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RESUMO

VIEIRA, A. C. Producdo Enziméatica de Compostos de Valor Agregado a Partir do
Destilado da Desodorizacdo do Oleo de Soja. 2021. 140p. Tese (Doutorado em Engenharia
Quimica) — Departamento de Engenharia Quimica, Universidade Federal de Sdo Carlos, S&o
Carlos/SP, 2018.

Busca-se em um processo industrial a utilizacdo de subprodutos (ou residuos) a fim de
transforma-los em um produto com valor agregado. Na industria de refino do 6leo de soja, 0
destilado da desodorizagdo (DDOS) é um subproduto com grande potencial biotecnolégico
devido ao seu alto contetudo em glicerideos e tocoferol. Este trabalho teve por objetivo avaliar
o potencial de aplicacdo do DDOS na producéo de biodiesel e ester graxo de xilose (éster com
propriedades surfactantes/emulsificantes) pela rota enzimatica. O DDOS foi fisico-
guimicamente caracterizado, apresentando um alto indice de saponificacdo devido ao alto teor
de acilglicerideos (aproximadamente 85 % em massa), principalmente de cadeia longa (C18).
Um planejamento experimental mostrou que temperatura de 35 °C, concentracdo de enzima de
8,36% em peso e razdo molar de 3,64: 1 (etanol: DDOS-SP) foram as melhores condigdes para
a producdo de ésteres etilicos de acidos graxos (FAEES) a partir da fracdo saponificavel do
DDOS (DDOS-SP), rendendo um produto com até 90% (base massica) em ésteres etilicos apds
um tratamento caustico para a remocao de acidos graxos livres residuais. A fracdo saponificavel
do DDOS foi submetida a uma hidrdlise catalisada por lipases livres e, posteriormente, 0
material rico em acido graxo livre foi usado para produzir ésteres etilicos e ésteres graxos de
xilose. A etapa de hidrélise rendeu materiais saponificaveis com 72,5 e 84,4% (base massica)
de acidos graxos livres (AGLS) apds 48 h de reacdo usando as lipases Eversa (formulacéo
liguida de lipase de Thermomyces lanuginosus da Novozymes A/S) e PFL (lipase de
Pseudomonas fluorescens), respectivamente. A reacdo simultdnea de esterificacdo e
transesterificacdo do hidrolisado enzimatico, usando etanol como receptor acil, rendeu (em base
massica) um produto com 81,5% de ésteres, 8,3% de glicerideos ndo convertidos e 10,2% de
AGLs.. No caso de sinteses de ésteres de xilose, as lipases imobilizadas utilizadas permitiram
obter conversdes de xilose de até 89,2% (usando PFL no caso). O comportamento do consumo
de xilose e AGLs sugeriu que uma mistura de mono-, di- e triésteres foi produzida, contendo
principalmente fracdes alquilicas insaturadas ligadas a xilose. As capacidades de emulsificacdo
(EC de até 12%) mostraram potencial aplicacdo dos produtos brutos como biossurfactantes.

Palavras-chave: Destilado da Desodorizacdo do Oleo de Soja. Lipase. Biocombustivel. Ester
de xilose.



ABSTRACT

VIEIRA, A. C. Enzymatic Production of Value-Added Compounds from Soybean Oil
Deodorization Distillate. 2021. 140p. Thesis (Doctorate in Chemical Engineering) —
Departamento de Engenharia Quimica, Universidade Federal de S&o Carlos, Sdo Carlos/SP,
2018.

The use of by-products (or residues) is sought in an industrial process in order to transform
them into a value-added product. In the soybean oil refining industry, deodorization distillate
(SODD) is a by-product with great biotechnological potential due to its high content of
glycerides and tocopherol. This work aimed to evaluate the potential application of SODD in
the production of biodiesel and xylose fatty ester (ester with surfactant/emulsifying properties)
through the enzymatic route. SODD was physicochemically characterized, presenting a high
saponification index due to the high content of acylglycerides (approximately 85 wt.%), mainly
long-chain (C18). An experimental design showed that temperature of 35 °C, enzyme
concentration of 8.36 wt.% and molar ratio of 3.64: 1 (ethanol: SODD-SP) were found as the
best conditions for the production of fatty acid ethyl esters (FAEEs) from the SODD
saponifiable phase (SODD-SP), yielding a product with up to 90.8 wt.% ester yield after caustic
treatment to reduce free fatty acids. The SODD saponifiable phase was hydrolyzed with free
lipases and, later, the free fatty acid rich material was used to produce ethyl esters and xylose
fatty esters. The hydrolysis step yielded saponifiable materials with 72.5 wt.% and 84.4 wt.%
of free fatty acids (FFAs) after 48 h of hydrolysis using the lipases Eversa (liquid lipase
formulation of Thermomyces lanuginosus from Novozymes A/S) and PFL (Pseudomonas
fluorescens lipase), respectively. The simultaneous esterification and transesterification
reaction of the latter material with ethanol yielded a product with 81.5 wt.% of esters, 8.3 wt.%
of unconverted glycerides and 10.2 wt.% of FFAs. In the case of xylose ester syntheses, the
immobilized lipases used allowed to obtain xylose conversions of up to 89.2% (using PFL in
this case). The behavior of the consumption of xylose and FFAs suggested that a mixture of
mono-, di- and triesters was produced, containing mainly unsaturated alkyl fractions linked to
xylose. The emulsifying capacities (EC up to 12%) showed potential application of the crude
products as biosurfactants.

Key-words: Soybean Oil Deodorizer Distillate. Lipase. Biofuel. Xylose Ester.
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CAPITULO 1 — MOTIVACAO DO TEMA DO PROJETO DE TESE DE
DOUTORADO



1.1 INTRODUCAO

O destilado da desodorizacao do 6leo de soja (DDOS) é um dos residuos industriais do
refino do Oleo de soja com potencial para obtencdo de produtos com valor agregado
(GUNAWAN; JU, 2009; GUNAWAN; KASIM; JU, 2008; PRETTO et al., 2017; YIN et al.,
2015). Esse residuo origina-se do processo de remocao de aldeidos, cetonas e outras substancias
volateis que podem afetar o sabor e o odor do Oleo de soja. O DDOS € composto
majoritariamente por &cidos graxos livres, alem de quantidades menores de acilglicerois,
escaleno, esterol e tocoferol (vitamina E) (GUNAWAN; KASIM; JU, 2008; KASIM et al.,
2010).

A composicao rica em acidos graxos e triglicerideos do DDOS o faz um subproduto
com grande potencial para a producdo de biocombustivel (DU; WANG; LIU, 2007;
POURZOLFAGHAR et al., 2016; WANG et al., 2006; YIN et al., 2016). O biodiesel é uma
mistura de ésteres metilicos (ou etilicos) de &cidos graxos (FAME ou FAEE, do inglés fatty
acid methyl esters ou fatty acid ethyl esters, respectivamente) utilizado como um combustivel
alternativo ao 6leo diesel, convencionalmente produzido a partir de fontes renovaveis, tais como
6leos vegetais e gorduras animais. O biodiesel é biodegradavel e atéxico, e apresenta menores
emissdes de material particulado e gases do efeito estufa (CO, CO2 e SOx), sendo, portanto,
ambientalmente “amigavel” (MA; HANNA, 1999; SIMS et al., 2010; TAN et al., 2010). A
sintese industrial desse biocombustivel é usualmente conduzida por transesterificacdo de
triglicerideos (6leos vegetais ou gorduras animais) em meio homogéneo com alcoois de cadeia
curta (metanol ou etanol), fazendo uso de catalisadores alcalinos (MA; HANNA, 1999; SIMS
etal., 2010; TAN et al., 2010). Entretanto, esse processo apresenta algumas desvantagens, tais
como, dificuldade de recuperacédo do glicerol, tratamento de efluente alcalino, interferéncia de
acidos graxos livres e agua no processo (reagdes de saponificacdo, por exemplo), e alto
consumo de energia (BAN et al., 2002; BORUGADDA,; GOUD, 2012; SHIEH; LIAO; LEE,
2003). Alem disso, o custo com Gleos refinados pode representar até 80% do custo total do
biodiesel. O uso de éleos ndo comestiveis e residuos oleosos pode ser uma alternativa atrativa
aos 6leos comestiveis convencionalmente usados na producgdo de biodiesel (6leos de soja,
canola e milho) (AGUIEIRAS et al., 2014; KAIEDA et al., 1999; PATIL et al., 2012; TAN et
al., 2010; VESCOVI et al., 2016). Entretanto, essas matérias-primas tem alto contetdo de
acidos graxos livres e seu processamento por transesterificagdo alcalina requer uma etapa

adicional para reduzir o contedo de &cidos graxos livres abaixo de 0,5%, pois se esse valor é
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excedido, havera formacéo de sabdo, reduzindo a conversao da reacdo (CANAKCI; GERPEN,
2001; TING et al., 2008).

Os acidos graxos livres presentes no DDOS também podem ser utilizados na producao
dos esteres graxos de agucares, que séo surfactantes ndo iénicos (GUMEL et al., 2011) cujas
propriedades emulsificantes devido a presen¢a de uma “cauda” longa apolar de um acido graxo
e uma “cabeca” polar de um carboidrato (FRANZETTI et al., 2010; KHAN; RATHOD, 2015;
VESCOVI et al., 2017). Essas substancias séo biodegradaveis, com ampla aplicacdo em muitos
setores econémicos, tais como, alimentos, cosméticos, higiéne bucal, detergentes e farmacos
(BAKER et al., 2000; BERNAL; POVEDA-JARAMILLO; MESA, 2018; BIDJOU-HAIOUR,;
KLAI, 2013; GONCALVES et al., 2021a; GUMEL et al., 2011; KHAN; RATHOD, 2015;
KOSARIC, 1992; LIMA et al., 2018; REN; LAMSAL, 2017; STARON et al., 2018;
VESCOVI; SANTOS; TARDIOLI, 2017)

A sintese industrial de ésteres graxos de agucares € realizada por transesterificacdo de
ésteres metilicos de acidos graxos (mais caros que &cidos graxos livres) com carboidratos na
presenca de catalisadores alcalinos ou metalicos. A reacao requer alta temperatura (> 100°C) e
0 uso de pressdo reduzida para remover metanol liberado do doador acila ativado, evitando
competicdo com os grupos hidroxilicos dos carboidratos (GUMEL et al., 2011). Isso implica
em alto custo com energia, producdo de sub-produtos indesejaveis e baixa seletividade
(FERRER et al., 2005; PATIL; DE LEONARDIS; NAG, 2011; SUTILI et al., 2013; YAN et
al., 2001; ZHANG et al., 2013). Além disso, ha outras dificuldades como o controle do grau de
esterificacdo e a posicdo de acilacdo quando se utiliza a catélise alcalina (BOSCOLO, 2003;
GUMEL et al., 2011). Entretanto, fazendo-se uso de lipases, devido as suas especificidades
(especificidade quanto ao substrato, regioespecificidade e estereoespecificidade) (KAPOOR,;
GUPTA, 2012; VILLENEUVE et al., 2000) essas dificuldades podem ser facilmente
contornadas. Portanto, a sintese enzimatica de ésteres de acUcares pode ser uma excelente
alternativa, a qual inclusive é utilizada em escala industrial para algumas aplicagdes (KHAN;
RATHOD, 2015).

A lipase (triacilglicerol hidrolase, EC 3.1.1.3) é uma enzima que em meio organico, com
baixa atividade de agua, catalisa reacfes de esterificacdo, transesterificacdo e interesterificacdo
(HASAN; SHAH; HAMEED, 2006; JAEGER; EGGERT, 2012; KAPOOR; GUPTA, 2012;
REETZ, 2002; SHARMA,; CHISTI; BANERJEE, 2001). Lipases podem ser utilizadas em
processos industriais tanto na forma livre como imobilizada. O emprego de lipases liquidas vem
ganhando destaque na producéo de biodiesel (MIBIELLI etal., 2020; MONTEIRO et al., 2021,
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REMONATTO et al., 2018; WANCURA et al., 2019). Assim como as lipases imobilizadas, as
formulacdes liquidas também podem ser reutilizadas no processo, sendo recuperadas do meio
apos a sua decantacdo, pois ao final da reacdo, a enzima permanece concentrada entre as
camadas de ésteres graxos e glicerol e &gua, devido ao caracter anfifilico da sua molécula (LV
et al., 2017). No entanto, ha formula¢fes em que os custos séo reduzidos, fazendo com que a
pratica de reuso se torne desnecessaria. Essas formulagdes sdo produzidas para atingir maiores
atividades especificas e catalisar a reacdo sem sofrer inativacdo por adsorcdo de glicerol na
superficie da enzima. Esta adsor¢cdo impacta diretamente na estabilidade operacional e perda de
atividade enzimaética, ocorrendo principalmente com lipases imobilizadas (WANCURA et al.,
2019). No sistema de reacdo, com 0 uso de enzima sollvel, hé a introdugéo de agua no meio
reacional, o que implica na formacdo de uma interface que propicia a ativacdo da lipase e
contribui para a diluicdo do alcool presente na reacdo, reduzindo os efeitos de inibicdo da
enzima (PEDERSEN et al., 2014).

Portanto, para a selecdo de uma lipase para uma determinada aplicacdo deve-se
considerar sua especificidade e estabilidade em diferentes sistemas de solventes (WANCURA
et al., 2019). Assim, a utilizacdo de lipases imobilizadas pode ser considerada para processos
como a sintese de éster de acucar. A imobilizacdo melhora a eficacia nas condi¢des de processo,
principalmente quanto a atividade e a estabilidade operacional (DICOSIMO et al., 2013).
Contudo, na escolha de uma estratégia de imobilizacdo é preciso atentar-se as especificaces
do processo para o catalisador, abrangendo parametros como atividade enzimatica geral,
caracteristicas de desativacdo e regeneracdo, custo do procedimento de imobilizagéo,
toxicidade dos reagentes de imobilizacdo e propriedades finais do biocatalisador imobilizado
(BRENA; GONZALEZ-POMBO; BATISTA-VIERA, 2013; MURTY; BHAT;
MUNISWARAN, 2002; RODRIGUES et al., 2013; RODRIGUES; BERENGUER-MURCIA;
FERNANDEZ-LAFUENTE, 2011). Particularmente para lipases, a imobilizagdo em suportes
hidrofobicos tem se mostrado vantajosa, devido as melhorias nas propriedades da enzima
(MIRANDA et al., 2020; RODRIGUES et al., 2010, 2019; VESCOVI et al., 2017). Devido ao
mecanismo peculiar de ativacdo interfacial das lipases (VERGER, 1997) pode-se obter em uma
Unica etapa purificacdo, imobilizacdo e ativacdo (BASTIDA et al., 1998; FERNANDEZ-
LAFUENTE et al., 1998a; PALOMO et al., 2005).

Visando viabilizar a producao de biomoléculas de interesse comercial (biodiesel e éster
de xilose) pela rota enzimatica de uma forma que seja competitiva com a rota quimica, ha que

se desenhar um processo em que a rota enzimatica seja a Unica alternativa ou que essa elimine
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etapas onerosas do processamento quimico. Lipases de baixo custo, ativas e estaveis em
ambientes ndo naturais, seletivas quanto ao produto desejado, sdo alternativas interessantes para
0 desenvolvimento de um processo enzimatico custo-efetivo. Com relacdo a matéria-prima,
insumos oriundos de rejeitos industriais sdo muito atrativos do ponto de vista econémico e
ambiental. O DDOS, residuo do refino do 6leo de soja, é uma fonte atrativa de acidos graxos
livres e, particularmente, o processamento enzimético visando & produgdo de ésteres etilicos e
ésteres de xilose pode ser mais vantajosa em relacdo ao seu processamento quimico, uma vez
que lipases irdo catalisar simultaneamente a esterificacdo dos acidos graxos livres e a
transesterificacdo dos acilglicerdis, o que ndo pode ser realizado em uma Unica etapa pela rota
quimica. Nesse contexto, este trabalho visa por meio de uma rota enzimética, a
biotransformacdo desse residuo em produtos de larga aplicacdo em diferentes setores

econdmicos.

1.2 ESCOLHA DO TEMA

O tema de doutorado se insere em linhas de pesquisa do Projeto Tematico BIOEN-
FAPESP (Proc. N° 2016/10636-8) “Da fabrica celular a biorrefinaria integrada biodiesel-
bioetanol: uma abordagem sistémica aplicada a problemas complexos em micro e
macroescalas”: A proposta do Projeto Tematico € aproveitar sinergias entre 0s processos de
producdo de bioetanol e biodiesel numa nova concepc¢do de biorrefinaria integrada, em que
“gargalos” da producdo desses dois biocombustiveis de forma totalmente renovavel podem ter
solucBes tecnicamente mais eficazes aproveitando subprodutos ainda problematicos (por
exemplo, glicerol) e explorando a producdo de outras moléculas de maior valor agregado, tais
como, acido 3-hidroxipropidnico, acido aspartico, nanocelulose, carotenoides, biossurfactantes,
dentre outras.

E neste contexto que se insere esse trabalho de doutorado, avaliando a producéo de
biodiesel etilico e ésteres graxos de xilose a partir de biomassa residual do processamento de
Oleos vegetais (&cidos graxos do DDOS) por rota bioguimica utilizando lipases como
catalisadores, obtendo produtos como biocombustiveis, surfactantes e emulsificantes,
respectivamente.

O DDOS é uma mistura de varias substancias, mas tem sua composi¢do majoritaria em
(% massica) acidos graxos livres (45,38%), triacilglicerdis (18,45%), diacilglicerdis (4,85%),

esqualeno (1,83%), ésteres esterilicos de acidos graxos (3,91%), tocoferdis (6,40%) e esterdis
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livres (5,36%) (GUNAWAN; KASIM; JU, 2008). Embora essa biomassa seja uma fonte rica
de acilglicerdis, sua utilizagdo na producéo de biodiesel é escassa (CORREA et al., 2011; DU;
WANG,; LIU, 2007; FACIOLI; BARRERA-ARELLANO, 2001; SU et al., 2014; WANG et
al., 2006; YIN et al., 2016; ZENG et al., 2017). A grande maioria das pesquisas com 0 DDOS
tem focado especialmente o isolamento de fitoesterois e tocoferdis. No caso do tocoferol, para
ser comercializado como vitamina E, a pureza deve ser de pelo menos 60% e ser livre de &cidos
graxos (PRETTO et al., 2017).

Para aproveitamento dos acidos graxos livres (AGL) para producéo de biodiesel e éster
de acucar, e dos tocoferdis e esterdis para aplicagdo em processos industriais, a concentracao
desses compostos (AGL e tocoferdis) em diferentes fases do DDOS ¢é relevante. O método
classico para separacao desses compostos € a saponificacdo (MANIET; JACQUET; RICHEL,
2019). A saponificacdo do DDOS e a posterior concentracdo dos acidos graxos livres e
tocoferdis irdo gerar duas correntes com importantes aplicagdes dentro do grupo de pesquisa,
sendo a utilizagdo dos AGL objeto de estudo desse trabalho. A corrente rica em &cidos graxos
é utilizada como matéria-prima para a producdo de biodiesel e ésteres graxos de xilose. Dessa
forma, essa pesquisa agrega valor a esse subproduto do refino do 6leo de soja, além de utilizar
uma fonte de triglicerideos de baixo valor econémico na producao de biodiesel, ndo competindo
com oOleos refinados comestiveis, cuja utilizagdo na industria do biodiesel representa um custo
elevado de matéria-prima.

Além disso, embora destilados da desodorizacéo de leo de soja, bem como outros 6leos
vegetais (palma, colza, etc.) tém sido reportados como matérias-primas na producdo de
biodiesel (CORREA et al., 2011; TEIXEIRA; SANTOS; CRESPO, 2012; YIN et al., 2015;
ZENG et al., 2017) sua utilizacdo como fonte de &cidos graxos para a producao de ésteres de
acucares ainda € inédita na literatura. Em relacdo aos ésteres de agucares, ha inimeros trabalhos
que exploram a sua producédo usando varios carboidratos (frutose, sacarose, glicose, galactose,
lactose, maltose, etc.) como receptores acilas (KHAN; RATHOD, 2015; LIMA et al., 2018;
NETA et al., 2012). Entretanto, trabalhos que utilizam xilose como receptor acila ainda séo
escassos na literatura (ABDULMALEK; HAMIDON; RAHMAN, 2016; BIDJOU-HAIOUR,;
KLAI, 2013; LIMA et al., 2017; VESCOVI; SANTOS; TARDIOLI, 2017).
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1.3 OBJETIVOS

1.3.1 Objetivo geral

Utilizar os &cidos graxos livres (AGL) presentes no destilado da desodorizagéo do 6leo
de soja (DDOS) para producédo de compostos de interesse comercial (biodiesel e éster de xilose)

utilizando a rota enzimatica.

1.3.2 Objetivos especificos

a) Awvaliar o uso da fracdo rica em AGL do DDOS para a producdo de biodiesel por rota
enzimatica usando uma lipase liquida comercial especialmente formulada para a
indUstria de biodiesel (Eversa® Transform 2.0).

b) Avaliar o uso da fracdo rica em AGL do DDOS para producdo de ésteres graxos de

xilose por rota enzimatica usando diferentes lipases imobilizadas comerciais.

1.4 ESTRUTURA DA TESE

No primeiro capitulo apresenta-se uma introducao ao tema da tese, motivacdo do estudo
do tema, e os objetivos propostos para o trabalho. No segundo capitulo faz-se uma revisdo a
partir da literatura cientifica dos principais topicos que compdem a tese de doutorado, ou seja,
as enzimas utilizadas, o subproduto do refino de dleo de soja empregado e 0S processos
enzimaticos que esse subproduto foi submetido. No terceiro capitulo descreve-se os materiais
e as metodologias empregadas, destacando as alternativas propostas para producédo tanto do
biodiesel quanto do éster de xilose, bem como as estratégias de maximizacao da producdo de
AGL e obtencéo de tocoferol. Nos capitulos 4 e 5 séo apresentados os resultados no formato de
artigos cientificos, abordando etapas de caracterizacdo do DDOS, assim como ensaios de
aplicacdo desse material para os produtos de interesse. No sexto capitulo faz-se as

considerac0es finais e as sugestdes para trabalhos futuros.
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CAPITULO 2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA



2.1 DESTILADO DA DESODORIZAGAO DO OLEO DE SOJA (DDOS)

como o hexano, e € seguido das seguintes etapas: preparacdo da semente, extracdo do 6leo e
dessolventizacdo do 6leo (bruto) e da farinha (HAMM; HAMILTON; CALLIAUW, 2013). O
6leo é comercializado principalmente na forma bruta e degomada, sendo que o seu refino pode
ser obtido na mesma instalacdo de extracdo e concentracdo da proteina presente no farelo,

contribuindo para a reducdo dos custos de producdo e o aumento da qualidade dos produto

A extracao do 6leo de soja da semente (Figura 1) ocorre com a utilizacdo de um solvente,

finais (6leo refinado e concentrado proteico) (PRETTO et al., 2017).

Figura 1- Etapas da producdo do 6leo de soja. Destilado da desodorizacao do 6leo de soja

como um residuo gerado no processo.
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Fonte: Adaptada de PRETTO et al., 2017.



A producéo do 6leo de soja refinado visa a remocdo de impurezas como acidos graxos
livres (AGLs), fosfolipidios, compostos volateis, odoriferos e pigmentos escuros; envolve as
etapas de degomagem, neutralizacdo, branqueamento e desodorizacao (Tabela 1), nas quais sdo
gerados, respectivamente, 0s seguintes residuos: gomas, sabdes, terra branqueada e destilado
da desodorizagéo (SINGH, 2010).

Tabela 1 — Descricdo das etapas de refino do 6leo de soja, objetivos e processos envolvidos

Etapa Objetivo Processo
Degomagem Remocdo de fosfolipideos Hidratacdo e centrifugacéo
o x g Remoc&o ou reducéo de acidos Reacdo quimica entre os AGLs e
Neutralizacao .
graxos livres uma base (geralmente NaOH)
Adsorcao de pigmentos coloridos
Eliminacdo ou clarificacédo da cor nos microporos de uma terra
Branqueamento . . .
do oleo ativada, sob vacuo e a uma

temperatura adequada
Destilagdo a vapor a vacuo a uma
temperatura elevada de 200-250 °
C e véacuo de 400 Pa

*Neste processo, goma néo hidrolisavel, metais residuais e matéria saponicavel também sao reduzidos ou removidos.

Fonte: Adaptada de PRETTO et al., 2017.

Remocéo ou reducdo de compostos

Desodorizacdo P .
¢ volateis odoriferos

Os residuos gerados nas etapas do processamento de 6leos vegetais sdo fontes ricas de
compostos de interesse comercial e nem sempre sao aproveitados, como o DDOS, que é uma
mistura de varias substancias, mas principalmente é composto por acidos graxos livres, muito
semelhante ao 6leo de soja (Tabela 2), possuindo em menor quantidade triacilglicerdis,
diacilglicerois, escaleno, tocoferois e esterdis livres (GUNAWAN; JU, 2009; MANIET,;
JACQUET,; RICHEL, 2019; SAINI; KEUM, 2016). O DDOS ¢ proveniente da etapa de
desodorizacdo (processo de destilacdo em alta temperatura) do 6leo de soja (SHERAZI,
MAHESAR, 2016), que ¢ aplicado para remover compostos volateis responsaveis por odor, cor
e sabor inaceitaveis no padrdo de qualidade de 6leos para comercializagdo (NAZ et al., 2012b;
SHERAZI; MAHESAR, 2016).
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Tabela 2 — Composi¢do de acidos graxos do 6leo de soja

Componente N° de Carbonos Quantidade (% em peso)
Acido Alfa-linoleico (Poliinsaturado) 18:3 7-10
Acido Linoleico (Poliinsaturado) 18:2 51
Acido Oleico (Monoinsaturado) 18:1 23
Acido Esteérico (Saturado) 18:0 4
Acido Palmitico (Saturado) 16:0 10

Fonte: Adaptado CARRIN; CRAPISTE, 2008.

Existem compostos menores no DDOS (Tabela 3) que tém aplicacdo nos setores
alimenticio, farmacéutico ou cosmético incluidos no material gliceridico que € utilizado para a
producdo de biocombustiveis (ECHIM et al., 2009). Por exemplo, o tocoferol é comercializado
como vitamina E com pureza de pelo menos 60% e livre de &cidos graxos (PRETTO et al.,
2017); escaleno é usado como um hidratante e antioxidante na industria de cosméticos (WANG,;
FANG, 2004) e os fitoesterdis sdo usados em comprimidos e até em cremes para os olhos, tém
propriedades calmantes e redutoras do colesterol (DUMONT; NARINE, 2007b). A grande
maioria das pesquisas com o DDOS tém focado especialmente no isolamento de fitoesterois e
tocoferdis (MANIET; JACQUET; RICHEL, 2019), tendo um campo a ser explorado na sua
aplicacdo como base de outros produtos de interesse comercial, como o biodiesel e os ésteres

de acucar.
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Tabela 3 — Componentes presentes no destilado da desodorizacao do 6leo de soja obtido a partir do refino do 6leo de soja

Massa
Composto Bioativo Estrutura Quimica Formula Molecular Quantidade (%, m/m)
(g/mol)
CH3
HO CH CH CH
Alfa-Tocoferol | ? ? ’ C2gH5002 430,71 0,8
H3C O : CHs;
CHC‘I CH3
CHa
HO
CH CH CH
Beta-Tocoferol | ? ° ’ C2sH10 416,68 0,4-05
o : CH3
CH3 CH3
HO CHs CHs CHs
Delta-Tocoferol o cH C2o7H4602 402,65 4,456
B 3
CH3 CHE
HO CHs CHs; CH3
Gama-Tocoferol HaC 03 CHa Ca2sH1g02 416,68 10,7-11,3
CHg 3
CH® CH?
HC 0. CH?
. . X X N
Alfa- Tocotrienol o e S o CagH140> V1 H—
CH?

Continuagéo da tabela 1
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HO
: c
Beta- Tocotrienol s oo /CH;H CasHa202 41063
CH,  CHa :
HO CHa CHa CHg
Delta- Tocotrienol o Z 7 ZCH, C27H4002 3%,61 0 -
CH3 CHS
HO CHy
Gama- Tocotrienol HaC CHs C28H4202 41063 -
Campesterol C2sHas0 400,68 51-5,7
Estigmasterol C29H1g0 412,69 4,1-4,8
Beta-Sitosterol C20H500 414,71 7,9-8,3
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Final da tabela 1

Escaleno

C30H50

410,72

1,3-2,1

Fonte: Adaptado de SHERAZI; MAHESAR, 2016.
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2.2 LIPASES

As lipases (triacilglicerol-hidrolases, EC 3.1.1.3) sdo carboxil-esterases que catalisam a
hidrolise (e sintese) de triglicerideos de cadeia longa, ou seja, ésteres de glicerol com um
comprimento de cadeia superior a 10 atomos de carbono. As lipases se diferenciam uma das
outras pelo comprimento ¢ arquitetura das ligagoes da dobra o/B-hidrolase de suas proteinas, 0
que permite sua compatibilidade com uma ampla diversidade de substratos. Além disso, lipases
costumam ser estaveis em solventes organicos, atuam em uma ampla faixa de pH e temperatura
e exibem uma alta enantiosseletividade (ANDUALEMA; GESSESSE, 2012; SARDA,
DESNUELLE, 1958).

Dentre as reacgdes catalisadas por lipases, a hidrolise ocorre em meio aquoso, na qual a
enzima realiza a quebra dos triglicerideos na interface 6leo-a4gua liberando &cidos graxos e
glicerol. Em meio organico, estas enzimas catalisam reacdes de esterificacdo, transesterificacdo
e acidolise ou interesterificacdo. Na reacdo de esterificacdo, alcoois e &cidos carboxilicos
reagem gerando ésteres e agua. Na reacdo de transesterificacdo, um radical acila de um éster é
transferido para um glicerol (glicerdlise) ou para um alcool (alcodlise). No caso da aciddlise ou
interesterificacdo, o mecanismo de reacdo é similar, ocorrendo a troca de radicais acilas de um
glicerideo com um é&cido graxo livre (acidélise) ou com um acido graxo derivado de outro
glicerideo (interesterificacdo) (FERNANDEZ-LAFUENTE, 2010; GHAZALI; HAMIDAH;
CHE MAN, 1995; HE; ZHU; CHEN, 2018).

As lipases possuem um mecanismo peculiar de catalise, denominado ativacdo
interfacial. Em meio aquoso homogéneo, as moléculas de lipase estdo em equilibrio
conformacional entre duas formas: uma fechada, em que o sitio ativo esta isolado do meio por
uma cadeia polipeptidica chamada “tampa”, e uma aberta, em que a tampa ¢ deslocada expondo
0 sitio ativo ao meio (SCHMID; VERGER, 1998; VERGER, 1997).

Na presenca de alguma superficie hidrofobica (gotas de o0leo, proteinas hidrofobicas,
suportes hidrofobicos, etc.), a forma aberta da lipase adsorve-se a essa superficie devido a
exposicao de &reas hidrofobicas das vizinhancgas do sitio ativo e da face interna da tampa. Esse
mecanismo catalitico tem sido muito explorado na imobilizacdo desta enzima em suportes
hidrofobicos, permitindo em uma Unica etapa purificacdo, imobilizacdo, estabilizacdo e
ativacdo de varias lipases (BASTIDA et al., 1998; FERNANDEZ-LAFUENTE et al., 1998;
PALOMO et al., 2002; DE LIMA et al., 2013; MANOEL et al., 2015).
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Outra caracteristica das lipases € sua especificidade, podendo esta ser classificada como:
especificidade pelo substrato, regioespecificidade, enatioespecificidade. Quanto a
especificidade pelo substrato, as lipases possuem especificidade de acordo com o tipo ou
comprimento de cadeia de acido graxo, seja ela saturada ou insaturada, curta, média ou longa.
A regioespecificidade diz respeito a especificidade em relacdo a posi¢do do radical acila no
esqueleto de glicerol. Neste caso, as lipases podem ser: (i) ndo-especificas, que hidrolisam
ésteres de acidos graxos primarios ou secundarios, em qualquer posicao do glicerol; (ii) 1,3-
especificas, que hidrolisam apenas ésteres de acidos graxos primarios na posicao sn-1 ou sn-3
do glicerol. E por fim, a enantioespecificidade diz respeito a capacidade das lipases optarem
preferencialmente por certas formas isoméricas de seus substratos ou produtos, isbmeros R ou
S (BARROS; FLEURI; MACEDO, 2010; BERGER; SCHNEIDER, 1991; FERNANDEZ-
LAFUENTE, 2010; KAPOOR; GUPTA, 2012; MACRAE; HAMMOND, 1985).

As lipases podem ser produzidas tanto por origem animal, como por plantas, porém a
maior diversidade de lipases € de origem microbiana (ANDUALEMA; GESSESSE, 2012).

2.2.1 Eversa

A Eversa® Transform 2.0 (Eversa) é uma formulagdo liquida de lipase geneticamente
modificada a partir da lipase originaria do fungo Thermomyces lanuginosus (NIELSEN et al.,
2016). Essa formulacdo, de baixo custo, pode ser utilizada no processo de producdo de
biodiesel, sem necessariamente ser reutilizada (LV et al., 2017; PEDERSEN et al., 2014).
Alguns autores como Miranda et al., (2020) e Nielsen et al., (2016) obtiveram bons rendimentos
em ésteres etilicos de acidos graxos, 98,9%, 97,5%, respectivamente, utilizando essa lipase. A
maioria dos trabalhos de producéo de biodiesel com Eversa utilizaram 6leo de soja (MIBIELLI
etal., 2019; MIRANDA et al., 2020; NIELSEN et al., 2016; REMONATTO et al., 2016) e 6leo
de mamona (ANDRADE; ERRICO; CHRISTENSEN, 2017a, 2017b, 2019) como material
gliceridico. Ha& pesquisas em que optou-se por subprodutos industriais, como sebo de gado
desacidificado (WANCURA et al., 2018), 6leo residual de industria avicola (COPPINI et al.,
2019) CTO (Crude Tall Qil) do processo de polpacdo Kraft (ADEWALE; VITHANAGE;
CHRISTOPHER, 2017), 6leo de sardinha branqueada (HE et al., 2017), contudo, estudos com
essa enzima catalisando reacfes com destilado da desodorizacdo do 6leo de soja ainda séo

escassos na literatura.
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2.2.2 Lipase de Candida antarctica B

A lipase de Candida antarctica B (CALB) é uma lipase que costuma ser imobilizada no
suporte Lewatit VP OC 1600 para comercializagdo, sendo amplamente utilizada em reacdes de
esterificacdo (ORTIZ et al., 2019). Esta forma de utilizagcdo do biocatalizador favorece sua
estabilidade em relacéo a formulacéo sollvel, assim como aumenta a atividade volumétrica e
permite uma melhor recuperacao desse material para etapas ciclicas de aplicacdo (DULEBA et
al., 2019; RODRIGUES et al., 2019). A imobilizacdo da CALB tem sido bastante utilizada com
foco na producéo de ésteres de actcar (MAI et al., 2014; NETA et al., 2012; RUFINO et al.,
2010; VESCOVI et al., 2016), tendo bons resultados para reagdes com xilose como aceptor
acila, com rendimento de 64 % (ABDULMALEK; HAMIDON; RAHMAN, 2016), 67 %
(BIDJOU-HAIOUR; KLAI, 2013) e 74,8 % (MELINE et al., 2018), sendo sua forma
imobilizada comercial (Novozym 435) a que tem apresentado maiores rendimentos de éster de
acucar (GONCALVES et al., 2021a). Além disso, a sua seletividade em relacdo aos acidos
graxos de cadeia longa e média (CAO; BORNSCHEUER; SCHMID, 1999) faz com que seja

empregada com maior frequéncia nos estudos de sinteses de ésteres.

2.2.3 Lipase de Pseudomonas fluorescens

A lipase de Pseudomonas fluorescens (PFL) é uma lipase ndo especifica (KAPOOR;
GUPTA, 2012; PAQUES; MACEDO, 2006), comumente utilizada em sinteses organicas,
sendo aplicada tanto na sua forma livre quanto imobilizada. Contudo, sua aplicacdo na
formulagdo livre para reacdes utilizando DDOS como fonte de acilglicerdis em reagdes de
hidrolise ainda é pouco encontrada. Quanto a sua aplicacdo para sintese de ésteres de acUcar,
observou-se estudos utilizando frutose e acido oleico (VESCOVI et al., 2017), xilitol e acido
oleico (RUFINO et al., 2010) e frutose e vinil butirato, hexanoato, octanoato, decanoato, laurato
(SIN; CHO; LEE, 1998), todos com a enzima em sua forma imobilizada. Entretanto, sua
aplicacdo na produgdo de ésteres de agucar, tendo xilose como aceptor acila e o DDOS
hidrolisado como doador acila, ainda € escassa na literatura, 0 que pode ser observado nos
trabalhos(ABDULMALEK; HAMIDON; RAHMAN, 2016; BIDJOU-HAIOUR; KLAI, 2013;
BOUZAOUIT; BIDJOU-HAIOUR, 2015; GONCALVES et al., 2021b; LIMA et al., 2017;
MELINE etal., 2018; SIEBENHALLER et al., 2017, 2018; VESCOVI; SANTOS; TARDIOLI,

2017), em que a fonte de &cidos graxos é diferente do DDOS.
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2.2.4 Lipase de Thermomyces lanuginosus

A lipase de Thermomyces lanuginosus (TLL) é uma lipase 1,3 especifica (KAPOOR;
GUPTA, 2012; PAQUES; MACEDO, 2006) termoestavel disponivel comercialmente na forma
solivel e imobilizada (Lipozyme TL IM®), sendo comumente utilizada na hidrélise e
transesterificacdo de o6leos e gorduras, esterificacdo de acidos graxos (FERNANDEZ-
LAFUENTE, 2010) e em estudos de sintese de ésteres de actcar utilizando sacarose e laurato
de vinila (FERRER et al., 2000), sacarose, glicose, maltose e laurato e palmitato de vinila
(FERRER et al., 2005), frutose e acido oleico (VESCOVI et al., 2017) e lactulose e acido
palmitico (BERNAL; POVEDA-JARAMILLO; MESA, 2018).

Assim como descrito para as demais enzimas compiladas nessa tese, a lipase de
Thermomyces lanuginosus também possui relatos escassos quanto a sua aplicacdo em ésteres
graxos de xilose utilizando DDOS hidrolisado, sendo em sua maioria aplicada em fontes como
acidos graxos comerciais (ABDULMALEK; HAMIDON; RAHMAN, 2016; BIDJOU-
HAIOUR; KLAI, 2013; BOUZAOUIT; BIDJOU-HAIOUR, 2015; GONCALVES et al.,
2021b; LIMA et al., 2017; MELINE et al., 2018; SIEBENHALLER et al., 2017, 2018;
VESCOVI; SANTOS; TARDIOLI, 2017).

2.2.6 Imobilizacao de lipases

O conceito de imobilizacdo de enzimas pode ser definido por confinamento dessas
biomoléculas em algum local ou material insoltvel para que se possa utiliza-las repetida ou
continuamente (MURTY; BHAT; MUNISWARAN, 2002).

A imobilizacdo de enzimas € uma pratica vantajosa principalmente para o uso industrial,
uma vez que a imobilizagdo enzimatica permite o desenvolvimento de processos continuos em
larga escala, contribuindo para a redugéo dos custos operacionais associados ao biocatalisador,
devido a possibilidade de sua reutilizagcdo no processo (MANOEL et al., 2015; RODRIGUES
et al.,, 2019). Além disso, diminui a potencial contaminagdo do produto por residuos
enzimaticos, reduzindo-se assim os custos de purificagdo do produto. Também, pode-se citar
ganhos na parte operacional da enzima como o0 aumento da sua estabilidade térmica e quimica,
além de possibilitar a co-imobilizagdo com outras enzimas (DICOSIMO et al., 2013).

Entretanto, ha que se atentar para algumas desvantagens que nos permite aprimorar 0s

métodos de imobilizacdo. Uma delas é a perda de atividade enzimética devido a possiveis
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deformacbes no sitio ativo da enzima durante a imobilizacdo. Outras desvantagens sao
alteracOes nas propriedades cinéticas, devido a mudangas na estrutura tridimensional da enzima
e limitacdes na transferéncia de massa. Além disso, deve-se atentar para os custos do suporte e
das técnicas escolhidas para a imobilizacdo, para que a imobilizacdo seja viavel do ponto de
vista técnico-econdmico (MURTY; BHAT; MUNISWARAN, 2002).

Desta maneira, o objetivo das imobilizagGes enziméticas é aprimorar as propriedades da
enzima como estabilidade, atividade ou especificidade, produzindo um biocatalisador
heterogéneo, para que desta maneira obtenha-se resultados de reacdo altamente seletivos, tanto
em termos estruturais quanto estereoquimicos, sob condigcdes relativamente brandas
(FERNANDEZ-LAFUENTE et al., 1998a; KOPP et al., 2015; LIMA et al., 2015; MIRANDA
et al., 2020; RODRIGUES et al., 2019).

Os métodos de imobilizacdo compreendem adsorc¢éo, ligacdo ionica, ligacdo covalente,
reticulacdo, aprisionamento e encapsulamento. Dentre estes, destaca-se a adsor¢do que é uma
técnica simples e envolve interacbes de superficie reversiveis (principalmente forcas
hidrofobicas) entre enzima e suporte. Neste procedimento ndo ha necessidade de alteracdes
guimicas no suporte ou enzimas, caracterizando esse processo como simples, barato, rapido e
reversivel. Os materiais comumente utilizados neste método de imobilizacdo sdo carvédo
ativado, silica, polimeros naturais ou sintéticos, etc. Outro método que se pode ressaltar é o de
ligacdo covalente, que se baseia neste tipo de ligacdo entre um suporte e alguns grupos
funcionais dos residuos de aminoacidos na superficie da enzima. Neste caso, o suporte deve ser
ativado inicialmente por um reagente especifico, para tornar seus grupos funcionais fortemente
eletrofilicos, os quais possam reagir com grupos nucleofilicos fortes da enzima, favorecendo-
se assim a formacdo de ligacOes fortes entre suporte e enzima e, consequentemente, a
estabilidade da imobilizacdo (GARCIA-GALAN et al., 2011; MATEO et al., 2007; MURTY;
BHAT; MUNISWARAN, 2002; VESCOVI et al., 2017).

As lipases possuem um mecanismo peculiar de catalise, denominado ativacao interfacial
(SCHMID; VERGER, 1998; VERGER, 1997). Na presenca de alguma superficie hidrofobica
(gotas de Oleo, proteinas hidrofébicas, suportes hidrofébicos, etc.), a forma aberta da lipase
adsorve-se a essa superficie devido & exposicao de areas hidrofébicas das vizinhangas do sitio
ativo e da face interna da tampa. Esse mecanismo catalitico tem sido muito explorado na
imobilizacdo desta enzima em suportes hidrofébicos, permitindo em uma Unica etapa
purificacdo, imobilizacdo, estabilizacdo e ativacdo de vérias lipases (BASTIDA et al., 1998;
DE LIMA et al., 2013; FERNANDEZ-LAFUENTE et al., 1998b; MANOEL et al., 2015;
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PALOMO et al., 2002). Ha grande variedade de suportes hidrofobicos utilizados para
imobilizacdo de lipases, aplicados em meios que variam de totalmente aquosos a anidros,

incluindo em alguns casos liquidos iénicos ou fluidos supercriticos (RODRIGUES et al., 2019).

2.3 BIOCOMBUSTIVEIS

2.3.1 Biodiesel

O biodiesel é produzido pela esterificacdo de &cidos graxos ou transesterificacdo de
6leos e gorduras com alcoois de cadeia curta por uma reacao na presenca de um catalisador. O
processo convencional utiliza metanol, devido ao seu custo ser inferior aos demais alcoois.
(MA; HANNA, 1999; MONTEIRO et al., 2021). Sdo combustiveis biodegradaveis e nao
toxicos e com emissdes reduzidas durante a sua combustdo (KNOTHE, 2005).

O catalizador pode ser quimico (catalizador alcalino ou &cido) ou enzimatico, sendo o
primeiro mais comumente utilizado na industria por possibilitar altos rendimentos de reacéao
em um menor tempo. Entretanto, as desvantagens do processo quimico sdo a alta demanda de
energia e potencial poluicdo, além de ser custosa a recuperacao do catalisador e do glicerol,
pois este é contaminado com altas concentragdes de sais alcalinos, devido ao uso do metoxido
de sddio nas plantas industriais (PIZARRO; PARK, 2003). A reacdo de transesterificacdo
catalisada por lipases (AKOH et al., 2007; ZHANG et al., 2012) é uma alternativa atrativa, pois
ocorre em condi¢cdes mais amenas e ndo ha producao de sais alcalinos, gerando biodiesel e
glicerol com alta pureza.

As matérias-primas utilizadas na producdo do biodiesel compreendem gorduras
animais, 6leos vegetais (comestivel e ndo-comestivel), 6leos usados ou residuais. (ATABANI
etal., 2012). A producéo de biodiesel a partir de 6leos vegetais comestiveis é comum em paises
como Brasil, Estados Unidos e Argentina, sendo o 6leo de soja o mais utilizado (AVHAD;
MARCHETTI, 2015). Apesar da grande diversidade de matérias-primas que podem ser
utilizadas para a producdo do biodiesel, a busca de alternativas de baixo custo é recorrente.
Dentre elas, o destilado da desodorizagéo de 0leo vegetais sdo utilizados em diferentes técnicas
tanto na presenca quanto na auséncia de catalizador. (LIU; WANG, 2009; MALVADE;
SATPUTE, 2013; SOMNUK; SOYSUWAN; PRATEEPCHAIKUL, 2019; YIN et al., 2015,
2016). O DDOS e um subproduto com potencial para esse fim, devido a sua composi¢éo rica

em acidos graxos e triglicerideos (YIN et al., 2015). E com a finalidade de evitar a produgéo de
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sais alcalinos, para gerar biodiesel e glicerol com alta pureza, o0 uso de rota enzimética para
realizar este processo é vantajoso (AKOH et al., 2007).

Alguns estudos relatam o uso de destilados de desodorizacdo de 6leo vegetal (soja,
palma, colza, etc.) como matéria-prima na producdo de biodiesel por rota enzimatica utilizando
em grande parte catalisadores imobilizados (CORREA et al., 2011; DU; WANG; LIU, 2007;
FACIOLI; BARRERA-ARELLANO, 2001; SU et al., 2014; WANG et al., 2006; ZENG et al.,
2017). No entanto, poucos estudos utilizam lipases em sua formulacao liquida, principalmente

no caso do DDOS, sendo uma questdo a ser explorada.

2.3.2 Ecodiesel

O Ecodiesel € um biocombustivel composto por uma mistura de 2/3 de ésteres (etilicos
ou metilicos) e 1/3 de acilglicerdis (especificamente monoacilglicerdis) que foram
transesterificados/esterificados parcialmente. O termo Ecodiesel foi proposto por (LUNA et al.,
2014) para diferenciar do biodiesel, devido a presenca de monoacilglicerideos. A obtencao
desse biocombustivel requer exclusivamente o uso de lipases 1,3-especificas e que a migragédo
de radicais acilas da posicéao sn-2 para sn-1/sn-3 seja (DU et al., 2005; GOG et al., 2012; LUNA
etal., 2014; MONTEIRO et al., 2021) A Tabela 4 compara as caracteristicas do Ecodiesel com
diferentes biocombustiveis semelhantes ao biodiesel.
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Tabela 4 - Comparacdo das principais caracteristicas das diferentes tecnologias disponiveis para

a producdo de combustiveis liquidos renovaveis a partir de 6leos vegetais.

) Biodiesel ] o o
Tipo Biocombustiveis semelhantes ao biodiesel
EN 14214
Nome Biodiesel Gliperol® DMC-Biod® Ecodiesel®
_ Acetato de Carbonato de
Reativo Etanol e metanol ) ) Etanol
metila metila
_ Acidos, bases _ _
Catalizador NaOH ou KOH ) Bases ou lipases Lipases
ou lipase
_ Carbonato de
Triacetato de ) 1
3FAME ou 3 _ Glicerol de o
Produtos glicerol + 3 o Monoglicerideo
FAEE Acido Graxo +
FAME + 2 FAEE
2 FAME
Subprodutos Glicerol Sem perdas Sem perdas Sem perdas
Processo de
separacao e Complexo N&o requer Né&o requer N&o requer
limpeza
Investimento ) _ _ _
Médio Baixo Baixo Baixo

em instalagdes

Acidos graxos

Acidos graxos

Acidos graxos

Acidos graxos

Acidos graxos

_ ) 3 livres sdo livres sdo livres sdo
livrese/ou livres sdo
) ) transformados | transformados | transformados
agua no 6leo | transformados em
_ ) em em em
de partida sabao ) o ) o ) o
biocombustiveis | biocombustiveis | biocombustiveis
Custo do ]
) Baixo Alto Alto Alto
catalisador
Alto. Efluentes
alcalinos e salinos
Impacto séo gerados. O ) ) )
) Baixo Baixo Baixo
ambiental tratamento de

aguas residuais é

necessario.

FAME - Ester etilico de 4cido graxo; FAEE - Ester metilico de acido graxo. Fonte: LUNA et al., 2017.
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O Ecodiesel ndo gera subprodutos em sua producéo, realizada em temperaturas amenas
que favorece a regiosseletividade das enzimas em seu processo catalitico, minimizando as
usuais adversidades da producao de biodiesel padrdo, além de poder ser empregado também
como biocombustivel em misturas duplas diesel/Ecodiesel e triplas diesel/Ecodiesel/alcool em
maquinas movidas a diesel (LUNA et al., 2017). No entanto, a presen¢a de monoglicerideos no
Ecodiesel aumenta levemente os valores de viscosidade das misturas, ndo sendo aconselhavel
a utilizacdo de misturas duplas nas quais o Ecodiesel esteja presente em percentual superior a
50% (HURTADO et al., 2019).

A reducdo de custos de energia e dgua na lavagem do biocombustivel, e 0 aumento do
desempenho do processo, sdo dois fatores vantajosos do Ecodiesel, ja que as matérias-primas
reativas se transformam em biocombustivel (LUNA et al., 2013; MONTEIRO et al., 2021). A
simplificacdo do processo de limpeza desse biocombustivel faz com que o processo possa
abranger uma gama maior de 6leos residuais como matéria prima, podendo estes serem
parcialmente purificados durante as reacOes de esterificacao/transesterificagdo (HURTADO et
al., 2019). Caso haja etanol ndo gasto no processo enzimatico, este pode permanecer na mistura,
integrando uma parte do produto e podendo ser utilizado diretamente como combustivel
(LUNA et al., 2017).

O Ecodiesel possui alta capacidade de lubrificacdo, além de propriedades fisico-
quimicas semelhantes as do biodiesel convencional, devido a presenca de monoglicerideos
(CALERO etal., 2020). No caso do uso do DDOS como fonte gliceridica para o preparo desse
biocombustivel, além das vantagens citadas acima, destaca-se a presenca de tocoferol e
fitoesterdis que poderia contribuir para a estabilidade oxidativa de um biocombustivel
composto por alquil ésteres de 4&cidos graxos insaturados, devido as suas atividades
antioxidantes (SAINI; KEUM, 2016).

2.4 ESTER DE XILOSE

Os ésteres de aglcares sdo surfactantes ndo idnicos, ndo toxicos, inodoros,
biodegradaveis e com atividade antimicrobiana, cujas caracteristicas 0s tornam um produto de
grande interesse para usos na industria alimenticia, farmacéutica e cosmética (DUMAS;
BONTE, 2002; GHOSH; JONES, 2017; HILL; RHODE, 1999; KHAN; RATHOD, 2015;
KOSARIC, 1992; SANTOS et al., 2016). Podem ser produzidos por rota quimica ou
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enzimatica, por meio de uma reagdo de esterificagdo de um agucar (C,,(H,0),) e um acido
graxo (RCO,H) (GUMEL et al., 2011).

As pesquisas visando a producéo do éster de xilose utilizam um doador acila comercial,
ou seja, acidos graxos especificos, sendo escasso 0 uso de subprodutos industriais para tal fim.
Além disso, é importante a escolha de solvente organicos que dissolvam o substrato de modo a
permitir que a tanto a solubilidade do produto quanto a esterificacdo sejam baixa para favorecer
a cristalizacdo de uma maneira que haja um equilibrio que contribua para a formacéo do éster
(YAN etal., 1999). Poucos sdo os estudos nos quais o solvente utilizado na reacéo € aceito pela
indUstria alimenticia. No trabalho de Bidjou-Haiour e Klai, (2013), os autores utilizaram a
metil-etil-cetona, que é um solvente biocompativel para a producédo de aditivos alimentares. As
reacOes de sintese de éster de xilose, acontecem em sua maioria, em faixa de temperatura de
46-60 °C, utilizando enzimas imobilizadas e podendo atingir até 85% de conversdo em éster
(BOUZAOUIT; BIDJOU-HAIOUR, 2015).

No contexto de uma biorrefinaria, a xilose € um acgucar atrativo para ser usado como
receptor acila na sintese de ésteres de acucares, pois ela pode ser obtida a partir da hidrolise da
xilana (principal componente da fracdo hemicelul6sica), fracdo essa obtida no pré-tratamento
de biomassas lignocelul6sicas para a producao de etanol 2G e ainda subutilizada. Dessa forma,
0 aproveitamento da fracdo hemiceluldsica para a producao de produtos de interesse comercial
poderia contribuir para uma maior viabilidade econémica do etanol 2G. (DOTTORI; ASHLEY
COOPER BENSON; BAY, 2013; VESCOVI; SANTOS; TARDIOLI, 2017)

Os ésteres de xilose contribuem para estimular a sintese e secrecao de proteoglicanos e
glicosaminoglicanos por queratindcitos epidérmicos, 0 que 0s tornam compostos relevantes
para emprego na formulacdo de cosméticos e farmacos, em especial os com funcédo
dermatoldgica. Os ésteres de xilose possuem caracteristica lipofilica que é relevante para que a
xilose penetre na pele, seguida pela liberacdo do aclcar que ocorre devido a presenca de
esterases na epiderme. Essa caracteristica contribui para a funcdo hidratante desses produtos,
bem como para prevenir e tratar os efeitos do envelhecimento que se da pelo declinio de
proteoglicanos e glicosaminoglicanos na pele com a idade. Dessa forma, os ésteres de xilose
podem ser utilizados para qualquer aplicacdo que tenha o objetivo de estimular a sintese dos
glicanos citados (DUMAS; BONTE, 2002).

A producdo desses ésteres pode ser feita tanto pelas rotas quimica ou enzimatica. A
sintese quimica, comumente utilizada pela industria, requer grande demanda de energia, pois a

reacao ocorre em altas temperaturas (150-240 °C), possui baixa seletividade e pode formar
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subprodutos tdxicos, que tornam o produto inaceitavel para certas aplicagdes, como por
exemplo em cosméticos, requerendo, portanto, purificacdo e, consequentemente, gerando
custos adicionais (KHAN; RATHOD, 2015).

A utilizacdo de enzimas, como as lipases, € uma alternativa para superar 0S
inconvenientes anteriormente citados, uma vez que a catalise ocorre em baixas temperaturas
(30-70°C) e baixa pressao, resultando na formacédo de produtos puros, incolores e inodoros,
permitindo uma reducdo no numero de etapas de reacdo devido a regioespecificidade,

satisfazendo uma gama maior de aplicac6es e reduzindo custos (GONCALVES et al., 2021a)
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CAPITULO 3 - MATERIAIS E METODOS



3.1 MATERIAIS

Destilado de desodorizacdo de 6leo de soja (DDOS, COCAMAR, Maringa, PR, Brasil).
Lipase Eversa® Transform 2.0 (Novozymes A/S, Bagsveerd, DK). Lipase de Pseudomonas
fluorescens, trifluoreto de boro em metanol (10-15%), padrbes de a-, B-, y- e d-tocoferdis,
acido palmitico, estearico, oleico, linoleico e linolénico; heptadecanoato de metila; dioleina,
monooleina, trioleina, butanotriol, tricaprina, N-metil-N- (trimetilsilil) trifluoroacetamida
(MSTFA) e xilose (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). Tiossulfato de sodio (Na2S203.5H,0)
e cloroformio (Exodus Cientifica, Sumare, SP, Brasil). lodeto de potéssio, fenolftaleina,
hidroxido de sodio (NaOH), acido acético (H4C20.), fosfato de sodio, tetrocloreto de carbono,
alcool metilico (Labsynth Produtos para Laboratérios Ltda, Diadema, SP, Brasil). Amido
soltvel e hidroxido de potéssio (KOH) (Panreac Quimica SLU, Castellar del Vallés, Barcelona,
Espanha). Alcool etilico 99%, solucdo de Wijs, etil-metil-cetona (Neon Analytical Reagents,
Suzano, SP, Brasil). n-Hexano e n-propanol (Honeywell, Charlotte, NC, EUA), acido cloridrico
(HCI), sulfato de sodio e éter etilico (Quemis, Joinville, SC, Brasil), acetonitrila (Tedia Way,
Fairfield, OH, EUA). Lipase de Pseudomonas fluorescens (Immozyme - IMMAPF T2 150),
lipase de Thermomyces lanuginosus (Immozyme - TLL T2 150), lipase Candida antarctica B
imobilizadas (Immozyme CALB T2 150), (Chiral Vision, Leiden, Holanda). Peneira molecular
(3 A) (JT Baker, New Jersey, NJ, USA). Todos 0s outros reagentes eram de grau analitico e

foram usados como recebidos.
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3.2 METODOS

3.2.1 Meétodos fisico-quimicos

3.2.1.1 indice de acidez

Realizou-se a analise conforme a norma (AOCS Ca 5A-40, 1992). Pesou-se
aproximadamente 2 g de amostra homogéneas e liquidas em frasco erlenmeyer de 125 mL.
Adicionou-se 25 mL de solucdo de éter-alcool (2:1, v/v) neutra e duas gotas do indicador
fenolftaleina. Titulou-se a mistura com uma solucdo de hidréxido de sédio 0,1 M até o
aparecimento da coloracdo rosea. Procedeu-se da mesma forma para o branco, composto por
todos os reagentes exceto o0 DDOS, e o célculo do indice de acidez foi realizado segundo as

Equacdes 1 e 2:

mg KOH) — VNaoH X MNaoH X 56,105 (1)

Mamostra

Indice de acidez (

indice de acidez (LKOH)

indice de acidez(%) =

1,99 )

Em que: VnaoH € 0 volume gasto de NaOH na titulagdo (mL); Mnaon € a molaridade do
NaOH usado na titulacdo; € Mamostra € @ massa de DDOS expressa em gramas. O resultado do
indice de acidez (em %) é obtido atravées da divisdo do resultado em miligramas de KOH por

grama da amostra pelo.fator 1,99

3.2.1.2 indice de iodo pelo método de Wijs

Determinou-se o indice de iodo segundo a norma (AOCS Cd 1-25, 1990). Pesou-se
aproximadamente 0,25 g da amostra, liquida e filtrada, em um frasco erlenmeyer de 500 mL
com tampa. Posteriormente, adicionou-se 10 mL de tetracloreto de carbono e 25 mL de solugao
de Wijs no frasco que contém a amostra. Agitou-se a solucdo até ficar homogénea e deixou-se
em repouso ao abrigo da luz e a temperatura ambiente, por 30 min. Depois desse periodo,
adicionou-se 10 mL da solucéo de iodeto de potassio 15% (m/v) e 100 mL de agua recentemente

fervida e fria. Titulou-se com solucdo de tiossulfato de sodio 0,1 M ate o aparecimento de uma

58



fraca coloracdo amarela, acrescentou-se 2 mL de solucdo indicadora de amido 1% (m/v) e
continuou a titulacdo até o completo desaparecimento da cor azul. O indice de iodo no controle
(branco, composto por todos os reagentes exceto o0 DDOS) foi determinado de forma similar e

0 seu célculo realizado pela Equacao 3:

(Vb-Va) x M x 12,89

P (3)

indice de Iodo =

Em que: M é molaridade da solugdo de Na2S:03, Vb é o volume em mL gasto na
titulagdo do branco, Va € o volume em mL gasto na titulagdo da amostra e P é a massa em g da

amostra.

3.2.1.3 indice de saponificacdo

O indice de saponificacdo foi determinado segundo a norma (AOCS Cd 3-25, 1990).
Pesou-se a amostra em um baldo de vidro e anotou-se o peso. Na sequéncia, adicionou-se 25
mL de solucéo alcodlica de KOH 40 % (m/v) (40 g de KOH, 20 mL de agua e 980 mL de etanol
anidro). Conectou-se o baldo a um condensador e ferveu-se a solu¢do por 75 min em uma manta
de aguecimento até que a amostra fosse completamente saponificada. Depois que o frasco
esfriou, desconectou-se o condensador e adicionou-se 1 mL da solucdo indicadora de
fenolftaleina. Titulou-se o conteddo do baldo com a solugdo de acido cloridrico (HCI) 0,5 M
até que a coloracdo rosa desaparecesse. Calculou-se o indice de saponificacdo segundo a

Equacéo 4:

. e v _VieD) X Mycy X 56,11
indice de Saponificacio = LBranco=Vrcy) X Mici (4)
Mamostra

Em que: Vy; € 0 volume de solugdo de HCI em mL gasto na titulacdo da amostra;
Vg ranco € 0 Volume de solucdo de HCl em mL gasto na titulacdo do branco (composto por todos
0s reagentes exceto 0 DDOS); My, é a molaridade da solucdo de HCl e M;,0stra € @ Massa

de amostra em g.
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3.2.1.4 Densidade

Determinou-se a densidade seguindo o método oficial (AOCS Cc 10a-25, 1990). Uma
amostra de DDOS foi aquecida a temperatura de (20-23°C) e em seguida adicionada em um
picndmetro (previamente pesado). Este foi mantido fechado em banho-maria na temperatura de
(25°C £ 0,1) por 30 min. Ao final desse tempo, 0 picndmetro contendo a amostra foi novamente
pesado e a densidade calculada pela Equacédo 5:

A-B

Densidade Relativa (25°C) = — (5)

Em que: A é a massa do picndmetro contendo o DDOS (g); B é a massa do picnémetro

vazio (g); e C € a massa de 4gua na temperatura de 25°C (Q).

3.2.1.5 Viscosidade

A viscosidade foi analisada utilizando-se um reémetro (Brookfield DV-II1I Ultra com
banho TC-650, Brookfield Brasil, Middleboro, MA, EUA) e spindle SC4-27, nas temperaturas
de 25°C e 40°C. A Equacéo 6 (lei de poténcia) foi ajustada aos dados experimentais de tensédo
e taxa de deformacdo usando o programa Rheocalc V3.3 Build 49-1:

=k X y" (6)

Em que: 1 ¢ a tensdo, k ¢ o indice de consisténcia, y ¢ a taxa de deformacdo, e n € o
indice de comportamento do escoamento.

O fluido pode requerer uma variacdo da taxa de cisalhamento gradativamente maior ou
menor com o0 aumento da tensdo de cisalhamento, seguindo uma relagéo exponencial regulada
pelo parametro n (indice de comportamento do escoamento). Se o valor de n for maior que 1, 0
fluido é dito dilatante, se o valor de n for menor que 1, entdo o fluido é dito pseudoplastico.
(XANTHOQOS, 2005). Dado que para o0 DDOS analisado o n foi muito proximo de 1, o fluido foi

considerado newtoniano, por este motivo assumiu-se o valor de k como a viscosidade.
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3.2.1.6 Umidade

Determinou-se a umidade do DDOS seguindo uma adaptacao do método (AOCS Ca 2b-
38, 2004), usando-se uma balanca analisadora de umidade (Marte cientifica, modelo 1D50, S&o
Paulo, SP, Brasil). Pesou-se uma amostra de DDOS na balanca e aqueceu a amostra a 130°C
na propria balanca. O peso da amostra seca foi anotado e a umidade determinada pela Equagéo
7:

Perda de massa (g)
Massa da amostra (g)

Umidade (%) = x 100 (7)

Em que: a perda de massa € a diferenca entre 0 peso da amostra antes de aquecer e
depois do aquecimento.

3.2.2 Métodos analiticos

3.2.2.1 Atividade hidrolitica frente a substratos de cadeia curta (tributirina como substrato)

A atividade de hidrolise de tributirina foi baseada na metodologia descrita por
(BEISSON et al., 2000), com adaptacfes. O método consiste na hidrélise de uma mistura de
1,5 mL de tributirina, 6 mL de tampéo fosfato 100 mM, pH 7,3 e 16,5 mL de agua destilada a
37°C por 5 min. O acido butirico liberado é titulado com solucdo de KOH 0,02 M em titulador
pH-Stat (Titrindo 907, Methrom, Suica). Uma unidade de hidrdlise de tributirina (TBU) é
definida como a quantidade de enzima que libera 1 umol de acido butirico por minuto nas

condigdes de ensaio.

3.2.2.2 Atividade frente a substratos sintéticos (p-nitrofenil-butirato)

As atividades de hidrolise de p-nitrofenil-butirato (p-NPB) foi determinada
espectrofotometricamente acompanhando-se 0 aumento da absorbancia em 348 nm devido a
liberacdo de p-nitrofenol nas seguintes condi¢des: 0,4 mM de p-NPB em tampé&o fosfato de
sodio 25 mM, pH 7,0 a 25°C (PALOMO et al., 2005). Uma unidade (U) de atividade hidrolitica
¢ definida como a quantidade de enzima que libera 1 pmol de p-nitrofenol por minuto, nas
condigdes de ensaio.
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3.2.2.3 Determinacédo de proteinas

O teor de proteina das preparacoes de lipases foi determinada pelo método de Bradford
(BRADFORD, 1976), utilizando albumina do soro bovino como proteina padrao.
Sucintamente, 25 pL de amostra de proteina sdo misturados em 1 mL do Reagente de Bradford
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e apds 5 min de reagdo mede-se a absorbancia em 595

nm.

3.2.2.4 Reacao de saponificagdo seguida de extracdo liquido-liquido

A concentracdo de tocoferois foi realizada por meio de uma reacdo de saponificacéo a
frio baseada na metodologia (AOCS CE 6A-40, 2004) com adaptacdes. Aproximadamente 100
mL da amostra de DDOS foram pesados em um frasco Erlenmeyer. Volumes de 600 mL de
solug&o alcoolica 10% (v/v), 100 mL de solugdo de KOH 50% (m/v) foram adicionados, e este
conteudo foi deixado sob agitacdo magnéetica por 1 h em temperatura ambiente. Posteriormente,
foram adicionados 55 mL de éter etilico e o material transferido para um funil de separacéo.
Ambeas as fases foram tituladas com HCI 0,1 M para neutralizagdo. O material saponificavel foi
lavado duas vezes com um volume de &gua destilada quente proporcional ao da amostra, seco

durante a noite em estufa a 60 °C e utilizado para esterificagdo / transesterificacdo enzimatica.

3.2.2.5 Reacao de hidrolise enzimatica

As reacdes de hidrolise foram conduzidas segundo a metodologia de Vescovi et al.,
(2016b) com adaptacdes. A reacdo foi realizada em reatores tampados de 500 mL com
agitadores com pas triplas, a 37 °C. Utilizou-se 50 g de DDOS, 220 g de agua destilada (razdo
DDOS:4gua, 1:4 (m/m)), 5 % de enzima (m/ mppes). Durante a reacdo foram retiradas
aliquotas para acompanhar a quantidade de AGL no meio, sendo essas amostras centrifugadas
(10000 rpm, 15 min, 5 °C) para posterior analise por cromatografia gasosa. Ao final da reacdo,
todo o meio foi centrifugado (8000 rpm, 20 min, 5 °C) e o &cido graxo formado foi lavado duas
vezes com agua quente na proporcdo 1:1 (AGL:agua), centrifugado (8000 rpm, 20 min, 5°C) e
seco em estufa a 70 °C para posterior uso nas reacoes de esterificagcdo/transesterificacdo. O
ensaio foi realizado em duplicata e os resultados (conversdo vs. tempo) foram expressos como

valores médios + média desvios.
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3.2.2.6 Reacdo de esterificagdo/transesterificagdo para a sintese de ésteres etilicos

As variaveis operacionais temperatura, razdo molar etanol: FFA e concentracdo de
lipase foram otimizadas por delineamento de experimentos (RCCD) 23 com trés pontos centrais
e seis pontos axiais, visando o rendimento maximo do biodiesel. Os dados foram analisados e
representados graficamente no software Statistica versdo 7.0 (Stat Soft), e conduzidos com nivel
de significancia a = 0,05. Na etapa de otimizagao, todos os testes foram realizados em frascos
fechados e agitador orbital (Modelo MA832, Marconi, Piracicaba, SP, Brasil) a 250 rpm por 16
h.

Ap06s definidas as condicBes 6timas, as reacfes de esterificacdo foram conduzidas em
um reator batelada (termostatico e mecanicamente agitado) para testes de perfil de desempenho
ao longo do tempo (0-48 h) e avaliacdo do uso da peneira molecular. Ao final das reacdes, 0
biodiesel foi lavado com agua destilada, centrifugado e seco em estufa para quantificacdo dos
ésteres formados por cromatografia gasosa: ésteres etilicos de &cidos graxos conforme EN
14103.

3.2.2.7 Polimento caustico do biodiesel

Apobs a reacdo de esterificacdo/ transesterificacdo foi feita a lavagem do material de
acordo com o teor de AGLs quantificado, segundo (NIELSEN et al., 2016). Tomando esse valor
como base, adicionou-se um volume de solucdo de NaOH a 4% (m/v) ao biodiesel de forma
que a proporcdo fosse 1,15 moles de base por mol de AGLs residuais. A reacao foi agitada em
um agitador (SL - 222, Solab, Piracicaba, SP, Brasil) a 60 °C, 60 rpm, por 1 h. Em seguida, a
mistura foi decantada por 10 min a 60 °C, e posteriormente centrifugada a 8000 rpm por 10 min
a 25 °C. A fase leve foi recuperada, lavada duas vezes com um volume de dgua destilada quente

proporcional ao da amostra, e seco durante a noite em estufa a 60 °C.

3.2.2.8 Reacdo de esterificacao para a sintese de ésteres de xilose

A sintese de ésteres de xilose foi realizada baseada na metodologia de Gongalves et al.
(2021) com adaptacOes. A reacdo foi conduzida a 60 °C em frascos fechados sob condigdes
predefinidas (7 mM de xilose em 60 mL de etil-metil-cetona, 0,42 g de AGL produzidos na
hidrolise do DDOS, 11,44 g de peneira molecular e 0,5 % de enzima (m/v)) em agitador orbital
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(Modelo MA832, Marconi, Piracicaba, SP, Brasil) a 250 rpm por 24 h. Ao final, 0 meio
reacional foi centrifugado (10000 rpm por 5 min, 25 °C) para remogéo da peneira e enzima.
Amostras do meio reacional foram retiradas e diretamente usadas para analise de AGL por
cromatografia gasosa. Amostras também foram retiradas e secas em estufa a 70 °C overnight

para anlises de tocoferol e consumo de xilose por cromatografia liquida.
3.2.2.9 Ensaios de capacidade de emulséo

Os testes de capacidade de emulséo foram realizados em duplicata, adicionando 50 mg
do produto de reacdo foram dissolvidos em 1 mL de agua e misturados com 2 ml de querosene
a um tubo de teste. O conteddo do tubo foi homogeneizado continuamente por 2 min em
temperatura ambiente (25 °C) e deixado em repouso por 24 h. Apos este periodo, a altura da
regido emulsificada e a altura da coluna total foram medidas, e a capacidade de emulsdo foi
calculada de acordo com a Equacéo 8 (CAVALCANTI et al., 2017).:

CE (%) = ’;—t x 100 (8)

Onde He: altura da regido emulsionada e Ht: altura da coluna total.
3.2.3 Preparo de amostras

3.2.3.1 Preparo de amostra de material insaponificavel para determinacéo de tocoferol por

cromatografia em fase liquida

A amostra foi preparada de acordo com o método (AOCS Ce 8-89, 2004). Pesou-se
cerca de 2 g da amostra em um frasco ambar de fundo plano de 100 mL e adicionou-se 8 mL
de etanol 96% agitando suavemente. Em seguida, se acrescentou 100 mg de pirogalol e agitou
novamente para dissolver. Foi feita a purga do frasco com nitrogénio, adicionados 4 mL de
solucdo de KOH 60% (m/m), feita a purga novamente com nitrogénio e fechado o recipiente.
O frasco foi colocado em banho-maria a 26 °C com agitagéo vigorosa por 10 min.

Ap0s, adicionou-se 50 mL de 4gua deionizada ao frasco e transferiu-se o conteudo para
um funil de separacdo de 250 mL. Na sequéncia, lavou-se o frasco com 50 mL de éter dietilico

e transferiu-se as lavagens para o funil. O funil foi agitado por 1 min, depois aguardou-se as
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fases se separarem e retirou-se a fase aquosa inferior. A fase aquosa foi extraida mais quatro
vezes com aliquotas de 30 mL de éter dietilico e ao final foi combinado os extratos de éter.

Os extratos de éter dietilico combinados foram lavados com 50 mL de &gua (agitando
cuidadosamente para evitar a formagédo de emulsédo) e em seguida diluidos em 30 mL de uma
solucdo de &cido cloridrico 0,01 mol/L. Na sequéncia adicionou-se 50 g de sulfato de sodio
anidro, mexendo suavemente para absorver a agua. O extrato foi filtrado em papel filtro, o
conteudo foi transferido para um baldo redondo coberto com papel aluminio e rota-evaporado
a uma temperatura ndo superior a 40 °C. No caso de algum residuo liquido permanecer no
frasco, etanol 99% foi adicionado (20 mL) e novamente rota-evaporado até ficar seco.

O baldo foi pesado antes e depois da rota-evaporacao a fim de se obter a massa seca

final para adequar a diluicdo em hexano para quantificacdo por cromatografia liquida.

3.2.3.2 Preparo de amostra para caracterizacao de &cidos graxos livres, glicerideos e ésteres
de &cidos graxos por cromatografia liquida

O contetdo de triglicerideos (TAG), diglicerideos (DAG), monoglicerideos (MAG) e
ésteres dos acidos graxos (E-AG) presentes no DDOS foi quantificado por cromatografia
liquida de fase reversa (RP-HPLC) segundo metodologia de (HOLCAPEK et al., 1999)
adaptada.

Para isso, as amostras de DDOS foram preparadas pesando-se 0,05 g e diluindo em 500
ul de solug@o de 2-propanol-hexano (5:4, v/v). Um volume de 10 pl desta solugdo foi novamente
diluido em 1490 ul do solvente e em seguida a amostra foi filtrada em filtros de 0,20 um e
analisada por RP-HPLC.

Os teores dos componentes (TAG, DAG, MAG e E-AG) da amostra foram
quantificados por grupos em termos de composicao porcentual (Equacgéo 9) equivalente a razdo

massica entre 0 grupo e a amostra total:

ZA rupo
Xgrupo (%) = T2 5 100 9)

m B Y Atotal
Onde, X,y € a fragdo massica de cada grupo na amostra total, Y, Ay, € @ SOMa das
areas de todos 0s picos correspondente ao grupo e Y. A;,:q; € a Soma das areas de todos 0s picos.

Cada grupo tem o seguinte intervalo de tempo de retencdo: MAG e AGL entre 3 e 8 min, E-

AG entre 9 e 12 min, DAG entre 13 e 17 min e TAG entre 18 e 22 min, aproximadamente.
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3.2.3.3 Preparo de amostra para determinacdo da matéria gliceridica total do DDOS (AGL,
MAG, DAG, TAG) por cromatografia em fase gasosa

Para a quantificacdo do conteudo total de AGL, MAG, DAG e TAG no DDOS foi
realizada uma etapa prévia de esterificacdo/transesterificacdo da matéria gliceridica para a sua
quantificacdo como ésteres metilicos de &cidos graxos (FAME).

FAME foram preparados segundo o método (AOCS Ce 2-66, 2004). Adicionou-se a um
baldo de 125 mL aproximadamente 0,2 g de DDOS e 5 mL de solucdo de NaOH 0,5 M em
metanol. Colocou-se o baldo acoplado a um condensador em uma manta aquecedora com
agitacdo e manteve-se o sistema a 60°C por 10 min. Em seguida, pipetou-se 5 mL de trifluoreto
de boro 10-15% (v/v) em metanol, elevou-se a temperatura até a ebulicdo, mantendo-a nessas
condicdes por 2 min. Apos resfriar, adicionou-se 5 mL de heptano e apds 1 min adicionou-se
15 mL de solucgdo saturada de cloreto de sodio (NaCl). Ap6s misturar, completou-se o volume
do baldo com soluc¢do saturada de NaCl até a boca. Apos a decantacao da fracdo insoltvel, uma
aliquota da fracdo soluvel foi retirada e lavada para a analise de ésteres metilicos por
cromatografia gasosa. Realizou-se a lavagem da seguinte forma: adicionou-se 2 mL de agua
fervente a 2 mL da amostra, esse contetdo foi agitado e centrifugado a 10000 rpm (9600g) por
10 min a 4°C. Apos a centrifugacdo, retirou-se a fase leve e colocou-a em outro eppendorf. Esse
procedimento foi repetido por mais 2 vezes, e ao final a fase leve foi seca em estufa a 50°C
overnight (16-24 h). Para injecdo no cromatdgrafo, 50 mg de amostra foram misturados a 1 mL

de solucdo de heptadecanoato de metila em hexano (10 mg/L).

3.2.4 Métodos cromatogréficos

3.2.4.1 Determinacédo de tocoferol por cromatografia liquida

Os tocoferois presentes na amostra foram analisados segundo o método (AOCS Ce 8-
89, 2004) com adaptacgdes. As amostras foram preparadas realizando a diluicdo de 0,5 g em 25
mL de n-hexano; para os padrdes, a diluicdo foi de 10 mg em 100 mL de n-hexano, para obter-
se a aliquota para analise. Cerca de 10 mL da solucédo estoque foi rota-evaporada a 40 °C para
remocao do solvente, em seguida adicionou-se 10 mL de metanol e agitou-se para dissolver o
tocoferol. A concentracdo do padréo de a-tocoferol (como pg/mL de a-tocoferol) foi obtida

pela medida da absorbancia desta solugdo a 292 nm e dividindo-se o valor da absorbancia lida
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por 0,0076. Para as solu¢des-padrdes estoques de P, v, d-tocoferois foi procedido da mesma
maneira, apenas considerando os valores de absorbéncia e fatores abaixo:

e 296 nm B-tocoferol = 0,0089

e 298 nm y-tocoferol = 0,0091

e 298 nm d-tocoferol = 0,0087

O sistema de cromatografia liquida utilizado era composto por um cromatografo Waters

E 2695 (Waters Co., Milford, MA, EUA) e detector UV (Photodiode Array Detector, Waters
Co., Milford, MA, EUA). A separacdo cromatografica foi realizada em uma coluna Luna®
Silica 100 (250 x 4.6 mm x 5 um, Phenomenex INC., Torrance, CA, EUA) a temperatura
ambiente. A fase mdvel era composta por n-hexano:isopropanol na proporcéo 98:2 (%, v/v)
com vazao de 1 mL/min, volume de inje¢do 20 puL. O tempo de anélise de cada amostra era de
12 min.

O teor de a-tocoferol presente em uma amostra, em pg/g, é dado pela equacédo 10:

a — tocoferol (%) = fxexDxa (10)

AXm

C = concentragdo do padrdo de a-tocoferol (pg/mL)

A =medida da area do pico obtido pelo padrdo de a-tocoferol
a = medida da area do pico obtida pela amostra de a-tocoferol
m = massa da amostra

D = fator da diluicdo

Os teores de B, y e 6-tocoferdis da amostra sdo calculados como o procedimento anterior
usando os dados do cromatograma do correspondente padrao de tocoferol.

3.3.4.2 Determinacdo de &cidos graxos livres, glicerideos e ésteres de &cidos graxos por

cromatografia liquida

O sistema de cromatografia liquida utilizado era composto por um cromatografo Waters
E 2695 (Waters Co., Milford, MA, EUA) e detector UV (Photodiode Array Detector, Waters
Co., Milford, MA, EUA).

A separacdo cromatogréafica foi realizada em uma coluna Ascentis Express C18 (10 cm

x 46 mm x 2.7 um, Supelco, Bellefonte, PA, EUA) a 40°C. A fase mével era composta por
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agua (Fase A), acetonitrila (Fase B) e isopropanol:hexano na proporcéao 5:4 (%, v/v) (Fase C)
com vazdo de 1 mL/min, volume de inje¢ao 20 puL e detecgdo em 205 nm. A proporcao das

fases com o tempo é descrita na Tabela 1 (HOLCAPEK et al., 1999).

Tabela 1 — Gradiente da fase mével (%, v/v)

Tempo Fase A Fase B Fase C
(min) (%) (%0)° (%0)°
0 30 70 0
10 0 100 0
20 0 50 50
25 0 50 50
25,01 0 100 0

30 30 70 0
40 30 70 0

Fase A: dgua ultrapura
PFase B: acetonitrila
°Fase C: isopropanol:hexano na proporgao 5:4 (%, v/v)

3.3.4.3 Quantificacao de xilose por cromatografia liquida

O consumo de xilose foi avaliado usando a metodologia descrita por Vescovi; Santos;
Tardioli (2017) com adaptacdes. Inicialmente, o meio reacional foi centrifugado a 10000 rpm,
25 °C, por 5 min; posteriormente, 1 mL do sobrenadante foi retirado e seco em estufa a 70°C
overnight. Apos evaporacao do solvente, foi adicionado 1 mL de dgua destilada as amostras,
feita a homogeneizagéo e a filtragdo em filtros de seringa de 0,22 um. A concentragéo de xilose
foi medida utilizando um HPLC Breeze (Waters Co., Milford, MA, EUA) equipado com um
detector de indice de refracdo (RID, Waters Co., Milford, MA, EUA) e uma coluna Sugar Pak-
I (300 x 6,5 mm x 10 um, Waters Co., Milford, MA, EUA) mantida a 80 °C. A fase mdvel foi
composta por uma solugéo de EDTA-Ca (50 mg/L) a uma vazdo de 0,5 mL/min, com volume
de injecédo de 20 uL e tempo de andlise de 20 min.

3.3.4.4 Determinacédo de &cidos graxos livres por cromatografia gasosa

Os acidos graxos livres foram quantificados por cromatografia gasosa de acordo com
metodologia adaptada do Catalogo de Agilent Technologies (2011). Foi utilizado um
cromatografo de gas (7890A, Agilent Tecnhologies, Santa Clara, CA, EUA), equipado com um
detector de ionizacdo de chama (FID, 250 ° C), um injetor split-splitless (250 ° C, proporc¢éo de
divisdo 40: 1) e uma coluna Rtx-WAX (30 m x 0,25 mm x 0,25 um, Restek Corporation,
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Bellefonte, PA, EUA). O ajuste da temperatura do forno foi de 120 ° C durante 1 min; 120 ° C-
250 ° C a 10 ° C/ min; 250 ° C por 5 min. Hélio foi usado como gés de arraste (42 cm/s, 24
psia 120 ° C, 1,8 mL/min).

As amostras foram dissolvidas em diclorometano na concentracdo de 0,016 g/mL, e 0s
padrdes foram preparados em cinco concentracgdes diferentes (0,25, 0,5, 1,0, 1,5e 2,0 g/L) para

ajuste da curva de calibracéo.

3.3.4.5 Determinacao de ésteres metilicos e etilicos por cromatografia gasosa

Esteres metilicos e etilicos foram quantificados por cromatografia em fase gasosa
segundo a norma EN 14103, com modifica¢bes. Utilizou-se o cromatografo Agilent (7890A,
Agilent Tecnhologies, Santa Clara, CA, EUA) equipado com detector de ionizacdo de chama
(FID, 250 °C) e coluna Rtx-Wax (30 m x 0,25 mm x 0,25 um, Restek Corporation, Bellefonte,
PA, EUA) a uma temperatura de 210 °C, hélio como gés de arraste e heptadecanoato de metila

como padréo interno. As demais condi¢des estao descritas na Tabela 2:

Tabela 2 — Condicdes utilizadas no cromatdgrafo gasoso

Temperatura do injetor 250 °C
Pressao 19,91 psi
Vazao total 54 mL/min
Taxa de Split 50:1
Temperatura do detector 250 °C
Vazao do He 30 mL/min
Vazao do ar sintético 400 mL/min
Vazéo de Hz 25 mL/min

A amostra da reacdo foi centrifugada a 9.000 rpm por 10 min a 5 °C para recuperacao
da fase leve que foi lavada com &gua destilada quente e centrifugada, sendo realizada essa etapa
por trés vezes. Apdés a lavagem, a amostra foi seca em estufa overnight a 60°C. Para
quantificacdo, 50 mg de amostra foram diluidas em 1 mL de solucdo de heptadecanoato de
metila (10 mg/mL, em heptano), tendo como volume de inje¢cdo 1 pL. O rendimento dos

FAEE/FAME (em % massa) foi calculado de acordo com a equacao 11:

Rendimento FAEE [FAME = E0=4s0 o Lst=0s) ;19 (11)

Asy
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Onde, Y A é a soma das &reas de todos os picos de ésteres presentes no cromatograma com
cadeias carbonicas entre C14:0 e C24:0, Ag; € a area do pico do padréo interno heptadecanoato
de metila (C17), Cs; € a concentracdo da solucdo do padrdo interno heptadecanoato de metila
em heptano (10 mg/mL), Vs, € o volume da solugédo do padréo interno heptadecanoato de metila

em heptano (1 mL) e m € a massa da amostra (em gramas).

3.3.4.6 Determinacéo de glicerol, TAG, DAG e MAG por cromatografia gasosa

O conteudo de glicerol livre, TAG, DAG e MAG (em % massa) foi determinado por
cromatografia gasosa em um cromatdgrafo Agilent (7890A, Agilent Tecnhologies, Santa Clara,
CA, EUA) equipado com uma coluna Select Biodiesel (glicerideos, UM + 2 m RG, 15m x 0,32
mm x 0,1 pum, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA) e um detector de ionizagéo de
chama. A rampa de temperatura foi de 50 °C por 1 min, aquecimento a 180 °C a 15 °C / min,
230°Ca7°C/mine 380 °Cal0°C/min, mantida por 10 min. A temperatura do detector era
de 380 ° C e o hélio foi usado como gas de arraste. As curvas de calibracdo foram construidas
com padrdes de dioleina, monooleina e trioleina, butanotiol e tricaprina como padrdes internos
e N-metil-N- (trimetilsilil) trifluoroacetamida (MSTFA) como reagente de derivatizagdo. A
preparacdo, analise e quantificacdo das amostras foram realizadas de acordo com o método
ASTM D6584.
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CAPITULO 4 — ENZYMATIC PRODUCTION OF FATTY ACID ETHYL ESTERS FROM
SOYBEAN OIL DEODORIZER DISTILLATE USING A LIQUID LIPASE
FORMULATION



ABSTRACT

Soybean oil deodorizer distillate (SODD), a by-product of the soy oil refining, is a rich source
of fatty acids and others compounds in minor amounts, such as tocopherols and phytosterols.
Despite of that, this by-product remains underused. This work aimed to use crude SODD and
the SODD saponifiable phase (SODD-SP) for the enzymatic production of fatty acid ethyl
esters (FAEEs) using the liquid lipase formulation Eversa Transform 2.0 as catalyst. From an
experimental design, a temperature of 35 °C, an enzyme concentration of 8.36 wt.%, and a
molar ratio of 3.64:1 (ethanol:SODD-SP) were found as the best conditions for FAEEs
production from SODD-SP (up to 90.8 wt.% ester yield after caustic treatment). Although our
product did not meet the standards of a biodiesel (min. 96.5 wt.% of FAEES), it has great
potential to be used as biofuel because the ester content represents around 98% of the SODD
saponifiable matter. And the unsaponifiable compounds, especially tocopherols and
phytosterols (natural antioxidants), can probably improve other properties of the biofuel, such
as the oxidative stability of the unsaturated fatty acid moieties.

Key words: SODD; Eversa Transform; Biofuel; Ethanolysis; Tocopherols.
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4.1. INTRODUCTION

The soybean oil deodorizer distillate (SODD) is a by-product of the soy oil refining,
generated in the oil deodorization step (SHERAZI; MAHESAR, 2016) applied to remove
volatile compounds responsible for unacceptable odor, color and taste in the quality standard
of oils for commercialization (NAZ et al., 2012a; SHERAZI; MAHESAR, 2016). This by-
product is mostly composed of free fatty acids, acylglycerols and smaller amounts of
tocopherols, free sterols and scalene (DE CAMARGO; FRANCHIN; SHAHIDI, 2018;
GUNAWAN; KASIM; JU, 2008; SAINI; KEUM, 2016).

Due to the high content of saponifiable matter (up to 90 wt.%), deodorizer distillates
(DDs) of vegetable oils (soy, palm, rapeseed, etc.) have been exploited as raw material for
biodiesel production (Table S1) (CORREA et al., 2011; DU; WANG; LIU, 2007; FACIOLI;
BARRERA-ARELLANO, 2001; SU et al., 2014; WANG et al., 2006; ZENG et al., 2017)

Most works have used immobilized lipases for biodiesel production from DDs (Table
S1). However, the cost of immobilizing could make the overall process unattractive under an
industrial point of view (CORREA et al., 2011; DU; WANG; LIU, 2007; FACIOLI;
BARRERA-ARELLANO, 2001; SU et al., 2014; WANG et al., 2006; ZENG et al., 2017).
There is in the market a low-cost liquid lipase (Eversa Transform, a variant lipase from
Thermomyces lanuginous) specially formulated for the biodiesel industry (LV et al., 2017;
MONTEIRO et al., 2021; NIELSEN et al., 2016; PEDERSEN et al., 2014). This enzyme
exhibits excellent performance in both liquid and immobilized forms, with both methanol and
ethanol as acyl acceptors, and using refined and acid feedstocks (alkyl esters yields up to 99%)
(Table S2) (ADEWALE; VITHANAGE; CHRISTOPHER, 2017; ANDERSON et al., 2019;
ANDRADE; ERRICO; CHRISTENSEN, 2017b, 2017c, 2017a, 2019; COPPINI et al., 2019;
HE et al., 2017; MIBIELLI et al., 2019; MIRANDA et al., 2020; MONROE et al., 2020;

NGUYEN et al., 2018; NIELSEN et al., 2016; REMONATTO et al., 2016, 2018; WANCURA
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et al., 2018). According to our research in the scientific literature, there is still no works on the
production of biodiesel from SODD using liquid Eversa.

In this context, this work aimed to evaluate the performance of liquid Eversa in the
production of biodiesel from SODD. As this by-product has other compounds than the
saponifiable ones, we also evaluated a previous saponification step of the crude SODD as an
attempt to increase the saponifiable content and to recover tocopherols, which is currently
marketed as vitamin E (PRETTO et al., 2017).

It is important to consider that according to the international standards, the biodiesel
must have at least 96.5 wt.% of alkyl esters (EN 14103; ASTM D6751). Several approaches
have been reported to increase the esters content when the final product does not meet these
standards. For example, if the biodiesel has high acidity (above the recommended, max. 0.25
wt.% (MIRANDA et al., 2020; NIELSEN et al., 2016)), a caustic polishing is a good strategy
to reduce the acidity up to within range acceptable. Furthermore, some studies have proposed
to use a biofuel as a mixture of FAEE (or FAME) and non-converted acylglycerols, called
Ecodiesel (CALERO et al., 2015, 2020; HURTADO et al., 2019; LUNA et al., 2014, 2017;
MONTEIRO et al., 2021). That is, a biofuel that does not generate by-products in its production,
carried out at mild temperatures that favors enzymes regioselectivity in catalytic process,
minimizing the standard biodiesel production usual adversities (MONTEIRO et al., 2021); in
addition, it can be used in diesel/biofuel double blends and diesel/biofuel/alcohol triple blends
in a diesel engine (HURTADO et al., 2019). In our case, a product composed of FAEE and
unsaponifiable compounds, mainly tocopherols and phytoesterols (natural antioxidants), could
be advantageous for other properties of a biofuel rich in unsaturated fatty acids moieties, for

example, oxidative stability.
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4.2 MATERIALS AND METHODS

4.2.1 Materials
Soybean oil deodorizer distillate (SODD) was supplied by COCAMAR (Maringa, PR,

Brazil). Eversa® Transform 2.0 (Novozymes A/S, Bagsverd, DK) was purchased from Sigma
Chem. Co. (St. Louis, MO, USA). Chromatography standards (a-, -, y- and é-tocopherols,
methyl heptadecanoate, monoolein, diolien, triolein, butanethiol, tricarpine, free fatty acids)
and N-methyl-N-(trimethylsilyl) trifluoroacetamide (MSTFA) were purchased from Sigma
Chem. Co. (St. Louis, MO, USA). All other chemicals were analytical grade and were used as

received.

4.2.2 Characterization of the SODD
SODD was characterized in terms of acidity index (AOCS CA 5A-40, 1990), iodine

index (AOCS CD 1-25, 1990), saponification index (AOCS CD 3-25, 1990), density (AOCS
CC 10A-25, 1990) and humidity (AOCS CA 2B-38, 2004). Viscosity at 40 °C was measured
in a Brookfield Rheometer (Brookfield DV-I1I Ultra with TC-650 bath, Brookfield Brazil, Rio

de Janeiro, RJ, Brazil) with a SC4-27 spindle.

4.2.3 SODD saponification

The saponifiable matter from SODD was obtained by a cold saponification reaction
according to the AOCS methodology (AOCS CE 6A-40, 2004) with adaptations. SODD (100
mL), 10% (v/v) alcohol solution (600 mL) and 50% (w/v) KOH solution (100 mL) were added
in an Erlenmeyer flask, and the mixture was stirred (in a magnetic stirrer) for 1 h at room
temperature. After, 55 mL of ethyl ether were added, and the material was transferred to a

separation funnel. Both phases were titrated with 0.1 M HCI for neutralization. The saponifiable
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phase was washed twice with hot distilled water (volume ratio 1:1), dried overnight in an oven

at 60 °C, and used for enzymatic esterification/transesterification.

4.2.4 Esterification/transesterification reaction using SODD saponifiable phase (SODD-SP)
and ethanol

A statistical design was performed to define the reaction conditions: ethanol:SODD-SP
molar ratio, enzyme concentration and temperature (Table 1). The ethanol:SODD-SP molar

ratio was calculated based on the saponification index (SI) using Equations (1) and (2):

m, 1 mol _
SODD-SP (mol) = mgopp.sp(e) X SI (gsj[)%) X (?") x 1073 (mig) 1)
. _ : molethanol — 1 m_ol 1
Ethanol:SODD-SP molar ratio (—molsonn.sp) Meghanol (&) X T ( . ) S— (@)

The data were analyzed and represented graphically using the software Statistica version
7.0 (Stat Soft), with a significance level of a = 0.05. In the optimization stage, all tests were
performed in closed flasks and orbital shaker (Model MA832, Marconi, Piracicaba, SP, Brazil)
at 250 rpm for 16 h. After defined the best conditions, the esterification/transesterification
reactions were conducted in a batch reactor (50 mL working volume, thermostated and
mechanically stirred at 2000 rpm) to get the ester yield profile with the time (0-48 h) using both

crude SODD and SODD-SP.

Table 1. Coded values of the input variables for statistical design

Variables -1.68 -1 0 +1 +1.68

Molar ratio (ethanol:SODD-SP) X1 1.96:1 2.3:1 2.8:1 3.3:1 3.64:1
Enzyme concentration (wt.%) X2  1.64 3 5 7 8.36
Temperature (°C) X3 26.6 30 35 40 43.4
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4.2.5 Caustic treatment
A volume of 4% NaOH solution (w/v) was added to the biodiesel to reach 1.15 moles

of base per mole of residual free fatty acid (FFA). The reaction mixture was stirred in a shaker
(SL — 222, Solab, Piracicaba, SP, Brazil) at 60 °C, 60 rpm, for 1 h. Then, the mixture was
decanted for 10 min at 60 °C, and centrifuged at 8000 rpm for 10 min at 25 °C. The light phase
(upper oily phase) was recovered, washed twice with hot distilled water (volume ratio 1:1), and

dried overnight in an oven at 60 °C.

4.2.6 Tocopherol quantification by liquid chromatography
Tocopherols were analyzed according to the AOCS method (AOCS CE 8-89, 2004)

with adaptations. The liquid chromatography system was a Waters E2695 chromatograph
(Waters Co., Milford, MA, USA) equipped with UV detector (Photodiode Array Detector,
Waters Co., Milford, MA, USA). The chromatographic separation was performed in a Luna®
Silica 100 column (250 x 4.6 mm x 5 um, Phenomenex INC., Torrance, CA, USA) at room
temperature. The mobile phase was a mixture n-hexane:isopropanol (98:2, v/v) at a flow rate

of 1 mL/min, 20 pL injection volume, 12 min analysis time.

4.2.7 Quantification of esters by gas chromatography

The yield of ethyl esters (FAEES) (in wt.%) was determined by gas chromatography
according to EN-14103, with modifications. An Agilent chromatograph (7890A, Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA) was used, equipped with a flame ionization detector (FID
set at 250 °C) and a Rtx-Wax column (30 m x 0.25 mm x 0.25 um, Restek Corporation,
Bellefonte, PA, USA) at a temperature of 210 °C, with helium as carrier gas and methyl
heptadecanoate as an internal standard. The samples were centrifuged at 9000 rpm for 10 min
at 5 °C, the light phase was washed with hot distilled water and centrifuged (three times), and

dried overnight in an over at 60 °C. For quantification, 50 mg of sample were diluted in 1 mL
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of methyl heptadecanoate solution (10 mg/ml, in heptane) and 1 pL was injected in the

equipment.

4.2.8 Quantification of glycerol, TAGs, DAGs, and MAGs by gas chromatography
The content of free glycerol, TAGs, DAGs, and MAGs (in wt.%) was determined by

gas chromatography in an Agilent chromatograph (7890A, Agilent Technologies, Santa Clara,
CA, USA) equipped with a Select Biodiesel column (glycerides, UM + 2 m RG, 15 m x 0.32
mm x 0.1 um, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) and a flame ionization detector.
The temperature ramp was 50 °C for 1 min, heating to 180 °C at 15 °C /min, 230 °C at 7 °C
/min and 380 °C at 10 °C /min, maintained for 10 min. The detector temperature was 380 °C
and helium was used as the carrier gas. The calibration curves were constructed with diolein,
monoolein and triolein standards, butanethiol and tricaprine as internal standards, and N-
methyl-N- (trimethylsilyl) trifluoroacetamide (MSTFA) as derivatization reagent. Sample

preparation, analysis and quantification were performed according to the ASTM D6584.

4.2.9 Quantification of free fatty acids by gas chromatography
Free fatty acids were quantified by gas chromatography according to methodology

adapted from the Agilent Technologies Catalog (2011). A gas chromatograph (7890A, Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA) was used, equipped with a flame ionization detector (FID
set at 250 °C), a split-splitless injector (250 °C, split ratio 40:1) and an Rtx-WAX column (30
m x 0.25 mm x 0.25 pm, Restek Corporation, Bellefonte, PA, USA). The oven temperature was
set at 120 °C for 1 min, heating to 250 °C at 10 °C/min, and 250 °C for 5 min. Helium was used
as carrier gas (42 cm/s, 24 psi at 120 °C, 1.8 mL/min). The samples were dissolved in
dichloromethane at a concentration of 0.016 g/mL, and the standards were prepared in five

different concentrations (0.25, 0.5, 1.0, 1.5 and 2.0 g/L) to adjust the calibration curve.
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4.3 RESULTS AND DISCUSSION

4.3.1 SODD characterization

As the SODD is a by-product of oil refining, its composition depends on the oil source
and the processing steps. In this way, its physical-chemical characterization is important to
verify the particularities of the raw material under study. The physical-chemical properties of
the SODD (Table 2) show a saponification index (181.62 + 0.96 mg KOH/g) close to that
reported by (YIN et al., 2015, 2016) (154.87 mg KOH/g % 2.62), who used SODD for biodiesel
production. According to (ANVISA, 1999), the saponification index of refined soybean oil is
in the range 189-195 mg KOHY/qg, indicating that SODD had similar characteristics to refined

oil in terms of this index, due to the similarity of values for this index
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Table 2. Physicochemical properties of the soybean oil deodorizer distillate (SODD)

Parameter Results Method
Acidity index (mgKOH/qg) (25 °C) 34.19+0.52 (AOCS CA 5A-40. 1990)
Eg?zl/nleooé)n?;é’c;)y the Wijs method 115984032  (AOCS CD 1-25. 1990)
Saponification index (mgKOH/g) (25 °C) 181.62+0.96 (AOCS CD 3-25. 1990)
Kinematic viscosity (mPa.s) (40 °C) 32.74+0.01 Note 1
Kinematic viscosity (mPa.s) (20 °C) 57.10+0.01 Note 1
Moisture (%) (130 °C) 1.33+0.04 (AOCS CA 2B-38. 2004)
Saponifiable matter as fatty acid methyl 85 15 + 0.53 (AOCS CE 2-66. 2004;
esters (FAME) (wt.%) o DUVEKOT. 2011)
a-Tocopherol (9/1009) (%) 0.37 £ 0.001 (AOCS CE 8-89. 2004)
B-Tocopherol (g/100g) (%) 0.09 £ 0.005 (AOCS CE 8-89. 2004)
d-Tocopherol (g/100g) (%) 0.36 +0.003 (AOCS CE 8-89. 2004)
y-Tocopherol (g/100g) (%) 1.01 +0.003 (AOCS CE 8-89. 2004)
Total of tocopherols (g/100g) (%) 1.83 (AOCS CE 8-89. 2004)
Palmitic acid (C16) (¢/100g) (%) 3.19+0.01 (AG'LENTEZBESNOLOG'ES'
Stearic acid (C18) (g/100g) (%) 0.99 + 0.03 (AG'LENTEZBESNOLOG'ES'
Oleic acid (C18:1) (g/100g) (%) 5.43 + 0,04 (AG'LENTEZBESNOLOG'ES'
Linoleic acid (C18:2) (g/100g) (%) 7.91+0.15 (AG'LENTEZBESNOLOG'ES'
Linolenic acid (C18:3) (g/100g) (%) 0.95 +0.06 (AG'LENTEZBESNOLOG'ES'
Total of free fatty acids (g/100g) (%) 18.47 (AGILENTEZBESNOLOGIES'

Note 1. Rheometer (Brookfield DV-111 Ultra with bath TC-650. Brookfield Brazil. Middleboro. MA. EUA) and spindle SC4-27. program
Rheocalc V3.3 Build 49-1.

Regarding to the FFAs content, the SODD acidity index (34.19 + 0.52 mg KOH/g) was
lower than that previously reported for deodorizer distillates of soybean oil (107.64 + 228 mg
KOH/g) (YIN et al., 2015, 2016), palm oil (191.69 mg KOH/g) (CORREA et al., 2011), rice
oil (163.66 £ 0.57 mg KOH/g) (SAHU; GHOSH; BHATTACHARYYA, 2018), and rapeseed
o0il (97.61 £1.87 mg KOH/g) (LIU; WANG, 2009). In general, the content of FFAs of vegetable
oil by-products depend on the composition of the original oil, as well as the deodorization
conditions; thus, the physical-chemical parameters of deodorizer distillates can vary according

to the oilseed (SHERAZI; MAHESAR, 2016).
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The iodine index is a parameter related to the degree of the oil unsaturation (AOCS Cd
1-25,1990). The value obtained for the SODD (112.98+0.96 gl»/100 g) was around twice higher
than that obtained for palm oil deodorizer distillate (63.8 gl2/100g) (CORREA et al., 2011),
since soybean oil is rich in polyunsaturated fatty acids, while palm oil in saturated fatty acids.
However, for biodiesel production it is recommended an iodine index less than 115 gl»/100g
(KNOTHE, 2002). The moisture of SODD (1.33%) was higher than those of refined oils (less
than 0.5%) (BARROS; WUST,; MEIER, 2008), but this parameter must be corrected for
biodiesel production, since the presence of water may favor the hydrolysis of the esters
produced, thus reducing the reaction yield (MIRANDA et al., 2020; MONTEIRO et al., 2020)
The kinematic viscosity of the SODD at 25 °C (57.10 £ 0.01 m Pa. s) was very close to that of
refined soybean oil (BROCK et al., 2008) that is consistent with the high content of
acylglycerols (mono-, di- and triacylglycerols) in the SODD (~70 wt.%).

The total content of free fatty acids (FFAS) and acylglycerides (MAG, DAG, and TAG)
was also quantified by gas chromatography in terms of fatty acid methyl esters (FAMES). For
that, all glyceridic material was previously submitted to an alkaline transesterification with
methyl alcohol, converting it totally into FAMEs. Table 2 shows that the SODD is mainly
composed of saponifiable matter (85.15 + 0.53 wt.%), which makes it an excellent raw material
to produce biodiesel.

Soybean oil is a good source of tocopherols (a—, B—, y— and d—tocopherols). According
to the literature, the amounts of tocopherols found in crude soybean oil are as follows (in
mg/100 g of oil): a—tocopherol (9.53-12.0), B-tocopherol (1.00-1.31), y—tocopherol (61.0—
69.9) and 5—tocopherol (23.9-26.0) (DE CAMARGO; FRANCHIN; SHAHIDI, 2018), but part
of these compounds are lost in the oil deodorization. The total of tocopherols in the SODD was
around tenfold lower than those reported in the literature (16.3-18.2%) (SHERAZI,

MAHESAR, 2016). This difference can be attributed to the fact that the degradation of
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tocopherols occurs quickly (SAINI; KEUM, 2016). Tocopherols are prone to degradation at
alkaline conditions and at high temperature (up to 61% degradation at 300 °C during the oil
distillation process) (GUNAWAN; JU, 2009).

The FFAs in the SODD were majority composed of linoleic, oleic and palmitic acids,
since soybean oil is composed of linoleic acid (51%), oleic acid (23%), palmitic acid (10%),
linolenic acid (7-10%) and stearic acid (4%) (KONG et al., 2019). However, the total content
of FFAs (18.47 %) found in this work was lower than those reported by Kasim et al. (2010) and
Gunawan; Kasim and Ju (2008), 41.15 + 0.39% and 45.38 + 2.13%, respectively. However, this
parameter is dependent of the deodorization process (temperature and pressure) (SHERAZI,
MAHESAR, 2016).

A cold saponification process was adopted in this study aiming to recovery tocopherols
present in the SODD. The saponifiable phase (93.03 wt.% saponification index, 2.25 wt.% FFA
and 1.33 wt.% tocopherols) was selected to carry out the fatty acid ethyl esters production tests
(discussed below). The saponification process degraded a large part of tocopherols, mainly
a—tocopherol, as will be discussed below, Tocopherol’s degradation during saponification

process was also reported by Maniet; Jacquet and Richel, (2019).

4.3.2 Transesterification/esterification reaction

The levels of the variables of the statistical design were based on reaction conditions
previously reported for the synthesis of biodiesel using Eversa Transform (Table S2) to
establish a range of parameters that encompassed a large part of those works. The response
variable was analyzed in terms of the reaction ester yield (mass basis).

The experimental runs resulted ester yields (in wt.%) ranging from 59.30 to 82.06%
(Table 3 showing experimental and predict ester yields). Analysis of variance (ANOVA) (Table

4) allowed determining the significant parameters. The F-values of model and Lack of Fit were
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24.448 (p-value <0.0002, 95%-confidence level) and 14.402 (p-value > 0.08) (Table S3),
respectively, indicating that the fitted model (Eq. 1) represents well the behavior of our system
(R-squared value of 0.9692). The difference between adjusted and predicted R-squared is
recommended to be less than 0.20. The adjusted R-squared and predicted R-squared values
were 0.9295 and 0.8890, indicating good representativity of experimental dataset and capability
of extrapolating the model, respectively.

A second order (Eq. 1) model was fitted to the experimental data of ester yield vs. the
coded independent variables X1 (ethanol:SODD-SP molar ratio), X2 (enzyme concentration,

in wt. %) and X3 (temperature, in °C):

Yield = 72.50 + 1.67X; — 0.50X,2 + 4.04X, + 0.94X,* — 3.67X5 — 0.98X5% —
0.35X,X, + 2.62X, X5 — 0.62X,X; (1)
A good agreement was observed between experimental and predicted (from Eq. 1)

responses (Fig S1).
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Table 3. Experimental design for the influences of three independent variables (real and coded)
on the ester yield of the esterification/transesterification reaction with SODD saponifiable phase

(SODD-SP) (experimental and predicted values).

. Ester Ester
Molar ratio Enzyme Temperature ield ield
Assays  (ethanol:SODD-  concentration po i I yd' q
SP) (Wt. %) (°C) experimental Predicte

(%) (%)

1 2.3:1 (-1) 3(-1) 30 (-1) 73.00+2.55 72.38
2 3.3:1(+1) 3(-1) 30 (-1) 70.77+0.79 70.46
3 2.3:1 (-1) 7 (+1) 30 (-1) 81.91+0.80 82.40
4 3.3:1(+1) 7 (+1) 30 (-1) 80.10+1.37 80.48
5 2.3:1 (-1) 3(-1) 40 (+1) 59.30+1.60 61.14
6 3.3:1(+1) 3(-1) 40 (+1) 69.36+1.03 69.70
7 2.3:1 (-1) 7 (+1) 40 (+1) 67.57+1.68 67.28
8 3.3:1(+1) 7 (+1) 40 (+1) 74.40+1.34 75.84
9 1.96:1 (-1.68) 5(0) 35 (0) 67.98+0.72 69.70
10 3.64:1 (+1.68) 5(0) 35 (0) 73.90+2.06 75.28
11 2.8:1 (0) 1.64 (-1.68) 35(0) 67.99+4.44 68.36
12 2.8:1 (0) 8.36 (+1.68) 35 (0) 82.06+4.87 81.93
13 2.8:1 (0) 5(0) 26.6 (-1.68) 72.94+1.61 76.42
14 2.8:1 (0) 5(0) 43.4 (+1.68) 65.14+4.32 63.08
15 2.8:1 (0) 5(0) 35 (0) 72.03+£0.45 72.49
16 2.8:1 (0) 5(0) 35 (0) 72.74+1.01 72.49
17 2.8:1 (0) 5(0) 35 (0) 72.76+0.25 72.49

Table 4. Analysis of variance (ANOVA) for ester yield (wt. %) from SODD saponifiable phase
(SODD-SP) (response variable) as function of the independent variables (ethanol:SODD-SP
molar ratio, enzyme concentration and temperature)

Factor SS* DF* MS* F p-value
calculatted

Model 527.9898 9 58.6655 24.4483 0.000176
(1)Molar ratg’Pg‘zE‘)a”O"SODD' 380718 1 380718 179.989 0.005510
Molar ratio (ethanol:SODD-SP)(Q)  2.8603 1 2.8603 13.522  0.066644
(2)Enzyme concentration (wt.%)(L) 223.2497 1  223.2497 1055.441 0.000946
Enzyme concentration (wt.%)(Q) 9.9646 1 9.9646 47.109  0.020575
(3)Temperature (°C)(L) 184.3259 1  184.3259 871.424 0.001146
Temperature (°C)(Q) 10.7223 1 10.7223  50.691  0.019162
1L by 2L 0.9895 1 0.9895 4678  0.163034
1L by 3L 54.7595 1 54.7595 258.882 0.003841
2L by 3L 3.0462 1 3.0462 14.402  0.062951
Lack of Fit 12.0879 5 2.4176 11429  0.082403

Pure Error 0.4230 2 0.2115

Total SS 549.5108 16

*DF: degree of freedom; SS: sum of squares; MS: mean square; R-squared=0.9692; adjusted R-squared=0.9295; predicted R-squared=0.8890.
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Figure 1 shows the response surfaces constructed from the model (Eq.1). As expected,
both enzyme concentration (more expressive) and molar ratio influenced positively the ester
yield, i.e., an increase in these parameters leads to higher ester yields. Particularly, as SODD
has high content of FFAs and its esterification generates water as by-product, the reaction was
favored using excess of ethanol, which shifts the reaction equilibrium towards the products (HE
et al., 2017; MIBIELLI et al., 2020). On the other hand, temperature negatively affected the
ester yield, i.e., the reaction was favored at lower temperatures because high temperatures can
inactivate the enzyme. These effects and their magnitudes are clearly showed in the Pareto chart

(Fig. S2).
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Fig. 1 Response surfaces of biodiesel reaction with SODD saponifiable phase (SODD-SP). a)

Enzyme concentration vs. ethanol:SODD-SP molar ratio. b) temperature vs. ethanol:SODD-SP
molar ratio. ¢) temperature vs. enzyme concentration. Z-axis indicates the ester yield (wt. %).
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The highest FAEE yield was reached at 35 °C, 8.36 wt.% enzyme concentration and
3.64:1 molar ratio (ethanol:SODD-SP) (Fig. S3). Under these conditions, the model predicted
an ester yield of 83.31 wt.%, which could be experimentally validated (83.25+£1.11 wt.%).
Figure 2 shows that the reaction equilibrium was reached after 23 h reaction (86.56 wt.% ester
yield), after which the ester yield remains practically constant (86.84 wt.% after 48 h reaction).
This result is very closed to that reported by Wancura et al. (WANCURA et al., 2018) (85.08

%) using methanol, deacidified cattle tallow and liquid Eversa.
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Fig. 2 Profile of fatty acid ethyl ester (FAEE) vyield (wt.%) vs. time for the
esterification/transesterification of SODD saponifiable phase (SODD-SP) (15 g) with ethanol
(8.10 g). Reactions conditions: 48 h reaction; 35 °C; molar ratio of 3.64:1 (ethanol:SODD-SP)
and 8.36 wt.% enzyme concentration.

Under the best conditions described above, an experiment was carried out using both

SODD and SODD-SP to perform a mass balance per component (FAEEs, FFAs and

tocopherols) (Table 5).
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Table 5. Mass balance of the biodiesel production for components.

FAEEs production (reaction step) Caustic treatment
Inputs Outputs Outputs
Component wt.% mgs?gg) Component wt.% mgsrs)Eg) Component wt.% mgs?ég)
Crude SODD 15.04 Crude FAEEs 10.25 Crude FAEEs 6.81
Sl 91.27+0.88 13.73 Saponifiable: Saponifiable:
FFAs 17.18+0.26 2.58 FAEEs 76.85+0.65 7.88 FAEEs 82.42+0.78 5.61
Acyl-gly? 74.09 11.14 FFAs 5.08+0.01 0.52 FFAs 1.08+0.08 0.07
Toc-total 1.83 0.28 Acyl-gly 1.59 0.16 Acyl-gly 0.94 0.06
a-tocopherol  0.37 £0.001 Glycerol 0.04 £0.01 Glycerol 0.04 £ 0.004
B-tocopherol  0.09 + 0.005 MAGs 0.73+0.01 MAGs 0.42+0.04
y-tocopherol ~ 1.01 +0.003 DAGs 0.79+0.09 DAGs 0.45+0.05
d-tocopherol  0.36 +0.003 TAGs 0.03+0.01 TAGs 0.03 +0.003
Toc-total 1.39 0.14 Toc-total 0.41 0.03
a-tocopherol 0.06 +0.01 a-tocopherol 0.002 + 0.001
-tocopherol 0.07 £0.001 B-tocopherol 0.005 + 0.001
y-tocopherol 0.99 +0.01 y-tocopherol 0.19 +0.003
8-tocopherol 0.27 £0.001 d-tocopherol 0.22 +0.01
Others 1.04 Others 1.55 Others 1.04
Total Mass 15.04 10.25 6.81
Mass recovery 68.2% Mass recovery 66.4%
SODD - SP 15.01 Crude FAEEs 11.67 Crude FAEEs 8.37
Sl 93.03+1.08 13.96 Saponifiable: Saponifiable:
FFAs 2.25%0.13 0.34 FAEEs 86.56+0.31 10.10 FAEEs 90.83+0.82 7.60
Acyl-gly? 90.78 13.62 FFAs 2.77+0.08 0.32 FFAs 0.82+0.08 0.07
Toc-total 1.33 0.20 Acyl-gly 1.89 0.22 Acyl-gly 1.03 0.09
a-tocopherol  0.34 £0.01 Glycerol 0.05+0.01 Glycerol Not detectable
B-tocopherol  0.01 +0.003 MAGs 0.90 £ 0.05 MAGs 0.50 £ 0.02
y-tocopherol ~ 0.84 +0.01 DAGs 0.87+0.23 DAGs 0.53 £0.09
8-tocopherol  0.14 +0.001 TAGS 0.07 £0.03 TAGS Not detectable
Toc-total 1.01 0.12 Toc-total 0.67 0.06
a-tocopherol 0.20 £ 0.05 a-tocopherol 0.06 +0.02
B-tocopherol 0.01 +£0.001 B-tocopherol 0.01 £ 0.002
y-tocopherol 0.67 £0.02 y-tocopherol 0.49 £0.03
8-tocopherol 0.13+0.001 d-tocopherol 0.11 +0.002
Others 0.85 Others 0.91 Others 0.55
Total Mass 15.01 11.67 8.37
Mass recovery 771.7% Mass recovery 71.7%

SODD - soybean oil deodorizer distillate; FFAs — free fatty acids; FAEEs — fatty acid ethyl esters; SI — saponification index;
Toc-total — sum of a-. B-. y-. 8-tocopherol. SODD-SP — SODD saponifiable phase; Others — other compounds (phytoeterols.
scalene. etc.) not measured; Acyl-gly — sum of monoglycerides. diglycerides. triglycerides and free glycerol. Reactions
conditions: 24 h reaction; 35 °C; ethanol:SODD-SP molar ratio of 3.64:1, 8.36 wt.% enzyme, and 6.74 g of molecular sieves
(only for FAEESs production from hydrolyzed SODD).

@Values indirectly calculated as (SI — FFAS).
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The production of FAEEs using liquid lipases, such as Eversa, results in a significant
increase in free fatty acids at the beginning of the reaction, which must be regulated to achieve
high ester yields (NIELSEN et al., 2016; WANCURA et al., 2019). Thus, to reduce residual
FFAs, the caustic treatment of the material was used in this work. In this case, biodiesel from
SODD-SP after caustic treatment presented 90.83 wt.% FAEEs, 1.03 wt.% non-converted
glycerides and 0.82 wt.% FFAs. On the other hand, biodiesel from crude SODD after caustic
treatment presented lower content of FAEEs (82.42 wt.%) and similar amounts of non-
converted glycerides and FFAs (0.94 and 1.08 wt.%, respectively) (Table 5). Both products met
the standards of a biodiesel regarding to free glycerin (max. 0.25%), MAGs (max. 0.70%) and
TAGs (max. 0.20%), but not met the values recommended to FAEEs (min. 96.5 wt.%), DAGs
(max. 0.20 wt.%) and FFAs (max. 0.50 mg KOH/g) (ANP, 2014). However, it has been reported
that biofuels containing bound glycerol have several advantageous as biofuels (CALERO et al.,
2015, 2020; HURTADO et al., 2019; LUNA et al., 2014, 2017; MONTEIRO et al., 2021).

The crude SODD acidity was 17.18 wt.%, a value almost 8-fold higher than that of the
SODD-SP (etheric phase of the SODD saponification) (2.25 wt.%). Even using raw material
with different acidities, the Eversa performance was similar, demonstrating the enzyme's
versatility for use in different substrates, enabling the production of esters with both high and
low acidity oils (VARGAS et al., 2018). The ester yields (after caustic treatmente) for both raw
materials (82.42 and 90.83 wt.%) showed that the reaction conversion were very close to the
maximum values (90.3 and 97.6% conversion), taking into account only the saponifiable
content (91.27 and 93.03 wt.%, respectively). It should be noted that others compounds may be
present in the final product, such as tocopherols, phytosterols and squalene, initially present in
the SODD (15.23-23.54%) (GUNAWAN; KASIM; JU, 2008; KASIM et al., 2010; SHERAZI;

MAHESAR, 2016).
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The excellent performance of Eversa in the synthesis of alkyl esters from different raw
materials is well documented in the literature. Miranda et al. (2020) obtained FAEE yields
around 90 wt.% after 48 h of reaction in the presence of 6.0% water, using liquid Eversa and
refined soybean oil. After a caustic treatment, the ester yield could be increased to 98.2 wt.%.
Other authors, using the same enzyme and methanol as acyl acceptor, obtained similar yields:
96% (MIBIELLI et al., 2019), 96.7 % (REMONATTO et al., 2016), and 97.5 % (NIELSEN et
al., 2016). Regarding to the acyl donor, Facioli e Barrera-Arellano (2002) obtained 88%
conversion of SODD to FAEESs; however, the enzyme used was the Mucor miehei immobilized
lipase (Lipozyme™). Wang et al. (2006) and Du, Wang and Liu (2007) reported ester yields of
97% and 95% (calculated as the percentage of methyl esters measured in relation to the
theoretical methyl esters amount), respectively, using SODD, Novozym 435 and methanol as
acyl acceptor. These brief review shows that our results are very closed to those previously
reported using other systems acyl donors-acyl acceptors-enzyme.

Regarding to the total tocopherol, the biodiesel produced contained 50% and 60% of the
total present in the crude SODD and in the SODD-SP, respectively. After caustic treatment
these values decreased to 10% and 30%, respectively. The greatest losses occurred in the caustic
treatment, mainly for a- and 6-tocopherols. Although our final product has still not met the
values recommend to biodiesel for some parameters (such as FAEES, min. 96.5 wt.%), a deep
study focused on this matter could adjust it as biofuel an even recover other value-added
compounds. A deep study of separating FAEESs, FFASs, tocopherols, and other compounds, as

well as the economic analysis of these processes is in progress in our group.
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4.4 CONCLUSION
Soybean oil deodorizer distillate (SODD) was a promising raw material to produce fatty

acid ethyl esters using a liquid lipase especially performed to work in the presence of high
content of free acids. Under the best reaction conditions stablished by statistical design designed
(35 °C, 8.36% enzyme load, 3.64:1 ethanol:SODD molar ratio and 23 h reaction) and caustic
treatment to reduce free fatty acids, the ester yield reached 82.4 wt.%, which correspond to
90.3% of the saponifiable matter of SODD. A previous step of mild SODD saponification
enhanced the ester yield to 90.8 wt.% (~ 98% of the saponifiable matter in the SODD
saponifiable phase). However, tocopherols (and probably others unsaponifiable compounds)
could not to be efficiently separated, remaining mostly in the FAEE mixture (around 60% of

the total present in the starting material).
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SUPPLEMENTARY MATERIAL

Predicted Values

55 60 65 70 75 80 85
Observed Values

Fig. S1. Correlation between experimental (observed values) and fitted (predicted values) ester
yields (wt.%) of the esterification/transesterification with SODD saponifiable phase and ethanol
using Eversa Transform 2.0 as biocatalyst.
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Fig. S2. Pareto chart with the effects of the parameters and their interactions for the
experimental design of the esterification/transesterification with SODD saponifiable phase and

ethanol using Eversa Transform 2.0 as biocatalyst.
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Fig. S3. Profiles for predicted values and desirability of the esterification/transesterification
with SODD saponifiable phase and ethanol using Eversa Transform 2.0 as biocatalyst.



Table S1. Researches focused on the production of biodiesel by the enzymatic route from deodorization distillates (DD) of vegetable oils.

DD source oil Alcohol Reaction conditions Biocatalyst Yield (%) Reference
Methanol:DD
2.3:1 (molar ratio) . (FACIOLI; BARRERA-
Soy Methanol 53.6 °C Lipozyme IM 88 ARELLANO, 2001)
2h
Methanol:DD
3.6:1 (molar ratio)
Soy Methanol 40 °C Novozym 435 97 (WANG et al., 2006)
24 h
Methanol:DD
Soy Methanol 3.9:1 %Olér ratio) Novozym 435 95 (DU: WANG: LIU, 2007)
24 h
2 g of alcohol added in two
Novozym 435
Palm Ethanol stepsto 8 g of DD Lipozyme RM-IM® 03 (CORREA et al., 2011)
Methanol 60 °C Li c
25n ipozyme TL-IM
Ethanol:DD Lipase from Rhizopus
4:1 (molar ratio) oryzae immobilized on
Rapeseed Ethanol 40 °C hydrophobic macroporous 98.23 (SU et al., 2014)
30 h resin NKA“
Methanol:DD
Rapeseed Methanol 16712 g Lipase from Rhizopus 98.16 (ZENG et al., 2017)
34°C oryzae
6h

aLipozyme IM - Mucor miehei lipase Immobilized on a macroporous ion exchange resin
®L_ipozyme RM-IM - Rhizomucor miehei lipase Immobilized on a macroporous ion exchange resin
°Lipozyme TL-IM - Thermomyces lanuginosus lipase Immobilized on a macroporous ion exchange resin

INKA - Neurokinin A
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Table S2. Studies of biodiesel production using Eversa® Transform lipase (liquid or immobilized) as biocatalyst.

Acyl donor  Acyl acceptor Reaction Conditions Biocatalyst form Yield (%)

Reference

6:1 alcohol: oil (molar ratio)
12 U esterification/g oil
Soy oil Ethanol 40 °C Magnetic CLEAs 98.9
1500-1700 rpm
24 h

(MIRANDA et al., 2020)

5:1 alcohol:oil (molar ratio)
2 wt.% enzyme
Fusel oil 35°C Liquid > 97%
250 rpm
24 h

Glyceril
trioleate

(MONROE et al., 2020)

4.5:1 alcohol: oil (molar ratio)
1.0 wt.% enzyme
Deacidified 35°C -
cattle tallow Methanol 300 rpm Liquid 85.08
6.0 wt.% water

8h

(WANCURA et al., 2018)

550 kg oil
2.2 kg methanol
0.2 wt.% enzyme
Soy oil Methanol 45 °C Liquid 96
20.0 wt% water
100 ppm NaOH
24 h

(MIBIELLI et al., 2019)
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Table S2 continue

Castor oil

Methanol

6:1 alcohol: oil (molar ratio)
5.0 wt.% enzyme
35°C
5.0 wt.% | Water
8h

Liquid 83

(ANDRADE; ERRICO;
CHRISTENSEN, 2019)

Residual oil
from a
poultry
industry

Methanol

100 g oil
1.5 eqv. alcohol
0.3 wt.% enzyme
45 °C
1.5 wt.% water
250 rpm
24 h

Liquid

(NS 40116 trademark) 90.61

(COPPINI et al., 2019)

Cotton seed
oil

Methanol

6:1 alcohol: oil (molar ratio)
5 wt.% enzyme
35°C
6 wt.% water
250 rpm
24 h

Liquid 98.5

(ANDERSON et al., 2019)

Sunflower oil

Ethanol

1:4 alcohol: oil (molar ratio)
4.1 mL hexane
10 wt.% enzyme
40 °C
150 rpm
3h

Immobilized on Sepabeads 99

(REMONATTO et al., 2018)
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Table S2 continue

Oleic acid

Methanol

3.44:1 alcohol:acid (molar ratio)
11.98% enzyme
35.25°C
25h

Liquid

96.73

(NGUYEN et al., 2018)

CTO of the
kraft pulping
process

Methanol

1.5:1 alcohol: oil (molar ratio)
1 wt.% enzyme
500 rpm
40 °C
16 h

Liquid

96.57

(ADEWALE; VITHANAGE;
CHRISTOPHER, 2017)

Castor oil

Methanol

6:1 alcohol: oil (molar ratio)
5 wt.% enzyme
5 wt.% water
750 rpm
35°C
8h

Liquid

94.21

(ANDRADE; ERRICO;
CHRISTENSEN, 2017b)

Castor oil

Methanol

6:1 alcohol: oil (molar ratio)
5 w.t% enzyme
5 wt.% water
750 rpm
35°C
8h

Liquid

Not informed

(ANDRADE; ERRICO;
CHRISTENSEN, 2017c)

Bleached
sardine oil

Ethanol

8:1 alcohol: oil (molar ratio)
60 U enzyme
10 wt.% water
25°C
4h

Liquid

93.98

(HE et al., 2017)
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Table S2 continue

6:1 alcohol: oil (molar ratio)
10 wt.% enzyme

(ANDRADE; ERRICO;

Castor oil Methanol 750 rpm Liquid 94.21 CHRISTENSEN, 2017a)
35°C
8h
1.5 eqv. methanol
1 wt.% enzyme
Soy oil Methanol 2.5 WL % water Liquid 96.7 (REMONATTO et al., 2016)
250 rpm
35°C
16 h
1.5 eqv. methanol
0.2 wt.% enzyme
Soy oil Methanol 3 Wt.% water Liquid 97.5 (NIELSEN et al., 2016)
500 rpm ’
35°C
24 h
Saponifiable
phase of 3.64:1 ethanol:SODD-SP
Sd‘%%ﬁrl‘zz'r' Ethanol 8_32”’\,8522;'2‘3% Liquid 90.83 This work
distillate 35°Cand 48 h
(SODD - SP)
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Table S3. Coefficients of the polynomial model fitted in the statistical design

Factor Coeff. Std Err. Coeff. p-value

Mean/Interc. 72.49909 0.2650 0.000013
(1)Molar ratio (ethanol:SODD-SP)(L)  1.66965 0.1245 0.005510
Molar ratio (ethanol:SODD-SP)(Q) -0.50371 0.1372 0.066644
(2)Enzyme concentration (wt.%)(L) 4.04315 0.1245 0.000946
Enzyme concentration (wt.%)(Q) 0.94016 0.1372 0.020575
(3)Temperature (°C)(L) -3.67382 0.1245 0.001146
Temperature (°C)(Q) -0.97525 0.1372 0.019162
1L by 2L -0.35170 0.1626 0.163034
1L by 3L 2.61628 0.1626 0.003841

2L by 3L -0.61707 0.1626 0.062951
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CAPITULO 5 — SOYBEAN OIL DEODORIZER DISTILLATE AS FEEDSTOCK TO
PRODUCE FATTY ACID ESTERS USING ETHANOL AND XYLOSE AS ACYL
ACCEPTORS



ABSTRACT

Alkyl fatty acids and sugar fatty acids are widely used as biofuel and cosmetic/pharmaceutical
ingredients, respectively. These esters are mainly produced by chemical route that has several
disadvantages, mainly as to the product purity and environment concerns. This work aimed to
evaluate the enzymatic production of ethyl and xylose fatty esters using a by-product of the
soybean oil refining, viz., the soybean oil deodorizer distillate (SODD), which is mainly
composed of saponifiable matter (> 80 wt.%). First, SODD's glycerides were hydrolyzed with
free lipases (Pseudomonas fluorescens lipase and Eversa Transform®) and further the free fatty
acid-rich material was used to produce ethyl esters (using the liquid lipase formulation Eversa
Transform®) and xylose fatty esters (using three commercial immobilized lipases, viz. Candida
antarctica lipase B (CALB), Thermomyces lanuginosus lipase (TLL) and Pseudomonas
fluorescens lipase (LPF)). All steps were carried out at low temperatures (< 60 °C) compared
to the chemical routes. The hydrolysis step yielded saponifiable materials with 72.5 and 84.4
wt.% of free fatty acids (FFAS) after 48 h hydrolysis using Eversa and PFL, respectively. The
esterification/transesterification reaction of the later material with ethanol yielded a product
with 81.5 wt.% esters, 8.3 wt.% non-converted glycerides and 10.2 wt.% FFAs, which could
be used as fuel after a further purification step to remove FFAs. In the case of xylose esters
syntheses, the lipases used allowed to achieve xylose conversions up to 89.2% (using PFL).
The behavior of xylose and FFAs consumption suggested that a mixture of mono-, di- and
triesters was produced, containing mainly unsaturated alkyl moieties linked to the xylose. All
products contained tocopherols in their composition that could contribute to an increased
oxidative stability due to the antioxidant activities of the tocopherols.

Keywords: Eversa Transform®; Ethanolysis; Sugar Esters; Xylose; Tocopherols.
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5.1. INTRODUCTION

The soybean oil deodorizer distillate (SODD) is a by-product generated in the last stage
of the soybean oil refining aiming to remove undesirable aroma and flavor of the oil, including
sterols, hydrocarbons, tocopherols and fatty acids (GUNAWAN; JU, 2009; MANIET,;
JACQUET,; RICHEL, 2019; SAINI; KEUM, 2016). The distillation step is usually carried out
injecting direct steam or superheated nitrogen between 220 to 260 °C. Thus, volatile compounds
pass through condensers and are collected as SODD (SHERAZI; MAHESAR, 2016). The
SODD is mainly composed of free fatty acids (FFAS), triacylglycerols (TAGS), diacylglycerols
(DAGsS), tocopherols, scalene and free sterols. Despite the commercial value of tocopherols
(components of vitamin E) present in the SODD, the large amount of fatty acids (including
oleic, linoleic and palmitic acids) make the SODD an interesting feedstock to produce biofuel
(mixture of ethyl esters) and biosurfactants (sugar esters) (VISIOLI et al., 2016).

Some works have been exploited vegetable oil deodorizer distillates as feedstock to
produce biodiesel using chemical catalysts (bases or acids) (ZHANG; YU; ZENG, 2017) (YIN
et al., 2016) (NETA et al., 2012), but only Zeng et al. (ZENG et al., 2017) used liquid lipases
as catalysts. However, according to our knowledge the production of sugar esters from
saponifiable matter of the SODD was not yet reported.

Sugar esters are non-ionic, non-toxic, odorless, biodegradable surfactants with
antimicrobial activity, whose characteristics make them a product of great interest in the food,
pharmaceutical and cosmetic industries (GHOSH; JONES, 2017; KHAN; RATHOD, 2015;
SANTOS et al., 2016). There are several works reporting the production of sugar esters using
various carbohydrates as acyl receptors, such as fructose (HIDAYAT et al., 2016; VESCOVI
et al., 2016), sucrose (INPRAKHON et al., 2017; NETA et al., 2012), glucose (MAI et al.,
2014; REN; LAMSAL, 2017), galactose (CAO; BORNSCHEUER; SCHMID, 1999;

SOMASHEKAR; DIVAKAR, 2007), lactose (ENAYATI et al., 2018; NETA et al., 2012;

111



PERINELLI et al., 2018), and maltose (FERRER et al., 2005, WOUDENBERG-VAN
OOSTEROM; VAN RANTWIJK; SHELDON, 1996). However, studies using xylose as acyl
receptor are still scarce in the literature (ABDULMALEK; HAMIDON; RAHMAN, 2016;
BIDJOU-HAIOUR; KLAI, 2013; LIMA et al., 2018; VESCOVI et al., 2017).

In this context, this work aimed to evaluate the production of ethyl and xylose esters
with biofuel and biosurfactant properties, respectively, using SODD as source of glycerides. To
achieve this goal, first the SODD glycerides (mainly TAG and DAGSs) were hydrolyzed with
free 1,3-specific and non-specific lipases (Eversa and Pseudomonas fluorescens lipase,
respectively). After, the FFAs-rich matter was used as substrate in the
esterification/transesterification reaction with ethanol and xylose as acyl acceptors. In the case
of using ethanol, a liquid lipase formulation Eversa was used as biocatalyst, because this
enzyme was specially formulated to be used in the biodiesel production from highly-acid
feedstocks (ADEWALE; VITHANAGE; CHRISTOPHER, 2017; ANDERSON et al., 2019;
ANDRADE; ERRICO; CHRISTENSEN, 2017b, 2017a, 2019; COPPINI et al., 2019; HE et al.,
2017; MIBIELLI et al., 2019; MIRANDA et al., 2020; MONROE et al., 2020; NGUYEN et
al., 2018; NIELSEN et al., 2016; REMONATTO et al., 2016, 2018; WANCURA et al., 2018).
In the case of using xylose, commercial immobilized lipases were used as biocatalysts, such as
Candida antarctica lipase B (CALB), Thermomyces lanuginosus lipase (TLL), Pseudomonas

fluorescens lipase (LPF).

5.2 MATERIALS AND METHODS

5.2.1 Materials
SODD was obtained from COCAMAR (Maringd, PR, Brazil). Its physic-chemical

properties was previously characterized (Table 1 — Chapter 4). Liquid lipase Eversa®

Transform 2.0 (Novozymes A/S, Bagsvard, DK), Pseudomonas fluorescens lipase, a-, -, 6-
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and y-tocopherols, palmitic, stearic, oleic, linoleic and linolenic acids, and xylose were acquired
from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Immobilized lipase, viz. Pseudomonas fluorescens
lipase (Immozyme - IMMAPF T2 150), Thermomyces lanuginosus lipase (Immozyme - TLL
T2 150), and Candida antarctica lipase B (Immozyme CALB T2 150) were purchased from
Chiral Vision (Leiden, Netherlands). Molecular sieve (3 A) was acquired from JT Baker (New

Jersey, NJ, USA). All other chemicals were analytical grade and were used as received.

5.2.2 SODD hydrolysis reaction

The hydrolysis of SODD were carried out at 37 °C in a thermostatically controlled
closed reactor with mechanical stirring. The reaction medium was composed of 50 g of SODD,
200 g of distilled water (1:4 SODD/water mass ratio) and 2.5 g of free enzyme (5%, m/msopp).
The reaction was monitored by measuring FFAs released in the reaction medium by gas
chromatography. At the end of the reaction, the medium was washed twice with hot distilled
water (1:1 volume ratio), dried overnight in an oven at 60 °C, and used for enzymatic

esterification/transesterification reactions (Fig. 1)
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Fig. 1 Flowchart of the SODD hydrolysis process followed by the synthesis of (a) ethyl esters (biofuel) and (b) xylose esters (biosurfactants).
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5.2.3 Ethyl ester synthesis
The synthesis of ethyl esters was carried out at 35 °C for 48 h in a thermostatically

controlled closed reactor with mechanical stirring. The molar ratio was 3.64: 1 (ethanol:SODD),
8.36% enzyme concentration (m/v) (Chapter 4), and 6.7 g of molecular sieve. At the end, the
reaction medium was centrifuged, the oily phase was washed with distilled water at
approximately 60 °C and dried in an oven at 60 °C overnight. The fatty acid of ethyl esters
(FAEESs) were quantified by gas chromatography and according acidity index AOCS CA 5A-

40 (1990).

5.2.4 Sugar ester synthesis

The synthesis of xylose esters was performed according to Gongalves et al. (2021) with
adaptations. The reaction was carried out at 60°C in closed vials under predefined conditions
(7 mM of xylose in 60 mL ethyl-methyl-ketone, 0.42 g of SODD, 11.44 g of molecular sieve
and 0.5% of enzyme (m/v)) in an orbital shaker (Model MA832, Marconi, Piracicaba, SP,
Brazil) at 250 rpm for 24 h. SODD was used in excess (5:1 (m/m)) because of better xylose
conversions reported (GONCALVES et al., 2021b). At the end, the reaction medium was
centrifuged (10000 rpm for 5min, 25 °C) to remove molecular sieve and enzyme. Samples were
taken in methyl ethyl ketone for FFA analysis by gas chromatography. And another part of the
samples was removed and dried in an oven at 70 °C overnight, for analysis of tocopherol and

xylose consumption by liquid chromatography.

5.2.5 Emulsion Capacity Assays

Emulsion capacity tests were performed in duplicate dissolving 50 mg of the product
reaction in 1 mL of water and adding in 2 mL of kerosene to a tube test. The tube contents were
continuously homogenized for 2 min at room temperature (25 °C) and left to rest for 24 h. After

this period, the height of the emulsified region and the height of the total column were
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measured, and the emulsion capacity were calculated according to Equation 1 (CAVALCANTI

etal., 2017).
EC (%) = =2 x 100 (eq. 1)
t

Where He: height of the emulsified region and Ht: height of the total column.

5.2.6 Tocopherol quantification
Tocopherols were analyzed according to the AOCS method (AOCS CE 8-89, 2004)

with adaptations. The liquid chromatography system was a Waters E2695 chromatograph
(Waters Co., Milford, MA, USA) equipped with UV detector (Photodiode Array Detector,
Waters Co., Milford, MA, USA). The chromatographic separation was performed in a Luna®
Silica 100 column (250 x 4.6 mm x 5 um, Phenomenex INC., Torrance, CA, USA) at room
temperature. The mobile phase was a mixture n-hexane:isopropanol (98:2, v/v) at a flow rate

of 1 mL/min, 20 pL injection volume, 12 min analysis time.

5.2.7 Xylose determination

Xylose consumption was evaluated according to Vescovi, Santos and Tardioli (2017)
with adaptations. The reaction medium was centrifuged at 20000 rpm, 25 °C, for 5 min, and 1
mL of the supernatant was withdrawn and dried in an oven at 70 °C overnight. After evaporation
of the solvent, 1 mL of distilled water was added to the samples, homogenized, and filtered
through 0.22 um syringe filters. The xylose concentration was measured using a Breeze HPLC
equipped with a refractive index (RID) detector and a Sugar Pak-I column (300 x 6.5 mm x 10
pum) maintained at 80°C. The mobile phase was composed of EDTA-Ca solution (50 mg/L) at

a flow rate of 0.5 mL/min, with an injection volume of 20 uLL and an run time of 20 min.
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5.2.8 Glycerides quantification
The content of glycerides and FAEEs was analyzed using the methodology of

(HOLCAPEK et al., 1999) adapted for reverse phase liquid chromatography. The liquid
chromatography system was a Waters E2695 chromatograph (Waters Co., Milford, MA, USA)
equipped with a UV detector (205 nm) (Photodiode Array Detector, Waters Co., Milford, MA,
USA). The chromatographic separation was performed in an Ascentis Express C-18 column
(10 cm x 46 mm x 2.7 um) at 40 °C. The injection volume and the flow rate used were 20 pl
and 1 mL/min, respectively. The mobile phase gradient was composed of mixtures of water (A)
acetonitrile (B) and 2-propanol-hexane solution (C, 5:4 v/v). The 40 min ternary gradient used
was: 30% A + 70% B in 0 min, 100% B in 10 min, 50% B + 50% C in 20 min until isocratic

elution for the last 5 min.

5.2.9 Quantification of ethyl esters by gas chromatography
The yield of ethyl esters (FAEES) (in wt.%) was determined by gas chromatography

according to EN-14103, with modifications. An Agilent chromatograph (7890A, Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA) was used, equipped with a flame ionization detector (FID
set at 250 °C) and a Rtx-Wax column (30 m x 0.25 mm x 0.25 pum, Restek Corporation,
Bellefonte, PA, USA) at a temperature of 210 °C, with helium as carrier gas and methyl
heptadecanoate as an internal standard. The samples were centrifuged at 9000 rpm for 10 min
at 5 °C, the light phase was washed with hot distilled water and centrifuged (three times), and
dried overnight in an over at 60 °C. For quantification, 50 mg of sample were diluted in 1 mL
of methyl heptadecanoate solution (10 mg/ml, in heptane) and 1 pL was injected in the

equipment.
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5.2.10 Quantification of FFAs by gas chromatography
FFAs were quantified by gas chromatography according to methodology adapted from

the Agilent Technologies Catalog (2011). A gas chromatograph (7890A, Agilent Tecnhologies,
Santa Clara, CA, USA) was used, equipped with a flame ionization detector (FID set at 250
°C), a split-splitless injector (250 °C, split ratio 40:1) and an Rtx-WAX column (30 m x 0.25
mm x 0.25 pm, Restek Corporation, Bellefonte, PA, USA). The oven temperature was set at
120 °C for 1 min, heating to 250 °C at 10 °C/min, and 250 °C for 5 min. Helium was used as
carrier gas (42 cm/s, 24 psi at 120 °C, 1.8 mL/min). The samples were dissolved in
dichloromethane at a concentration of 0.016 g/mL, and the standards were prepared in five

different concentrations (0.25, 0.5, 1.0, 1.5 and 2.0 g/L) to adjust the calibration curve.

5.3 RESULTS AND DISCUSSION

5.3.1 SODD hydrolysis reaction
Figure 2 shows the profiles of SODD hydrolysis using Eversa and PFL, at free forms,

as biocatalysts. After 48 h hydrolysis, the reaction products using Eversa (a genetically-
modified variant of Thermomyces lanuginosus lipase (NIELSEN et al., 2016) were composed
of (in wt.%) 72.48 £ 2.91 FFAs, 8.02 £ 0.05 monoglycerides (MAGS), 7.12 £+ 0.01 diglycerides
(DAGsS), 8.62 = 0.03 triglycerides, 3.76 £ 0.01 esters, and 0.28 total tocopherols (0.09 + 0.004
a-tocopherol, 0.12 + 0.11 B-tocopherol, 0.04 + 0.001 &-tocopherol, and 0.03 = 0.001 y-
tocopherol). Other works using Thermomyces lanuginosus lipase report 89% (CAVALCANTI-
OLIVEIRA et al., 2011) and 94% (VESCOVI et al., 2016) of hydrolysis conversions using

soybean oil and waste cooking oil, respectively.
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Fig. 2 Free fatty acid (FFA) yield profile (wt.%) vs. time for the hydrolysis of SODD by the
enzymes Eversa Transform 2.0 and Pseudomonas fluorescens lipase (PFL). Reaction
conditions: 48 h reaction; 37 °C; 4:1 mass ratio (H.0:SODD) and 5% enzyme (m/msopp).
With Pseudomonas fluorescens lipase (PLF), the hydrolysis product was composed of
(in wt.%) 84.34 + 2.71 FFAs, 8.09 + 0.02 MAGs, 7.10 + 0.01 DAGs, 0.74 + 0.03 TAGs, 1.73

+ 0.01 esters., and 0.16 total tocopherols (0.04 + 0.03 a-tocopherol, 0.09 + 0.001 B-tocopherol,

0.01 £ 0.005 &-tocopherol, and 0.02 + 0.01 y-tocopherol).

Eversa (as the Thermomyces lanuginosus lipase) is a 1,3-specific lipase (NIELSEN et
al., 2016) that mainly releases acyl moieties linked to the sn-1 and sn-3 positions at the glycerol
backbone, being the hydrolysis of TAGs to DAGs faster than the hydrolysis of MAGs
(KAPOOR; GUPTA, 2012; PAQUES; MACEDO, 2006). On the other hand, PFL is a non-
specific lipase that randomly cleaves acylglycerol molecules generating free fatty acids and

glycerol, as well as mono and diglycerides (KAPOOR; GUPTA, 2012; PAQUES; MACEDO,
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2006). Thus, the different regiospecificities of the lipases explains the best performance of PFL
in the SODD hydrolysis. The hydrolysate produced by PFL was selected for further studies due

to its higher content of FFAs.

5.3.2 Synthesis of FAEEs
The esterification/transesterification of FFAs-rich SODD (SODD hydrolyzed by PFL

containing 84.34 wt.% FFAs) with ethanol catalyzed by liquid Eversa produced a product
containing (in wt.%) 81.49 + 0.04 FAEEs, 10.25 £ 0.35 FFAs, 2.38 £ 0.02 MAGs, 5.75 + 0.01
DAGs, and 0.14 £ 0.03 TAGs. In relation to the saponifiable matter, the FAEEs mass yield
reached 89.29%, showing the excellent performance of this enzyme for highly-acid raw
materials (ADEWALE; VITHANAGE; CHRISTOPHER, 2017; ANDERSON et al., 2019;
ANDRADE; ERRICO; CHRISTENSEN, 2017b, 2017a, 2019; COPPINI et al., 2019; HE et al.,
2017; MIBIELLI et al., 2019; MIRANDA et al., 2020; MONROE et al., 2020; NGUYEN et
al., 2018; NIELSEN et al., 2016; REMONATTO et al., 2016, 2018; WANCURA et al., 2018).
Esterification/transesterification of FFAs-rich SODD (SODD hydrolyzed by Eversa, 72.48
wt.% FFASs) with ethanol catalyzed by liquid Eversa yielded a product containing (in wt.%)
80.02 +0.11 FAEEs, 8.07 £ 0.19 FFAs, 2.41 £ 0.09 MAGs, 7.64 £ 0.01 DAGs, and 1.86 £ 0.01
TAGs (Table 1).

Both products did not meet the conventional biodiesel’s standards, but it could be used
as an alternative biofuel with improved lubricity capacity mainly due its content of
MAGs/DAGs (CALERO et al., 2020). However, product’ FFAs content requires still to be
reduced to around 0.25 wt.% to meet the international standards’ biodiesel. It is reported that a
caustic treatment can reduce the FFAs content very well (MIRANDA et al., 2020; NIELSEN
et al., 2016). In our case, this caustic treatment could increase the FAEESs content to around 89

wt.% but maintaining the FFAs content still high (>9 wt.%, Table 1). Probably, an optimization
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study of these treatment, mainly regarding to the mol ratio base/FFAs, could solved this

problem.

Table 1. Mass balance of FAEEs production from hydrolyzed SODD, both steps catalyzed by

liquid Eversa
FAEEs production (reaction step) Caustic treatment
Inputs Outputs Outputs
Component wt.% mgsrs{g) Component wt.% mgs?ég) Component wt.% mgs?ég)
gggrglyzed 1505 | Crude FAEEs 8.06 Crude FAEEs 5.61
Saponifiable: Saponifiable:

SI? 96.24 14.48 FAEEs 80.02+0.11  6.45 FAEEs 88.83+0.85  4.98

FFAs 72.48+291  10.88 FFAs 8.07+0.19 0.65 FFAs 9.16+0.001 0.51

Acyl-gly 23.76 3.57 Acyl-gly 11.91 0.96 Acyl-gly 1.82 0.10

Glycerol N.d. Glycerol N.d. Glycerol 0.73+0.08
MAGs 8.02 £ 0.05 MAGs 2.41+£0.09 MAGs 1.0940.07
DAGs 7.12+0.01 DAGs 7.64+0.01 DAGs N.d.
TAGs 8.62 £ 0.03 TAGs 1.86 +0.01 TAGs N.d.

I)?;?;Lherol 0.41 0.06 Total tocopherol 0.21 0.02 'l)cc);t:[l)herol 0.29 0.02
a-tocopherol 0.10 + 0.003 o-tocopherol  0.01 + 0.005 a-tocopherol  0.06 + 0.05
B-tocopherol 0.10+0.08 B-tocopherol  0.07 = 0.003 B-tocopherol  0.07 +0.004
y-tocopherol 0.06 = 0.01 y-tocopherol ~ 0.03 £ 0.04 y-tocopherol  0.04 = 0.02
3-tocopherol 0.15 + 0.02

Others 0.54 Others Others

Total Mass 15.05 8.08 5.61

Mass recovery 53.6% Mass recovery 69.4%

SODD - soybean oil deodorizer distillate; FFAs — free fatty acids; FAEEs — fatty acid ethyl esters; SI -
saponification index; total tocopherol — sum of a-. B-. y-. 3-tocopherol. SODD-SP — SODD saponifiable phase;
Others — other compounds (phytoeterols. scalene. etc.) not measured; Acyl-gly — sum of monoglycerides.
diglycerides. triglycerides and free glycerol. Reactions conditions: 24 h reaction; 35 °C; ethanol:SODD-SP molar
ratio of 3.64:1, 8.36 wt.% enzyme, and 6.74 g of molecular sieves (only for FAEEs production from hydrolyzed

SODD).

2Values indirectly calculated as (FFAs+total acylglycerides, determined by gas chromatography).

The biofuel also contains tocopherols, a total of 0.22 wt.% (0.08 + 0.07, 0.08 + 0.01,
0.04 + 0.01 and 0.02 £ 0.02 of a-, B-, 6- and y-tocopherol, respectively) and 0.21-0.29 wt.%
(Table 1) for PFL-hydrolyzed SODD and Eversa-hydrolyzed-SODD as starting feedstock,

respectively. The antioxidant activity of tocopherols (SAINI; KEUM, 2016) could be

122



advantageous for biodiesels mainly produced from polyunsaturated fatty materials, which are

prone to oxidation .

5.3.3 Synthesis of xylose esters
Figure 3 shows higher xylose conversion after 24 h reaction using PFL as biocatalyst

(89.20%), followed by TLL (80.20%) and by CALB (51.80%). Lima et al. (2017) and
Abdulmalek; Hamidon e Rahman, (2016) reported similar values for immobilized CALB,
ranging from 50 — 57% at 46 °C using tert-butyl alcohol as solvent, and 64% at 60 °C using
dimethylsulfoxide as solvent, respectively. Bidjou-Haiour e Klai (2013) and Gongcalves et al.,
(2021) used methyl ethyl ketone as solvent and obtained 67% and 98% of xylose conversions
using immobilized CALB, respectively. Table 2 shows that the most explored lipases in the
synthesis of xylose fatty esters are CALB (ABDULMALEK; HAMIDON; RAHMAN, 2016;
BIDJOU-HAIOUR; KLAI, 2013; GONCALVES et al., 2021b; MELINE et al., 2018;
SIEBENHALLER et al., 2017, 2018), Candida cylindracea lipase (BOUZAOUIT; BIDJOU-
HAIOUR, 2015) and Porcine pancreas lipase (BIDJOU-HAIOUR; KLAI, 2013; VESCOVI;
SANTOS; TARDIOLI, 2017), being TLL and PLF sparsely used for this type of reaction.
Besides, commercial FFAs are conventionally used in the xylose ester synthesis, being the
SODD not yet reported for this purpose. Thus, our results shows that TLL/PFL and SODD have
great potential of application in the synthesis of biosurfactants (xylose esters). However, an
economic analysis is needed to show the economic viability of the process using these reaction

systems (xylose-SODD-PFL and xylose-SODD-TLL).
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Fig. 3 Xylose conversion in the xylose ester synthesis for the esterification of FFA-rich SODD
(0.42 g) by immobilized lipases in methyl-ethyl-ketone solvent (60 mL). Reaction conditions:

24 h, 60 °C, 200 rpm, 7 mM xylose, 0.5% (m/msopp) enzyme concentration, and 11.44 g of
molecular sieve.
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Table 2. Studies of fatty acid xylose esters using immobilized lipases.

Reaction

Conversion

Acyl Donor Solvent Conditions Biocatalyst (%) Reference

Lauric acid PPL — Celite? 63.0 _
Stearic acid Methyl ethyl ketone 60 °C —72h PPL — Celite? 31.0 (BIDJOU'Q'S;SUR’ KLAL
Lauric acid Novozym 435° 67.0

Lauric acid Tetrahydrofuran 60 °C—72h CCL - Celite® 85.0 (BOlIJﬂi’AI\(C))LLJJ;QT;Zgllg;OU-
Caproic acid Dimethylsulfoxide 60 °C — 24h Novozym 435" 64.0 (ABDURLA'\VIHAI\L‘EE ; ';0?2;' IDON;
Oleic acid CALB-IM¢ 52.0 (46°C)

Oleic acid CALB-SMMP-Octil® 50.0 (46°C)

Oleic acid CALB-SMMP-Octil-Gluf  57.0 (46°C)

Lauric acid CALB-IM¢ 54.0 (46°C)

Lauric acid CALB-SMMP-Octil® 50.0 (46°C)

Lauric acid o CALB-SMMP-Octil-Glu"  50.0 (46°C)

Oleic acid Tert butyl alcohol ~ 46-55°C — 48h CALB-IM¢ 65.0 (55°C) (LIMA et al., 2017)

Oleic acid CALB-SMMP-Octil® 61.0 (55°C)

Oleic acid CALB-SMMP-Octil-Glu"  69.0 (55°C)

Lauric acid CALB-IM¢ 65.0 (55°C)

Lauric acid CALB-SMMP-Octil® 66.0 (55°C)

Lauric acid CALB-SMMP-Octil-Glu"  66.0 (55°C)
Caprylic acid

S Tert butyl alcohol o Ay (VESCOVI; SANTQOS;
Oleic acid Tert pentyl alcohol 00 °C — 24N PPL-OS 0 TARDIOLI, 2017)
Butyric acid
Fatty acids from Deep eutectic
lignocellulosic | P 50 °C —-72h Novozym 435° (SIEBENHALLER et al., 2017)
biomass solvent (DES)
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End Table 2

Vinyl laurate - 50°C-4h Novozym 435° 74.8 (MELINE et al., 2018)
Fatty acids from Deen eutectic
lignocellulosic | P 50 °C — 70h iCALB® (SIEBENHALLER et al., 2018)
biomass solvent (DES)
Oleic acid Metli‘e%'c;ﬁfahy" 60°C — 24h Lipozyme 435" 08 (GONCALVES et al., 2021b)
Soybean oil CALB 51.80
deodorizer distillate Metl?g/tlc;ﬁtehyl- 60°C — 24h TLL 80.20 (This work)
(SODD) PFL 89.20

aporcine pancreas lipase (PPL) immobilized on Celite

b_jpase B from Candida antarctica immobilized on a hydrophobic support (acrylic resin)
‘Lipase from Candida cylindracea (CCL) immobilized on Celite
dLipase B from Candida antarctica immobilized on Immobeads (CALB IM — T2-350)
¢Lipase B from Candida antarctica immobilized on magnetic silica microparticles (SMMP) functionalized with octyl groups
fLipase B from Candida antarctica immobilized on magnetic silica microparticles (SMMP) heterofunctionalized with octyl and glutaraldehyde groups
9Porcine pancreas lipase (PPL) immobilized on silica functionalized with octyl groups

fLipase B from Candida antarctica immobilized on hydrophobic support (acrylic resin)
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Figure 4 shows five fatty acids in the SODD composition and in turn in the biosurfactant
(palmitic, stearic, oleic, linoleic and linolenic acids). For PFL-catalyzed synthesis the
conversion of total fatty acids was 44.08% (8.82 % + 1.65 palmitic acid, 8.5% + 0.37 stearic
acid, 9.03 % = 1.73 oleic acid, 10.73 % + 1.31 linoleic acid, and 7.00 + 0.50 linolenic acid). In
turn, for TLL the conversion of total fatty acids was 50.49% (11.21% + 2.87 palmitic acid, 9.89
% + 2.22 stearic acid, 10.18 % £ 2.06 oleic acid, 11.6% * 1.40 linoleic acid, and 7.61 % + 0.63
linolenic acid). And for CALB 60.09% (12.94% + 1.17 palmitic acid, 21.77 % * 4.76 stearic

acid, 6.99 % + 4.92 oleic acid, 10.57% + 1.01 linoleic acid, and 12.63 % + 4.23 linolenic acid).

B Paimitic acid
I stearic acid
[ Oleic acid
307 [ ]Linoleic acid
] [ ]Linolenic acid
25 -
20 -

Fatty acid conversion (%)

CALB TLL PFL
Enzyme

Fig. 4 Free fatty acid conversion (% by weight) in the xylose ester synthesis for the esterification
of FFA-rich SODD by immobilized lipase (0.42 g) in methyl-ethyl-ketone solvent (60 mL).
Reaction conditions: 24 h reaction, 60 °C, 200 rpm, 7 mM xylose, 0.5% (m/msopp) enzyme
concentration, and 11.44 g of molecular sieve.
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Whether only xylose monoesters are produced, the maximum fatty acid conversions
would be 17.84%, 16.04% and 10.36% using PFL, TLL and CALB, respectively. However, for
all enzymes the total conversions were higher than 40%, suggesting the formation of a mixture
of mono-, di- and triesters of xylose. Gongalves et al. (2021) also reported the formation of
mixtures of esters using immobilized CALB (Lipozyme 435) in the synthesis of xylose oleate
in methyl ethyl ketone.

The products (biosurfactants) produced also contained tocopherols in their compositions
(total of 0.27 wt.%, 0.84 wt.% and 0.96 wt.% for PFL, TLL and CALB-catalyzed syntheses,
respectively) (Table 3) that could be advantageous for applications in food, pharmaceutical and
cosmetic purposes due to the tocopherols’ antioxidant activities (SAINI; KEUM, 2016),.
besides the fact that the products are rich in health-benefit polyunsaturated fatty moieties, as

showed above.

Table 23. Tocopherol composition of the xylose esters mixture formed
Composition in wt.% for synthesis catalyzed by:

Tocopherol PFL TLL CALB
a 0.01 £ 0.001 0.14 £ 0.07 0.17 £ 0.03
B 0.19 +0.003 0.05+0.01 0.04 £0.01
Y 0.05+0.01 0.30 £ 0.05 0.26 £ 0.01
d 0.02 + 0.004 0.35+0.06 0.49 £ 0.07
Total 0.27 0.84 0.96

Specially, xylose fatty esters are relevant compounds for use in cosmetics and
pharmaceuticals, especially those with dermatological functions (DUMAS; BONTE, 2002).
The tocopherols and phytosterols present in the product add antioxidant activity (SAINI;
KEUM, 2016) to the xylose fatty esters produced. In this way, there is an improvement in its
composition for a possible cosmetic sector application, since phytosterols and tocopherols are
already applied in eye creams, for example (DUMONT; NARINE, 2007a). Furthermore, the

production of esters through the enzymatic route results in greater product purity (better
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colorless and odorless) than those produced by chemical route, which can satisfy a wider range

of applications in the cosmetics and food sectors (KHAN; RATHOD, 2015).

5.3.4. Emulsion Capacity Assays
The xylose esters synthesized by the enzymes CALB, TLL and PFL, presented the

following emulsification capacities 12.00 % £ 2.67, 6.67 % + 1.78, and 4.00 % + O, respectively.
The tests showed lower emulsion capacities compared to the commercial sugar ester (sucrose
monolaurate), 10% (GONCALVES et al., 2021), for TLL and PFL, and higher for the ester
synthesized by CALB. The reaction catalyzed by CALB most likely produced a greater amount
of monoesters compared to others, since esterification reactions that preferentially produce
carbohydrate monoesters instead of an esters mixture tend to have greater emulsifying
capacities (Al; XIAO; JIANG, 2021; GONCALVES et al., 2021b). It is also observed that the
source of fatty acids used for synthesis of ester, hydrolyzed SODD, already has a high
emulsification capacity, 14.58% = 3.61, while no emulsion formation was observed for crude
SODD.

Gongalves et al., (2021) obtained similar results, 6.25%, with the xylose oleate
production, and they reported that the product contained more than one fatty acid residue, which
resulted in an increase in product hydrophobicity, directly impacting the emulsifying capacity,
which may eventually reduce (EL-LAITHY; SHOUKRY; MAHRAN, 2011), what is observed
considering the values of hydrolysate emulsification capacity used as a fatty acids source and
the final products, the xylose esters. The hydrophobicity reduction means that the protein is
more likely to form hydrogen bonds with water molecules in the aqueous environment, resulting
in conformational elongation, so structural flexibility is positively correlated with
emulsification capacity (Al; XIAO; JIANG, 2021; L1 et al., 2019). However, the addition of D-

xylose improves the emulsification capacity, as noted by Ai; Xiao; Jiang, (2021), and this was
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confirmed in this work. Was observed in the reaction blank, which did not contain enzyme,

emulsification capacity value of 18.67 % + 3.56.

5.4 CONCLUSION

SODD showed to be an interesting raw material to produce valuable compounds, such
as fatty acid ethyl and xylose esters. Under the evaluate conditions, the ethyl ester mass yield
reached 81.49 wt.% using a liquid lipase specially formulated for using in biodiesel production
from acid feedstocks. The non-conventional biofuel synthetized was also composed of
monoglycerides and tocopherols/phytosterols, which could contribute to better biofuel
properties, such as lubricity and oxidative stability, respectively. SODD also showed a
promising feedstock to produce non-ionic biosurfactants, in this work xylose fatty esters. Under
the adopted conditions, a xylose and fatty acid conversions of 89.2% and >40% were reached
using immobilized Pseudomonas fluorescens lipase, respectively, indicating the formation of a
mixture of esters with good emulsion capacity. The synthesized product may be applied for
food, cosmetic and pharmaceuticals purposes because of its tocopherols’ content (antioxidant

compounds).
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CAPITULO 6 — CONCLUSOES E RECOMENDACOES PARA TRABALHOS FUTUROS



6.1 CONCLUSOES

O destilado da desodorizacdo do 6leo de soja (DDOS), um subproduto do refino do 6leo
de soja, mostrou-se uma matéria-prima promissora na producao de ésteres etilicos e ésteres de
xilose. A busca na literatura cientifica mostrou uma escassez de pesquisas utilizando DDOS na
producdo dessas biomoléculas. Na producdo de ésteres etilicos, sob as melhores condigdes de
reacao estabelecidas por um planejamento estatistico (35 ° C, carga de enzima de 8,36%, razao
molar de 3,64: 1 etanol: DDOS), tempo de reacdo de 23 h, Eversa liquida como catalisador e
tratamento caustico do produto para reduzir o conteudo de &cidos graxos livres (AGLS), 0
rendimento em ésteres atingiu 82,4% (base massica), que corresponde a 90,3% da matéria
saponificavel do DDOS.

Em uma outra abordagem para obtencdo dos ésteres etilicos utilizou-se matéria rica em
AGLs obtida ap6s a hidrolise do DDOS usando duas lipases livres (Eversa e lipase de
Pseudomonas fluorescens (PFL)). Nesse estudo, observou-se que a etapa de hidrélise rendeu
materiais saponificaveis com 72,5 e 84,4% (base massica) de AGLs ap0s 48 h de reagdo usando
Eversa e PFL, respectivamente. E quando esse material foi aplicado na reacdo de
esterificacdo/transesterificacdo com etanol rendeu um produto com 81,5% em massa de ésteres,
8,3% em massa de glicerideos ndo convertidos e 10,2% em massa de AGLs. Este produto
poderia ser usado como combustivel apds uma etapa de purificacdo para remover AGLs. Ambos
0s biocombustiveis ndo convencionais sintetizados continham também monoglicerideos e
tocoferois/fitoesterdis, que podem, provavelmente, contribuir para melhorar a lubricidade e a
estabilidade oxidativa, respectivamente, do biocombustivel.

O hidrolisado do DDQS, rico em AGLs, também foi aplicado na sintese de ésteres de
xilose por reacdo de esterificacdo catalisada por lipases imobilizadas de Pseudomonas
fluorescens (PFL), Thermomyces lanuginosus (TLL) e Candida antarctica (CALB). Nas
condic@es adotadas (60°C, 24 h de reagdo, razdo massica SODD:xilose de 5:1, etil-metil-cetona
como solvente e peneira molecular), foram obtidas conversdes de xilose de até 89,2% (com
PFL). O comportamento do consumo de xilose e AGLs sugeriu a producdo de uma mistura de
mono-, di- e triésteres, contendo principalmente fragdes alquilicas insaturadas ligadas a xilose.
A mistura de ésteres de xilose apresentou boa capacidade de emulsificacdo (EC de até 12%) e
a presenca de tocoferois (biomoléculas com atividade antioxidante) em sua composicao, sendo,
portanto, um material com potencial aplicacdo como biossurfactante para fins alimenticios,

cosmeéticos e farmacéuticos.
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6.2 RECOMENDAGCOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Com base nas etapas experimentais realizadas e nos resultados obtidos, verifica-se que

ainda ha lacunas a serem preenchidas e espaco para explorar o tema. Assim, sugere-se 0S

seguintes estudos para trabalhos futuros:

Avaliacéo técnico-econdmica e ambiental da producdo enzimatica de ésteres etilicos a

partir de DDOS e usando a lipase liquida Eversa;

Avaliacdo do desempenho de outras enzimas comerciais de menores custos para

sintese de éster de xilose.

Purificacdo/separacdo dos ésteres de xilose produzidos a partir de acidos graxos livres
do DDOS por técnicas de separacdo liquido-liquido e/ou destilacdo a véacuo.

Avaliacdo de um sistema livre de solventes e/ou solventes ecologicos na producdo do

éster de xilose.

Avaliacdo do uso de xilose obtida através da extracao e hidrélise de xilana do bagaco

de cana para aplicacdo na sintese de ésteres de acucar.
Avaliacgéo da viabilidade econdmica do processo de obtencao da xilose a partir do

processo de extracdo e hidrolise de xilana do bagaco de cana para aplicacdo na sintese

de ésteres de agucar.
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