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Resumo

Este estudo objetiva a producéo enzimatica de ésteres de solketila a partir de 6leo de soja usado em
fritura por hidroesterificacdo. Este processo consiste de uma primeira etapa de completa converséo do
Oleo residual em acidos graxos livres (AGLS) por hidrélise enzimatica catalisada por lipase de Candida
rugosa (LCR) e esterificacdo dos AGLs resultantes com solketal em um sistema isento de solventes.
Nesta segunda etapa, lipase Eversa® Transform 2.0 imobilizada por adsorc¢éo fisica em particulas pré-
tratadas do epicarpo (casca) de Acrocomia aculeata (macauba), um residuo lignocelulésico, foi usado
como catalisador. A concentracdo de proteina imobilizada neste suporte foi de 25,2 + 1,3 mg/g
oferecendo um carregamento inicial de proteina de 40 mg/g de suporte. A méaxima conversao de AGLs
na etapa de esterificacdo de 71% foi alcancada apdés 150 min de reacdo a 46°C usando uma
concentracdo de biocatalisador de 17% m/m, e raz&o molar de AGLs:solketal de 1:1,6. O biocatalisador
reteve 72% de sua atividade original apds dez bateladas de esterificagao realizadas a 46°C, enquanto
a 60°C a lipase imobilizada reteve apenas 19% de sua atividade inicial.

Palavras-chave: Esteres de solketila. Oleo de fritura. Lipase. Hidroesterificaco.
Area do Conhecimento: Ciéncias Exatas e da Terra — Quimica.
Introducéo

Esteres de solketila sdo uma importante classe de compostos quimicos amplamente usados como
aditivos em combustiveis, agentes antimicrobianos e bioplastificantes produzidos convencionalmente
por reacdes de esterificacao e/ou transesterificagdo empregando catalisadores quimicos classicos —
acidos ou basicos (Mariam et al., 2022; Neamtu et al., 2019; Perosa et al., 2016; Sultanova et al., 2023;
Yang et al., 2014). Em geral, estes sistemas de reacdo sdo conduzidos em altas temperaturas (de 90
a 150 °C) e requerem grandes volumes de solventes organicos toxicos para atingir altos rendimentos
(Mariam et al., 2022; Neamtu et al., 2019; Yang et al., 2014). Portanto, a utilizacdo de lipases como
catalisadores é de grande interesse devido as suas vantagens com relagdo a rota quimica tradicional
porque atuam em condi¢des brandas que reduzem a demanda de energia. Além disso, elas possuem
alta especificidade e seletividade que também reduzem a formacdo de subprodutos indesejaveis.
Portanto, o uso de enzimas (lipases) minimizam a geragdo de residuos e simplificam as etapas de
separacao/purificacdo (Sousa et al., 2021; Stergiou et al., 2013).

Lipases sdo enzimas que catalisam eficientemente a producéo de diferentes ésteres na forma de
extratos brutos (soluvel ou em pd) ou imobilizadas em diferentes suportes (Bolina et al., 2021; Sousa
et al., 2021). Em geral, estes estudos também foram preferencialmente conduzidos em sistemas de
solventes usando solventes organicos classicos perigosos (Sousa et al., 2021; Stergiou et al., 2013).
No entanto, 0 uso de sistemas de reacdo isentos de solventes tem atraido grande atencdo por
proporcionar processos ecologicamente corretos (Sousa et al., 2021). Neste contexto, o principal
objetivo deste estudo foi desenvolver um processo sustentavel para a producéo de ésteres de solketila
a partir de 6leo de fritura (6leo de soja usado em fritura) por um processo enzimético em duas etapas
(hidroesterificacao) para explorar as potencialidades de lipases em cada etapa do processo. Este
processo foi adotado com o intuito de contornar alguns inconvenientes da transesterificacdo direta de
Oleos (vegetais e/ou residuais) e alguns alcoois que requer elevados tempos de reacdo e altas
temperaturas para melhorar a acessibilidade destes materiais de partida ao microambiente das lipases
imobilizadas (Bolina et al., 2021). A primeira etapa deste processo consistiu na hidrélise completa do
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Oleo em acidos graxos livres (AGL) catalisada por uma lipase comercial ndo-especifica oriunda de
Candida rugosa — LCR (Carvalho et al., 2021). Posteriormente, os AGLs obtidos foram esterificados
com solketal em um sistema isento de solventes catalisados pela lipase Eversa® Transform 2.0, uma
preparacdo de lipase de baixo custo com alta atividade catalitica e estabilidade em reacdes de
esterificacdo. Esta lipase é obtida de Thermomyces lanuginosus geneticamente expressa em
Aspergillus oryzae (Bolina et al., 2021). Nessa reacéo, a lipase foi imobilizada via adsor¢éo fisica em
particulas do epicarpo de Acrocomia aculeata (macauba), um residuo agroindustrial obtido da extracéo
de 6leo e ainda ndo empregado como suporte na imobilizacado de enzimas.

Metodologia

Preparacao de lipase Eversa® Transform 2.0 (35 mg/mL de proteina) foi adquirida da Sigma—Aldrich
Co. (St. Louis, MO, EUA). Frutos da macalba foram coletados no Bioma Cerrado na Universidade
Federal de Sao Jodo del-Rei — Campus Sete Lagoas (Sete Lagoas, MG). Azeite de oliva foi adquirido
em um mercado local (Alfenas, MG, Brasil) e 6leo de fritura obtido na preparacéo de batatas fritas em
um restaurante de fast-food em Alfenas, MG. Solketal foi também adquirido da Sigma-Aldrich. Todos
0s outros reagentes quimicos foram de grau analitico adquiridos da Synth® (Sao Paulo, SP, Brasil).

A producédo de AGLs por hidrolise completa do 6leo residual foi conduzida empregando 3,2 g/L do
extrato bruto da lipase comercial (LCR), 50 g de mistura reacional na razdo massica 6leo:agua de 40%
(m/m), agitagdo mecénica de 1500 rpm, 40°C e tempo de reacdo de 3 h (Carvalho et al., 2021). Os
AGLs obtidos foram separados em funil de separacdo e a parte superior foi lavada 4 vezes com agua
destilada a 50°C para a remocéao de glicerol residual e empregados na sintese de ésteres de solketila.

Figura 1 — Fruto da macauba (énfase na casca — epicarpo) e as particulas empregadas como suporte na
imobilizag&o da lipase Eversa® Transform 2.0 por adsorgéo fisica.

Fonte — Do autor.

Particulas do epicarpo de macauba foram obtidas por trituracdo da casca em moinho de facas e
classificagdo do tamanho de particulas em sistemas de peneira. O suporte com distribuicdo de tamanho
de particula entre 75 e 120 ym foram empregados na condugéo deste estudo. 30 g do suporte foram
refluxados duas vezes em 400 mL de solugdo de &cido cloridrico (35% m/m) na proporc¢éao de 9:1 por
2 h a120°C para a remocéo de extrativos. Em seguida, ele foi imerso em 100 mL de solucéo de etanol
a 70% m/m sob agitacdo mecénica (200 rpm) em shaker orbital a 25°C para a completa remocao destes
extrativos. O suporte pré-tratado foi lavado com agua destilada e seco em ambiente a 25°C antes do
uso. Na Figura 1, € mostrado o fruto de macalba e a casca usada na preparacdo do suporte e as
particulas obtidas ap6s o tratamento termoquimico e com etanol usadas como suporte.
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A imobilizacao da lipase foi realizada em pH 5,0 (tampé&o fosfato de sodio 5 mmol/L) na relagéo
suporte:solucao enzimatica de 1:19 empregando um carregamento inicial de proteina de 40 mg/g de
suporte (Alves et al., 2017; Machado et al., 2019). A imobilizag&o foi acompanhada pela determinagéo
da concentracdo de proteina imobilizada empregando o método proposto por Bradford (1976). A
atividade hidrolitica da lipase livre e imobilizada foi determinada pelo método de hidrélise do azeite de
oliva emulsificado com goma arabica em pH 8,0 (tampao fosfato de s6dio 100 mM) 37°C e 200 rpm
(Alves et al., 2017). Uma unidade de atividade (U) foi definida como a concentracdo de biocatalisador
requerida na liberacdo de 1 umol de AGLs por min de reacdo nas condi¢cdes de ensaio descritas. A
atividade especifica (AE — U/mgproteina) foi determinada pela relacdo entre a atividade hidrolitica e a
concentracao de proteina (Alves et al., 2017; Machado et al., 2019). O rendimento de imobilizacéo (RI)
foi determinado pela relagdo entre a atividade hidrolitica inicial e final no sobrenadante de imobilizagédo
e pela concentragdo de proteina desaparecida no processo de adsorgdo (Machado et al., 2019). Todos
0s experimentos foram realizados em duplicata.

A lipase imobilizada foi empregada na producdo de ésteres de solketila em modo batelada por
esterificacdo direta dos AGLs do 6leo de fritura e solketal em meio isento de solvente. As reagbes foram
conduzidas em frascos abertos (evaporacdo da &gua gerada na reagdo) contendo 6 g de meio
reacional, preparado na razdo molar AGLs:solketal de 1:1,6, 240 rpm, e 17% em massa de lipase
imobilizada que corresponde a uma concentragdo de proteina de 4,28 mg de proteina por grama de
mistura reacional. Estas reac¢des foram conduzidas em dois valores distintos de temperatura (46°C e
60°C) previamente selecionados em testes preliminares realizados em laboratério com a finalidade de
verificar a sua influéncia na atividade (conversao) e estabilidade (testes de reuso) da enzima. A lipase
na forma livre (extrato soluvel) foi também usada como catalisador empregando a mesma concentragéo
de proteina (0,78 mL do extrato bruto). Amostras do meio de reacao (50 pL) foram retiradas em tempos
pré-determinados e diluidas em etanol hidratado a 95% (m/m) para a quantificacdo de AGLSs residuais
por titulagdo com solugdo de NaOH 40 mmol/L, empregando fenolftaleina como indicador, e,
consequentemente, a porcentagem de conversao (Y - %), como mostrado na Equacgéo 1 (Alves et al.,

2017):
AGLy — AGL, (1)
o = —— =
Y (%) ( AGL, ) 100
Em que: AGLo e AGL; séo as concentracdes inicial e residual de AGLs no meio de reacdo (mol/L),
respectivamente.

Testes de reuso do biocatalisador ap0s sucessivas bateladas de reacdo conduzidas nas mesmas
condicdes reacionais foram também realizados. Ao final de cada batelada, a lipase imobilizada foi
recuperada via filtracdo em funil de Buchner e lavada com hexano a 0°C para a remogao de substratos
nao convertidos e/ou produtos retidos no seu microambiente. Para a remo¢édo de 4gua gerada na
reacdo, a lipase imobilizada foi filtrada & vacuo por 20 min e armazenada em recipiente aberto a 5°C
por 24 h para ser reutilizada em nova batelada. Em seguida, ela foi adicionada em um novo substrato,
na qual foi estimada a conversdo conforme descrito na Equacéo (1).

Resultados

O suporte preparado neste estudo (epicarpo da macauba) foi utilizado na adsorcéo fisica da lipase
Eversa® Transform 2.0 e suas propriedades foram comparadas com sua forma livre (extrato liquido).
Inicialmente, a estabilidade da lipase soluvel foi avaliada nas condi¢cdes de imobilizagdo (5 mmol/L
tampéo acetato de sodio pH 5,0 a 25 °C e 15 h). Sob tais condi¢fes, a lipase reteve totalmente sua
atividade hidrolitica original, na qual mostra a sua alta estabilidade nas condi¢cBes de imobilizacéo
adotadas neste estudo. Estes resultados mostram que toda a atividade desaparecida no sobrenadante
de imobilizacdo é atribuida ao processo de imobilizacdo por adsor¢do. A maxima concentracao de
proteina imobilizada foi de 25,2 + 1,3 mg por grama de suporte, 0 que corresponde a 62,5% da proteina
inicialmente oferecida (40 mg/g de suporte). A lipase imobilizada resultante exibiu uma atividade
hidrolitica de 356,6 + 23,5 U/g de biocatalisador e uma atividade especifica de 14,1 U/mgproteina.

De acordo com a Figura 2(A), perfis lineares de producao dos ésteres foram observados durante os
primeiros 60 min de reacdo. Estes resultados mostram satisfatéria difusividade das moléculas dos
materiais de partida (AGLs e solketal) para o microambiente interno do biocatalisador. A reacéo
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conduzida a 46°C exibiu maior porcentagem de conversédo dos AGLs (71%) apds 150 min de reagéo.
Em condi¢gbGes semelhantes, uma porcentagem de conversédo de AGLs de apenas 58,1% ap6s 90 min
de reacéo foi alcangada a 60°C. A producéo de ésteres usando lipase livre (extrato sol(vel) também foi
conduzida e maiores velocidades iniciais de reacdo podem ser observadas. Por outro lado, os valores
de porcentagem de conversdo de AGLs foram menores do que aqueles obtidos usando a lipase na
forma imobilizada - 60,6% apds 60 min de reacéo a 46°C e 42,3% apo6s 30 min de reacdo a 60°C.

A estabilidade operacional (testes de reuso) da lipase imobilizada apds dez sucessivas bateladas
de reacdo foi avaliada a 46°C e 60°C. De acordo com a Figura 2(B), a lipase imobilizada apresentou
uma ligeira reducdo do seu desempenho catalitico ap6s sete sucessivas bateladas de esterificacao a
46°C e este valor permaneceu inalterado até a décima batelada (valores de conversdo de AGLs em
torno de 51% apo6s 150 min de reagdo). Este valor corresponde a 72% de sua atividade original
(conversado de AGLs de 71% na primeira batelada — Figura 2(A)). Por outro lado, foi observada uma
diminuigcdo acentuada do seu desempenho catalitico apds a primeira batelada a 60°C. A partir desse
ponto, pode ser observada uma ligeira diminuicdo de sua atividade catalitica até a sexta batelada
(converséo de AGLs entre 49% e 42%), seguida por uma diminui¢do acentuada nas Ultimas quatro. Na
décima batelada, foi observada uma conversdo de AGLs de apenas 11% (0 que corresponde a apenas
19% de sua atividade inicial — 58,1% ap6s 90 min de reagdo a 60°C — Figura 2(A)).

Figura 2 — Influéncia do tempo de reacéo (A) e testes de reuso da lipase imobilizada (B) apos sucessivas
bateladas de producéo dos ésteres de solketila por esterificagdo de AGLs provenientes do 6leo de fritura com
solketal em sistema isento de solventes organicos catalisada pela lipase Eversa® Transform 2.0 nas formas

livre (soltivel) e imobilizada em particulas de epicarpo da macauba.
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Discusséo

De acordo com os resultados obtidos referentes & imobilizacdo da lipase no suporte preparado, uma
similar concentracdo de proteina imobilizada (62,5%) e rendimento de imobilizacdo, parémetro
determinado com base nas unidades de atividade hidrolitica desaparecidas do sobrenadante de
imobilizacédo (Rl = 64,8 + 2,5%), foi observada no equilibrio. Estes resultados mostram que a lipase
testada (Eversa® Transform 2.0) possui uma quantidade muito baixa de proteinas contaminantes em
sua formulagdo (Martinez-Sanchez et al., 2020). A atividade especifica da lipase na sua forma
imobilizada foi de apenas 2,5% do valor original da atividade especifica da lipase na forma livre — extrato
liquido (560 U/mgproteina). I1SSO pode ser causado por problemas de difusdo da emulséo de azeite de
oliva (substrato empregado na determinagéo da atividade hidrolitica da enzima) nos poros de suporte,
onde as moléculas da enzima estdo preferencialmente localizadas (Carvalho et al.,, 2021). Neste
estudo, a lipase imobilizada obtida foi entdo utilizada na producéo de ésteres de solketila conduzida em
sistemas livres de solventes.
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Os ensaios 7do efeito do tempo na reacgéo de esterificacio mostram claramente que a lipase na
forma imobilizada foi altamente mais ativa que a sua forma solluvel nas duas temperaturas avaliadas
(46°C e 60°C). Estes resultados podem ser atribuidos a melhor partigdo dos substratos ao
microambiente da enzima apds o processo de imobilizacdo. A utilizacéo de lipase livre (solugcao aquosa
de enzima) poderia restringir o acesso de moléculas de AGLs (substrato altamente hidrofébico) aos
seus sitios ativos. Portanto, a utilizacdo da lipase imobilizada no suporte de baixo custo preparado
possibilitou aumentar consideravelmente a sua atividade catalitica, como esperado (Alves et al., 2017;
Carvalho et al., 2021; Martinez-Sanchez et al., 2020). Similar resultados foram também observados em
um estudo anterior conduzido em nosso grupo de pesquisa para a producdo de ésteres com
propriedades lubrificantes catalisada por Eversa® Transform 2.0 imobilizada em suporte hidrof6bico
comercial — particulas de poli(estireno-divinilbbenzeno) (Carvalho et al., 2021). Esses resultados
mostram claramente que uma técnica de imobilizagdo apropriada pode melhorar o desempenho de
lipases, de acordo com estudos anteriores descritos na literatura (Alves et al., 2017; Carvalho et al.,
2021; Martinez-Sanchez et al., 2020). Além disso, a lipase na forma livre e imobilizada foi mais ativa
em condicdo moderada (46°C), na qual confirma a maior perda de sua atividade catalitica por inativacao
térmica a 60°C.

De forma analoga, os testes de reuso também confirmam a maior perda de atividade catalitica apés
sucessivas reacdes de esterificacdo conduzidas a 60°C por inativacéo térmica. De fato, a conversao
obtida a 46°C (51%) foi aproximadamente 5 vezes maior que a 60 °C (11%) na décima batelada de
reacdo. Além disso, foi observada diminui¢cdo do desempenho catalitico da enzima apds sucessivas
reacdes nos dois sistemas de reacdo também devido a inativacdo térmica, como reportado acima, bem
como a dessorcao da enzima do suporte e/ou possivel acimulo de moléculas de materiais de partida
(AGLs e solketal) ndo convertidos e/ou produtos (ésteres de solketila e moléculas de dgua) no seu
microambiente que podem alterar a sua atividade catalitica — inibi¢do (Carvalho et al., 2021; Martinez-
Sanchez et al., 2020).

Conclusao

Neste estudo, um processo sustentéavel foi desenvolvido para a producdo de uma valiosa classe de
compostos quimicos (ésteres de solketila) a partir de 6leo de soja usado (6leo de fritura) por um
processo de duas etapas — hidroesterificagdo. Para tal propdsito, um novo e ativo biocatalisador foi
preparado via imobilizagdo por adsorcdo fisica de uma lipase comercial de baixo custo (Eversa®
Transform 2.0) em um residuo agroindustrial (particulas de epicarpo de macaulba). Este estudo mostrou
claramente que a lipase imobilizada foi altamente mais ativa e estavel em reac¢des de esterificacio
conduzidas sob condi¢cdes moderadas (46°C). Este é um aspecto relevante do processo proposto, uma
vez que requer uma baixa demanda de energia para a producdo dos ésteres. O desenvolvimento de
um processo eficiente e sustentavel usando um Oleo residual como matéria-prima e biomassa
lignoceluldsica como suporte na imobilizagéo da lipase pode ser considerado um campo promissor para
0 estabelecimento de processos industriais tecnologicamente limpos.
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