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RESUMO

Em meio ao cenario atual de transicdo energética, os biolubrificantes sdo uma alternativa
interessante na substituicdo dos 6leos lubrificantes provenientes de fontes fosseis, 0s quais sao
os mais utilizados no mercado para reduzir efeitos de atrito entre superficies, dentre outras
inimeras aplicacOes. Os biolubrificantes sdo formados majoritariamente em sua composi¢do
por ésteres de acidos graxos, os quais podem ser derivados de biomassa, como 6leos vegetais,
a partir de reac6es de transesterificacao de 6leos vegetais ou esterificacdo de acidos graxos com
alcoois de cadeia linear longa ou ramificadas ou ainda polidis. Este trabalho teve como objetivo
avaliar a producdo enzimatica de ésteres bases para biolubrificantes por esterificacdo de &cidos
graxos comerciais e alcool isoamilico utilizando como biocatalisador a formulacéo de lipase
liquida Eversa Transform da Novozymes A/S, a qual foi especialmente formulada para a
producdo de biodiesel a partir de matéria lipidica com alta acidez livre. A partir de dados
experimentais de rendimento em ésteres ou conversdo de substrato com o tempo, bem como
dados reportados na literatura para a sintese de ésteres a partir de acidos graxos e DDOS
(destilado da desodorizacdo do 6leo de soja), foram também realizados ajustes cinéticos para
se determinar quais modelos se ajustam melhor a este tipo de reacdo (Michaelis-Mentem
classico, Michaelis-Menten com inibigdo, Ping Pong Bi-Bi, etc.), permitindo-se dessa forma a
obtengdo de pardmetros cinéticos (Vmax, Km, Ki) e termodindmicos (por exemplo, entalpia e
energia de ativacdo). Também, determinou-se a especificidade dessa enzima por diferentes
acidos graxos, avaliando a sua afinidade com relacdo ao tamanho de cadeia e a presenca de
insaturacdes, em que acidos saturados de cadeia média a longa apresentaram melhores
conversdes, como o acido estearico. Com relagdo ao solvente usado, o heptano se mostrou mais
adequado. Também foram avaliados perfis de longa duracéo utilizando o acido laurico (C12:0)
e 6leo de coco (majoritariamente contendo aproximadamente 70% de acidos graxos saturados
de cadeia média — C12:0-C16:0). Para o &cido laurico observou-se maior conversao no
intervalo de 12 a 24 h, atingindo uma conversdo méxima de 45%. Ja para o 0leo de coco,
avaliou-se o rendimento dos ésteres isoamilicos, obtendo um rendimento menor que 3,5% ao

final de 24 h de reacdo.

Palavras-chave: biolubrificantes, 6leos vegetais, acidos graxos, lipase.



ABSTRACT

Given the current scenario of energy transition, biolubricants are an interesting alternative to
replace lubricating oils from fossil sources, which are the most used in the market to reduce
friction effects between surfaces, among other several applications Biolubricants are composed
of fatty acid esters that can be derived from biomass, such as vegetable oils, from
transesterification reactions of oils or esterification of fatty acids with long linear and/or
branched-chain alcohols. This work aimed at evaluating the enzymatic production of fatty acid
esters for biolubricant bases by esterification of commercial fatty acids and isoamyl alcohol
using as a biocatalyst a liquid lipase formulation from Novozymes A/S, Eversa Transform®,
which was specially formulated to product biodiesel from lipid material with high free acidity.
From experimental data of ester yield or substrate conversion over time, as well as data reported
in the literature for the synthesis of esters from fatty acids and DDOS (distillate from the
deodorization of soybean oil), kinetic modeling were made to determine which models best fit
this type of reaction (classic Michaelis-Mentem, Michaelis-Menten with inhibition, Ping Pong
Bi-Bi, etc.), thus allowing the obtaining of kinetic (such as Vmax, Km, Ki) and thermodynamic
(enthalpy and activation energy) parameters. Also, the specificity of the enzyme for different
fatty acids was determined, evaluating its affinity in relation to chain size and the presence of
unsaturations, showing best results regarding to fatty acids of saturated medium-to-long chains,
such as stearic acid. Regarding the solvent used, heptane proved to be more adequate.
Conversion profiles over time using lauric acid (C12:0) and coconut oil (mostly composed of
ca. 70% of medium-chain saturated fatty acids — C12:0-C16:0) were also evaluated. For lauric
acid, a higher conversion was observed in the interval of 12 to 24 h, reaching a maximum
conversion of 45%. For coconut oil, the yield of isoamy| esters was evaluated, obtaining a yield

lower than 3.5% at the end of 24 h of reaction.

Keywords: biolubricants, vegetable oils, fatty acids, lipase.
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1. INTRODUCAO E OBJETIVOS

Os combustiveis fosseis foram amplamente aproveitados pelos seres humanos nas mais
diversas aplicacdes, entretanto, causaram efeitos negativos ao meio ambiente e a prépria saude
humana, gerando um grande problema em escala global na atualidade. Assim, surgiu a
necessidade do estudo de fontes alternativas de energia, em vista da conscientizagdo cada vez
maior acerca do desgaste do meio ambiente, aumento das demandas energéticas, mudancas

climaticas e limitacdo das reservas disponiveis de petréleo (Islam et al., 2023).

No setor de combustiveis e 6leos lubrificantes, ha atualmente uma grande preocupacdo com
a substituicdo de recursos fdsseis por biomassas renovaveis e biodegradaveis como matérias-
primas para a producdo de combustiveis e derivados menos poluentes e renovaveis. Dentre
eles, destacam-se o biodiesel (Miranda et al., 2020; Monteiro et al., 2021) e os biolubrificantes
(Sarma; Vinu, 2022; Bolina; Gomes; Mendes, 2021; Ahmad et al., 2022; Perera et al., 2022;
Barbera et al., 2022; Bréda et al., 2022). E, para a producéo destes, as enzimas (particularmente
as lipases) tém um papel de destaque (Bolina; Gomes; Mendes, 2021).

Enzimas como biocatalisadores industriais oferecem inimeras vantagens em relacdo aos
processos quimicos tradicionais com relacdo a sustentabilidade e eficiéncia do processo
(Chapman et al., 2018). Vérias enzimas tém sido avaliadas e muitas delas aplicadas em
diferentes setores industriais, tais como, alimentos, farmacos, cosméticos, detergentes, papel e
celulose e combustiveis (Chapman et al., 2018; Sheldon, R. A., 2019; DiCosimo et al., 2013;
Choi et al., 2015; Wancura et al., 2020; Monteiro et al., 2021).

Dentre as varias enzimas aplicadas industrialmente, as lipases se destacam pela sua grande
versatilidade quanto as reacdes catalisadas, a saber: hidrolise de 6leos e gorduras em meio
aquoso e esterificacdo, transesterificacdo (acidolise e alcoolise) e interesteriticacdo em meios

com baixa atividade de agua (Fernandez-Lafuente, 2010).

Oleos vegetais s30 bons substitutos dos lubrificantes a base de 6leos minerais ap6s sua
conversao em ésteres alquilicos de &cidos graxos de cadeia longa (EAAGS), usando alcoois de
cadeias lineares longas ou ramificadas (Mobarak et al., 2014; Perera et al., 2022). EAAGs
contendo de 22 a 26 carbonos servem bem como componentes lubrificantes devido as suas
adequadas propriedades fisico-quimicas, tais como, alto indice de viscosidade, lubricidade e

estabilidade termo-oxidativa, baixa volatilidade e bom desempenho anti-desgaste mesmo a



baixas temperaturas (Zainal et al., 2018; Ho; McAuley; Peppley, 2019; Cecilia et al., 2020;
Ahmad et al., 2022).

A sintese enzimatica de EAAGs é catalisada por lipases, as quais podem ser utilizadas na
forma livre ou imobilizada. Vérias técnicas tém sido reportadas para a imobilizagdo de enzimas,
produzindo biocatalisadores estaveis operacionalmente, reutilizaveis e aplicaveis em diferentes
configuracGes de reatores. Entretanto, em se tratando de biomoléculas produzidas em grande
quantidade e com valor agregado baixo, como por exemplo biodiesel, o custo de imobilizacao
pode impactar severamente no custo do produto. Assim, a utilizacdo da enzima na forma livre
parece ser a alternativa mais atrativa do ponto de vista industrial. Neste contexto, a Novozymes
AJ/S lancou no mercado uma preparacdo liquida de lipase (Eversa Transform), derivada de uma
cepa geneticamente modificada de Thermomyces lanuginosus e expressa em Aspergillus
oryzae, especialmente formulada para a producdo de biodiesel a partir de matéria lipidica com
alta acidez livre (Monteiro et al., 2021; Sousa et al., 2022). Essa enzima tem sido amplamente
avaliada na producdo de biodiesel metilico ou etilico a partir de diferentes matérias-primas
lipidicas (Monteiro et al., 2021; Wancura et al., 2020). Entretanto, sua aplicagdo na producédo
de ésteres com propriedades lubrificantes é ainda escassa (Guimardes et al., 2021; Araujo-
Silva et al.; 2022)

Neste contexto, este trabalho teve por objetivo avaliar a producdo de ésteres com
propriedades lubrificantes pela rota enzimética, usando Eversa Transform® como
biocatalisador, a partir da esterificacdo de &cidos graxos e transesterificacdo de 6leo vegetal
com alcool isoamilico comercial (reacdes modelos). Paralelamente, realizou-se ajustes
cinéticos a dados de conversdo com o tempo reportados na literatura a fim de se determinar

quais modelos se ajustam melhor a cinética de producdo de ésteres bases para lubrificantes.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Atualmente, a energia é essencial na vida dos seres humanos e tem um papel importante
com relacdo a execucdo de atividades diarias e, inclusive, de impulsionar o crescimento
economico de uma nagdo. Em vista do aumento de industrializagéo e crescimento populacional,
0s combustiveis fosseis e derivados do petréleo vém suprindo uma grande parcela da demanda

global por energia ha anos (Zainal et al., 2018).

Devido as previsdes de esgotamento das reservas fosseis, o preco do petréleo e de seus
derivados vém crescendo rapidamente (Soni; Agarwal, 2014). Além disso, uma das grandes
preocupacdes do seculo 21 é a reducdo dos impactos nocivos que o uso de derivados de origem
fossil tem causado ao meio ambiente. Neste contexto, atualmente, tem-se investido muito no
desenvolvimento de produtos e processos para a geracdo de energia “limpa”, com destaque
para a utilizacdo de matérias-primas renovaveis como substitutas para as de origem mineral
(Syahir et al., 2017).

Os lubrificantes sdo utilizados extensamente para reduzir efeitos de atrito entre superficies
e podem ser obtidos a partir de diferentes fontes, tais como, petroleo, 6leos vegetais e gordura
animal (Fernandes et al, 2021), e apesar do mercado de lubrificantes de origem renovavel ter
um grande potencial de crescimento, atualmente, apenas 2% do mercado global de lubrificantes
é representado pelos biolubrificantes (Araujo-Silva et al., 2022).

2.1. Processo de refino dos 6leos vegetais

Oleos e gorduras, grupo inserido na classe dos lipidios que podem ter origem animal ou
vegetal (Tiritan, 2020), sdo formados essencialmente por acidos graxos e tiveram ampla
aplicacdo desde a civilizagdo egipcia até os tempos atuais, por exemplo como combustiveis
liquidos para lamparinas, lubrificacdo e producdo de sabdes e tintas (Ramalho; Suarez, 2013).

Quimicamente, os 6leos e gorduras sdo formados por acidos graxos em sua forma livre
ou combinada (ésteres). Os ésteres sdo formados por uma combinacdo entre um componente
alcoolico e um componente acido (acidos carboxilicos de cadeia longa ou &cidos graxos), que
sdo denominados monoacilglicerideos, diacilglicerideos ou triacilglicerideos (Ramalho;
Suarez, 2013; Castro, 2014).



Diversos seres vegetais e animais acumulam 0leos e gorduras em tecidos especializados
e dada essa pluralidade de organismos que armazenam essas substancias graxas, ha diversas
maneiras de se extrair e refinar os 6leos vegetais e gorduras dependendo das caracteristicas da
fonte oleaginosa (Ramalho; Suarez, 2013).

Dentre as operagdes unitarias mais empregadas no processo de extracdo, destacam-se:
prensagem mecanica, extracdo a solvente ou autoclavagem (Ramalho; Suarez, 2013). Entéo,
posteriormente, 0s compostos passam pelo processo de refino ou purificacdo para ajustar as
caracteristicas do produto obtido, como melhorar odor, sabor e aparéncia, reduzir acidez e
aumentar a estabilidade do composto pela remoc¢édo de componentes residuais (Tiritan, 2020).

A extracdo de 6leos vegetais refere-se fundamentalmente a modificacdes de natureza
fisica, ao passo que o refino ou purificacdo posterior dos 6leos €, em sua maioria, atribuida as
transformacdes quimicas (Castro, 2014).

Inicialmente tem-se 0 processo de prensagem mecanica em que ocorre a passagem do
vegetal em questdo pelo equipamento de extracdo, separando-o em duas correntes, a torta (parte
solida decorrente da prensagem) e os 0Oleos brutos (que podem ainda apresentar residuos, e
passam por um filtro-prensa para remover os sélidos restantes) (Ramalho; Suarez, 2013).

A torta é, entdo, encaminhada para a extracdo com solventes que pode ocorrer de duas
maneiras: dissolucdo por contato com as células destruidas pela prensagem ou difusdo, em que
0 Gleo permeia, lentamente, as paredes semipermeaveis das células integras. Como resultado
obtém-se a micela, uma solucéo saturada de 6leo no solvente, que posteriormente passa por um
evaporador para separar o 6leo bruto do solvente (Ramalho; Suarez, 2013).

O oleo bruto é o 6leo obtido dos processos de extracdo e geralmente possui diversos
contaminantes, assim, é encaminhado para o estagio de refino para tornar os 6leos brutos em
0leos comestiveis (Tiritan, 2020).

O processo de refinamento consiste em quatro etapas principais: degomagem,
neutralizacdo, branqueamento e desodorizacdo. Cada passo é responsavel por retirar uma
parcela das impurezas e compostos indesejados presentes no 6leo bruto de modo a alterar o
minimo possivel os componentes desejados (Ferrari et al., 1996).

Pode-se, também, apresentar a etapa de “winterizagdo”, que é responsavel pela remogao
de ceras (geralmente em 6leos de milho e girassol), e ocorre ap6s a neutralizagdo. O processo
consiste na precipitacdo das ceras em forma de cristais; inicialmente resfria-se o 6leo a 6°C e
o0 coloca em vasos cristalizadores, entdo, centrifuga-se a mistura separando os cristais do 6leo

winterizado que depois é lavado e secado (May, 1998).



Similarmente, € possivel apresentar uma etapa de hidrogenacdo, em que ocorre o
tratamento das gorduras com gas hidrogénio (com catalizador a base de niquel), processo em
que ocorre a reducgdo das insaturagdes dos acidos graxos que compdem o0s Gleos e isomerizacao
das moléculas, assim melhorando a resisténcia a oxidagdo térmica e atmosférica (May, 1998).

2.1.1. Degomagem (12 etapa)

A etapa de degomagem refere-se a remocdo de fosfatideos, proteinas e outras
substancias coloidais, chamadas gomas. No processo, adiciona-se de 1 a 3% de agua ao 6leo
bruto, aquecendo levemente (70°C) por 20 a 30 min com agitacdo, assim, o material coloidal é
hidratado formando emuls@es. Centrifugando a mistura, obtém-se uma parte aquosa com a
lecitina do 6leo (que pode ser comercializada) e o 6leo degomado, o qual, por fim, passa por
uma etapa de secagem sob vacuo (Figura 1) (Ramalho; Suarez, 2013; Oliveira, 2012). No caso
de fosfolipidios insollveis em agua, € necessario, anteriormente realizar um tratamento com
acidos ou agentes quelantes como EDTA e, posteriormente, separar as gomas pela

centrifugagdo (Tiritan, 2020).
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Figura 2.1 — Etapa de degomagem do 6leo vegetal.
Fonte: adaptado de CARRIJO, 2019.

2.1.2.  Neutralizacao (22 etapa)
A etapa de neutralizaco é responsavel por remover 4cidos graxos livres, fosfolipidios
e diversos compostos insaponificaveis. Durante o processo, inicialmente o 6leo é aquecido e é
adicionada uma pequena quantidade de &cido para o tratamento dos fosfolipidios néo-

hidrataveis (Oliveira, 2012). Em seguida, adiciona-se uma solugdo aquosa de alcalis (base ou



sal i6nico de metais alcalinos ou alcalino terrosos), geralmente hidroxido de sédio (NaOH)
diluido, ao 6leo degomado, fazendo com que os acidos graxos livres reajam formando sabdes,
também conhecidos como borras. Centrifugando ou sedimentando a mistura, separa-se a borra
e 0 0leo, o qual passa por um processo de lavagem com agua quente para remocao de qualquer
residuo de sabao restante e secagem a vacuo, obtendo, por fim o éleo neutralizado (Figura 2)
(Tiritan, 2020; May, 1998; Ramalho; Suarez, 2013).
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Figura 2.2 — Etapa de neutralizagéo do 6leo vegetal.
Fonte: adaptado de CARRIJO, 2019.

A borra é o residuo mais predominante durante o processo de refino do éleo vegetal,
ela é formada durante a etapa de neutralizacdo e totaliza, em geral, de 5 a 10% da massa de
6leo bruto, chegando a valores mais elevados caso 0 6leo possua alta concentracdo de acidos
graxos livres (Santos, 2012). Ela é composta por um alto contetdo de &cidos graxos
saponificados e possui baixo valor agregado devido sua grande disponibilidade. Por possuir
alta concentracdo de &cidos graxos livres, esse composto pode ser utilizado como matéria

lipidica para a producéo de biodiesel e biolubrificantes (Aradjo et al., 2016).

2.1.3.  Clarificagéo ou branqueamento (32 etapa)
O branqueamento € utilizado para a reducdo na quantidade de corantes naturais
presentes no 0leo. No processo, 0 6leo passa inicialmente por um processo de secagem para
remocdo de resquicios de agua (aquecimento por 30 min a baixa pressdo). Em seguida, o 6leo

é adicionado a uma mistura de carvao ativado, silica e de argilas naturais (terra clarificante),



com massa em torno de 0,3 a 2 % em relacdo a massa de 6leo alimentada, sob agitacdo, em que
se adsorvem compostos solUveis que pigmentam o 6leo, 0 que ocorre devido a atracdo, pela
forca de Van der Waals, entre as impurezas e os locais ativos no adsorvente (argila). Essa
mistura passa por um filtro-prensa para retencdo de particulas sélidas e recuperacéo do 6leo
clarificado (Figura 3) (Ramalho; Suarez, 2013; May, 1998; Tiritan, 2020).
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Figura 2.3 — Etapa de branqueamento do 6leo vegetal.
Fonte: adaptado de CARRIJO, 2019.

2.1.4. Desodorizacao (42 etapa)

A desodorizacdo remove aldeidos, cetonas, acidos graxos oxidados e tocoferol
(vitamina E). No processo, o 6leo clarificado passa pelo processo de arraste a vapor de agua,
em que o0 vapor é responsavel por remover as substancias que atribuem o odor ao o6leo.
Posteriormente, a separacao é feita pelo processo de destilacéo fracionada que opera em alto
vacuo (aproximadamente 0,004 atm) e temperaturas em torno de 250 °C (Figura 4) (May, 1998;
Ramalho; Suarez, 2013).
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O destilado da desodorizacdo do 6leo (DDO) também é um residuo importante dessa
industria, constituido de 0,1% a 0,4% da massa do Oleo original; atualmente ele é
comercializado devido seu conteudo de tocoferois, 8% a 12%, que possui um elevado valor
comercial pelas suas propriedades antioxidantes (Oliveira et al., 2005). Além disso, o DDO
possui elevada concentracdo de &cidos graxos livres (aproximadamente 34,0% a 37,0% m/m),
podendo ser utilizado como matéria lipidica para conversdo em ésteres alquilicos (biodiesel e
biolubrificantes) (Aguieiras; Langone, 2013; Araujo-Silva et al.; 2022; Vieira et al., 2021).

2.2.  Oleos lubrificantes

Apesar de ja serem utilizados, de certa maneira, desde tempos mais remotos, os 0leos
lubrificantes adquiriram um papel fundamental, especialmente apos a Revolugdo Industrial
(séc. XVIII), em que era de grande necessidade o bom funcionamento dos maquinarios nas
unidades fabris (Silva, 2011).

Com o aumento da importancia do petroleo e expansédo da inddstria automobilistica, 0s
lubrificantes também ganharam maior notoriedade. Consequentemente, no século XX, as
propriedades fisico-quimicas desses compostos comecaram a ser estudadas, dando surgimento

aos aditivos quimicos e 6leos sintéticos (Silva, 2011).



A lubrificacéo esta inserida na area de estudo da tribologia, que consiste na ciéncia que
estuda a interacdo de superficies em movimento, e engloba como principais vertentes de estudo,
assim como a lubrificacdo, o atrito e desgaste (Bart; Gucciardi; Cavallaro, 2013).

A lubrificagdo é utilizada extensamente para reduzir efeitos de atrito, desgaste, corroséo
e transferéncia de calor entre superficies, assim como aumentar a vida Util e durabilidade dos
componentes e gerar economia energética. Os lubrificantes podem ser obtidos a partir de
diferentes fontes, tais como, petrdleo, 6leos vegetais e gordura animal (Fernandes et al, 2021;
Bart; Gucciardi; Cavallaro, 2013), sendo que cerca de 95% dos lubrificantes disponiveis no
mercado sdo a base de petrdleo, os quais sdo danosos ao meio ambiente, além de serem toxicos
e ndo renovaveis (Syahir et al., 2017).

A gama de aplicagdo dos lubrificantes é extensa, incluindo uso em motores de
combustdo interna, engrenagens, compressores, turbinas, sistemas hidraulicos e outros. Eles
podem ser separados em duas grandes categorias: lubrificantes automotivos e industriais (como
graxas, 6leos de corte, lubrificantes solidos, etc.) (Matos, 2011).

Segundo dados publicados em Kline (2015), os lubrificantes sé&o consumidos,
preponderantemente, pelos setores automobilistico (cerca de 50%) e industrial (em torno de
40%), sendo que as regibes com mais demanda por esses produtos sio a Asia-Pacifico e
América do Norte.

O mesmo estudo reportou que a demanda Mundial em 2015 ultrapassou a marca de 39
milhdes de toneladas, com previséo de crescimento anual de 0,9% nos 5 anos seguintes devido,
principalmente, ao aumento da demanda nas regies da Africa e Oriente Médio, Asia-Pacifico
e América do Sul, respectivamente.

Em um estudo mais recente, em 2020, o Grand View Research avaliou o0 mercado em
mais de 125 bilhGes de ddlares nesse ano, e ainda apontou um crescimento anual em 3,7% a
partir de 2021, principalmente, devido a industria automobilistica. O relatrio mostra dados do
mercado mundial em 2019, trazendo os paises mais influentes para o mercado dos lubrificantes,
estando em primeiro lugar a China (7,3 milhdes de toneladas), sequida dos EUA (6,05 milhGes
de toneladas), india (1,7 milhdes de toneladas), Japo (1,35 milhdes de toneladas), Russia (1,3
milhdes de toneladas), Brasil (1,1 milhdes de toneladas), e Alemanha (1,0 milh&o de toneladas).

No Brasil, segundo dados da ANP — Agéncia Nacional do Petréleo, Gas Natural e
Biocombustiveis, a producdo nacional de lubrificantes ultrapassou a marca de 1,6 milhdes de
m3 em 2018. Em relacdo a comercializacdo desses produtos em mercados brasileiros nos

Gltimos quatro anos, o volume vendido ultrapassou 1,3 milhées de m3 por ano, mantendo-se



relativamente estavel. A Figura 2.5 apresenta o volume de venda de lubrificantes em mercados

brasileiros de acordo com as regifes do pais, entre 2019 e 2022.
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Figura 2.5 — Volume de vendas de lubrificantes em mercados brasileiros.
Fonte: adaptado de ANP.

2.2.1.  Oleos base

Em questdo da sua producdo, os lubrificantes sdo formados por um processo simples,
envolvendo a mistura de um ou mais 6leos base e substancias quimicas que aumentam seu
desempenho, os aditivos; entretanto, em casos especificos, outros processos quimicos podem
ser necessarios, como para a produgéo de graxa em que se realiza a saponifica¢do (Matos, 2011;
Bart; Gucciardi; Cavallaro, 2013).

Os 0leos bases séo os principais componentes dos lubrificantes, com relagdo ao volume,
uma vez que, em geral, compreendem 93% do volume total, juntamente com os aditivos
quimicos, com papel fundamental para melhorar o desempenho dos lubrificantes, que
correspondem a 7% do volume total (Matos, 2011). A obtencdo dos Oleos base para

lubrificantes pode ser feitas de trés formas:
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2.2.1.1. Petréleo

A extracdo dos Oleos pode ocorrer pela rota do hidrorrefino (a partir de reacGes de
hidrocraqueamento de fracbes do petroleo) ou pela rota convencional, a do solvente, em que,
inicialmente, o petroleo passa por uma destilacdo atmosférica separando os combustiveis e
gasoleos do residuo ndo-destilado, que posteriormente passa por outra destilacdo a vacuo, para
extrair os componentes mais pesados. Entdo, os 6leos pesados obtidos passam por um processo
de extracdo por solvente, de modo a extrair substancias aromaticas indesejadas, permitindo a
elevacdo do indice de viscosidade e melhoria da estabilidade oxidativa. Posteriormente, 0s
6leos lubrificantes passam por um processo de desparafinacdo (abaixamento da temperatura
para cristalizacdo da maior parte das parafinas e remocéo por filtracdo) e hidroacabamento para

a retirada de compostos com nitrogénio, enxofre e oxigénio (Silva, 2011; Silva, 2012).

2.2.1.2.  Sintetizacdo

Os 6leos bases para lubrificantes sintéticos sao produzidos a partir de reagentes quimicos,
em sua maioria, derivados do petrdleo; entretanto, por serem sintetizados em laboratorio, ha
maior controle em sua composicdo, entdo o produto é praticamente livre de substancias
indesejadas ou contaminantes.

Esse tipo de lubrificante apresenta vantagens como, maior vida Gtil, melhores propriedades
a baixas temperaturas, menor volatilidade, melhor indice de viscosidade, menor coeficiente de
atrito e maior estabilidade térmica e oxidativa; contudo, apresenta desvantagens referentes a
altos custos e incompatibilidade com certos aditivos (Silva, 2011; Silva, 2012; Bart; Gucciardi;
Cavallaro, 2013).

As principais bases sintéticas sdo: polialfaolefinas, ésteres de &cidos carboxilicos,

poliglicois, poliisobutenos, aromaticos alquilados e polisiloxanos (Silva, 2011; Silva, 2012).

2.2.1.3.  Oleos vegetais

Os oleos vegetais sdo formados pela condensacdo entre &cidos graxos e glicerol,
formando triglicerideos (Figura 2.6) que sdo os componentes predominantes. Possuem boa
capacidade lubrificante, todavia apresentam complicacdes com relacdo a sua baixa estabilidade
a oxidacdo e baixa estabilidade hidrolitica, propriedades a baixa temperatura ruins, e tendéncia

de formar lodo (Mobarak et al., 2014). Portanto, de modo a contornar esses problemas, tem-se
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como alternativa a adicdo de aditivos aos 6leos ou modificacdo por meio de reacdes quimicas,

alterando sua composicéo (Silva, 2011).
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Figura 2.6 — Representacdo quimica dos 6leos vegetais.
Fonte: adaptado de MATOS, 2011.

O uso de 6leos vegetais para producédo de lubrificantes vem sendo estudado ha anos, porém
as propostas ndo obtiveram grandes impactos devido a grande disponibilidade e baixo custo de
6leos lubrificantes produzidos a partir do petroleo. Entretanto, o interesse por substitutos de
derivados do petroleo tem se elevado devido a necessidade iminente de frear os impactos
negativos que o uso dessas matérias-primas fésseis tem causado ao meio ambiente (Zainal et
al., 2018).

2.2.2.  Aditivos

Os aditivos, em geral, sdo compostos sintéticos, caracterizados de acordo com a sua
finalidade e com o objetivo de melhorar as caracteristicas dos 6leos basicos e potencializar
novas qualidades que eles ndo possuem. Os aditivos podem ser identificados como:
detergentes-dispersantes, antioxidantes, melhoradores do indice de viscosidade, antiferrugem,
biocidas, redutores do ponto de fluidez, antidesgaste, antiespumantes, anticorrosivo, agentes
de aderéncia, emulsificantes, desemulsificantes, agentes antivazamento, entre outros (Matos,
2011; Guimaraes, 2006; Pauli; Uliana, 1997; Bart; Gucciardi; Cavallaro, 2013).
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2.2.2.1. Antioxidantes

Os aditivos antioxidantes sao utilizados em lubrificantes destinados a diversas aplicagdes
como motores de combustdo interna, turbinas, compressores, motores elétricos, fusos, sistemas
hidraulicos, sistemas de circulacdo de 6leo e outros (Pauli; Uliana, 1997).

Dependendo de modos de extracdo, refino e natureza dos 6leos béasicos, hd uma variagéo
na capacidade antioxidante dessas substancias; além disso, fatores como contaminacao e calor
podem interferir na velocidade de oxidacao do 6leo, logo utiliza-se o aditivo para melhorar essa
propriedade (Pauli; Uliana, 1997).

A oxidacdo tem produtos que comprometem as fungdes, como aumento de acidez e
viscosidade, e a vida Util do 6leo e posteriormente podem danificar até 0 maquinario que esta
sendo lubrificado, pela corrosdo das pegas lubrificadas (Matos, 2011).

Esse tipo de aditivo pode ser separado em duas classes: antioxidantes primarios (inibidores
da geracdo de radicais organicos) e secundarios (decompositores de perdxidos) e sdo,
geralmente, compostos fendlicos e aminas aromaticas estericamente impedidas (Matos, 2011;
Silva, 2011).

2.2.2.2.  Detergentes e dispersantes

Esses tipos de aditivos sdo destinados ao uso em motores de combustdo interna e tém como
funcédo a solubilizacdo de fragmentos contaminantes no 6leo, envolvendo cada particula do
residuo em uma camada protetora, evitando a formacao de acimulos solidos de produtos da
oxidacdo oriundos do processo de combustdo em motores de diesel e gasolina (Silva, 2011,
Pauli; Uliana, 1997).

Os aditivos detergentes, que tém por funcdo manter as superficies metalicas limpas, séo
formados por longas cadeias de hidrocarbonetos com grupos polares nas extremidades, em
geral, sais fosfonatos e sulfonatos, que apresentam boas propriedades anticorrosivas. No caso
dos dispersantes, 0s quais tém como objetivo dispersar a matéria sélida, € comum o uso de
metais que formam sab8es basicos, tais como calcio e magnésio, fazendo com que produtos

acidos sejam neutralizados e dispersados (Silva, 2011; Bart; Gucciardi; Cavallaro, 2013).
2.2.2.3.  Inibidores de ferrugem

Os aditivos antiferrugem sdo utilizados em oOleos protetivos, turbinas, sistemas

hidraulicos, compressores, motores de combustdo interna, sistemas de circulacéo de 6leo etc.,
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tendo como principal finalidade evitar a corrosdo de metais ferrosos pela acdo de agua e
umidade (Pauli; Uliana, 1997).

Eles agem de maneira a formar uma pelicula na superficie metalica, repelindo o ataque
da &gua e outros quimicos. Esses aditivos também atuam reduzindo a oxidagdo e a formacéo
de agentes corrosivos (acidos). Sdo compostos, em geral, formados por sulfonatos de metal e

alquilbenzeno (Bart; Gucciardi; Cavallaro, 2013).
2.2.2.4.  Melhoradores de indice de viscosidade

A variacdo de viscosidade pela variacdo de temperatura € um efeito comum em
lubrificantes, os quais se tornam mais viscosos com a diminuicdo da temperatura e menos
viscosos quando aquecidos (Silva, 2011). Para auxiliar nesse fendmeno, os aditivos
melhoradores do indice de viscosidade reduzem a variacao da viscosidade dos 6leos em funcéo
da variagéo de temperatura e sdo utilizados em lubrificantes para motores de combustéo interna
(Pauli; Uliana, 1997).

O seu funcionamento gira em torno do fato de que com o aumento da temperatura 0s
aditivos conseguem ser mais solubilizados no dleo, formando novelos que dilatam e aumentam
a viscosidade do lubrificante (Silva, 2011).

Esses tipos de aditivos podem ser formados por diversos tipos de polimeros que apresentam
essa propriedade, tais como copolimeros de olefinas, copolimero de estireno e butadieno, sendo

0s mais utilizados os polimetacrilatos (Guimarées, 2006).
2.2.25.  Antiespumantes

Espumas podem ser formadas pela agitacdo do 6leo e, por aumentarem o contato com o ar,
agilizam a decomposicdo dos Oleos, também podendo modificar certas propriedades da
lubrificacéo (Silva, 2011; Pauli; Uliana, 1997).

Os aditivos antiespumantes atuam reduzindo a tensao superficial, facilitando as bolhas de
ar de se separarem do 0leo, assim evitando a formacgéo de espuma estavel que comprometa o
lubrificante (Guimarées, 2006).

Para impedir sua formacdo, podem ser utilizados aditivos a base de silicones liquidos,

entretanto, por serem insolUveis tém a tendéncia de se separarem do 6leo (Silva, 2011).
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2.2.2.6. Extrema Pressdo e Modificadores de Fric¢cao

Ambos fazem parte da categoria de aditivos antidesgaste e sao geralmente substancias que
contém diofosfato de zinco, enxofre ou fosforo. Eles atuam formando uma camada de filme
protetora que diminui o desgaste provocado pelo atrito (Silva, 2011).

Os aditivos de extrema pressdo sdo aplicados em 6leos para transmissdes automotivas,
6leos para mancais ou engrenagens industriais que trabalham com excesso de carga e 0leos de
corte. Em alta pressdo, a pelicula de 6leo lubrificante pode ser rompida por conta de um efeito
de deslizamento excessivo, desse modo, o aditivo de extrema pressdo reage com a superficie
metélica formando uma pelicula lubrificante que reduzira o desgaste (Pauli; Uliana, 1997).

Os aditivos modificadores de friccdo provocam adsorcao fisica e podem ser utilizados para
operacdes em pressdes baixas a moderadas, como motores de combustdo interna e sistemas
hidraulicos (Silva, 2011; Pauli; Uliana, 1997).

2.3. Esteres de acidos graxos

Os biolubrificantes referem-se a lubrificantes derivados de produtos obtidos por
biomassa, como Gleos vegetais, ou gorduras animais e outros hidrocarbonetos ndo danosos
ambientalmente (Syahir et al., 2017). Os 06leos vegetais brutos possuem estruturas semelhantes
aos hidrocarbonetos de cadeia longa obtidos a partir do petrdleo, além de possuirem origem
renovavel, logo consistem em bons candidatos na sintese de biolubrificantes (Fernandes et al,
2021).

O uso de bases vegetais biodegradaveis em lubrificantes possui vantagens em relacdo
as bases minerais, entre elas, destaca-se a biodegradabilidade, renovabilidade, boas
propriedades, como, alto indice de viscosidade, ponto de fulgor, lubricidade, sdo bons solventes
para aditivos, apresentam baixa volatilidade em decorréncia da alta massa molar etc., além de
apresentarem menor custo se comparadas a bases sintéticas (Garcia-Zapateiro et al, 2013).

As principais moléculas presentes nos biolubrificantes sdo ésteres, 0s quais podem ser
obtidos a partir de reacdes entre 0s Gleos vegetais ou outros esteres com alcoois (de cadeias
lineares longas e ramificadas) de modo a favorecer as propriedades lubrificantes (Silva et al,
2015).

Nessas reacdes, os alcoois utilizados, frequentemente, sdo alcoois poli-hidroxilicos, ou
seja, que apresentam mais de uma hidroxila na cadeia. Entre eles, o trimetilolpropano (TMP),

pentaeritritol (PET) ou neopentilglicol (NPG) séo os mais utilizados, uma vez que tém cadeias
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longas, ramificacOes, ligacdes duplas e grupos hidroxila, os quais influenciam largamente nas
propriedades biolubrificantes (Silva et al, 2015).

Embora apresentem vantagens, os biolubrificantes ainda possuem desafios a serem
ultrapassados, que envolvem desde falta de incentivo governamental, até seu desempenho
(Syahir et al., 2017). Especialmente lubrificantes obtidos a partir de 6leos vegetais possuem
baixa estabilidade oxidativa, térmica e hidrolitica, assim como propriedades ruins, como ponto
de fluidez, a baixa temperatura. Entretanto, j& foi observado que realizando modificacGes
quimicas adequadas e utilizando aditivos pode-se melhorar a estabilidade oxidativa e ponto de
fluidez desses compostos (Garcia-Zapateiro et al, 2013).

Ainda assim, outros fatores devem ser levados em consideracdo, evidenciando o0s
principais atrativos para o desenvolvimento dessa area e as limitagdes que apresentam, como

descrito na Tabela 2.1.

Tabela 2.1 — Atrativos e limitacGes para o mercado dos biolubrificantes.

Atrativos LimitacOes

e Desempenho

e Qualidade da matéria-prima

e Conversdo por biocatalise da
biomassa

e Investimento (nas areas rurais e de
desenvolvimento em pesquisas e
tecnologia)

e Custo final

e Aceitacdo geral

e Aumento do prego de 6leos
fosseis

e Beneficios ambientais

e Selos sustentaveis

e Necessidade de inovacédo

e Avancos na biotecnologia

Fonte: adaptado de BART; GUCCIARDI; CAVALLARO, 2013.

O desempenho, investimento, custo, aceitacdo industrial e do publico consumidor, e
sustentabilidade s&o as principais barreiras e propulsores para o crescimento do mercado dos
biolubrificantes. A aceitagdo do produto pelos consumidores, governos e empresas de modo a
levantar a importancia do desenvolvimento dos produtos a partir de biomassa € essencial.
Nagbes como Franga, Alemanha e Brasil promovem e desenvolvem ativamente as areas de
produtos renovaveis (Bart; Gucciardi; Cavallaro, 2013).

O custo é um grande fator na implementacdo dos biolubrificantes. A substituicdo de

lubrificantes minerais por biolubrificantes s6 ocorrera caso sejam economicamente favoraveis,

16



levando em consideragédo os seus beneficios e diferencas em relagdo aos outros produtos no
mercado (Bart; Gucciardi; Cavallaro, 2013).

Com relagdo aos desafios de desempenho, podem-se destacar as propriedades ruins a baixa
temperatura e os problemas de estabilidade oxidativa dos 6leos vegetais brutos. Foi reportado
que a partir de -10°C os 6leos passam por solidificacdo e ndo sdo capazes de fluir. Por parte da
estabilidade de oxidacdo, as cadeias alquilicas de acidos graxos sdo muito suscetiveis a
oxidagdo, gerando produtos que alteram diretamente a viscosidade dos 6leos, aumentando-a, e
a formacgdo de &acidos graxos livres, também, causa aceleracdo de efeitos corrosivos nas
superficies metalicas (Syahir et al., 2017).

Existe, também, dificuldade de obtencdo de matérias-primas homogéneas em larga escala,
assim ha variacdo entre os 6leos obtidos, o que leva o produto final a ter propriedades
insatisfatorias. Juntamente, a maioria das matérias-primas plantadas mundialmente sdo de
biomassas comestiveis, 0 que pode desbalancear a oferta de alimento em detrimento da alta
utilizacdo para producao de biolubrificantes (Syahir et al., 2017).

No que diz respeito a tecnologia, a evolugdo da producdo de biolubrificantes também
encontra como barreira a necessidade de desenvolver aditivos renovaveis, que diferem dos
utilizados em produtos a base de petréleo, e de biocatalisadores de maior eficiéncia em

processos industriais (Bart; Gucciardi; Cavallaro, 2013).
2.3.1. Reac0es e catalisadores

Para obtencdo de ésteres de &cidos graxos com propriedades lubrificantes a partir de
6leos vegetais (triglicerideos) e alcoois, tem-se como possibilidade as reacdes de
transesterificacdo (Figura 2.7). Esse tipo de mecanismo quebra a molécula dos 6leos utilizando
um alcool na presenca de catalisadores, de modo a formar os ésteres e glicerina como
subproduto (Silva, 2012; Keera; Sabagh; Taman, 2011).

H-C—QOCOR' ROCOR' H-C—OH
catalisador
HC—OCOR" + 3 ROH

+
ROCOR" + HC—OH

" +
H>C—OCOR ROCOR™ H.C—QOH
triglicerideo alcoal mistura de ésteres glicerol
alquilicos

Figura 2.7 — Reacgdo de transesterificacéo.
Fonte: adaptado de SCHUCHARDT; SERCHELI; VARGAS, 1998.
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A reacdo, como um todo, € o conjunto de trés reacOes reversiveis consecutivas, em que
mono e diglicerideos sdo formados como intermediarios. A estequiometria da reacdo exige 3
mols de alcool para cada 1 de triglicerideo, entretanto, por ser uma reagdo reversivel, é de
costume que o alcool seja adicionado em excesso proporcionando o deslocamento do equilibrio
para maior conversao dos produtos e para auxiliar na separacdo do glicerol formado
(Schuchardt; Sercheli; Vargas, 1998).

Outra reagdo possivel é a de esterificacdo, quando a matéria-prima possui acidos graxos

livres em sua composicdo. E possivel observar essa reacdo na Figura 2.8.

(o] oy Catalisador o
R1-‘q + R OH —» H1-/< + HO
OH O=Rz
Acido graxo Alcool Ester de acidograxe  Agua
livre (biclubrificante)

Figura 2.8 — Reacao de esterificacéo.
Fonte: adaptado de HAIGH et al., 2014.

A transesterificagdo ou esterificagdo pode ser catalisada por trés classes de
catalisadores: homogéneos, heterogéneos e enzimaticos (podem pertencer aos homogéneos ou
heterogéneos dependendo da mobilidade da enzima) (Helwani et al., 2009). No caso dos
homogéneos, destacam-se como catalisadores bases (comumente NaOH e KOH) e &cidos
(usualmente &cido sulfurico, sulfénico e cloridrico) (Keera; Sabagh; Taman, 2011). Em relacdo
aos catalisadores heterogéneos, destacam-se sélidos acidos ou basicos, compostos de metais
alcalino terrosos, polimeros organicos, enzimas imobilizadas, entre outros (Verziu et al.; 2011;
Helwani et al., 2009).

A Tabela 2.2 apresenta um resumo dos principais exemplos de catalisadores, e suas

vantagens e desvantagens.
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Tabela 2.2 — Vantagens e desvantagens dos tipos de catalises.

Catalise Exemplos Vantagens Desvantagens
Requer baixa
Alta atividade catalitica, quantldade'de acidos
L ) e graxos livres e
Basica NaOH. KOH baixo custo e cinética condicdes anidras
homogénea ' favoravel (baixo tempo ificacao. f ' x
de reacéo) saponificacdo, formagao
de emulsdo, mais gasto
de &gua na purificagéo
Requer baixa
N&o corrosiva, quantidade de acidos
: reciclavel, tempo de graxos livres e
Basica Ca0, CaTios, vida mais longo, maior | condi¢des anidras, mais
A CaMnQO3, CazFe;0, . . ,
heterogénea seletividade, facil gasto de 4gua na
KOH/NaY . . e~
separacao, ndo agride purificagédo, alto custo,
0 meio ambiente requer maior razao
molar alcool/6leo
N&o forma sabdes, ~
o Corroséao de
permite 0leos com alta :
~ equipamentos,
A concentracéo de . ,
Acida L . dificuldade de reciclar,
A H.SO4, HCI acidos graxos livres, ;
homogénea . e maior temperatura e
catalisa esterificacéo e d 50. bai
transesterificagéo tempo de reacao, baixa
. atividade catalitica
simultaneamente
Catalisa esterificacédo e
Acida ZNnOll, TiOX/SOZ, _ transesterlflca(;ao~ Limitacdo de dlfysao,
N L0 simultaneamente, ndo alto custo, baixa
heterogénea | zirconia sulfatada : ) . :
agride o meio microporosidade
ambiente, reciclavel
lipase B de N&o forma sabdes, nao
. Candida antarctica, polui, mais facil de
Enzimatica Precos elevados

lipase de Candida
rugosa

purificar, condi¢des de
operacdo modestas

Fonte: adaptado de LEUNG; WU; LEUNG, 2010 e HELWANI et al., 2009.
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2.3.1.1.  Catéalise homogénea basica

Esse processo foi reportado com a utilizacédo de catalisadores de hidroxidos de metais
alcalinos, como sddio e potéssio, obtendo alta atividade catalitica e maior efetividade em
relacdo a catalise acida (Helwani et al., 2009; Ganesan; Rajendran; Thangavelu, 2009).

A reacdo de transesterificacdo pode ocorrer em pressdo atmosférica e temperatura em
torno de 60-70 °C, entretanto, a maior limitacdo da catalise basica se encontra na quantidade
de &gua e acidos graxos livres presentes no meio reacional e no 6leo utilizado. A presenga de
agua pode favorecer a reacao de hidrélise dos triglicerideos, gerando uma maior concentracao
de &cidos graxos livres, que por sua vez reagem com o catalisador formando sabdes, o que
consome parte do catalisador e forma emulsdes que dificultam a separacao dos ésteres de acidos
graxos do glicerol (Ganesan; Rajendran; Thangavelu, 2009; Helwani et al., 2009).

Para 6leos e gorduras com grande quantidade de acidos graxos livres, pode ser realizada
uma etapa de pré-tratamento catalisado por acidos, para a transformacéo desses acidos graxos
em ésteres e, posteriormente, completar a transesterificacdo utilizando a catalise basica (Meher;
Vidyasagar; Naik, 2006)

2.3.1.2.  Catélise homogénea &cida

Na transesterificacdo catalitica usando catalisador &cido homogéneo, a reacao pode ser
catalisada por diversos acidos como sulfurico, fosforico, cloridrico ou acidos sulfénicos. Com
relacdo as condicdes de operacdo desses casos, utiliza-se pressdes e temperaturas de baixas a
moderadas, altas raz6es molares entre alcool e 6leo (para obtencdo de bons rendimentos em
tempos razoaveis de reacdo), além de altas concentracdes dos acidos (Helwani et al., 2009;
Meher; Vidyasagar; Naik, 2006).

Esse tipo de catalise € mais indicado em casos de 0leos com altos teores de acidos
graxos livres e agua, assim, se tornando atrativo pela ndo formacédo dos sabdes. Entretanto,
esses catalisadores séo pouco utilizados em vista de sua taxa de reacéo ser relativamente lenta,
apesar de ser aplicavel em casos especificos dependendo das matérias-primas (Helwani et al.,
2009; Meher; Vidyasagar; Naik, 2006).

2.3.1.3.  Cataélise heterogénea

O uso de catalisadores heterogéneos vem sendo estudado e desenvolvido

principalmente na transesterificacdo de 6leos com alto indice de acidos graxos livres (Ganesan;
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Rajendran; Thangavelu, 2009). A Tabela 2.3 apresenta as principais diferencas entre as

catalises homogéneas e heterogéneas.

Tabela 2.3 — Diferengas entre catalise homogénea e heterogénea.

Fatores Catélise homogénea Catalise heterogénea
Taxa de reacdo Répida com altas conversodes Conversédo moderada
Operac0es N&o hé& recuperac¢do do catalisador e Pode-se recuperar 0
downstream 0s residuos devem ser neutralizados catalizador

Mais elevado devido a necessidade _ )
Custo ) L Potencial de ser mais barata
de mais etapas de purificacdo

Fonte: adaptado de HELWANI et al., 2009.

Catalisadores acidos solidos tém grande potencial para substituir a utilizacdo dos
catalisadores acidos homogéneos, uma vez que reduzem a corrosdo aos equipamentos, evitam
problemas ambientais e eliminam uma etapa de separacdo (Ganesan; Rajendran; Thangavelu,
2009). Apesar disso, a exploracdo do uso desses compostos 0os mostra limitados com relacéo a
ocorréncias de reagdes adversas e baixas taxas de reacdo (Helwani et al., 2009).

As maiores dificuldades, atualmente, ocorrem devido a restricdes de difusdo do
catalisador (dificil obter uma arquitetura dos poros uniforme e com controle absoluto sobre a
geometria dos poros). Em meio a isso, as zedlitas parecem ter maior potencial por conta da sua
estrutura uniforme de poros, entretanto é necessaria uma superficie hidrofébica para a adsorcéo
dos dleos ser favordvel e para evitar a desativacdo de sitios cataliticos pela adsorcdo de
subprodutos polares como glicerol ou 4gua (Helwani et al., 2009).

Com relacdo a catélise heterogénea bésica, podem ser utilizados como catalisadores
zeolitas bésicas, hidrotalcitas, 6xidos de metais alcalinos terrosos ou sais de metais alcalinos
suportados em meios porosos (Leung; Wu; Leung, 2010).

Entre os 6xidos de metais alcalinos terrosos, 0s mais promissores sdo 0s derivados de
calcio em vista do baixo custo, menor toxicidade e baixa solubilidade em alcoois. Entretanto,
como CaO exibe baixa atividade na transesterificacdo, a incorporacdo de litio ao catalisador
aumenta a forca do mesmo (Helwani et al., 2009).

Ainda assim, a catalise heterogénea bésica exige um baixo teor de &cidos graxos livres
e &4gua, razdo molar elevada de alcool/6leo, altas temperaturas e pressdes para reacao, além de

possuirem um custo mais elevado e limita¢Ges de difusdo (Leung; Wu; Leung, 2010).
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2.3.1.4. Catalise enzimatica

Tipicamente, para catalise enzimatica das reacdes de transesterificacdo sdo utilizadas
lipases, sendo o rendimento dos ésteres varidvel de acordo com a enzima utilizada (Helwani et
al., 2009). Além disso, as lipases ndo requerem coenzimas, sdo razoavelmente estaveis e
geralmente tem boa tolerancia a solventes organicos (Schuchardt; Sercheli; Vargas, 1998).

Os catalisadores enzimaticos adquiriram maior atratividade em anos recentes, pois
podem evitar formagéo de sab&o e deixam o processo de purificagdo mais simples. No entanto,
eles s&o menos utilizados comercialmente devido aos tempos de reacdo mais longos e o custo
mais elevado (Leung; Wu; Leung, 2010).

Em caso de catalise enzimatica, o tempo de reacdo € usualmente muito mais longo que
os de catalise homogénea bésica. Apesar disso, evita-se as desvantagens de alta necessidade
energética, necessidade de tratamento dos residuos e dificuldade de separacéo do glicerol ao
final, além das demandas de baixos teores de agua e de acidos graxos livres (Helwani et al.,
2009; Islam et al., 2023).

As lipases sdo capazes de catalisar a reacdo de transesterificagdo tanto em sistemas
aquosos quanto em meios ndo aquosos, sendo capazes de converter completamente os acidos
graxos livres em ésteres (Meher; Vidyasagar; Naik, 2006). Apesar da alta especificidade,
condicdes de operacdo modestas (baixas temperaturas para impedir a degradacdo das proteinas
que compde a enzima) e baixo impacto ambiental, o grande impedimento para esse tipo de
catalisador € o alto custo (Helwani et al., 2009). Desse modo, a concentracdo do biocatalisador
(lipase) necessaria para a execugdo adequada do processo de conversao é crucial do ponto de

vista industrial e econémico (Islam et al., 2023).

2.4. Cinética e termodinamica enzimatica

O estudo cinético é uma das ferramentas mais importantes para a analise de qualquer reacédo
quimica. Tal estudo engloba a verificacdo da influéncia do meio reacional e de parametros
termodinamicos, como temperatura e pressao, nas velocidades de transformacéo dos reagentes
em produtos (Pinto; Menezes, 2009).

Frequentemente, o desafio encontrado na construcdo de estudos cinéticos esta relacionado
com a determinacdo das sequéncias de eventos que ocorrem de modo que a transformacao

reacional ocorra. No caso de reacdes catalisadas por enzimas, grande parte do conhecimento
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acerca dos mecanismos de atuacdo desses catalisadores é proveniente de estudos cinéticos
(Pinto; Menezes, 2009).

Enzimas sdo proteinas e podem agir como catalisadores de diversas reagdes quimicas, e sdo
classificadas em uma gama de classes, sendo elas oxirredutases, transferases, hidrolases,
isomerases e ligases (Pacheco; Mendes, 2021).

As propriedades catalisadoras de enzimas atuam de modo a diminuir a energia de ativacao
necessaria para que o substrato seja convertido em produtos, como demonstrado na Figura 2.9,

assim aumentando a velocidade das reac6es (Pacheco; Mendes, 2021).

Sem acao de
enzima

Com acao de
enzima

Energia de ativag 8o

Progresso dareagdo

Figura 2.9 — Atuagéo da enzima na energia de ativacao.
Fonte: adaptado de PACHECO; MENDES, 2021.

Quando uma reacao é catalisada por uma enzima, ela se processa em duas etapas. Na
primeira etapa ocorre uma ligag&o reversivel entre a enzima (E) e o substrato (S) formando um
complexo enzima-substrato (ES), enquanto na segunda etapa o produto formado é liberado,
regenerando a enzima que entdo consegue se ligar a outra molécula de substrato (Alves, 2016).

2.4.1. Modelos cinéticos

Pode-se relacionar a efetividade da acdo da enzima para catalisar a reagdo com medidas
de velocidade de reacdo, sendo de geracdo de produto ou consumo de substrato por tempo
(Pacheco; Mendes, 2021).

Um dos modelos mais classicos estabelecidos € a Teoria de Michaelis-Menten (Modelo
Uni Uni sem reacdo reversa) que considera um Unico substrato (Pinto; Menezes, 2009). O
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modelo propde que a enzima e o substrato reagem rapidamente para formar o complexo ES, de
modo que a etapa limitante é a de formacédo de produto, além disso considera um excesso de
substrato (Alves, 2016).

Assim, é possivel determinar, a partir da reacdo descrita na Figura 2.10, a equagdo do

Modelo de Michaelis-Menten, demonstrada pela Equacgéo 2.1.

kl k3
E+S2ESZE+P
k2 Ky
Figura 2.10 — Etapas da reacéo de catalise enzimatica com um substrato.

Fonte: adaptado de ALVES, 2016.

Vo = Vmax [S]
0™ Ky+[s]

(Equacéo 2.1)
Em que vo € a velocidade inicial da reacéo, vmax é a velocidade maxima da reagéo, [S]
é a concentracdo de substrato, Km € a constante de Michaelis-Menten.
A constante de Michaelis-Menten (Kw) representa a concentragao do substrato onde se
obtém metade da velocidade maxima da reacdo. Graficamente, pode-se representar a Equacéo

2.1 pela Figura 2.11.
Vg

ik

Vmax

> [5]
Ky

Figura 2.11 — Representacao grafica da equacdo de Michaelis-Menten.
Fonte: adaptado de PACHECO; MENDES, 2021.
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Outro modelo cinético muito estudado para reacGes de transesterificacdo € o Ping Pong
Bi Bi, que considera a presenca de dois substratos. O mecanismo de rea¢do considerado por
esse modelo esté representado na Figura 2.12, em que inicialmente a lipase (E) adsorve o
primeiro substrato A (doador acil = &cido graxo ou triglicerideo) para formar um complexo néo
covalente EA, o qual é transformado em um intermediario acil-lipase (F), liberando o primeiro
produto P (agua, se for usado acido graxo ou diacilglicerideos, se forem usados triglicerideos)
(Haigh et al., 2014).

Entdo, o intermediario acil-lipase (F) se liga ao segundo substrato B (alcool de cadeia
longa) formando um complexo FB que é transformado a lipase-produto 2 (EQ), liberando em

seguida o produto desejado Q e regenerando a enzima E (Haigh et al., 2014).

A P B

Q
S N |

E EA F FB->EQ E

Figura 2.12 — Representagdo do modelo de Ping Pong Bi Bi.
Fonte: adaptado de HAIGH et al., 2014,

A partir do mecanismo exemplificado na Figura 2.12 é possivel equacionar o modelo de
Ping Pong Bi Bi (Equacéo 2.2), em que Vo é a velocidade inicial da reacéo, vmax é a velocidade
méaxima da reacdo, [A] e [B] séo as concentracdes dos substratos A e B e Kva € Kug 580 as

constantes de afinidade da enzima pelos substratos A e B (Hajar; VVahabzadeh, 2014).

VYmax [Al[B]
[BIK ,+[A1Kn 5 +AI[B]

vy = (Equacéo 2.2)

Outros modelos muito utilizados sdo os que consideram a inibigdo da reagdo. Existem
dois tipos principais de inibidores enzimaticos: reversiveis e irreversiveis. Na inibicdo
irreversivel, a atividade enzimatica € inativada definitivamente, de modo que a substancia
inibidora se une a enzima por ligagdes covalentes, o que altera o grupo funcional da enzima
necessario para sua atividade catalitica, tornando-a inativa de forma permanente (Batista, 2015;
Martins, 2015).

Na inibic&o reversivel, as moléculas do inibidor e as moléculas da enzima se unem por

ligacGes ndo covalentes, que por serem mais instaveis podem ser rompidas, fazendo com que
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a enzima retome a sua atividade posteriormente. A inibicdo reversivel € subdividida em trés
classes de inibidores: competitivos, incompetitivos e ndo-competitivos (Batista, 2015; Borges,
2023).

Inibidor Inibidor

Substrato \ competitivo \ Bibidkerth \ f incompetitivo

< S

Figura 2.13 — Representacdo dos tipos de inibicao reversivel.
Fonte: adaptado de BORGES, 2023.

Na inibicdo competitiva, 0s inibidores competitivos sdo substancias que concorrem
diretamente com o substrato especifico da enzima. As moléculas desses inibidores tém uma
estrutura muito parecida com a do substrato da enzima e, por isso, se unem reversivelmente as
enzimas, formando um complexo enzima-inibidor muito semelhante ao complexo enzima-
substrato. Por ndo haver a formacdo do complexo enzima-substrato, a atividade catalitica da
enzima € inibida engquanto existir o complexo enzima-inibidor (Asqui; Demera; Palacios, 2022;
Borges, 2023).

Os inibidores incompetitivos sdo 0s que interagem com 0s complexos enzima-substrato
pré-formados, impedindo a formacdo de produtos e, portanto, diminuindo a velocidade da
reacdo. Nesse tipo de inibicdo, o inibidor interage com a enzima em um sitio diferente do
substrato, assim a adi¢do de maiores quantidades de substrato ndo contribui para que o efeito
inibitdrio seja reduzido (Borges, 2023).

Pode-se descrever os modelos de Michaelis-Menten com inibicdo competitiva e

incompetitiva através das Equacdes 2.3 e 2.4 respectivamente.

Vmax [S]

Vo = Koy & 4[] (Equacéo 2.3)
_ Umax [S] E 50 2.4
Vo = Xop +[S] @ (Equacéo 2.4)

Em que, a equacédo 2.5 pode ser utilizada para descrever o parametro a.
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a=1+ il (Equacdo 2.5)

K

Também é possivel incorporar inibi¢bes ao modelo de Ping Pong Bi Bi (Magalhaes,
2010), como demonstra a Equacdo 2.6, em que og representa os efeitos de inibi¢do do alcool e

oa 0s do oleo.

Vmax [Al[B] .
- E 2.
14 [B1Ky yap+[AlKmyaa+lAl[B] (Equagdo 2.6)

2.4.2. Parametros termodinamicos

A temperatura € um parametro de grande influéncia na atividade catalitica das enzimas,
que influencia as velocidades especificas das etapas elementares das reacdes (Pinto; Menezes,
2009). Em condigBes de estabilidade térmica, a curva de influéncia da temperatura na

velocidade de reacéo pode ser representada pela Figura 2.14.

30

20

Ymax (mM/min)

10+

10 30 50 70
T(*C)
Figura 2.14 — Efeito da temperatura na velocidade de reacao.
Fonte: adaptado de PINTO; MENEZES, 2009.

Essa influéncia, que afeta diretamente a velocidade de reagdo, obedece a Lei de
Arrhenius (Pacheco; Mendes, 2021). A verséo linearizada da equagéo de Arrhenius modificada
esta descrita na Equacéo 2.7.

_E ~
In(V4,) = In(4p) + (Ta) (1) (Equacdo 2.7)

T

Em que vmax € a velocidade méxima da reacdo, Ea € a energia de ativagdo (que
determina a minima energia necessaria que 0s reagentes devem possuir para que a reacao

ocorra), R a constante dos gases ideais (8,314 J/Jmol.K) e T a temperatura.
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Até certo ponto, o aumento da temperatura se mostra favoravel para aumentar a
velocidade da reacdo. Entretanto, no caso da catalise enzimatica, se tratando de uma molécula
de proteina como catalisador, a elevagdo da temperatura também aumenta as chances de
desativacdo térmica ou desnaturacdo da enzima (Pacheco; Mendes, 2021; Pinto; Menezes,
2009).

A Figura 2.15 representa bem os efeitos antagdnicos que a temperatura exerce sobre a
atividade enzimética. Nota-se que em temperaturas relativamente baixas, em que ndo se
observa efeito de desnaturacdo, ocorre um aumento da velocidade catalitica (maior formacéo
de produto no tempo) com o aumento da temperatura do meio, entretanto, a partir de 50 °C a
velocidade da reacdo comeca a decair, por conta da ocorréncia de inativacdo das moléculas e

consequente diminuigcdo da concentracdo de enzimas ativas no meio reacional.

0,5
04
S 03
.,
07 —t—T=10 (*C)
—8— T=20 ("C)
e T=40 (*C
0.1 *C)
= T=30 ("G}
=0 T=60 (*C)
1]
1] 5 10 15 20 25 30

Tempo (min)
Figura 2.15 — Efeito da temperatura na formacéo de produtos de uma reagao.
Fonte: adaptado de PINTO; MENEZES, 2009.

A partir da energia de ativagcdo da reacdo, pode-se obter a entalpia de ativacgéo,

utilizando a Equacédo 2.8.

AH* = Ea — RT (Equacéo 2.8)
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3. METODOLOGIA

Neste projeto de pesquisa foram utilizadas metodologias ja implementadas no Laboratério
de Tecnologia Enzimatica (LabEnz) do DEQ/UFSCar, tais como, determinacéo de proteinas
pelo método de Bradford, determinacdo de acidez por titulacdo acido-base e determinacédo de
acidos carboxilicos e ésteres por cromatografia gasosa. Todos o0s reagentes usados eram de grau

analitico e foram usados sem nenhum tratamento.

3.1. Ensaios de concentracdo de proteinas
A concentracdo de proteina na lipase liquida comercial Eversa Transform (Novozymes,
Bagsvaerd, Dinamarca) foi determinada pelo método de Bradford (Bradford, 1976) utilizando

como proteina padrédo a albumina de soro bovino (BSA, Sigma-Aldrich, St. Loius, MO, EUA).

3.2. Especificidade da enzima

As reacOes de esterificacdo entre &cidos carboxilicos comerciais (butirico, laurico,
palmitico, estearico, oleico e linoleico; Sigma-Aldrich, St. Loius, MO, EUA) e élcool
isoamilico (Exodo Cientifica, Sumaré, SP, Brasil) tinha por finalidade avaliar a afinidade da
enzima frente a acidos carboxilicos de diferentes comprimentos de cadeia (C4 a C18), tanto
saturadas quanto insaturadas. As reacfes foram conduzidas a 40°C, razdo molar acido:alcool
de 1:1, 250 rpm em Shaker, usando 5% de enzima liquida (massa de enzima/massa de acido
graxo), na auséncia de peneira molecular. Dois solventes foram avaliados na solubilizacdo dos
acidos carboxilicos (0,1 M), a saber, heptano e mistura de heptano/DMSO (razdo 3/2, v/v). As
conversdes da reacdo foram calculadas inicialmente a partir do consumo de acido por titulacéo
acido-base usando fenolftaleina como indicador e, posteriormente, por cromatografia gasosa.
Posteriormente, a conversdo de acido laurico (C12:0, Sigma-Aldrich, St. Loius, MO, EUA) na
reacdo de esterificacdo com alcool isoamilico foi monitorada com o tempo, conduzindo a
reacdo nas mesmas condicdes descritas anteriormente, exceto que aqui foi utilizada peneira
molecular (tipo 3 A, Fluka, Charlotte, NC, EUA) como agente dessecante (adicionando 1 g de
peneira para cada 0,22 g de agua formada pela reag&o).

Também, avaliou-se o rendimento em ésteres isoamilicos com o tempo na reacdo de
transesterificacdo de dleo de coco (Copra Industria Alimenticia Ltda, Maceio, AL, Brasil) com
alcool isoamilico. A reacdo foi conduzida a 40°C, razdo molar 6leo:alcool de 1:6, 250 rpm em

Shaker e 5% de enzima, usando heptano como solvente, na auséncia de peneira molecular.
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3.3. Quantificacdo de ésteres por cromatografia gasosa

Esteres de acidos graxos foram quantificados por cromatografia gasosa conforme descrito
em Guimardes et al. (2021). Utilizou-se cromatografo Agilent 7890A (Santa Clara, CA, EUA)
equipado com um Detector de lonizacdo por Chama (FID) e coluna capilar Rtx-Wax (30 m x
0.25 mm x 0.25 um, Restek Corporation, Bellefonte, PA, EUA). O injetor e detector foram
fixados em 250°C e a coluna em 210°C. Hélio foi usado como gas de arraste a uma vazao de
0,5 mL/min, razéo split de 1:50 e 25 min de analise. Heptadecanoato de metila (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, EUA) foi usado como padréo interno. Uma massa de 50 mg da amostra, lavada
e seca, foi dissolvida em 1 mL da solug&o interna padréo (10 mg/mL em heptano) e 1 pL foi
injetado no equipamento. A partir disso, pode-se calcular o rendimento méassico de éster pela

Equacéo 3.1.

Rendimento de ésteres (%) = (ZA[)\_ASI x ;VSI x 100 (Equagdo 3.1)
SI

Em que, XA ¢ a area total de picos de ésteres de acidos graxos C14:0 até C24:0, Asi € a
area de pico do padrdo interno (C17), Csi é a concentracdo do padréao interno (10 mg/mL), Vs
é 0 volume da solucédo padréo interna (1 mL) e m é a massa da amostra (50 mg).

3.4. Quantificacdo de acidos graxos por cromatografia gasosa

As concentracdes de acidos carboxilicos foram determinadas por cromatografia gasosa
em um cromatografo a gas Agilent 7890A (Santa Clara, CA, EUA), equipado com detector de
ionizagdo por chama (FID) e coluna Restek Rtx-was (30 m x 0,25 mm x 0,25 mm; Resteck
Corporation, Bellefonte, PA, EUA), mantida a 200°C por 1 min, 230°C por 1 min (10°C/min) e
250° C por 5 min (5°C/min). Hélio foi usado como gas de arraste a uma vazao de 1,8 mL/min,
com tempo de corrida de 14 min. As concentracGes de acidos eram calculadas a partir de curvas

padrdes (relagdes lineares entre area cromatografica e concentracao).

3.5. Quantificacdo dos acidos graxos no 6leo de coco

Para determinacédo do teor de acidos graxos no 6leo de coco utilizado, aplicou-se 0s
proprios percentuais fornecidos pelo fabricante no rétulo do produto (6leo de coco da Copra

Alimentos), apresentados na Tabela 3.1.
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Tabela 3.1 — Teores dos tipos de acidos graxos no 6leo de coco.

Cadeia Teores, %
Acidos carbdnica massica
Caproico C6:0 0,44%
Caprilico C8:0 6,15%
Céprico C10:0 5,01%
Laurico C12:0 42,01%
Miristico C14:0 17,38%
Palmitico c1e:0 9,30%
Esteérico C18:0 3,15%
Oleico clsl 7,14%
Linoleico cl8:2 1,79%

Fonte: Arquivo pessoal.

3.6. Caracterizacdo da massa molar dos substratos néao

convencionais

Para determinacdo da massa molar do DDOS (Cocamar, Maringa, PR, Brasil) e do éleo de
cozinha usado, utilizou-se do método a partir do indice de saponificacdo (1.S.). O indice de
saponificacdo € uma importante caracteriza¢do para entendimento da qualidade e pureza dos
6leos, e refere-se a quantidade de hidroxido de potassio (KOH) em miligramas necessaria para
saponificar um grama de 6leo (Araujo, 2016).

Assim, é possivel determinar a massa molar media dos triglicerideos presentes no 6leo
através da equacdo 3.2, e utilizando a estequiometria das reagdes pode-se determinar as massas

molares dos di- e monoglicerideos, assim como a dos acidos graxos livres.

média __ 3000 MMkon x
MMtriglicerideos - Is. (Equagéo 3.2)

3.7. Determinacao das velocidades de reagao

O calculo das velocidades de reacdo é feito através da diferenciacdo da curva de
concentracdo do reagente limitante pelo tempo, sendo possivel calcular essa derivada por

métodos numéricos ou graficos. Trés abordagens podem ser utilizadas para determinar a
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derivada: diferenciacao grafica, diferenciacdo do polinbmio ajustado aos dados e aplicacdo de
férmulas de diferenciacdo numérica (FOGLER, 2014).

Quando os dados sdo adquiridos experimentalmente, geralmente é mais vantajoso
realizar um ajuste de curva polinomial e, em seguida, derivar o polinbmio resultante. A
diferenciacdo numeérica é preferencialmente evitada devido as complexidades de execucgéo
(SILVA, 2019).

E crucial exercer cautela ao escolher o grau do polindmio de ajuste. Para graus baixos,
0 polinémio de ajuste ndo refletird adequadamente os efeitos dos dados e ndo passara por
muitos pontos. Por outro lado, ao optar por graus mais elevados, a curva de ajuste pode exibir
muitos maximos e minimos ao tentar ajustar-se aos dados experimentais, resultando em erros
significativos (FOGLER, 2014).

Nesse trabalho optou-se pela diferenciacdo através de ajustes polinomiais de segunda

ordem, executados na funcao grafica do Excel.
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4. RESULTADOS

O projeto foi separado em quatro etapas, sendo elas um estudo cinético com base em dados
obtidos na literatura, determinacdo da concentracdo de proteinas através do método de
Bradford, ensaios para determinacdo da especificidade da lipase Eversa Transform por &cidos
carboxilicos de cadeias médias a longas, saturadas e insaturadas, e ensaios de longa duragdo
(reacdes de esterificacdo de &cido laurico com alcool isoamilico e rea¢Ges de transesterificacao

de 6leo de coco com alcool isoamilico).
4.1. Estudo da cinética enzimatica

O trabalho foi iniciado com um estudo cinético da sintese enziméatica de
biolubrificante devido a escassez de modelos e pardmetros cinéticos na literatura para esse

tipo de reacdo.
4.1.1. Primeiro estudo de caso

Para este primeiro caso, tomou-se como base os dados experimentais de producgéo de
biolubrificante reportados por Kleinaité e colaboradores (Kleinaité et al., 2014). Neste
trabalho, os autores reportam resultados de reacdes de transesterificacdo com biodiesel de
6leo de canola (doador de grupos acil) e 2-etil-1-hexanol (&lcool, em excesso) utilizando a
mesma enzima que se utilizou na parte experimental deste projeto (lipase de Thermomyces
lanuginosus), porém na forma imobilizada, podendo servir como uma comparacao para 0s
futuros resultados obtidos nas atividades laboratoriais utilizando a enzima na forma liquida

(enzima livre).

Inicialmente, foi utilizado o programa ‘GetData Graph Digitizer’ para coletar o0s
valores reportados nos ensaios de longa duracdo do artigo que estavam apresentados na forma
de gréaficos de conversdo por tempo. Em seguida, a partir dos dados extraidos, iniciou-se um
estudo cinético da reacédo, levando em consideracdo dois modelos sem inibicao, o classico de
Michaelis-Menten (Equagéo 2.1) e o Ping Pong Bi Bi (Equacdo 2.2).

Para obter os valores dos parametros cinéticos, foi inicialmente utilizada a ferramenta
Solver no Excel, entretanto ndo foi possivel obter os valores dos parametros de ambos os
modelos para bons ajustes aos dados experimentais. Portanto, seguiu-se para uma abordagem
diferente utilizando um codigo com o método de Marquardt (MARQUARDT, 1963) no
software de programacao Fortran, utilizando primeiramente o modelo de Ping Pong Bi Bi em
que obteve-se bons valores para Vmax € Kma (do biodiesel), porém o valor de Kug (do alcool)
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foi muito pequeno, o que sinalizou que provavelmente a reacdo se adequaria ao modelo de

Michaelis-Menten.

Logo, aplicando 0 modelo de Michaelis-Menten ao Fortran, considerando o substrato A
(nesse caso o biodiesel) como o reagente limitante, obteve-se valores de Ky da ordem de 230
mol/L e vmax no intervalo de 1,2 a 3 mol/L/min, dependendo da temperatura de reacdo, que
permitiram um bom ajuste do modelo aos dados experimentais. A Figuras 4.1 apresenta 0s

ajustes obtidos para o modelo de Michaelis-Menten para duas razdes molares de

biodiesel/alcool.

Razdo 1/1,5
0,6
0,5
. 0,4
=
o
E 0,3
U
0,2
0,1
0
50 100 150 200 250 300
t (min)
Ajuste Experimental
(a)
Razdo 1/1,2
0,6
0,5
. 0,4
=
o
E, 0,3
U
0,2
0,1
0
50 100 150 200 250 300
t {min)
Ajuste Experimental
(b)

Figura 4.1 — Ajuste de Michaelis-Menten para a temperatura de 50°C e razdes molares
de biodiesel/alcool de (a) 1/1,5 e (b) 1/1,2 com Km = 228,8 mol/L e Vmax = 3 mol/L/min.

Fonte: Arquivo pessoal.
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A partir dos valores de velocidade maxima obtidos em diferentes temperaturas e

utilizando a versdo linearizada da equacdo de Arrhenius modificada (Equacdo 2.7) foi

possivel obter a energia de ativacdo (Ez) da reacdo de transesterificacdo enzimatica pela

inclinacdo da reta obtida (Figura 4.2). Assim, a partir da energia de ativacdo, obteve-se a

variacdo de entalpia de ativacdo da reacdo, descrita pela Equacdo 2.8. Os resultados estdo

apresentados na Tabela 4.1.

Linearizacdo de Arrhenius

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1
0,0
3,0E-03 3,1E-03

In (Vmax)

y =-1889,3x + 6,449
R? = 0,9869

3,2E-03

/T

3,3E-03

Figura 4.2 — Grafico de linearizagdo da equacdo de Arrhenius para obtencdo da energia

de ativacdo da reacao.

Fonte: Arquivo pessoal.

Tabela 4.1 — Energia de ativacéo e entalpia de ativacao da reacgao.

Ea (kJ/mol)

157,05

AH* (kJ/mol)

154,50

Fonte: Arquivo pessoal.

Nessa etapa, foi perceptivel que o0s ajustes cinéticos por Michaelis-Menten se

adequaram bem aos pontos experimentais descritos no artigo utilizado, sendo assim, um

ajuste eficiente para a cinética da enzima.

A equacdo de Arrhenius na forma linearizada também apresentou um bom ajuste com

relacdo a equacdo de reta obtida através da regressao linear, demonstrando que o modelo

utilizado foi adequado.
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4.1.2.  Segundo estudo de caso

Para o segundo caso, os dados experimentais de producdo de biolubrificante utilizados
foram reportados por Guimarées e colaboradores (Guimarées et al., 2021). Nesse trabalho, os
autores estudaram a reacdo de transesterificacdo do 6leo de cozinha usado com alcool
isoamilico, investigando a catéalise com a lipase Eversa Transform® imobilizada pela técnica

CLEA (Cross-Linked Enzyme Aggregates).

Os dados de concentracdo molar dos reagentes ao longo do tempo foram obtidos a partir
dos dados publicados de rendimento de ésteres no tempo e o indice de saponificacdo da
matéria-prima, em que, para um sistema e analise sem perdas, a conversdo do 6leo foi
considerada o proprio rendimento. Em seguida, com dados extraidos, iniciou-se um estudo
cinético da reacao, levando em consideracdo os modelos cinéticos apresentados no Tdopico
2.4.

A condicao de processo estudada esta descrita na Tabela 4.2. A Figura 4.3 representa o
perfil da concentracdo do 6leo de cozinha usado nas condi¢des avaliadas.
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L
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0 8 16 24 32 40 48 56 64 72

t (h)

Figura 4.3 — Perfil de consumo do 6leo de cozinha usado na reacao de transesterificacao
com alcool isoamilico.

Fonte: Arquivo pessoal.
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Tabela 4.2 — Condicdes de processo estabelecidas por Guimaraes et al., 2021.

Propriedades Condicéo
Razdo molar Oleo/Alcool 1:6
Temperatura (°C) 40
Agitacéo (rpm) 1500-1750
Enzima Eversa-mCLEA
Carga enzimatica (Uesi/g 6leo) 12

Fonte: Adaptado de Guimardes et al., 2021.

Inicialmente, realizou-se o ajuste da curva de concentracdo por um polinémio de grau

2 (Figura 4.4), o qual foi derivado a fim de obter as velocidades da reagéo (Tabela 4.3).

0,7

0,6

0,5

=
N

C 6leo (mol/L)

0,3

0,2

0,1

0,0

Figura 4.4 — Ajuste polinomial de segunda ordem do perfil de concentragéo.
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Fonte: Arquivo pessoal.
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Tabela 4.3 — Velocidades de reacao calculadas pela derivacéo do polinémio.

[Oleo] (mol/L) V (mol/L/h)
0,607 0,0242
0,408 0,0224
0,356 0,0206
0,343 0,0188
0,273 0,0170
0,172 0,0098
0,090 -0,0046

Fonte: Arquivo pessoal.

Realizou-se, entdo, o ajuste para o modelo de Michaelis-Menten através da
linearizacdo de Lineweaver-Burk, demonstrada pela Equacédo 4.1.

1 _ Ky

RER

v Vinax [S] Vinax

(Equacéo 4.1)

O gréfico da equacdo linearizada estd demonstrado na Figura 4.5, assim como um
ajuste de regressdo linear para obter os coeficientes angular e linear. O ponto inicial foi

descartado em vista da alta imprecisdao na obtencao da velocidade no tempo zero de reacéo.

....’

R R =
e
R ) y=17,144x + 0,9254

.....Q.... ; |
@
40
0
2 ! | 5 6
1/[0Oleo]

Figura 4.5 — Gréfico de linearizacdo da equacédo de Michaelis-Menten.

Fonte: Arquivo pessoal.
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A partir dos valores dos coeficientes angular e linear, foi possivel calcular os

parametros cinéticos de Michaelis-Menten, como apresentado na Tabela 4.4.

Tabela 4.4 — Parametros cinéticos para o modelo de Michaelis-Menten.

Kwm (mol/L)

Vimax (MoOl/L/h)

18,53

1,08

Fonte: Arquivo pessoal.

Para verificacdo da eficacia do ajuste, foi construida uma curva comparativa entre os

dados experimentais e os calculados através da equacéo de Michaelis-Menten (Figura 4.6).

0,025
0,020
0,015

0,010 [

Velocidade para Michaelis-Menten

0,005
0,005 0,010

y =1,0433x-0,0007
R?=0,972

0,015 0,020

Velocidade experimental

0,025

Figura 4.6 — Curva de semelhanca entre a velocidade ajustada e experimental.

Fonte: Arquivo pessoal.

A partir dos valores dos coeficientes da regressao linear da curva comparativa,

percebe-se que o ajuste ao modelo de Michaelis-Menten foi eficiente, uma vez que o

coeficiente angular possui valor aproximado de 1 e o coeficiente linear valor aproximado de

0, assim demonstrando a semelhanca entre os pardmetros experimentais e ajustados.

De acordo com o que foi mostrado por Paiva et al. (2000), quando ha excesso de um

dos reagentes as equacdes das taxas do modelo Ping Pong Bi Bi podem ser expressas na forma

do modelo de Michaelis-Menten. Para esse estudo, comprova-se essa tendéncia, uma vez que

a reacdo foi bem descrita pelo modelo de Michaelis-Menten, apesar de haver estudos na

literatura que mostram uma melhor adequacéao da transesterificacdo ao Ping Pong Bi Bi.
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4.1.3. Terceiro estudo de caso

No terceiro estudo, tomou-se como base os resultados reportados na Tese do Dr. Rafael
de Araujo Silva (Araujo-Silva, 2022), acerca da sintese de biolubrificantes a partir do DDOS
(destilado da desodorizacdo do Oleo de soja) e alcool isoamilico. Nesse trabalho, o autor

estudou a catalise enzimética utilizando a lipase Eversa Transform® na forma livre.

Inicialmente, foi utilizada a metodologia apresentada no topico 3.6 para transformar os
dados de rendimento de ésteres em dados de concentracdo molar dos reagentes ao longo do
tempo. Em seguida, a partir dos dados extraidos, iniciou-se um estudo cinético da reacéo,

levando em consideracdo os modelos cinéticos apresentados no Tépico 2.4.

Realizando as mesmas considerac@es do estudo de caso anterior, foi possivel obter o perfil
de consumo dos reagentes ao longo do processo (Figura 4.7). As condicGes de reacao estdo

apresentadas na Tabela 4.5.

Tabela 4.5 — Condicdes de processo estabelecidas por Araujo-Silva, 2022.

Propriedades Condicao
Raz&o molar DDOS/Alcool 1:2,5
Temperatura (°C) 45
Carga enzimatica (g enzima/g DDOS) 6%
Concentragdo de peneira molecular (% wt.) 9

Fonte: Adaptado de Araujo-Silva, 2022.
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Figura 4.7 — Perfil de consumo dos reagentes ao longo da reacéo de transesterificacéao
do DDOS.

Fonte: Arquivo pessoal.

A seguir, para determinar a velocidade de reacdo, realizou-se o ajuste da curva de
concentracdo a um polindmio de segundo grau, e em seguida derivou-se essa equacao a fim

de obter o perfil de velocidades.

Tabela 4.6 — Velocidades de reacéo calculadas.

T (h) [DDOS] (mol/L) v (mol/L/h)
0 0,956 0,040
1 0,907 0,038
2 0,863 0,037
4 0,779 0,034
8 0,680 0,029
12 0,539 0,023
22 0,399 0,009
26 0,387 0,003
35 0,365 -0,009

Fonte: Arquivo pessoal.
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Na Figura 4.8 é possivel perceber que a curva forma o contorno de uma hipérbole,
sendo bem compativel com a curva do modelo de Michaelis-Menten, apresentada na Figura

2.11. Assim, foi realizada a linearizagdo de Lineweaver-Burk com os dados de velocidade
obtidos (Figura 4.9).
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Figura 4.8 — Perfil de velocidade pela concentracdo do substrato.

Fonte: Arquivo pessoal.
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Figura 4.9 — Linearizacdo de Lineweaver-Burk para os dados experimentais.

Fonte: Arquivo pessoal.
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A partir dos valores dos coeficientes angular e linear, foi possivel calcular os

parametros cinéticos de Michaelis-Menten, como apresentado na Tabela 4.7.

Tabela 4.7 — Parametros cinéticos para o modelo de Michaelis-Menten.

Kwm (mol/L)

Vimax (MoOl/L/h)

91,42

3,91

Fonte: Arquivo pessoal.

Para verificacdo da eficacia do ajuste, foi construida uma curva comparativa entre 0s

dados experimentais e os calculados através da equacdo de Michaelis-Menten.

0,045

0,040

0,035

0,030

0,025

Velocidade para Michaelis-Menten

0,020
0,020 0,025

y=1,0094x-0,0003  _.®"

R*=0,9908 .-

0,030 0,035 0,040

Velocidade experimental

0,045

Figura 4.10 — Curva de semelhanca entre a velocidade ajustada e experimental.

Fonte: Arquivo pessoal.

Novamente, utilizando a curva de semelhanca (Figura 4.10), percebe-se que o ajuste

ao modelo de Michaelis-Menten foi eficiente, uma vez que o coeficiente angular possui valor

aproximado de 1 e o coeficiente linear valor aproximado de 0, assim demonstrando que 0s

parametros experimentais e ajustados sao aproximadamente iguais.

Com relagéo as constantes do modelo obtidas, elas apresentaram valores em uma faixa

similar aos ajustes anteriores, permitindo observar a tendéncia das lipases de possuirem as

constantes Km mais elevada quando comparadas com outras enzimas, uma vez que

Marangoni (2003) reportou que a constante Ky para a maioria das enzimas se mantém na

faixa de 10t e 107,
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4.2. Determinacdo da concentracdo de proteina

A determinacgdo da concentracdo de proteinas presentes na enzima utilizada ao longo
da pesquisa (Eversa Transform, formulacéo liquida de lipase de Thermomyces lanuginosus) foi
realizada através do Método de Bradford. Desse modo, foram preparadas amostras (em
duplicata) de 0,025 mL com diferentes concentracGes de uma proteina padrdo (albumina de
soro bovino), juntamente com 1 mL de reagente de Bradford (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EUA), incubando-se por 10 min e depois analisando a absorbancia em espectrofotdmetro UV-
VIS em comprimento de onda de 595 nm. A curva padréo (Figura 4.11) obtida mostra a relagédo

entre absorbancia e concentracao de proteina na amostra.

Curva Padrao Média
08
07
06
05
04

Absorbancia
HOI.

0’3 .

0,2
y =0,5429x - 0,0234

01 R2=0,9877

0,0
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 1,4 1,6

Concentragdo (mg/mL)

Figura 4.11 — Curva padréo para dosagem de proteinas pelo método de Bradford.

Fonte: Arquivo pessoal.

A partir de amostras de solucdes de lipase em diferentes diluicdes, a concentracao de
proteinas na formulacdo liquida comercial de Eversa foi determinada a partir da curva de
calibracdo construida, obtendo-se uma concentragdo de 38,21 £ 0,88 mg de proteinas/mL de

enzima liquida.
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4.3. Ensaios de especificidade da enzima

Dando continuidade as etapas experimentais, determinou-se a especificidade da lipase
com relacdo a diferentes acidos graxos comerciais, de modo a avaliar sua afinidade com

relacdo ao tamanho da cadeia carbénica e presenca de insaturacdes.

Foram realizadas reacoes de sintese (esterificacdo) de ésteres de acidos graxos a partir
de &cidos graxos comerciais como doadores acila e alcool isoamilico como receptor de grupos
acila em proporgdo molar de 1:1 e com carga enzimética de 5% (massa enzima/massa acido
graxo). A temperatura foi fixada em 40 °C, com agitacéo de 250 rpm em Shaker, e a conversao
dos acidos foi avaliada apds 24 h de reacéo.

Para essa etapa, a determinacdo da concentracdo dos &cidos na amostra foi,
inicialmente, realizada por titulacdo acido-base, tendo como indicador a fenolftaleina.

A primeira bateria de experimentos foi realizada em triplicata para uma concentragéo

fixa de acido de 0,1 M, em que se diluiu a amostra com heptano, obtendo-se os resultados de

conversdo (Xacido) apresentados na Tabela 4.8.

Tabela 4.8 — Converséo dos &cidos graxos com diluicdo em heptano analisada por

titulacéo acido-base.

Acidos Cadeia Carboénica Xacido + S.0. (%)
Acido Butirico C4:0 7,21+1,85
Acido Laurico C12:0 57,84 + 4,84
Acido Palmitico C16:0 47,43 10,45
Acido Estearico C18:0 23,97 + 15,62

Acido Oleico Cc18:1 21,19+ 7,25
Acido Linoleico C18:2 25,03 + 1,04

Fonte: Arquivo pessoal.

Também foi adotado um outro sistema de solventes composto por uma mistura de um
solvente apolar e outro polar (heptano/DMSO na razao 3/2, v/v). As reacoes de esterificacao
de &cidos graxos neste sistema de solventes foram realizadas em triplicata e renderam as

conversdes (Xacido) apresentadas na Tabela 4.9.
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Tabela 4.9 — Conversao dos acidos graxos com diluicdo em heptano e DMSO analisada

por titulacéo acido-base.

Acidos Cadeia Carbonica Xacido * 5.d. (%)
Acido Butirico C4:0 7,36 + 1,22
Acido Laurico C12:0 7,81+0,46
Acido Palmitico C16:0 3,48 £2,40
Acido Esteérico C18:0 9,90 + 6,18

Acido Oleico c18:1 9,71+2,10
Acido Linoleico C18:2 4,81 +2,02

Fonte: Arquivo pessoal.

A partir desse método de analise (por titulacdo), os resultados dos ensaios (Tabelas
4.8 e 4.9) apresentaram desvios padrdes muito elevados para a maioria dos &cidos avaliados.
Essas divergéncias podem ser resultado da dificuldade de identificar o ponto de viragem da
solucdo através de um indicador visual, ou também pelo fato de alguns &cidos formarem uma

emulsdo durante a titulacdo que também dificulta essa visualizagéo.

Assim, investigou-se a determinacdo das conversdes pelo consumo de &cidos graxos
quantificados por cromatografia gasosa (GC). Para isso, um novo conjunto de experimentos
(em triplicada) foi realizado que renderam as conversdes (Xacido) apresentadas nas Tabelas
4.10 e 4.11. Nestes experimentos, os desvios padrbes foram baixos (menor que 10% do valor

principal), mostrando a boa reprodutibilidade dos resultados.

Nas condicGes de operacdo do cromatografo a gas, ndo foi possivel identificar acido

butirico por ser um acido leve.

Tabela 4.10 — Converséao dos acidos graxos com diluicdo em heptano analisada por

GC.
Acidos Cadeia Carbonica Xacido * S.0. (%)
Acido Laurico C12:0 25,54 + 2,25
Acido Palmitico C16:0 44,50 + 1,47
Acido Esteéarico C18:0 81,44 + 2,42
Acido Oleico C18:1 36,23 + 1,93

Fonte: Arquivo pessoal.
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Tabela 4.11 — Converséao dos acidos graxos com diluicdo em heptano e DMSO

analisada por GC.

Acidos Cadeia Carboénica Xacido % 5.0. (%)
Acido Laurico C12:0 41,07 + 2,26
Acido Palmitico C16:0 41,19+ 0,52
Acido Esteérico C18:0 19,71 + 0,44
Acido Oleico c18:1 4,58 + 0,46

Fonte: Arquivo pessoal.

A Tabela 4.10 mostra uma tendéncia clara pela maior afinidade da enzima por &cidos
graxos saturados de cadeia longa, em que a conversao da reacgdo foi, praticamente, dobrando
com o aumento da cadeia carbonica do acido. E, para cadeias com 0 mesmo nimero de &tomos

de carbono (C18:0 e C18:1), a enzima foi menos especifica para acido graxo insaturado.

A Tabela 4.11 mostra que a adicdo de DMSO no solvente alterou significativamente
a afinidade da enzima, favorecendo a reagdo com acidos graxos de cadeias médias (laurico e
palmitico).

Independentemente do solvente utilizado (heptano ou hetptano/DMSQ), as maiores
afinidades da enzima foram nitidamente para acidos graxos saturados do que insaturados, no
caso acido oleico. Assim, dleo de coco, rico em &cidos graxos saturados, foi escolhido para

ser avaliado na reacdo de transesterificacdo com alcool isoamilico.

4.4. Ensaios de longa duracéo

A etapa experimental seguinte analisou a conversdo ou rendimento através de ensaios
de longa duragdo. Tomou-se como base os resultados preliminares obtidos na analise de
titulacdo para escolha dos regentes, por uma questdo de cronograma, sendo eles o acido laurico
(obteve maior conversao pela Tabela 4.8) e 6leo de coco (rico em acido laurico), assim como
para a escolha do heptano como solvente.

Utilizando as mesmas condigfes fixadas anteriormente (razdo molar de 1:1, carga
enzimaética de 5%, 40 °C, agitacdo de 250 rpm) e com peneira molecular (agente dessecante)
foi realizado a reacdo de esterificacdo de acido laurico com alcool isoamilico. Para essas

reacOes, avaliou-se 0 consumo desse acido em diversos periodos de tempo (até conversao
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constante) para construcdo de um perfil de conversdo em longa duracdo, exibido na Figura

4.12, apresentando os resultados na Tabela 4.12.

Tabela 4.12 — Perfil de concentracéo e conversao do &cido laurico ao longo da reacdo de
esterificacdo com alcool isoamilico a 40°C, razdo molar 1:1 e 250 rpm de agitacao

catalisada por Eversa Transform (5%) liquida e presenca de peneira molecular.

t (h) C (g/L) X (%)
0 1,763 £ 0,095 0,0%
1 1,642 £ 0,007 6,9%
3 1,601 £ 0,021 9,2%
6 1,595 + 0,022 9,6%
12 1,532 % 0,015 13,1%
24 0,968 % 0,023 45,1%

Fonte: Arquivo pessoal.
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Figura 4.12 — Perfil de concentracéo do &cido laurico ao longo da reacéo de
esterificagdo com alcool isoamilico a 40°C, razdo molar 1:1 e 250 rpm de agitacéo

catalisada por Eversa Transform (5%) liquida e presencga de peneira molecular.
Fonte: Arquivo pessoal.

Primeiramente, é possivel notar que a conversdo de acido laurico apds 24 h de reacdo

foi de 45%, valor em torno de 20% acima do obtido no ensaio de especificidade da enzima.
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Esse aumento foi devido a acdo da peneira molecular que foi utilizada nessa etapa, uma vez
que ela remove a agua do meio reacional, favorecendo o equilibrio da reacdo para formacao
dos produtos. Pode-se determinar, portanto, que a agua apresentou forte impacto na ocorréncia
da reacéo.

A partir dos resultados obtidos, foi possivel aplicar o0 método de determinacdo dos
parametros cinéticos, atingindo-se melhores resultados para 0 modelo de Ping Pong Bi Bi
(Equacéo 2.2). Os resultados dos parametros podem ser observados na Tabela 4.13 e na Figura
4.13.

Ajuste PPBB para o Acido Laurico
0,010

0,009

(= ]
o O
o O
N @

C (mol/L)

0,006
0,005 >

0,004

t(h)

® Experimental Ajuste PPBB

Figura 4.13 — Ajuste do modelo cinético Ping Pong Bi Bi para a reacéo de esterificacao
de acido laurico com alcool isoamilico (40°C, razdo molar 1:1 e 250 rpm de agitacao,
Eversa Transform (5%) liquida e presenca de peneira molecular).

Fonte: Arquivo pessoal.

Tabela 4.13 — Parametros cinéticos da reacao do &cido laurico.

Vmax (mol/L/min) 1,87
Km a (mol/L) 24,89
Km g (mol/L) 24,89

Fonte: Arquivo pessoal.

E possivel observar que o ajuste destoa bastante dos pontos experimentais apos as 12
h, entretanto adequa-se bem ao inicio da reacdo. Comparando os resultados obtidos para 0s

parametros cinéticos com os obtidos na sec¢do 4.1.1 pode-se notar que 0 Vmax encontra-se dentro
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do intervalo obtido anteriormente, entretanto, ha grande variacéo para os valores de Kw, 0 que

pode ser atribuido ao uso de reagentes diferentes.
Em seguida foi realizado, também, o perfil de conversdo de uma reagdo de
transesterificacdo usando 0leo de coco e alcool isoamilico (solubilizado em heptano), em razédo

molar o6leo/alcool 1:6, acompanhando a formacéo de ésteres ao longo da reacdo. O perfil esta

apresentado na Figura 4.14, a partir dos dados apresentados na Tabela 4.14.

3,5%

3,0%

2,5% T

2,0% &

1,5% 4

Rendimento de ésteres

1,0%

0,5% %

0,0% @
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

t(h)

Figura 4.14 — Perfil de rendimento dos ésteres isoamilicos ao longo da reagéo de
transesterificacdo de 6leo de coco com alcool isoamilico a 40°C, razdo molar 1:6 e 250
rpm de agitacdo catalisada por Eversa Transform (5%) liquida e sem presenca de
peneira molecular.

Fonte: Arquivo pessoal.
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Tabela 4.14 — Perfil de rendimento e concentracao dos ésteres isoamilicos ao longo da
reacdo de transesterificacdo de 6leo de coco com alcool isoamilico a 40°C, razao molar
1:6 e 250 rpm de agitagéo catalisada por Eversa Transform (5%) liquida e sem

presenca de peneira molecular.

t (h) C (g/L) Rendimento (%)
0 0,000 0,00 + 0,08
1 0,122 0,54 £0,10
3 0,339 1,49 +£0,01
6 0,445 1,96 + 0,55
12 0,560 2,47 +0,40
24 0,738 3,25+0,11

Fonte: Arquivo pessoal.

Nota-se que o rendimento de ésteres foi baixo (menor que 3,5% ap6s 24 h de reacdo),
provavelmente em razdo da afinidade da enzima discutida anteriormente. Observando o
percentual dos acidos graxos no éleo de coco, tem-se que o de maior concentracao é o &cido
laurico, sendo que o &cido estearico possui teor de cerca de 9% (acido pelo qual a enzima
mostrou maior afinidade).

Considerando a analise de especificidade analisada por cromatografia gasosa, o &cido
estedrico possuiu a maior conversdo de todos, sendo cerca de 4 vezes maior que a COnversao
do &cido laurico, assim, pode-se atribuir o baixo rendimento em ésteres pela menor afinidade

da enzima com o tamanho de cadeia mais presente no éleo (C12).
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5. CONCLUSAO

Em meio ao cenério de pandemia da Covid-19 em que a parte experimental do trabalho foi
desenvolvida, ndo foi possivel estudar as influéncias de diferentes matérias-primas a fundo,
portanto, uma complementacéo do trabalho atual seria interessante, de modo a realizar outros
ensaios de longa duragdo com 6leos e gorduras diferentes, além de utilizar residuos ricos em
acidos graxos, como a borra e o destilado da desodorizacéo gerados no refino de 6leos vegetais.

Também, seria importante determinar as condi¢Ges Otimas para a reacdo e avaliar 0s
biolubrificantes obtidos quanto suas propriedades fisico-quimicas, reoldgicas e tribologicas.

Apesar dos impedimentos, os resultados obtidos foram bem significativos. A determinagéo
da especificidade da enzima, especialmente utilizando heptano como solvente, demonstrou um
padrdo interessante de aumento de conversdao com o aumento do tamanho de cadeia para 0s
acidos saturados.

Pelo perfil de longa duracdo do &cido laurico, ficou perceptivel a grande influéncia que a
agua do meio possui na reacdo, uma vez que a conversao ao final de 24 h foi praticamente 2
vezes maior quando se utilizou peneira molecular no meio reacional.

Também, determinou-se que o 6leo de coco ndo possui bons rendimentos de ésteres
isoamilicos quando solubilizado em heptano, o que se atribuiu ao grande teor de acido laurico
presente no 6leo, o qual possui baixa afinidade com a enzima.

Com relacdo aos ajustes cinéticos, foi possivel comprovar a tendéncia de ajuste ao modelo

de Michaelis-Menten quando ha excesso de um dos reagentes na reacao de transesterificacao.
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