,3
6 +1 (40) -1 (30) +1 (7) 36,1+0,5 36,1
7 -1 (20) +1 (45) +1 (7) 219+1,3 24,1
8 +1 (40) +1 (45) +1 (7) 32,1+26 29,9
9 -1,68 (13,2) 0 (37,5) 0 (5) 329+15 32,3
10 +1,68 (46,8) 0 (37,5) 0 (5) 40,1+1,9 42,0
11 0 (30) -1,68 (24,9) 0 (5) 20,7+1,1 23,5
12 0 (30) +1,68 (50,1) 0 (5) 11,6 £0,8 13,1
13 0 (30) 0 (37,5) -1,68 (1,64) 11,7+11 15,4
14 0 (30) 0 (37,5) +1,68 (8,36) 30,2+0,9 30,8
15 0 (30) 0 (37,5) 0 (5) 37,2+11 37,2
16 0 (30) 0 (37,5) 0 (5) 37,4+£0,7 37,2
17 0 (30) 0 (37,5) 0 (5) 36,5+0,8 37,2
18 0 (30) 0 (37,5) 0 (5) 35,3+26 37,2

Maxima porcentagem de hidrélise do dleo de macauba foi alcangada a 35 °C e nos niveis
méaximos de razdo massica 0leo:tampéo (46,8% em massa de 6leo) e concentracdo de biocatalisador
de 6% m/m apds 30 min de reacdo sob vigorosa agitacdo (1000 rpm), condicdes determinadas pela
andlise das superficies de resposta geradas pelo modelo proposto. Para a validacdo do modelo
proposto, foi realizada a hidrélise do 6leo de macaiba em triplicata sob as condicdes experimentais
descritas acima para verificar o modelo proposto, determinada pela aplicacdo da equacdo de
regressao (Eg. 1). O valor predito pelo modelo foi de 42,1% e o experimental foi de 42,5 + 3,1% em
30 min de reacdo. Os resultados indicam que o modelo gerado permitiu uma previsdo adequada da
producdo de AGL por hidrélise enzimatica do 6leo de polpa de macauba.

Em seguida, foi verificada a influéncia da velocidade de agitacdo na porcentagem de hidrdlise
do 6leo nas condigcdes experimentais previamente otimizadas. De acordo com a Figura 1, o aumento
da velocidade de agitacdo aumentou significativamente a porcentagem de hidrolise até 1000 rpm.
Entretanto, acima de 1000 rpm ndo foi observado um aumento na porcentagem de hidrélise. Com
base nestes resultados, a velocidade de agitagdo de 1000 rpm foi suficiente para permitir uma boa
difusdo de goticulas de 6leo do meio reacional para o microambiente do biocatalisador (extrato
enzimatico bruto).
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Figura 1 — Influéncia da velocidade de agitacdo  Figura 2 — Perfil cinético de hidrolise enzimética
na porcentagem de hidrolise do 6leo de macauba do dleo de macauba em diferentes razbes
mediada pelo extrato enzimatico bruto. massicas 0leo:tampao.

Nas condicdes otimizadas, foi realizada a hidrélise enzimatica do Oleo de macauba em
diferentes razbes massicas 6leo:tampdo, como mostrada na Figura 2. As reacfes foram conduzidas
por um periodo maximo de 2 h sob vigorosa agitacdo (1000 rpm). Na razdo massica de 46,8% m/m,
previamente selecionada pelo delineamento experimental, maxima percentagem de hidrolise foi de
74,1 £ 1,5% apo6s 100 min de reacdo. Deste modo, reacdes com menor concentracdo de 6leo na
solucdo de substrato foram conduzidas. De acordo com a Figura 2, foi possivel verificar que a 40%
m/m foi observada maxima percentagem de hidrolise de 87,0 + 1,8%, ap6s 120 min de reacdo.
Entretanto, total hidrélise do 6leo vegetal foi alcancada somente para a reacdo realizada na razdo
massica Oleo:tampdo de 35% m/m. Esta reducdo na percentagem de hidrolise por aumento da
concentracdo de Oleo é creditada pelo aumento da concentracdo de AGL na interface 6leo/agua que
promove possiveis alteracdes do estado de ionizacdo da enzima, afetando, portanto, a sua atividade
catalitica (Santos et al., 2013). Com base nestes resultados, a hidrolise enzimética do 6leo de macauba
para a producdo de concentrados de AGL pode ser eficientemente realizada na razdo massica de 35%
nas condicdes experimentais anteriormente otimizadas pela metodologia de superficie de resposta.

3.2. Producdo de biolubrificantes por reacéo de esterificacdo mediada por lipase
microbiana imobilizada em particulas de PHB

Como mostrado acima, 0 extrato enzimatico bruto de sementes dormentes de mamona
apresentou alta atividade catalitica em reacfes de hidrdlise de Oleo vegetal. Entretanto, estudos
preliminares realizados em nosso laboratorio demonstraram a sua baixa atividade catalitica em
reacbes em meio organico como transesterificacdo e esterificagdo (dados ndo mostrados).
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Consequentemente, um biocatalisador alternativo preparado pela imobilizacdo de LTL por adsorcéo
fisica em particulas hidrofébicas de PHB foi testado na producdo de ésteres alquilicos
(biolubrificantes) por esterificacdo direta de AGL e diferentes alcoois em meio organico. Estudos
mostram a sua elevada atividade catalitica em reacOes de esterificacdo (Miranda et al., 2014).
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Figura 3 — Perfil cinético de producdo de ésteres Figura 4 — Estabilidade operacional de LTL
de hexila por esterificacdo em meio de heptano  imobilizada em PHB em bateladas consecutivas
mediada por LTL imobilizada em PHB em de producéo de ésteres de hexila em meio de
diferentes concentracdes de reagentes. heptano.

Neste estudo, ésteres alquilicos foram produzidos por esterificagio de AGL com alcoois
isoamilico, 2-etil-hexanol e 1-hexanol em diferentes concentracdes. As reaces foram realizadas em
razdo molar alcool:AGL (1:1) a 32,5°C, sob agitacdo em shaker (200 rpm) por 30 min de reacdo
empregando 16% m/m de biocatalisador (Miranda et al., 2014). A aplicacdo de alcool isoamilico e 2-
etil-hexanol resultou em maxima porcentagem de esterificacdo da ordem de 85 e 70%,
respectivamente (dados ndo mostrados). Entretanto, maxima conversdao em ésteres (92,4 + 0,4%) foi
alcancada apds 15 min de reacdo empregando 1-hexanol como aceptor acila (Figura 3). As reacdes
realizadas com concentracdes de reagentes <750 mM exibiu similar conversdo. Entretanto, a reacao
conduzida a 1000 mM resultou em uma ligeira reducdo da porcentagem de esterificacdo devido ao
aumento da acidez no sistema reacional que reduz a atividade catalitica do biocatalisador (Miranda et
al., 2014). Testes de estabilidade operacional também foram realizados em consecutivos ciclos de
esterificacdo de AGL e 1-hexanol a 750 mM de cada reagente em meio de heptano. A Figura 4 mostra
que o biocatalisador preparado ndo apresentou perda de sua atividade catalitica ap0s oito sucessivos
ciclos de esterificacdo. De acordo com estes resultados, é possivel observar que o biocatalisador
testado (LTL imobilizada em PHB) é um biocatalisador altamente promissor na producdo de
compostos de interesse industrial como ésteres de hexila (biolubrificantes).
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5. CONCLUSOES

No presente trabalho, foi proposta uma promissora estratégia na producdo de biolubrificantes
por hidroesterificagdo do 6leo de macautiba. O processo consistiu em uma etapa sequencial de hidrolise
da oleaginosa, utilizando um biocatalisador de baixo custo e altamente ativo a partir de sementes
dormentes de mamona para produzir concentrado de AGL, seguido pela esterificacdo enzimatica dos
AGL com hexanol em meio de heptano mediada por lipase microbiana imobilizada em suporte
hidrofébico, biodegradavel e de baixo custo (PHB). O processo sequencial forneceu ~92% de
conversdo em ésteres hexilicos (biolubrificantes) apds 2 h de reacdo, mostrando ser um processo
bastante atrativo para a obtencdo de compostos de interesse industrial como biolubrificantes.
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