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RESUMO - A producédo de éster a partir de 6leo vegetal é realizada nas mais
variadas escalas com possibilidade de se obter rendimentos apreciaveis, no
entanto, somente a analise da cinética de reacdo por meio de um modelo
fundamentado nas velocidades elementares das reacdes que constituem o
mecanismo do processo pode determinar as etapas limitantes da reacao e assim,
permitir o desenvolvimento de melhorias na selec@o das condic¢des dos processos
estudados. O ajuste desse modelo aos dados experimentais de producéo de éster
do oleo de canola catalisada por lipase de Burkholderia cepacia imobilizada em
silica com a superficie modificada, mostrou que duas etapas limitam o
desenvolvimento reacional. A primeira limitacdo cinética ocorre na conversao de
triacilglicerdis em éster e diacilglicerdis. Ja a segunda limitacdo ocorre na Gltima
etapa de reacdo do processo, a conversao dos monoacilglicerdis em ésteres. Os
resultados mostraram que as etapas limitantes da reacdo ocorrem quando héa
mudancas de polaridade.

1. INTRODUCAO

O uso de enzimas em reacles tem atraido a atencdo por exibirem alta atividade,
permitirem alcancar rendimentos elevados mesmo em condi¢Ges brandas de reacdo. No
entanto, as maiores desvantagens desses biocatalisadores sdo a estabilidade, capacidade de
reutilizacdo e precos elevados. Desde muito tempo a imobilizagdo em suportes solidos tem
sido a forma mais eficiente de superar esses inconvenientes (Jaeger et al., 1999; Zhou et al.,
2012). Mas recentemente 0s usos de materiais mesoporosos formados principalmente por
silica indicam incrementos importantes quanto ao aumento de atividade e estabilizacdo das
enzimas, principalmente as lipases.

Essas enzimas séo utilizadas como biocatalisadores para a hidrdlise do éster, alcoolise,
acidalise, aminolise e interesterificagdo em varias aplicagfes. Sugere-se que a limitacdo a
transferéncia de massa € um dos fatores que possui maior influéncia no rendimento uma vez
que as lipases sdo ativas na interface dos substratos (Jaeger et al., 1999; Noureddini e Zhu,
1997; Slinn e Kendall, 2009). A melhora tanto do rendimento quanto da qualidade da sintese
de éster pode ser obtida estudando a cinética dessa reacdo, além de indicar as etapas
limitantes da reacdo (Yahya et al., 1998).

Diante das informacdes, as equacdes matematicas obtidas a partir do desenvolvimento
de um modelo de velocidades elementares de reacdo foram empregadas para avaliar o
rendimento em éster e as concentragdes dos tri, di, mono acilglicerdis presentes no meio
reacional uma vez que existem uma dindmica na concentracdo desses compostos ao longo
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dos seis ciclos de reutilizacdo do biocatalisador utilizado na producdo de éster do 6leo de
canola e etanol catalisado por lipase de Burkholderia cepacia imobilizada em silica de
porosidade controlada modificada com octadecil-tri-metoxi-silano.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Materiais

A enzima lipase de Burkholderia cepacia e octadecil-tri-metoxi-silano com 90% de
pureza foram adquiridas da Sigma Co, St. Louis, MO, EUA. O etanol absoluto P.A.
empregado foi da marca Merck. A silica de porosidade controlada foi fornecida pela
Corning Glass Works, EUA (Corning, NY).

2.2. Ativacdo da superficie da silica

A reagdo de silanizagédo foi conduzida a temperatura de 60 °C em um reator agitado a
180 rpm num banho termo estatizado com agitador orbital. 10 g de silica de porosidade
controlada com umidade de 0,4 % em relacdo a massa da particula foi adicionada a um
reator de 205 mL ligado a condensador, 24 mL de etanol foi adicionado. A reacdo foi
iniciada com adicdo de 1,2 mL de octadecil-tri-metoxi-silano com 90 % de pureza. O tempo
total de reacdo foi de 3 horas. Ainda quente o material foi filtrado e enxaguado por duas
vezes com 50 mL de etanol absoluto e 2 vezes com 0 mesmo volume de dgua ultra pura. O
material entdo foi levado a estufa para secagem por 24 horas a 105 °C. Logo que seco 0
material foi acondicionado em dessecador para as etapas de imobilizacéo.

2.3. Imobilizacdo da lipase

Em um tubo de ensaio, 3 g da solucdo sélida de lipase de Burkholderia cepacia foi
homogeneizada em 10 mL de hexano a temperatura ambiente em vortex a baixa velocidade.
Outro tubo de ensaio 5 g de silica de porosidade controlado modificada com octadecil-tri-
metoxi-silano foi adicionado e rapidamente vertido no tubo contendo a solucdo enzimética
em fase organica. Em seguida, ap6s homogeneizagdo o tubo de ensaio foi acondicionado
dentro de um dessecador e com a aplicacdo controlada de vacuo evaporou-se todo o
solvente. Quando nenhuma gota de solvente pode ser identificada, aplicou-se vacuo intenso.
O biocalisador ficou armazenado por 2 dias até que os primeiros testes fossem realizados.
Todas as metodologias foram realizadas em duplicata.

2.4. Reacdo de transesterificacao

Os ensaios para a sintese de ésteres etilicos foram conduzidos em reatores de 50 mL,
acoplados a condensadores. Os reatores e condensadores foram mantidos em temperatura e
agitacdo constantes utilizando banhos termostatizados e agitadores magnéticos. A condi¢do
de operacdo dos ensaios foi temperatura de 40 °C, 1 g de biocatalisador e razdo molar 6leo:
alcool de 9:1 com o tempo de reacdo monitorado de (0 - 72 horas) com retiradas das
amostras em tempos pré-determinados. Apds o tempo de 72 horas o biocatalisador foi
recuperado por filtragdo a vacuo, lavado com hexano, seco e logo em seguida adicionado a
um meio reacional novo quando se deu inicio a uma nova batelada (Dantas et al., 2013).
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2.5. Analise das Amostras

Para identificacdo e quantificacdo dos triacilglicerideos, diacilglicerdis,
monoacilglicerois e ésteres em cromatografia em fase liquida de alta eficiéncia foi utilizado
0 método adaptado de Holcapek et al., (1999). A preparacdo da amostra foi realizada
coletando 0,2 mL de amostras do meio reacional, que foram aquecidas para inativacdo da
enzima, enxaguadas a quente, centrifugadas, separadas do meio liquido e diluidas em
isopropanol. Depois filtradas e armazenadas para posterior analise. O método analitico de
quantificacdo foi fundamentado na construcao de um gradiente ternario com tempo total de
anélise de 42 minutos. A condicéo inicial foi de 30 % de A + 70 % de B, 100 % de B em 15
min, 50 % de B + 50 % de C em 24 min, seguida por 12 min de eluicdo isocratica de 50 %
de B e 50 % de C. Nos ultimos 6 min foi retomado o gradiente inicial (30 % de A + 70 % de
B), para restabelecer as condi¢fes iniciais de operacdo da coluna. A coluna foi operada a 40
°C, com detecgdo UV-VIS a 210nm, com injecdo de 20 uL e vazdo de 1 mL.min-1. As
curvas de calibracdo foram construidas a partir de diluicbes consecutivas das misturas de
padrées de trioleina, 1,2-dioleina, 1-monooleina e oleato de etila e as quantificacdes foram
realizadas somando as areas relativas das espécies quimicas comuns, submetidas a curva de
calibracdo (Dantas et al., 2013).

O modelo fenomenolégico fundamentado nas velocidades elementares de reacéo
desenvolvida a partir das trés reacdes elementares de carater reversivel que regem a reacao
de transesterificacdo esta descritos nas equac@es de (1) a (3).

[Tri] + [EtOH] ’2? [Di] + [EE] o)
[Di] + [ECOH] € [M] + [EE] 0

ke
[M] + [EtOH] 2 [G] + [EE] €©)

As velocidades de consumo e/ou producdo dos componentes do meio reacional,
triacilglicerol (Tri), alcool etilico (EtOH), éster etilico (EE), glicerol (G), monoacilglicerol
(M) e diacilglicerol (Di) sdo representadas, em funcéo do tempo, pelas Equacdes de (4) a (9)
(Fedosov e Xu, 2011).

d [th“] = -k, [Tri][EOH |k, [ Di][EE] @
@z k,[Tri][EtOH |-k, [ Di][EE]-k, [ Di][EtOH ]+k,[M][EE]  (5)
M i [oijfErom]- k. [M[EE] -k [M][EtOH ]k [EE][0] ©)
AL [rril{Etom] -k, [Di][EE )+ k, [Di][ECOH ]k, [M][EE] +
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+k; [M][EtOH ] -k, [G][EE] @
%:_kl[Tri][EtOH]Jrkz[Di][EE]—k3[Di][EtOH]+k4[M][EE]+

—ks[M][EtOH ]+ ks [G][EE] (8)
9081w recom]-k [e e o

dt

Em que os valores de ki, k2, k3, k4, k5, e k6 séo as constantes de velocidade da reacdo
das Equacoes de (1) a (3). O sistema de equacdes diferenciais foi resolvido numericamente

utilizando a sub-rotina ode23tb da biblioteca do MatLab 7.0 e os valores experimentais
foram comparados aos gerados pelo modelo por meio de uma funcgéo objetivo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos mostraram que 0 modelo fenomenoldgico desenvolvido ajustou-

se bem aos dados experimentais, com excecao aos dados da Figura 1E em que o ajuste dos

dados

divergiu para o triacilglicerol. No entanto o valor do R? foi sempre menor que 1,2%.

Como pode ser verificado na Figura 1.
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Figura 1: Curvas da cinética de producéo de ésteres etilicos dos ciclos de reutilizacdo do
biocatalisador. A) ciclo 1, B) ciclo 2, C) ciclo 3, D) ciclo 4, E) ciclo 5, F) ciclo 6.
Triacilglicerol (o), diacilglicerol (A), monoacilglicerol (o), éster ({}).

Os valores das constantes de velocidade da reacdo Equacgdes (1) a (3) gerados pelo
modelo fenomenologico descrito pelas Equacfes de (4) a (9), assim como o rendimento em
éster no final da reagdo sdo apresentados na Figura (2). Os resultados indicaram que as
constantes de velocidade da reacdo de conversdo de triacilglicerol em diacilglicerol, ki,
foram inferiores em relacdo as constantes de velocidade da reacdo reversa k,. Tal resultado
foi verificado em todos os ciclos de reutilizagdo do biocatalisador. Mas nos ciclos de
reutilizacéo 3, 4, 5, e 6 as diferengas nessas constates de velocidade foram muito superiores,
quando comparadas as diferencas que os dois primeiros ciclos de reutilizacdo apresentaram.

Constante de velocidade
de reagdo (mol/min)

Figura 2: Constantes de velocidade das reacdes intermediarias da reacdo global de
transesterificacéo e rendimento final em fungéo dos ciclos de reutilizagdo do biocatalisador

Também o valor da constante de velocidade ks da reacdo de producdo de eéster,
Equacdo (3), partindo do monoacilglicerol foi menor que a velocidade de reacdo reversa kg
em todos os ciclos de reacdo. Foi interessante identificar que as duas reagdes descritas sdo as
que envolvem a inversdo na polaridade quando o reagente passa a produto. Essa inversdo de
polaridade ocorre quando o triacilglicerol, um composto com caracteristicas apolar, é
consumido formando o diacilglicerol, composto polar e éster etilico e também quando o
monoacilglicerol, um composto polar, é consumido formando o éster etilico, um composto
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menos polar e glicerina.

Tal observacdo, comprovada pelas diferencas nos valores das constantes de velocidade
mostra que a resisténcia a transferéncia de massa foi decorrente das mudancas de polaridade
do meio reacional e que a polaridade da superficie da matriz de imobilizacdo, silica
recoberta com octadecil-tri-metoxi-silano, pode ter contribuido para reduzir esse efeito, ja
que para a enzima livre, nas mesmas condic¢des de operacédo, o rendimento alcangado foi de
30 %.

Foi possivel observar também, pela andlise da Figura (2), que o rendimento de
producdo de éster aumenta do primeiro até o terceiro ciclo da reutilizacdo da enzima,
alcancando rendimento de 67%, depois 0s rendimentos méaximos alcancados ndo sao
superiores a 38%. Tal reducdo no rendimento ocorreu exatamente quando houve aumento
nas constate de velocidade reversa de consumo de triacilglicerol e producdo de éster, k,, ou
seja, nos ciclos 4,5 e 6. Esses resultados indicam que as etapas limitantes do processo sao
decorrentes das limitacdes difusionais como relatado por Noureddini e Zhu, (1997) e Slinn e
Kendall, (2009). Assim, mostrou-se que as etapas que mais sdo influenciadas por essa
limitacdo sds as de consumo de triacilglicerol e producéo de éster.

CONCLUSAO

O modelo fenomenoldgico desenvolvido ajustou-se bem aos dados experimentais e o valor
do R? foi sempre menor que 1,2%. As duas reacdes que causam a inversdo na polaridade sdo
as reacOes limitantes do processo e devido a diferenca nos valores das constantes de
velocidade mostra que a resisténcia a transferéncia de massa esta presente nessas etapas. A
matriz apolar utilizada na imobilizagdo pode ter contribuido para reduzir o efeito de
limitagdo difusional pois, 0 rendimento em éster obtido para a enzima imobilizada foi
superior ao rendimento obtido pela enzima livre.
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