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“Nao se deve ir atras de objetivos
faceis, € preciso buscar o que s
pode ser alcangado por meio dos
maiores esforgos”.

Albert Einstein
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RESUMO

Neste trabalho foi avaliada a reacdo de esterificacdo enzimatica para
producdo de estearato de cetoestearila, um éster graxo que pode ser
utilizado na inddstria de cosméticos e de higiene pessoal como
emoliente, por ele auxiliar na consisténcia dos produtos de beleza e
fornecer uma sensacdo de maciez na pele. A esterificacdo para producao
deste éster foi realizada a partir de materiais graxos, empregando-se
como reagentes o acido estearico vegetal e o alcool cetoestearilico. O
desenvolvimento deste trabalho apresentou diversos desafios, pois trata-
se de um assunto pioneiro, que possui poucos dados de referéncia na
literatura. Com isto, este trabalho contribuiu de forma positiva para o
enriquecimento da literatura. Para realizar a maximizacdo do processo
foram testadas duas lipases comerciais imobilizadas, sendo elas a NS
88011 e a Novozym 435. Também foi realizado um estudo das
condicbes de reagdo, como concentracdo de catalisador, tipo de
catalisador enzimatico, tempo de reacdo, influéncia do vacuo,
temperatura do processo, razdo molar dos reagentes e agitacdo. Através
do delineamento experimental confirmou-se que para a maximizagdo da
esterificacdo a temperatura que deverd ser utilizada é a mais alta do
estudo (75 °C), a razdo molar deve ser de 1:1,5 (&cido/alcool) e a
agitacdo também deve ser a mais alta avaliada no estudo (760 rpm).
Nestas condicBes, no tempo reacional de 48 horas, foram obtidos
elevados valores de conversdo (99%) para a obtencdo de ésteres de
materiais graxos. Os ésteres obtidos foram caracterizados pela
determinacéo do indice de acidez (0.6 mg KOH/g), pela determinagdo
do indice de iodo (0 centigramas de iodo absorvido por grama da
amostra), pelo indice de hidroxila (17.06 mg KOHY/qg), pelo indice de
saponificacdo (133.68 mg KOH/g) e pela analise de cor do produto
final.

Palavras-chaves: Esterificacdo; Esteres Graxos; Lipases; Materiais
Graxos, Estearato de cetoestearila.






ABSTRACT

In this work the enzymatic esterification reaction for the production of
cetostearyl stearate, a fatty ester that can be used in the cosmetics and
personal hygiene industry as emollient, was evaluated for its consistency
of beauty products and provide a feeling of softness in the skin. Fatty
materials were used for the production of cetostearyl stearate through
esterification reaction of vegetable stearic acid and cetostearyl alccohol.
The development of this work presented several challenges, as it is a
pioneering subject, which has few data of reference in the literature.
With this, this work contributed positively to the enrichment of the
literature. To maximize the process, two immobilized commercial
lipases were tested, being NS 88011 and Novozym 435. For the
optimization a study of the reaction conditions, such as catalyst
concentration, type of enzymatic catalyst, reaction time, influence
vacuum, process temperature, molar ratio of the reactants and stirring.
Through the experimental design it was confirmed that for the
optimization of esterification the temperature to be used is the highest of
the study (75 °C), the molar ratio should be 1:1.5 (acid/alcohol) and
stirring should also be the highest evaluated in the study (760 rpm).
Under these conditions, in the reaction time of 48 hours, high
conversion values (99%) was obtained to obtain esters of fatty materials.
The esters obtained were characterized by determining the acidity index
(0.6 mg KOH/g), by determining the iodine value (0 centigrams of
iodine absorbed per gram of the sample), hydroxyl number (17.06 mg
KOH/qg), saponification index (133.68 mg KOH/g) and color analysis of
the final product.

Keywords: Esterification; Fatty Esters; Lipases; Fatty Materials;
Cetoestearyl stearate.
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1. INTRODUCAO

As mudangas econdmicas e sociais do século 20, em conjunto
com producdes em grande escala de substancias sintéticas derivadas do
petroleo, foram as principais responsaveis pelo surgimento de uma vasta
e rentavel inddstria de cosméticos e produtos para o cuidado pessoal,
estendendo o0 seu consumo para todos 0s segmentos sociais
(GALEMBECK; CSORDAS, 2010).

O segmento cosmético no Brasil apresentou nos Gltimos anos
um grande crescimento, passando de um faturamento liquido de imposto
sobre vendas de R$ 4,9 bilhdes em 1996 para R$ 42,6 bilhdes em 2015
(ABIHPEC, 2016).

Juntamente com esse crescimento, surgiu a preocupacdo em
relacdo aos impactos ambientais e sociais que sdo gerados pelas
industrias de cosméticos (MORAIS; ANGELIS, 2012). Segundo o
Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), impacto ambiental
é qualquer alteracdo das propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas do
meio ambiente, causada por qualquer forma de matéria ou energia
resultante das atividades humanas.

A fim de minimizar este impacto ambiental, novas tecnologias
industriais limpas estdo sendo desenvolvidas. Essas tecnologias vao
além da ideia de reciclagem, economia energética, combate ao
desperdicio e controle da poluicdo. Elas se baseiam na modificacdo dos
préprios principios de fabricacdo (VEIGA et al., 2006).

Atualmente, a indlstria de cosméticos, higiene pessoal e
perfumaria esta selecionando suas matérias primas, para producdo de
cosméticos, e desenvolvendo novas metodologias de processamento,
visando a sustentabilidade (GALEMBECK; CSORDAS, 2010).

Uma das metodologias de processamento que esta em destaque
é a catalise via enzimatica. Esta forma de processamento estd sendo
preferida quando comparada com métodos quimicos, por ser
ambientalmente correta, com economia de energia e recursos por
atuarem em condicfes de reacGes mais brandas, além de serem
altamente especificas, reduzindo a obtengdo de subprodutos indesejados
(SHARMA; CHAUHAN; KANWAR, 2011).

Neste contexto, este trabalho tem como objetivo a producéo
enzimatica de um éster (estearato de cetoestearila) da classe dos
emolientes, a partir da esterificacdo de um &lcool graxo e um &cido
graxo, com a finalidade de substituir emolientes hoje obtidos
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industrialmente  via petroquimica, utilizados comumente nas
composicdes de cosméticos e produtos de higiene pessoal. Este trabalho
propBe a desenvolver uma nova forma de produgdo para o estearato de
cetoestearila, contribuindo assim para o avanco da tecnologia, visto que
este trabalho é pioneiro por ndo apresentar estudo similar na literatura.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Sintetizar o éster estearato de cetoestearila, através da
esterificacdo dos materiais graxos, acido estearico vegetal e alcool
cetoestearilico, em sistema livre de solvente utilizando lipases
comerciais imobilizadas.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

4 Avaliar o desempenho de diferentes lipases comerciais
imobilizadas para esterificacio de acido estedrico e alcool
cetoestearilico em sistema livre de solvente;

» Testar diferentes concentracdes de lipases sobre a sintese de
estearato de cetoestearila;

4 Avaliar a cinética reacional para a producdo enzimatica de
estearato de cetoestearila;

4 Otimizar as principais variaveis de processo (temperatura, razao
molar e agitacdo) sobre a producdo enzimatica de estearato de
cetoestearila em sistema livre de solvente sob vécuo;

4 Estudar o reuso do biocatalisador na sintese de estearato de
cetoestearila;

4 Caracterizar o produto da reacdo - estearato de cetoestearila -
quanto as propriedades fisico-quimicas (indice de hidroxila, indice de

iodo, indice de saponificagdo e determinagdo da cor).
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. COSMETICOS

Os cosméticos sdo geralmente associados a salde e o
prolongamento da juventude. Nas mensagens publicitarias das empresas
de cosméticos, pode-se observar fortemente a relagdo entre beleza,
salde e juventude, que comparecem como mercadorias simbdlicas
anunciadas, subliminar e conjuntamente, com a mercadoria concreta: o
produto cosmético (MELO; SANTANA,; BRITO, 2005).

Conforme a Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC) da
ANVISA N° 211, de 14 de Julho de 2005 e a RDC N° 4, de 30 de
Janeiro de 2014, os produtos de higiene pessoal, cosméticos e perfumes
podem ser definidos como: Estes produtos sdo preparacOes constituidas
por substancias naturais ou sintéticas, de uso externo nas diversas partes
do corpo humano, pele, sistema capilar, unhas, labios, 6rgdaos genitais
externos, dentes e membranas mucosas da cavidade oral, com o objetivo
exclusivo ou principal de limpa-los, perfuma-los, alterar sua aparéncia
e/ou corrigir odores corporais e/ou protegé-los ou manté-los em bom
estado.

Segundo a Associacdo Brasileira da IndUstria de Higiene
Pessoal, Perfumaria e Cosméticos — ABIHPEC, o Brasil ocupa a quarta
posicdo no mercado mundial de Higiene Pessoal, Perfumaria e
Cosméticos, que representa 7,1% do consumo mundial (Figura 1). O
Brasil ocupa o segundo lugar no mercado consumidor mundial em
protecdo solar, desodorantes, produtos masculinos, fragrancias e
produtos para depilacdo (ABIHPEC, 2016).

Na Figura 1, podemos observar o ranking mundial do consumo
de produtos de higiene pessoal, perfumaria e cosméticos. Onde o Brasil
encontra-se em quarto lugar, com o total de 7,1% do consumo mundial.
Nesta mesma figura podemos observar o ranking mundial do consumo
de alguns produtos especificos, como: Brasil estd em segundo colocado
no consumo mundial de protetores solares e desodorantes, terceiro
colocado no consumo de produtor para cabelo e produtos de higiene
oral, quarto lugar em produtos para banho, quinto no consumo de
maquiagem e oitavo lugar no consumo de produtos para pele.



25

Figura 1: Ranking mundial do consumo de higiene pessoal, perfumaria e

Ccosmeéticos.
Dados em USD Bilhdes
I AELSRE
oo | - 20 Desodorantes
s [ - * Prod. Masculino
— Fragrancias
| EX Depilatérios
' = - Cabelos
- 3 . Infantil
1 Brasil representa Higiene Oral
/1% . EEE
T ’ O do
= consumo mundicl [V,
_. : e 80 . Produtos para Pele

Fonte: ABIHPEC (2016).

De acordo com a ABIHPEC, o setor brasileiro de higiene
pessoal, perfumaria e cosméticos vem apresentando um crescimento
superior, quando comparado com outros setores da industria nacional.
Nos Ultimos 20 anos este setor apresentou um crescimento médio
deflacionado composto proximo a 11,4% (ABIHPEC, 2016).

Esse crescimento estd relacionado com diversos fatores, tais
como: aumento da expectativa de vida da populacdo, que esta se
preocupando mais com a aparéncia; participacdo crescente da mulher
brasileira no mercado de trabalho nacional; as classes C e D da
populacdo estdo tendo maior acesso aos produtos, devido ao
crescimento de sua renda mensal e da prépria inovacdo das industrias,
gue vém utilizando tecnologia para aumentar a produtividade,
favorecendo os precos praticados pelo setor, com aumentos menores do
que os indices de precos da economia em geral (ABIHPEC, 2016).

3.2. COSMETICOS VERDES

Para que a industria de higiene, cosmético e perfumaria
continue crescendo, sdo necessdrias algumas mudangas a fim de
satisfazer as exigéncias dos consumidores, que cada vez mais priorizam
produtos sustentaveis (GONCALVES; HENKES, 2016).
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Estes consumidores estdo preocupados com a compra de
produtos de empresas que refletem os valores corretos e morais, e varios
aspectos dos quais o meio ambiente é apenas um deles. Diante do
exposto, as companhias, de diversos setores, precisam demonstrar que
possuem uma postura correta, tanto no que diz respeito as leis, aos
direitos humanos e ao meio ambiente (TAMASHIRO, 2012).

O interesse crescente pela preservacdo da natureza ¢é
responsavel pelo surgimento e consolidacdo de um novo nicho de
mercado, o de cosméticos ‘verdes’, isto &, aqueles produzidos de forma
a minimizar o impacto ao meio ambiente (MELO, 2002).

Para que um produto possa ser considerado verde/sustentavel
ele deve ser fabricado com a minima quantidade de matérias-primas,
sendo essas renovaveis ou reciclaveis, que conservem recursos naturais
no processo de extracdo, ser fabricado com a maxima eficiéncia
energética e com a minima utilizacdo de agua, ser acondicionado em
embalagens ambientalmente amigavel, sendo reutilizaveis e
biodegradaveis (RASMUSSEN, 2011; TAMASHIRO 2012).

Entretanto, ndo existem produtos completamente verdes ou
ecologicamente corretos, no processo produtivo, todo produto consome
energia, recursos e gera emissdes na atmosfera, porém mudangas nas
matérias primas utilizadas e/ou mudangas no processo de fabricacdo do
produto podem ser feitas a fim de gerar um produto com um menor
impacto ambiental (TAMASHIRO 2012).

Segundo Rasmussen (2011), existe uma necessidade de que as
indUstrias sofram uma transicdo para produtos que apresentem um baixo
impacto ambiental em sua fabricagdo. Assim, as empresas buscam
atender as necessidades da sociedade, principalmente no que se diz
respeito as tecnologias e aos novos padrdes de producdo,
comercializacdo e consumo de produtos e servicos, que tem gerado
efeitos diretos sobre 0 meio ambiente.

Neste contexto, surge a necessidade de as empresas de
cosmeéticos investirem cada vez mais na fabricacdo e lancamento de
produtos verdes/sustentaveis, com a utilizacdo de matérias-primas e/ou
processos sustentaveis, que satisfacam as necessidades humanas, sem
agredir o meio ambiente. Esta necessidade tem sido impulsionada pela
demanda de produtos que possuem baixo impacto ambiental, que podem
ser classificados como cosméticos organicos, que possuem ingredientes
organicos certificados; e 0s cosméticos naturais, produzidos com
extratos ou 6leos de plantas e ingredientes de origem natural, isentos ou
apresentando concentracBes minimas de ingredientes sintéticos
(RIBEIRO, 2010).
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3.3. MATERIAL GRAXO/EMOLIENTE

Os componentes necessarios para as formulacdes de cosméticos
podem ser divididos em: agua, alcool etilico, umectantes, materiais
graxos,  tensoativos,  espessantes  hidrofilicos,  conservantes
(antimicrobianos, antioxidantes, sequestrantes), corantes e fragrancias
(CORREA, 2012). Dentre os componentes citados acima merecem
destaque 0s materiais graxos, pois tradicionalmente sua produgdo €
realizada em escala industrial com o auxilio de catalisadores quimicos.
Porém, é possivel obter ésteres graxos através da esterificacéo catalisada
por enzimas (HAAG; PASTORE Jr; FARIA, 2005).

Materiais graxos sdo substdncias que apresentam elevada
capacidade de emoliéncia. Eles apresentam baixo ponto de fusdo e
podem ser aplicados no corpo humano (cabelo e pele). Os fluidos de
silicone, acidos graxos, alcoois graxos, ésteres graxos e triglicerideos
sdo exemplos de materiais graxos (MORSELLLI, 2014).

A escolha adequada do material graxo para compor a
formulacdo de um cosmético é de suma importancia, pois é possivel
determinar o tipo de comportamento do material graxo a partir do
nimero de atomos de carbono, ligagdes duplas e grupos funcionais
(MORSELLI, 2014).

Os materiais graxos fornecem caracteristicas fundamentais para
a qualidade de um cosmético, estas caracteristicas sdo: espalhamento,
absorcdo e sensacdo de lubrificacdo na pele (HAAG; PASTORE Jr;
FARIA, 2005).

Os emolientes sdo substancias que possuem a capacidade de
formar uma pelicula sobre a epiderme, fazendo com que ocorra uma
diminuicdo da emissdo de 4agua pelos poros. Eles também séo
responsaveis pelas caracteristicas sensoriais deixadas pelo produto. A
classificacdo dos emolientes pode ser feita a partir de suas propriedades
fisico-quimicas (ponto de fusdo, ponto de turvacdo, viscosidade, poder
dissolvente, polaridade, estabilidade & hidrélise acida ou alcalina) e
quanto as propriedades de aplicacdo sobre a pele (grau de espalhamento,
grau de absorc¢do/penetracdo, tato oleoso ou seco, compatibilidade
dermatoldgica, baixa toxicidade). Mas, a melhor classificacdo para o
entendimento de quais substancias tem efeito emoliente é segundo a
estrutura quimica (HAAG; PASTORE Jr; FARIA, 2005). A Figura 2
apresenta as substancias que possuem efeito de emoliente, segundo
HAAG; PASTORE Jr; FARIA (2005).
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Figura 2: Substancias que possuem efeito emoliente.

ESTRUTURA QUIMICA

Hidrocarbonetos derivados do petr6leo
Triglicerideo vegetal ou animal
Esteres de acidos graxos e alcoois graxos
Alcoois graxos saturados e insaturados
Alcoois de Guebert
Acidos graxos
Silicones

Esteres graxos

Fonte: HAAG; PASTORE Jr; FARIA (2005).

Na tabela acima é possivel observar uma grande diversidade de
emolientes que devem ser escolhidos conforme as caracteristicas
desejadas para o produto final, caracteristicas do mercado consumidor
(pessoas de pele oleosa, seca), facilidade de incorporacéo,
compatibilidade com outros componentes e preco, motivos pelos quais,
geralmente é utilizada uma mistura de emolientes (HAAG; PASTORE
Jr; FARIA, 2005).

Atualmente, a qualidade do produto final e a sua producédo
sustentavel sdo fatores de grande importancia para o mercado. Para tais
fatores serem alcangados, as matérias primas selecionadas devem ser
provenientes de fontes naturais ou renovaveis, respeitando os principios
sociais e ambientais de sustentabilidade e que sejam benéficas a salde.
A escolha das matérias-primas é de suma importancia, pois essas
representam aproximadamente 65% do custo direto de producéo de um
cosmético (BERGER, 2009; GALEMBECK; CSORDAS, 2010).

Neste contexto, a biotecnologia tem contribuido para o
desenvolvimento de novos produtos, como ésteres da classe dos
emolientes, com auxilio de catalisadores enzimaticos, tornando possivel
a producéo de ésteres a partir de um alcool e 4cidos graxos (GANDHI,
1997; YAHYA et al., 1998).



29

3.4. REACAO DE ESTERIFICACAO

A esterificacdo, reacdo reversivel de um &cido carboxilico com
um alcool (havendo producédo de agua), € 0 método mais comum e mais
utilizado em processos industriais para obtencdo de ésteres. Este
processo ocorre a partir da substituicdo de uma hidroxila (-OH) de um
acido por um radical alcoxi (-OR). ReaclGes de esterificacdo séao
exemplos classicos de reacdes reversiveis; onde a reacdo inversa €
conhecida como hidrélise, conforme mostrado na Figura 3 (SERRA,
2010).

Figura 3: Reagdo de esterificagdo e hidrolise (inversa).

O (H) o
R_C//"‘/" +Ry OH Esterificacdo _ R_C,;:’/ + H,0
Hidroli ~
OH “{'Fﬁ';"e O—R;

Fonte: SERRA (2010).

A reacdo de esterificacdo é de grande importancia para a
producdo de ésteres de interesse comercial, principalmente nas areas de
solventes, diluentes, plastificantes, surfactantes, polimeros, esséncias e
fragrancias sintéticas, e como intermediario quimico para inddstrias
farmacéuticas, herbicidas e pesticidas (SERRA, 2010).

Na esterificacdo, a adicdo de catalisadores é facultativa, porém
sem esta adicdo a reacdo é extremamente lenta e requer muitos dias para
alcancar o equilibrio. Isso ocorre devido a fraca acidez dos acidos
carboxilicos. Assim, as esterificacdes sdo facilitadas através do aumento
da temperatura do meio reacional e presenca de catalisador (SERRA,
2010).

3.5. CATALISADORES QUIMICOS

Os catalisadores quimicos sdo substancias que aumentam a
velocidade de uma reacdo. Eles ndo apresentam nenhum efeito sobre a
composicdo dos reagentes, e também ndo sdo consumidos na reagao.
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Estes catalisadores sdo utilizados, como uma forma convencional, para
auxiliar nas transformag@es dos produtos, principalmente derivados da
transformacdo de dleos e gorduras (AL SAADI; JEFFREYS, 1981;
FACCIO, 2004).

Catalisadores quimicos podem ser &cidos ou basicos,
geralmente os catalisadores acidos levam a formacdo de subprodutos
indesejaveis, que dificultam a separacdo e a recuperacdo do produto,
com isso, 0s catalisadores acidos, apresentam baixos rendimentos. Outro
ponto negativo é a acdo corrosiva, que implica na necessidade de
equipamentos especificos para seu uso (AL SAADI; JEFFREYS, 1981,
FACCIO, 2004).

Os catalisadores basicos também apresentam algumas
limitagBes, como a necessidade de as reagdes serem conduzidas somente
com 6leos vegetais neutros ou de baixa acidez, isso ocorre pela presenca
de &cidos graxos livres neutraliza a acdo catalitica. Além disso, a
separacdo dos produtos formados na reacdo apresenta algumas
dificuldades, que resultam em perdas no rendimento (FACCIO, 2004).

3.6. CATALISADORES ENZIMATICOS / LIPASES

As enzimas sdo biomoléculas que possuem a caracteristica de
aumentar a velocidade de reacdes quimicas sem alterar o equilibrio e
sem serem consumidas pela reacdo. A grande maioria das enzimas é de
natureza proteica, sendo constituidas por longas cadeias de aminoacidos
ligados entre si por ligagdes peptidicas. Estes catalisadores apresentam
um alto grau de especificidade devido ao sitio ativo situado na enzima
(LEHNINGER; NELSON; COX, 2008).

Muitas reagdes quimicas, que sdo catalisadas por catalisadores
quimicos, podem ser catalisadas por enzimas. As enzimas sdo proteinas
gue possuem atividade catalitica, com isto, elas sdo capazes de acelerar
a velocidade de uma reacdo quimica. Outra vantagem destes
biocatalisadores é o fato deles serem ecologicamente corretos
(MONTEIRO:; SILVA, 2009).

A classificagdo das enzimas varia de acordo com sua forma de
obtencdo, sendo elas enzimas de origem vegetal, animal e microbiana
(MONTEIRO:; SILVA, 2009).

Entre as enzimas mais empregadas tanto em pesquisas
académicas, como em utilizagdo industrial (industria alimenticia, de
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cosmeéticos e perfumes, biomédica, pesticidas, detergentes, entre outras),
encontram-se as lipases (PANDEY et al., 1999).

As lipases sdo um determinado grupo de enzimas pertencentes a
classe das hidrolases, que atuam sobre ligacdes éster. Elas ndo apenas
catalisam reacGes de hidrdlise, mas também de sintese em meios aquo-
restritos, como reacOes de esterificacdo, interesterificacdo,
transesterificacdo, alcoolise e aminolise, e podem atuar sobre substratos
ndo naturais (JAEGER; EGGERT, 2002; FACCIO, 2004).

Antigamente as lipases eram predominantemente obtidas a
partir de pancreas de animais, e eram usadas como auxiliar digestivo
para o consumo humano. Atualmente, elas podem ser obtidas a partir de
fontes animais, vegetais e microbianas (FACCIO, 2004).

As lipases obtidas de fontes microbianas sdo um grupo de
enzimas que apresentam uma grande aplicagdo biotecnoldgica, devido
principalmente as suas propriedades de atuacdo enzimatica e
especificidade ao substrato, e facilidade de produgdo em grande escala,
sendo um dos grupos de enzimas mais utilizados no segmento industrial
(HASAN et al., 2006).

Estas enzimas possuem um enorme potencial biotecnoldgico,
sua utilizacdo apresenta diversas vantagens por elas possuirem uma alta
estabilidade em solventes orgéanicos, ndo requerem a presenga de
cofatores, possuem uma larga especificidade pelo substrato, possui uma
formacdo de produtos mais puros devido a alta seletividade do
catalisador e atua em condi¢Ges amenas de temperatura e pH necessérias
a sintese, em contraposicao as condi¢des extremas associadas ao uso de
processos quimicos (JAEGER & REETZ, 1998; DIAS et al., 2005).

Pode-se destacar a sintese de ésteres de acidos graxos, como um
dos processos de maior importancia, que podem ser catalisados pelas
lipases. Seu estudo e aplicacdo vem crescendo tanto em pesquisas
académicas como no uso industrial, em funcdo da importancia de
inimeros ésteres (JAEGER et al., 1994; YAHYA et al., 1998;
OLIVEIRA et al., 2004).

3.6.1. Enzima imobilizada

A imobilizacdo enzimatica consiste no confinamento da enzima
em um suporte solido para que seja possivel fazer a reutilizacdo do
catalisador, aumentando assim sua viabilidade econdmica (GUISAN,
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2006). A imobilizacdo pode ser realizada por diferentes metodologias,
podendo ocorrer através da adsorcdo ou ligacdo da enzima em um
material insoldvel, pelas ligagdes cruzadas pelo uso de um reagente
multifuncional, por um confinamento em matrizes formadas por géis
poliméricos ou encapsulacdo através de uma membrana polimérica
(DALLA-VECCHIA et al., 2004). As técnicas de imobilizacdo sdo de
extrema importancia, pois com elas é possivel fazer o reuso do
catalizador enzimatico, facilitam a separacdo dos produtos e aumentam a
estabilidade em solventes orgénicos (SOARES et al., 1999).

O principal objetivo da imobilizacdo enzimatica é obter um
biocatalisador com atividade e estabilidade que ndo sejam afetadas
durante o processo, em comparagdo a sua forma livre. Idealmente, a
enzima imobilizada devera exibir uma atividade catalitica superior.
Além disso, se espera que ndo ocorra qualquer alteracdo, tanto estrutural
guanto modificacfes no sitio ativo (GANDHI, 1997).

Enzimas imobilizadas apresentam uma série de vantagens e as
razdes para a escolha de um derivado imobilizado variam de acordo com
sua aplicacdo, incluindo: maior duracdo de tempo da atividade catalitica;
possibilidade de operacdo continua do processo, com maior facilidade
de controle; facilidade de separa¢do do produto final; maior estabilidade
ao pH e a temperatura e a reagdo pode ser facilmente interrompida, em
um nivel desejado, pela remocdo da enzima, caso O processo seja
batelada, ou ajuste do tempo de residéncia se é usado um reator continuo
(GUISAN, 2006; HANEFELD et al., 2009; DALLA-VECCHIA et al.,
2004).

Com a imobilizagéo da enzima, é possivel ocorrer uma inibicéo
ou um aumento da sua atividade e estabilidade, porém nédo existe uma
regra que prediga a manutencdo destes pardmetros apds 0 processo de
imobilizacdo (SOARES et al., 1999).

Em uma reacdo, as enzimas livres tendem a agregar-se e
prendem-se as paredes do reator, quando estdo suspensas em um
solvente organico. Isso ocorre principalmente quando existe presenca de
agua no sistema. A imobilizacdo de enzimas em suportes sdlidos
apresenta diversas vantagens, tais como: a eliminagdo do problema das
enzimas livres em solventes organicos, elas propiciam também um
aumento da estabilidade térmica e quimica da lipase, permitindo um
melhor controle do processo e da qualidade do produto. Outros
beneficios da imobilizacdo sdo a necessidade de baixos teores de agua
nas reacoes, e a facilidade da separagdo do biocatalisador do sistema de
reacdo permitindo a reutilizagdo da enzima, resultando em processos
economicamente mais viaveis. Essa técnica também minimiza o efeito
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de desnaturacdo de muitos solventes organicos sobre a maioria das
enzimas, isso ocorre através de um material hidrofilico, que permite a
manutencdo de um microambiente de alta atividade de dgua em torno
das moléculas de enzima (MALCATA et al., 1990; NORDISK, 1992;
ILLANES, 1994; CASTRO, 1995).

Para as reacdes de esterificacdo, é de extrema importancia o uso
de enzimas imobilizadas que proporcionam reacBes com baixas
concentracdes de agua, pois, assim o equilibrio quimico é deslocado no
sentido da formag&o de produtos (FACCIO, 2004).

3.7. ACIDOS GRAXOS / ACIDO ESTEARICO

Os acidos graxos podem ser diferenciados a partir de trés
formas: nimero de atomos de carbono que esta presente em sua cadeia
(variando de 4 a 24 atomos), tamanho da cadeia (podendo ser curta,
média ou longa), e também pela posicdo das ligacdes duplas (podendo
ndo apresentar nenhuma ligacdo dupla (saturados), uma ligacdo dupla
(monoinsaturados) e duas ou mais ligacGes duplas (poli-insaturados)).
Na natureza, a grande maioria dos acidos graxos saturados, possui
numeros pares de atomos de carbono em sua estrutura (CHOW, 2008).

Em relacdo ao tamanho da cadeia, 0s &cidos graxos podem ser
divididos em quatro grupos distintos, sendo eles: acidos graxos de
cadeia curta, todos acidos que possuirem uma cauda alifatica com
menos de seis atomos de carbono; cadeia média, possuir cauda alifatica
gue varie de 6 a 12 atomos de carbono; cadeia longa, cauda alifatica
com 12 ou mais atomos de carbono; e de cadeia muito longa, a cauda
alifatica destes acidos graxos possui mais de 22 atomos de carbono. Na
natureza, é extremamente baixa a ocorréncia de acidos graxos muito
longos. Os &cidos mais comuns sdo 0s que apresentam uma variagao de
12 a 22 atomos de carbono, eles sdo encontrados em uma variedade de
plantas e animais (GAMBARRA NETO, 2008).

O é&cido estedrico (octandico) pertence a uma classe de
compostos chamados &cidos carboxilicos, que séo caracterizados por
possuirem o grupo funcional carboxila (COOH). Ele é um &cido graxo
saturado, de cadeia longa (18 atomos de carbono), e possui a
caracteristica de ser saponificado, com isto é muito utilizado em
formulagdes cosméticas. Pelo seu alto ponto de solidificacdo, ele é
muito usado como um agente doador de viscosidade e consisténcia em
formulagdes de cremes. O &cido estearico esta presente em grande parte
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das gorduras animais e dos Oleos vegetais (FERREIRA, 2010;
CORREA, 2012).

3.8. ALCOOIS GRAXOS / ALCOOL CETOESTEARILICO

O élcool cetoestearilico é um alcool pertencente a classe dos
alcoois graxos. Quando de origem natural é produzido a partir de 6leos
vegetais. Quando sintético, é composto por uma mistura de cadeias
carbonicas (16 e 18 carbonos). Ele é encontrado no mercado com a
proporcdo de 30% (alcool cetilico) e 70% (alcool estearilico)
(CORREA, 2011).

Possui grande importancia na composicdo de emulsdes, pois
apresentam propriedades de espessamento, emoliéncia e funcdo co-
tensoativa, auxiliando na estabilidade das preparacdes cosméticas, além
disso, confere viscosidade as emulsdes, e devido caracteristica
intrinseca, promove aspecto transllicido na formulagdo final. Ele é
utilizado em diversas formulagdes, como: de cremes corporal, facial,
condicionador capilar, protetores solar, proporcionando protecdo e
suavidade no local de aplicacdo, pois possui compatibilidade com a pele
(CORREA, 2011).

O élcool cetoestearilico é insoluvel em &gua. Sua adigdo na
formulacdo de emulsBes auxilia a viscosidade e a tensoatividade,
propiciando o uso de menores concentracBes de tensoativos, e
garantindo estrutura mais complexa (MORSELLI, 2014).

3.9. ESTERES GRAXOS / ESTEARATO DE CETOESTERILA

Esteres de origem natural, como ésteres derivados do 6leo de
baleia, cera de carnaiba e 6leo de jojoba, tém sido utilizados em
diversos setores industriais. Porém eles apresentam alto custo e baixa
disponibilidade no mercado. Desta forma, ha uma demanda pela
producdo de ésteres que utilizem matérias primas de facil acesso e baixo
valor (MARTINEZ et al., 1988).

Em temperatura ambiente, os ésteres podem ser sélidos ou
liquidos, dependendo da estrutura quimica dos &cidos e alcoois de
origem. Se ambos 0s reagentes possuem cadeia longa, o resultado é um
éster sélido, caso um dos reagentes possua cadeia curta o produto sera
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um éster liquido. Eles podem sofrer hidrolise em pHs extremos e em
altas temperaturas (MORSELLI, 2014).

O estearato de cetoesterila é um éster obtido a partir de uma
esterificacdo de alcoois e acidos graxos (Figura 5). Estas matérias
primas possuem baixo valor comercial e estdo disponiveis em grande
escala no mercado, viabilizando assim a sua utilizacdo. Sdo diversas as
aplicacBes destes ésteres, com utilizacdo principal em industrias de
alimentos, detergentes, cosméticos e farmacéuticos (MARTINEZ et al.,
1988; CARTA et al., 1995).

Na Figura 4 pode-se observar um esquema da reacdo de
esterificacdo do estearato de cetoestearila a partir do acido esteérico e
alcool cetoestearilico em presenca de um catalisador, onde a reacdo gera
uma molécula do éster graxo e uma molécula de agua.

Figura 4: Reacdo de esterificacdo para producdo do estearato de cetoesterila.

14 13 ou 15

Acido estearico 5 Alcool cetoestearilico

Catalisador

*
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Estearato de cetoesterila
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3.10. CONSIDERACOES A RESPEITO DO ESTADO DA ARTE

Ultimamente vem surgindo a necessidade de uma mudanga de
processos e matérias primas com alto impacto ambiental para formas de
producdo que sejam ambientalmente amigaveis. Esta necessidade vem
crescendo pela percepcdo da sociedade exigir produtos e servi¢os que
ndo gerem danos ao meio ambiente.

Com isto, a comunidade académica e empresarial promovem
acOes e debates, com a finalidade de integrar a responsabilidade
socioambiental ao planejamento estratégico das organizacdes,
especificamente na questdo do meio ambiente.

Estas acdes e debates ndo se tratam apenas de um ajuste as
questbes da legislacdo referente ao meio ambiente, mas também a
pressdo mercadologica de grupos de consumidores que estdo
preocupados com a compra de produtos de empresas que refletem
valores corretos e morais, dos quais a preocupagdo com 0s aspectos
ambientais é apenas um deles.

A partir destes fatos, surge a oportunidade de empresas e
universidades desenvolverem pesquisas com novas tecnologias, formas
de processamento de produtos e matérias primas que apresentem um
baixo impacto ambiental,

Um exemplo claro destas tecnologias de baixo impacto
ambiental é a producdo de ésteres, que apresentam capacidade
emoliente, a partir da reacdo de esterificagdo com auxilio de lipases,
sendo que estes biocatalisadores substituem a utilizagéo de catalisadores
acidos ou basicos, formando produtos “limpos” por ndo produzir
subprodutos indesejaveis, devidos a especificidade da enzima, e
demandarem temperaturas e pressdes de processo bem menores que 0s
utilizados convencionalmente, atraindo assim a atencdo dos
consumidores que estdo preocupados com o impacto ambiental do
produto. As enzimas também possuem outra vantagem, elas podem ser
reutilizadas em diversas reagdes quando estdo imobilizadas, sendo este
aspecto de suma importancia para a viabilidade econémica do processo.

Diante do exposto na se¢do da revisdo bibliografica, no
que concerne ao estado da arte, fica evidente a importancia da realizacéo
deste trabalho, apresentando uma nova forma de producéo do estearato
de cetoestearila, um éster emoliente que pode ser utilizado na
formulacdo de cosméticos. Este trabalho apresenta um grande potencial
para estudos cientificos, sendo importante destacar, que até 0 momento
ndo foram encontrados trabalhos disponiveis na literatura sobre
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producdo do estearato de cetoestearila produzido via esterificacdo
enzimatica; sendo este um trabalho pioneiro, dando inicio a uma nova
forma de producéo de ésteres emolientes para a indistria de cosméticos,
gue apresentam um baixo impacto ambiental, desta forma enriquecendo
a literatura cientifica e propondo a aplicacdo de novas tecnologias ao
setor industrial.
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4. MATERIAIS E METODOS

Estdo descritos, neste topico, todos 0s materiais, metodologias e
equipamentos utilizados para a realizagdo dos experimentos. Todas as
reacbes foram realizadas no Laboratdrio de Engenharia Bioquimica
(ENGEBIO), pertencente ao Departamento de Engenharia Quimica e
Engenharia de Alimentos da Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC), Floriandpolis, Santa Catarina.

4.1. MATERIAIS

4.1.1. Especificacdo dos reagentes

Para a realizacdo das reacOes de esterificacdo foram utilizados
dois reagentes, acido estedrico vegetal e alcool cetoestearilico, ambos
adquiridos da empresa ALMAD - Brasil.

Para a caracterizagdo do produto foram utilizados os demais
reagentes de grau analitico: éter etilico PA (Vetec), alcool etilico 99,8%
(Vetec), hidroxido de potassio (Vetec) e solucdo do indicador
fenolftaleina.

Para o processo de recuperacdo do catalisador enzimatico foi
utilizado n-hexano P.A., adquirido da empresa Synth — Brasil.

4.1.2. Catalisadores enzimaticos

Nas reacBes foram testadas duas lipases imobilizadas
comerciais (Novozym 435 e NS 88011), ambas produzidas/imobilizadas
e gentilmente cedidas pela empresa NOVOZYMES, Araucéria-
PR/Brasil.

A enzima Novozym 435 foi produzida a partir da lipase de
Candida antarctica, e imobilizada em Lewatit VP OC 1600, uma resina
macroporosa com uma superficie hidrofébica. Ela é preparada via
interface de ativacdo na superficie hidrofébica do suporte. Essa enzima
imobilizada é formada por particulas de formato esferoidal, com
didmetro de particula entre 0,3 e 0,9 mm, e densidade de
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aproximadamente 430 kg/m®. Segundo a Novozymes Brasil, essa
enzima pode ser utilizada em uma faixa de temperatura que varia de 40-
70 °C.

A lipase NS 88011 foi produzida a partir da lipase de Candida
antarctica e imobilizada em uma resina polimérica hidrofébica. NS
88011 sem maiores informacdes na literatura.

4.2 METODOS

4.2.1. Equipamentos e Instrumento

Para as reacOes de esterificagdo foi utilizado um reator de aco
inox com capacidade de 300 mL (Autoclave Engineers, modelo
A303060B86000), que possui um sistema de agitagdo mecéanico e uma
serpentina interna para controle da temperatura, para o controle da
temperatura foi acoplado um banho termostatico (Microquimica,
modelo MQBTZ99-20), uma bomba de vacuo (Quimis, modelo
Q35502) e um vacudmetro (também foram acoplados ao reator), a fim
de gerar vacuo no reator e medir esse vacuo gerado.

Na Figura 5 podemos observar todo o aparato experimental
utilizado nas reagGes de esterificacdo. A direita da figura esta & bomba
de vacuo (Quimis), no centro o banho termostatico (Microquimica) e a
esquerda encontra-se o0 reator (Autoclave Engineers) com o vacudémetro
acoplado.
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Figura 5: Aparato experimental (reator, banho termostatizado, bomba de vacuo
e vacudmetro).

Fonte: Préprio autor.

Na Figura 5 pode-se observar o reator, 0 banho termostatico e a
bomba de vicuo. Apds todos os aparatos serem acoplados ao reator, a
temperatura desejada era selecionada, no banho termostatico e entdo o
banho era ligado, com circulagdo de 4gua para aquecer a serpentina.

Abaixo na Figura 6, é possivel observar o sistema de agitacdo
mecanico e a serpentina interna.
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Figura 6: Sistema de agitagcdo mecanico e serpentina interna.

Fonte: Préprio autor.

Pode-se observar na parte superior da Figura 6 a serpentina e o
agitador mecéanico do reator utilizado para as reacdes de esterificacao.
Na parte inferior da imagem encontra-se o reator de ago inox, onde é
realizada a reagdo. Apds colocar os reagentes e o biocatalisador, o
cilindro é erguido e fechado com o auxilio de parafusos. A utilizacdo
destes parafusos é de fundamental importancia para a correta fixagéo do
reator e também o fechamento adequado propicia a presenca de vacuo
apos a bomba de vacuo ser acionada.
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4.2.2. Metodologia experimental

Os reagentes, acido estearico e alcool cetoestearilico, foram
previamente pesados e aquecidos, em banho termostatizado, até seu
ponto de fusdo. Apoés atingir o ponto de fusdo, 0s reagentes foram
misturados, no reator de ago inox, e uma aliquota de aproximadamente 1
mL foi retirada para quantificar o indice de acidez inicial, apds a retirada
da amostra era adicionado ao reator o catalisador enzimatico (lipase). O
reator, com a mistura, foi acoplado aos demais equipamentos. Neste
momento 0 banho termostatizado e a serpentina interna ja estdo em uma
temperatura adequada para a reacdo. Apo0s isso, a reacdo iniciava com o
reator sendo fechado, e a bomba de vacuo e agitacdo sendo acionadas.

Na Figura 7 pode-se observar os reagentes &lcool cetoestearilico
(esquerda) e &cido estearico (direita), ambos sélidos em temperatura
ambiente.

Figura 7: Reagentes (alcool cetoestearilico (esquerda) e acido estearico
(direita)).

Fonte: Prdprio autor.

A seguir, na Figura 8, pode-se observar o fluxograma de
producdo do estearato de cetoestearila, onde ¢ demonstrado o0 passo a
passo do processo.
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Figura 8: Fluxograma do processo de esterificagdo enzimética para producéo
de estearato de cetoestearila.

Reagentes

\ 4

Banho (até ponto de fuséo) # Titulagdo

A

Reator €= Enzima

\ 4

Fechamento do Reator (inicio da reacao)

\ 4

Tempos pré-determinados # Titulagéo

Final da Reacéo =) Titulacio

4.2.3. Testes preliminares

Para os testes iniciais, foram fixadas algumas condicbes
experimentais: Agitacdo (600 rpm), temperatura (75 °C), vacuo (600
mmHg), razdo molar (1:1) e tempo de reacdo (6 horas). Nestas
condi¢des, foram testadas duas diferentes lipases comerciais
imobilizadas (Novozym 435 e NS 88011), em trés diferentes
concentracdes (0,5; 1 e 2% da massa total de substratos). Para verificar a
influéncia do catalisador na reagdo, também foi testada uma reacdo sem
a adicdo do biocatalisador (controle). Todos estes testes foram feitos
com o objetivo de se definir a concentracdo enzimatica mais adequada
para a obtencdo do produto de interesse.

Apos estes testes, foi avaliada a influéncia do vacuo na reagéo
de esterificacdo. Para isto, foi selecionado aleatoriamente, o
experimento 2% (m/m) da lipase NS 88011. Este experimento foi
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realizado nas mesmas condi¢Bes anteriormente citadas, porém sem a
presenca de vacuo.

Ao final dos testes preliminares, o experimento com a lipase NS
88011 na concentracdo de 1% (massa total dos substratos) foi
selecionado, para que fosse feito um estudo cinético da reagdo. Esta
cinética ocorreu nos tempos (0,1, 2, 3, 4 e 6 h), onde foi possivel
selecionar o tempo de reacdo a ser fixado para o planejamento
experimental.

4.2.4. Otimizacdo das condi¢des experimentais para producdo de
estearato de cetoestearila

Com a lipase (NS 88011), a concentracdo do catalisador (1% da
massa total dos substratos) e o tempo de reacdo (2 horas), selecionados,
foi realizado um planejamento experimental fatorial DCCR 22 com trés
pontos centrais e seis pontos axiais, totalizando 17 experimentos.

A Tabela 2 apresenta a faixa de estudo das variaveis
independentes da matriz do planejamento experimental.

Tabela 1: Faixa de estudo das varidveis independentes da matriz do
planejamento experimental.

Niveis
Variaveis -1,68 -1 0 1 1,68
Tem'é’fg)"t“ra 616 65 70 75 78.4
Razao Molar . . . . .
(acido:alcool) 1:0,83 1:1 1:1,25  1:15  1:1,67
Agitacdo

2508 380 600 760 889,2
(rpm)
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4.2.5. Avaliacao cinética

Foi realizada avaliacdo cinética na condicdo otimizada: lipase
NS 88011 (1% m/m), 75 °C, 760 rpm, vacuo (600 mmHg) e razdo molar
(1:1,5). Os tempos selecionados para analise do indice de acidez na
cinética foram: 0,1, 2, 3,4,5,6,7, 8, 24,31 e 48 h.

Também foi realizada avaliagdo cinética variando a
concentracgdo de enzimas na condic¢do otimizada obtida no planejamento
de experimentos. Foram estudadas variagGes na concentracdo enzimatica
de 0,5; 0,7 e 1% em relacdo & massa total dos reagentes, a fim de
verificar a possibilidade de reduzir a quantidade de catalisador
necessario para a sintese de estearato de cetoestearila.

4.2.6. Reuso do catalisador enzimatico

Na condicdo otimizada no planejamento de experimentos foi
realizado estudo do reuso do biocatalisador. As condi¢Bes utilizadas
foram: lipase NS 88011 (1% m/m), temperatura de 75 °C, razdo molar
de 1:1,5, agitacdo de 760 rpm, 2 horas de reacdo e vacuo de 600 mmHg.
Apos cada reacdo a enzima foi recuperada para uso no proximo ciclo de
uso. A enzima foi separada do meio reacional, submetida a sucessivas
lavagens com n-hexano e secagem em estufa 40 °C por 4 h. Para cada
recuperacgdo foram realizadas 3 lavagens, com aproximadamente 10 mL
de n-hexano cada uma. Apds esta etapa, a lipase era mantida em
dessecador por no minimo 12 horas e entdo usada em uma nova reacao.
Aliguotas de aproximadamente 1 g foram retiradas em tempos pré-
determinados (0, 5, 8, 24, 31 e 48 h) para as analises de indice de acidez.

4.3. METODOLOGIAS ANALITICAS PARA
CARACTERIZACAO DO PRODUTO
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4.3.1. Método Titulométrico

As amostras coletadas foram analisadas através do método de
titulacdo por hidroxido de potéssico, segundo IUPAC 2.201. Este
método foi escolhido, pois neste caso, pode substituir a utilizacdo da
cromatografia gasosa para a quantificacdo dos acidos graxos. Na
literatura sdo encontrados diversos trabalhos que podem comprovar a
similaridade entre estes dois métodos (MARCHETTI e ERRAZU, 2010;
SATYARTHI et al., 2010; LEMAIRE et al., 2011; ZHANG et al., 2012;
SANTIN, 2014).

A utilizacdo do método titulométrico para quantificar acidos
graxos possui diversas vantagens, tais como: rapidez na quantificacéo,
baixo custo, ndo necessita a evaporagdo do excesso de &lcool e a
amostra pode ser quantificada sem a necessidade de fazer a remocgéo
completa da agua, que é produzida pela reacdo de esterificacao.

Esta técnica consiste basicamente na determinacdo da acidez de
um meio reacional. Os &cidos graxos livres presentes na amostra
possuem a capacidade de reagir com a solucéo de hidréxido de potassio,
a partir disto, ¢ possivel quantificar os acidos graxos livres em
miligrama de hidréxido de potassio por grama de amostra. Em geral, o
indice encontrado é equivalente ao dobro do percentual dos &cidos
graxos livres correspondentes da amostra.

4.3.2. Indice de acidez

A partir dos valores de volume de hidréxido de potassio gasto
na titulacdo, medido na bureta, e do valor em gramas da amostra pesada,
é possivel determinar a porcentagem de acidos graxos livres e o indice
de acidez, este indice fornece a quantidade de acido que foi consumido
na reacgdo de esterificacdo. Assim que a amostra é retirada do reator, ela
¢ pesada (1 g da amostra) e diluida em 40 mL da solucdo de 1:1
éster/etanol. Logo em seguida sdo adicionadas de 3-4 gotas de
fenolftaleina, e entdo esta mistura é titulada com hidréxido de potassio
(0,1 M), sob agitacdo vigorosa até atingir o ponto de viragem. O indice
de acidez é calculado conforme a Equacéo 1:
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_ (Vkouw * MMygoy * Ckon)
My

IA

(Equacgéo 1)

Onde:

IA = indice de acidez (mg de KOH/qg);

Vkon = Volume de KOH gasto na titulacdo (mL);

MMkon = Massa molar de KOH (56,1 g/mol);

Ckon = Concentragdo molar do KOH usado na titulag&o (mol/L);

Ma = Massa de amostra utilizada para titular (g).

Este indice é definido como a quantidade em miligramas de
hidroxido de potassio que é necessario para que seja possivel neutralizar
um grama da amostra.

4.3.3. Conversao (%) em ésteres

Com os valores de indices de acidez inicial e final das reacdes é
possivel determinar o percentual de conversdo dos acidos graxos em
ésteres na reacdo de esterificagdo. A Equacdo 2 apresenta o célculo de
conversao dos acidos graxos em ésteres:

CONVyogoros = (IAiiciar — 1Afinar) £ 100
[Apnicial
(Equagéo 2)
Onde:
CONVesteres = Conversdo dos acidos graxos em ésteres (%);
I Ainicial = Indice de acidez inicial (mg KOH/g);

|Afinal = Indice de acidez final (mg KOH/q).
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Com o valor de conversdo é possivel verificar a porcentagem
dos reagentes (&cido estedrico e alcool cetoestearilico) que foram
convertidos em produto (estearato de cetoestearila).

4.3.4. Determinacao do indice de iodo

A determinacdo do indice de iodo foi realizada através do
método Wijs, o qual faz a mensuracdo do grau de instauracdo de dleos
ou gorduras, expressos em termos do nimero de centigramas de iodo
absorvido por grama da amostra (% iodo absorvido).

Este método é aplicavel a todos os 6leos e gorduras normais que
ndo possuam ligacdes duplas conjugadas. Cada Oleo possui um
respectivo intervalo caracteristico do valor de indice de iodo. A fixacdo
do iodo ou de outros halogénios se da nas ligagdes etilénicas dos &cidos
graxos.

Para esta determinacdo a amostra foi fundida e filtrada através
de papel filtro, para remover algumas impurezas sélidas e tragos de
umidade. Posteriormente foi pesado aproximadamente 0,25 g da
amostra em frasco Erlenmeyer de 500 mL e logo ap6s foi adicionado 10
mL de ciclohexano. Apos este procedimento foi transferido para o
erlenmeyer, com auxilio de bureta, 25 mL de solucdo de Wijs. A
amostra foi agitada com movimento de rotacdo, assegurando perfeita
homogeneizacdo. Ao término da homogeneizagdo, o frasco foi colocado
em repouso ao abrigo da luz e a temperatura ambiente, por 30 minutos.
Apos este tempo foi adicionada 10 mL da solucdo de iodeto de potassio
a 15% e 100 mL de &gua recentemente fervida e fria. Para a
determinacdo quantitativa foi realizada uma titulagdo com solugédo
tiossulfato de sodio 0,1 M até o aparecimento de uma fraca coloracéo
amarela. Logo apés foi adicionada 1 a 2 mL de solucdo indicadora de
amido 1% e foi titulado até o completo desaparecimento da cor azul.
Também foi realizada uma determinacdo em branco, sendo realizado
este procedimento, porém sem adicdo da amostra. Na equacdo abaixo
esta descrito o calculo para o indice de iodo. O indice de iodo foi
calculado através da Equacgéo 3:

(VB_ VA) *M x 12,68

Indice de lodo =
ndice de lodo P

(Equacéo 3)
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Onde:

M = molaridade da solugdo de Na»S20s;
VB = mL gasto na titulagéo do branco;
VA = mL gasto na titulagdo da amostra;

P = amostra (g).

4.3.5. Indice de Hidroxila (AOCS Cd 13-60)

Este indice é definido através da quantidade de miligramas de
hidréxido de potassio equivalente ao contetdo de radicais hidroxila por
grama de amostra. Este indice indica a quantidade de hidroxilas que
foram inseridas na molécula.

Para esta determinacdo, pesou-se em um baldo de fundo
redondo de 250 mL, 10 g da amostra de éster. Logo apds adicionou-se 5
mL da mistura piridina-anidrido acético (3 volumes/1 volume) e
colocou-se o baldo em um banho-maria por 1 hora sobre refluxo. Apés o
aquecimento, foram adicionados 10 mL de &gua por meio do
condensador para o baldo e aqueceu-se em banho-maria com tempo
adicional de 10 minutos em refluxo. Utilizando um total de 25 mL de
alcool butilico, lavou-se internamente o condensador e os lados do
baldo. Por fim, adicionou-se 1 mL de solucdo indicador de fenolftaleina
e titulou-se com hidréxido de potassico alcodlico 0,5 M até a coloracdo
rosa.

O mesmo procedimento foi realizado sem a presenga da
amostra para obter-se 0 branco. Paralelamente ao experimento anterior,
foi pesado 9 g do éster em um Erlenmeyer para a determinacdo da
acidez. Adicionou-se 10 mL de piridina e 1 mL de solucéo indicadora de
fenolftaleina. Titulou-se com potassa alcodlica 0,5 M até a coloracao
ficar rosa. O indice de hidroxila foi determinado pela Equacéo 4:

IH [B+( A) s] N 26,1
= ) — - * *
wre W

(Equagéo 4)
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Onde:

A: Volume da solugdo de KOH necesséria para titulagdo de acidez, em
mL;

B: Volume da solucéo de KOH necesséria para titular o branco, em mL;

C: Massa da amostra usada para a titulacdo da acidez, em g;

S: Volume da solucdo de KOH necessaria para titular a amostra
acetilada, em mL;

W: Massa da amostra usada para acetilagdo, em g;

N: Normalidade ou molaridade da potassa alcodlica.

4.3.6. Determinacao do indice de Saponificacdo (AOCS. Cd 3-25)

Este método é definido para quantificar o alcali necessario para
saponificar uma quantidade pré-determinada de amostra. Esta
determinacdo é aplicavel a todos os 6leos e gorduras e expressa o
nimero de miligramas de hidroxido de potassio necessario para
saponificar um grama de amostra.

Para realizar este método a amostra deve ser fundida e filtrada
em papel de filtro para remover quaisquer impurezas e tracos de
umidade. Ap6s o término deste procedimento, cerca de 4-5 g da amostra
foi pesado, e foram adicionados 50 mL da solucdo alcodlica de KOH.

A amostra pesada foi colocada em um condensador, e este foi
conectado e colocado em banho-maria, até a completa saponifica¢do da
amostra (aproximadamente uma hora).

Apobs o resfriamento do frasco, foi lavada a parte interna do
condensador com um pouco de agua. Desconectou-se o condensador, e
adicionou-se 1 mL do indicador e ap6s foi realizada a titulagdo com a
solucéo de acido cloridrico 0,5 M até o desaparecimento da cor résea. O
célculo foi realizado pela Equagéo 5.

_561xMx*(B—A)
B P

IS

(Equacéo 5)
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Onde:
= indice de saponificacéo;
M= massa molar KOH,;
A = volume gasto na titulacdo da amostra;
B = volume gasto na titulacdo do branco;

P =n° de g da amostra.

4.3.7. Determinacao do indice de cor

A cor do éster obtido foi determinada pelo sistema CIE
(Comission Internationale d’Eclairage) (HUNTERLAB, 2015), através
das coordenadas de cor (L* a* b*). Estas coordenadas podem ser
definidas como: L* indica a luminosidade das amostras, que varia do
preto (0%) ao branco (100%), a* é a coordenada de cromaticidade, ela
varia do verde ao vermelho, e b* que € a coordenada de cromaticidade
gue contém a variacdo do azul ao amarelo (KHAN et al., 2009). Na
Figura 9 pode-se observar as coordenadas e suas respectivas faixas de
variagdes.

Figura 9: Espaco de Cor CIELAB, com as coordenadas L*, a*, b*.

WHITE

U
S
s *& ‘>

BLACK

Fonte: KHAN et al. (2009).
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Para realizar esta determinacdo foi utilizado um
espectrofotdmetro portatil da marca KONICA MINOLVA, modelo
CHROMA METER CR-400. Este instrumento de medicao foi projetado
para avaliar a cor de objetos, especialmente com superficies em
condi¢des mais suaves ou com variagdo de cor minima.

Segundo a Equagdo 7 foi possivel calcular a diferenca de cor
(AE) a partir das coordenadas encontradas.

AE = /(AL)? + (Aa)? + (Ab)?
(Equagdo 7)
Onde:
L* = luminosidade das amostras;
a* = coordenada de cromaticidade (verde/vermelho);
* = coordenada de cromaticidade (azul/amarelo);

AE = diferenga de cor.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente capitulo tem por objetivo apresentar e discutir 0s
resultados obtidos durante o desenvolvimento deste trabalho que visou a
producdo de estearato de cetoestearila a partir da esterificagdo
enzimatica de acido esteérico e alcool cetoestearilico.

5.1. TESTES PRELIMINARES

Para a determinagdo das condi¢fes experimentais que
maximizem a producdo de estearato de cetoestearila foram realizados
testes iniciais com o objetivo de selecionar as melhores condigdes de
concentracdo e tipo de enzima. As condicOes fixadas para este teste
foram: razdo molar de acido/alcool (1:1), temperatura (75 °C), agitacdo
(600 rpm), vacuo (600 mmHg) e tempo (6 horas de reacdo). Estas
condic@es foram fixadas de forma aleatdria, pois ndo foram encontrados
estudos similares na literatura.

Na Tabela 2 pode-se observar que nestes testes iniciais foram
variadas as concentracfes enzimaticas em 0,5; 1 e 2% em relagdo a
massa total dos reagentes. Nestas diferentes concentracdes também
foram testadas duas diferentes lipases (NS 88011 e Novozym 435). A
fim de verificar a influéncia do biocatalisador, também foi realizada
uma reagdo sem a presenca do catalisador enzimatico.

Para controle, foi realizado um ensaio nas mesmas condic¢des
dos testes iniciais, razdo molar (1:1), temperatura (75°C), agitacdo (600
rpm), vacuo (600 mmHg) e tempo (6 horas), porém sem a presenca do
catalisador enzimatico. Os valoreis iniciais de indice de acidez
encontrados nos ensaios foram de aproximadamente 120 mg KOH/qg,
para 0 ensaio controle, apds as 6 horas de reagdo o valor de indice de
acidez encontrado foi de 113,7 mg KOH/g. Com isso, podemos verificar
gue a presenca do biocatalisador é fundamental para auxiliar na
conversdo de reagentes em produtos, pois 0 ensaio controle apresentou
um valor de conversdo muito baixo, somente 5,3% dos reagentes se
transforaram em produto, no tempo de 6 horas.
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Tabela 2: Avaliagdo das Lipases Novozym 435 e NS 88011 em diferentes

Biocatalisador Indice de acidez Conversédo
(mg KOH/g) (%)
0.5% Novozym 435 12.7 89.4
0.5% NS 88011 14.4 88
1% Novozym 435 125 89.6
1% NS 88011 10.1 91.6
2% Novozyn 435 12.4 89.7
2% NS 88011 8.9 92.6

concentragBes sobre a sintese de Estearato de Cetoestearila. Condigdes: razdo
molar (1:1), temperatura (75°C), agitagdo (600 rpm), vicuo (600 mmHg) e
tempo (6 horas).

Para estes experimentos o desvio padrdo amostral foi calculado,
com o objetivo de medir a dispersdo dos resultados. Porém como o
resultado encontrado foi relativamente baixo, valor menor que dois (2),
este desvio ndo foi inserido no gréafico, pois a sua visualizacdo fica
imperceptivel.

A partir destes testes pode-se observar que quando a reagdo
ocorreu com a presenca de um catalisador enzimatico, esta apresentou
baixos niveis de indice de acidez (8,9 - 14,4 mg KOH/g) em comparacéo
com a reacdo que ocorreu sem a adicdo da lipase (113,7 mg KOH/g). A
reacdo que ocorreu sem a presenca da lipase apresentou um alto indice
de acidez, mostrando um baixo

valor de conversdo dos reagentes em produtos, ja que em 6
horas de reacdo o indice de acidez passou de 122,6 mg KOH/g (l.A.
inicial) para 113,7 mg KOH/qg.

Com isso pode-se concluir que a presencga do biocatalisador na
reacdo de esterificacdo influenciou de modo positivo, aumentando a
velocidade da transformagdo de substratos em produtos. Também foi
possivel concluir que as lipases testadas apresentaram atividade de
esterificacdo, auxiliando na conversdo dos materiais graxos em ésteres.

Quando a lipase NS 88011 na concentragdo de 2% (m/m) foi
utilizada o valor do indice de acidez, na reacdo de 6 horas, passou de
119,7 mg KOH/g para 8,9 mg KOH/g, demonstrando um alto valor de
conversdo dos 4cidos graxos em ésteres, um resultado satisfatorio, pois
no tempo de 6 horas de reacdo a quantidade de reagente (&cido graxo)
gue reagiu é extremamente alta em comparacdo com a reacdo que ndo
possui um biocatalisador.
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Em relacdo a comparacao do tipo da enzima, pode-se destacar a
enzima NS 88011, pois ela apresentou valores de indice de acidez (8,9 —
14,4 mg KOH/g) similares aos da enzima Novozym 435 (12,4 — 12,7 mg
KOH/qg), sendo que a NS 88011 apresenta maior viabilidade econémica,
pois ela possui um valor comercial inferior ao da lipase Novozym 435.
Com isso, a lipase NS 88011 foi selecionada para a préxima etapa do
estudo.

A partir destes resultados foi selecionada a porcentagem de um
(1% m/m) para a enzima NS 88011, pois nesta condigdo, o valor de
indice de acidez obtido foi satisfatorio no tempo reacional de 6 horas
(10,1 mg KOH/g), apresentando um valor menor que o gerado pela
enzima Novozym 435 (12,5 mg KOH/qg).

5.2. INFLUENCIA DO VACUO

Ap0s a realizacdo dos testes iniciais, foi avaliada a influéncia do
VAcuo na sintese enzimatica. Para isto, foi selecionado aleatoriamente, o
experimento 2% m/m de lipase NS 88011. Este experimento foi
reproduzido, nesta etapa, sem a presenca de vacuo. Os resultados estdo
expressos na Figura 10.

Figura 10: Avaliacdo da influéncia do vacuo na reacdo de esterificagdo.
CondicgBes: concentragdo de biocatalisador 2% (m/m), razdo molar 1:1,
temperatura 75°C, agitacdo 600 rpm e tempo de 6 horas.
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Para a avaliagdo da influéncia do vacuo na reacdo de
esterificacdo, também foi realizado um desvio padrdo amostral. Porém,
devido ao baixo valor encontrado, menor que dois (2) este desvio nao
foi inserido no gréfico, pois a sua visualizacdo fica imperceptivel.

Apos analisar a Figura 10 foi possivel verificar a influéncia do
vacuo (600 mmHg) na reacdo de esterificacdo. O experimento sem
presenca de vacuo apresentou valor de indice de acidez inicial de 120,3
mg KOH/g, apds 6 horas de reacdo este indice baixou para 25,8 mg
KOH/g. Ja para o experimento com a presenca de vacuo (600 mmHg), o
valor inicial de indice de acidez que era de 119,7 mg KOH/g passou
para 8,9 mg KOH/g ap6s as 6 horas de reacao.

Com isso, pode-se observar que a reacdo com a presenca de
Vacuo apresentou aproximadamente um terco (1/3) do valor de indice de
acidez do experimento sem a presenca de vacuo. Portanto, a presenca de
vacuo é fundamental para uma sintese enzimatica eficiente; este fato
ocorre, principalmente, porque a presenca de vacuo auxilia na retirada
do excesso de &gua que é formado na reagéo de esterificagdo.

Segundo Yang e Russel (1996), o excesso de dgua na reacdo
prejudica a eficiéncia do processo, pois facilita a agregacdo da enzima
podendo provocar um decréscimo de sua atividade.

5.3. CINETICA REACIONAL

Apb6s a selecdo de uma condicdo inicial, razdo molar de
acido/alcool (1:1), temperatura (75 °C), agitacdo (600 rpm), vacuo (600
mmHg), tempo (6 horas de reacdo) e concentracdo enzimatica de 1%
m/m de NS 88011, foi feito um estudo cinético da sintese enzimética
para producdo do éster a fim de selecionar o tempo de reacdo que sera
utilizado para um estudo da otimizacdo da sintese. A Figura 11
apresenta os resultados obtidos nesta etapa.
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Figura 11: Cinética reacional da sintese enzimética para selecdo do tempo
reacional. Condicdes: razdo molar de &cido/alcool 1:1, temperatura 75 °C,
agitagcdo 600 rpm, vacuo 600 mmHg, tempo de reagdo 6 horas e concentragdo
de 1% m/m de NS 88011.
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O desvio padrdo amostral foi calculado, para a cinética da
sintese enzimatica. Este desvio foi calculado para medir a dispersao dos
resultados de indice de acidez. Como os valores dos desvios foram
menos que dois (2), estes desvios acabaram ndo sendo inserido no
gréfico, pois a sua visualizagdo fica imperceptivel.

Ap6s avaliar a cinética reacional nas condicGes apresentadas
acima foi possivel observar, na Figura 11 que, de modo geral, 0 aumento
do tempo reacional conduz a um aumento de conversdo dos reagentes
graxos em ésteres graxos, pois com o passar do tempo observa-se a
diminuicéo do indice de acidez. Porém, a selecdo de um tempo reacional
para a realizac8o do planejamento experimental deve levar em conta ndo
s6 a conversdo dos

reagentes em produtos, mas também a otimizacdo do tempo e a
economia de energia.

Apbs anélise da cinética da reacdo de esterificacdo, Figura 11,
pode-se verificar que no tempo zero (0), antes do inicio da reacdo, o
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valor encontrado para o indice de acidez foi de 120 mg KOH/g. Apds o
tempo de uma (1) hora de reacdo, o valor de indice de acidez foi
novamente medido, e o valor encontrado foi de 54,3 mg KOH/g. Com
isso, pode-se observar que apds uma (1) hora de reacdo, o valor do
indice de acidez reduziu pela metade. Ao final da segunda hora de
reacdo, o valor do indice de acidez continuou reduzindo (41,9 mg
KOH/g). Na terceira hora de esterificacdo, o valor de indice de acidez
encontrado foi de 33,5 mg KOH/g. Para a quarta hora de reacéo, o valor
do indice de acidez continuou baixando, chegando a 27,7 mg KOH/qg,
aproximadamente um quarto do valor inicial do indice de acidez. No
Gltimo ponto da cinética estudado, seis (6) horas de esterificacdo, o valor
do indice de acidez encontrado foi de 10,1 mg KOH/g. Levando em
consideracdo estes resultados, para a proxima etapa do trabalho foi
selecionado o tempo reacional de duas (2) horas. Além de ser um baixo
tempo reacional, possibilitando a realizacdo de diversos experimentos
em um curto periodo de tempo, 0 mesmo esta relacionado a um baixo
consumo de energia. Outra vantagem que se pode destacar é o fato de
gue em 2 h de reacdo os valores encontrados de indice de acidez podem
ser considerados satisfatorios, pois neste tempo estes valores
diminuiram mais que a metade (41,9 mg KOH/g) quando comparados
com o indice de acidez inicial da reagdo (120 mg KOH/g (tempo 0h)).

5.4. OTIMIZAGAO DO PROCESSO DE ESTERIFICACAO

Ap6s definida a lipase mais eficiente e sua respectiva
concentracdo (NS 88011, 1% m/m) e o tempo de reagdo (2 h), foi
realizado um planejamento experimental DCCR (Delineamento
Composto Central Rotacional) 2° com trés pontos centrais e seis pontos
axiais, totalizando 17 experimentos. As variaveis que foram estudadas
neste planejamento foram & temperatura, a razdo molar e a agitacdo, a
partir destas variaveis, foi possivel analisar o indice de acidez e a
conversao do acido graxo e alcool graxo em estearato de cetoestearila.

Através da tabela 3 é possivel destacar a elevada
reprodutibilidade dos ensaios, que apresentaram valores préximos em
seus pontos centrais (ensaios 9, 10 e 11), com as respectivas conversdes
de 61, 61 e 63%.

Também é possivel observar o comportamento das reagdes com
a variacdo da temperatura, onde em todos os casos, quando houve s6 a
mudanca da variavel temperatura, esta influenciou de maneira positiva,



59

sendo que quanto maior a temperatura maior a conversao em ésteres.
Esse comportamento pode ser observado nos ensaios 7 e 8, onde ambos
tiveram a razdo molar (1:1,5) e a agitagdo (760 rpm) fixadas e a
temperatura variando de 65 (ensaio 7) para 75 °C (ensaio 8). Com esta
variagdo na temperatura observou-se um aumento na conversdo dos
reagentes em produtos de 72 (ensaio 7) para 79% (ensaio 8). Na Tabela
3, é possivel observar as variaveis do planejamento experimental com
seus valores reais e codificados.

Outra varidvel que apresentou influéncia sobre a reacdo de
esterificacdo foi a razdo molar. Quando fixados os valores de
temperatura e agitacdo, foi possivel observar que com o aumento da
razdo molar houve um aumento de conversdo em ésteres. Isso pode ser
observado nos ensaios 6 e 8, onde ambos tiveram a variavel temperatura
(75 °C) e a variavel agitacdo (760 rpm) fixadas. No ensaio 6 a razéo
molar utilizada foi de 1:1 (acido/alcool) e o valor de conversao foi de
61%, enquanto que no ensaio 8 a razdo molar utilizada foi de 1:1,5
(acido/alcool) e o valor de converséo foi de 79%.

O aumento da razdo molar influenciou de maneira positiva na
conversdo, pois quando o alcool é usado em excesso ele assegura 0
deslocamento do equilibrio da reagdo em funcgdo da sintese, e minimiza
as limitacdes de difusdo. Porém, niveis excessivos de alcool provocam a
inibichio da atividade enzimatica, diminuindo sua atividade
(RODRIGUES, 2009).

Quando a temperatura e a razdo molar foram fixadas nos
ensaios, foi possivel observar que com o aumento da agitacdo na reacdo
houve um aumento da taxa de conversdo. Isso ocorre, pois com o
aumento da agitacdo também se aumenta a homogeneidade do meio,
fazendo com que as enzimas estejam em maior contato com o substrato,
acelerando a reagdo quimica.

A influéncia da agitacdo pode ser observada quando
comparados 0s ensaios 4 e 8. Nestes ensaios as variaveis razdo molar e a
temperatura foram fixadas em 1:1,5 e 75 °C, respectivamente. A reacdo
do ensaio 4 ocorreu com uma agitacdo de 380 rpm, 0 que resultou em
um valor de conversdo dos reagentes em produto de 64%. No ensaio 8 a
reacdo teve uma agitacdo de 760 rpm, conduzindo a um valor de
conversao de 79%.

A Tabela 3 apresenta a matriz do planejamento com os valores
codificados e reais das variaveis, juntamente com os valores de indice de
acidez e conversdo obtidas para cada experimento.



60

Tabela 3: Matriz do planejamento de experimentos realizados com a
concentragdo de catalisador enziméatico de 1% m/m e tempo reacional de 2
horas (valores reais e codificados).

Ensaio Temperatura Raz&o Molar Agitagdo AGL LA Conversédo

(°C) (&cido:alcool) (rpm) (%) (%)
1 -1 (65) -1(1:1) -1 (380) 29,3 57,8 38
2 1(75) -1(1:1) -1 (380) 21,3 42 55
3 -1 (65) 1(1:15) -1 (380) 209 41,1 57
4 1(75) 1(1:1,5) -1 (380) 17,1 338 64
5 -1 (65) -1(1:1) 1 (760) 254 50,1 46
6 1(75) -1(1:1) 1 (760) 183 36,1 61
7 -1 (65) 1(1:1,5) 1 (760) 134 264 72
8 1(75) 1(1:1,5) 1 (760) 10,8 21,3 79
9 0 (70) 0 (1:1,25) 0 (600) 18,7 36,9 61
10 0 (70) 0 (1:1,25) 0 (600) 185 36,5 61
11 0 (70) 0 (1:1,25) 0 (600) 17,3 34 63
12 -1,68 (61,6) 0 (1:1,25) 0 (600) 20,3 40 57
13 1,68 (78,4) 0 (1:1,25) 0 (600) 13,2 26 72
14 0 (70) -1,68 (1:0,83) 0 (600) 21,7 42,8 30
15 0 (70) 1,68 (1:1,67) 0 (600) 133 26,2 72
16 0 (70) 0 (1:1,25) -1,68 (250,8) 242 476 44
17 0 (70) 0 (1:1,25) 1,68 (889,2) 14,2 28 70

Apo0s a realizacdo do planejamento, também foi realizada uma
andlise de variancia (ANOVA) para que fosse possivel encontrar os
efeitos das combinacgdes entre as varidveis na reacao de esterificacdo. Na

Figura 12 pode-se observar a superficie de

resposta com o0

comportamento das variaveis: razdo molar e agitacdo, a fim de se obter a
conversao do éster graxo. Ao analisar a combinacdo das variaveis pode-
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se observar que ambas influenciam de forma positiva a conversdo do
éster.

Figura 12: Superficie de resposta gerada a partir da combinacéo das variaveis,
agitacdo e razdo molar.

A Figura 13 mostra o0 comportamento da conversdo de éster em
fungdo das varidveis agitacdo e temperatura. Como pode-se observar,
neste caso as variaveis também apresentaram uma significancia positiva,

onde tem-se maiores valores de conversdo quando ocorre aumento
simultaneo da agitacdo e temperatura.
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Figura 13: Superficie de resposta gerada a partir da combinacéo das variaveis,
agitacédo e temperatura.

(of) ISR 0ESIBNIOD

Na superficie de resposta gerada pela combinacdo das variaveis,
razdo molar e temperatura, Figura 14, é possivel observar que os

maiores valores de conversdo ocorreram principalmente quando a
varidvel razdo molar estava com excesso de alcool.

A partir desta analise estatistica foi gerada uma equagdo

referente a0 modelo. Esta equacéo, cujo seu R? foi de 0,9728, pode ser
observada a seguir.
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Figura 14: Superficie de resposta gerada a partir da combinacéo das variaveis,
razdo molar e temperatura.

2 o)) BR8P OTRNOT

A partir da Equacédo 7, foi realizado o calculo da conversdo de
reagentes graxos em produtos.

Conversio (%) = 61,54+ 5,21 * T+ 10,44 * RM — 3,38 * RM * RM
+ 6,42 x AG

(Equagéo 7)
Onde:
T = Temperatura;
RM = Razado Molar;
AG = Agitacéo.

Apo6s a analise dos resultados, o ensaio 8 do planejamento
experimental (enzima NS 1% m/m, 2 horas de reacéo, temperatura 75

°C, razdo molar acido/alcool de 1:1,5, agitacdo de 760 rpm e vacuo de
600 mmHg) foi selecionado, pois o valor de conversdo dos substratos
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em produto foi de 79% (indice de acidez de 21,3 mg KOH. g 1), sendo a
conversdo mais elevada entre todos 0s ensaios.

55. CINETICA DA REAGAO DE ESTERIFICAGAO
ENZIMATICA PARA PRODUCAO DE ESTEARATO DE
CETOESTEARILA NAS CONDICOES OTIMIZADAS

Apo6s o término do planejamento experimental foi selecionado o
ensaio oito (8), por este ter apresentado os resultados mais satisfatorios
(maior valor de conversdo de substratos em produto), para que fosse
realizado um estudo cinético, a fim de conhecer o comportamento da
esterificagdo nestas condicGes ao longo do tempo.

No estudo cinético foi avaliado o valor de indice de acidez (mg
KOH g?) e o valor de conversdo dos reagentes em produto, ambos 0s
resultados foram avaliados em fungdo do tempo de reacdo. O estudo
cinético da Figura 15 foi realizado a partir das condicdes otimizadas do
ensaio 8 (1% m/m de NS 88011, vacuo de 600 mmHg, 75 °C, 760 rpm e
razdo molar de 1:1,5).

Figura 15: Avaliacio cinética de 48 horas da reacdo de esterificacdo em
condicOes otimizadas. Condicgdes: biocatalisador NS 88011 (1% m/m), vacuo
(600 mmHg), temperatura de 75°C, agitacdo de 760 rpm, razdo molar 1:1,5
(&cido/alcool) e tempo de 48 horas.
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Os valores dos desvios padrGes amostrais foram calculados,
porém como o resultado encontrado foi relativamente baixo, valor
menor que dois (2) este desvio ndo foi inserido no grafico, pois a sua
visualizagdo ficaria imperceptivel.

Apo6s analisar a Figura 15, pode-se verificar o comportamento
do indice de acidez e da conversdo de substratos em produto. Em uma
hora de reacdo, o valor de conversdo encontrado foi de 54%, mostrando
gue em apenas uma hora, mais da metade dos substratos graxos foram
convertidos em ésteres graxos. Na segunda hora de reacdo, o valor de
conversao subiu para 77%, apresentando um valor de indice de acidez
de 21,3 mg KOH/g. Apds o tempo de 24 horas de reacdo, o valor de
indice de acidez encontrado foi de 4,8 mg KOH/g, sendo que o valor de
conversao dos substratos em produto para este tempo foi de 95%. Apos
31 horas a conversdo dos substratos em produto foi praticamente
completa, apresentando 99% de conversdo. Para este tempo reacional, o
valor de indice de acidez encontrado foi de 1,2 mg KOH/g. Apds as 48
horas de reacdo o valor de conversdo se manteve em 99%, porém pode-
se observar que o valor de indice de acidez reduziu para 0,6 mg KOH/qg.
Este valor de indice de acidez encontrado é 8 vezes menor que o valor
encontrado na reacdo de 24 horas (4,8 mg KOH/g), e é metade do valor
de indice de acidez encontrado nas 31 horas de reacéo (1,2 mg KOH/qg).

Ao fim do estudo cinético, pode-se observar que ap06s as 48
horas de reagdo o valor de converséo de 99% e o baixo indice de acidez
0,6 mg KOH/g, mostram que com estas condi¢Ges otimizadas (1% m/m
de NS 88011, vacuo de 600 mmHg, 75 °C, 760 rpm e razdo molar de
1:1,5) e tempo de 48 horas a reacdo de esterificacdo apresentou uma
grande eficiéncia para producao de éster derivado de materiais graxos.

5.6. INFLUENCIA DE DIFERENTES CONCENTRAGCOES
ENZIMATICAS

Ap6s 0 estudo cinético do experimento 8, foram feitos testes
com diferentes concentragbes enzimaticas (0,5; 0,7; e 1% m/m)
utilizando a lipase NS 88011, nas mesmas condi¢Bes experimentais
definidas anteriormente, com o objetivo de verificar a influéncia desta
varidvel no processo de esterificagdo de interesse nesse estudo. Podem-
se observar, na Figura 16, os resultados obtidos nesta etapa do estudo.
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Figura 16: Comparacdo das conversdes em diferentes concentragfes da lipase
NS 88011. Condigdes experimentais: vacuo de 600 mmHg, temperatura de 75
°C, agitacdo de 760 rpm, razdo molar 1:1,5 (acido/alcool) e tempo de 48 horas.
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A medida de disperséo dos resultados apresentou uma pequena
variagdo. Sendo que o desvio padrdo encontrado, em todos os casos, foi
inferior a dois (2). Com isto, estes valores ndo foram inseridos no
grafico, pois a sua visualizacdo ficaria imperceptivel.

E possivel observar que quanto maior a porcentagem de enzima
utilizada na reacdo, menor foi o indice de acidez (mg KOH/g)
encontrado. Apo6s o término da reacdo (48 h) o valor de indice de acidez
encontrado na concentragdo de 0,5% de enzima foi 2,1 mg KOH/g. Na
concentracao de 0,7% o valor de indice de acidez foi de 1 mg KOH/g. Ja
na maior concentracdo enzimatica (1%) foi encontrado o menor indice
de acidez (0,6 mg KOH/qg).

J& os valores de conversdo encontrados foram extremamente
préximos, para 0 experimento com concentracdo de 0,5% o valor de
conversdo em 31 h foi de 98%. J& para as reacGes com 0,7 e 1%, os
valores encontrados foram de 99% de conversdo em 31 h. Apés a
andlise destes resultados, a concentracdo de 1% m/m da NS 88011 foi
selecionada, para o estudo do reuso do biocatalisador. Este valor de 1%
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m/m foi escolhido, pois conduziu ao menor indice de acidez (0,6 mg
KOH/qg).

5.7. REUSO DO CATALISADOR ENZIMATICO

Ao final da avaliagdo cinética, na condicdo optimizada do
ensaio 8, foi realizado um estudo sobre a reutilizacdo do catalisador
enzimatico, para que fosse possivel avaliar quantos ciclos de reacdo o
mesmo biocatalisador suporta, sem perder sua atividade. Na Figura 17
pode-se observar os cinco (5) ciclos de reuso que foram realizados a
partir das condi¢des do experimento 8 do planejamento experimental.

Figura 17: Reuso do catalisador enzimatico (NS 88011) na reagdo de
esterificacdo para producdo do estearato de cetoestearila. Condigdes
experimentais: biocatalisador NS 88011 (1% m/m), vacuo de 600 mmHg,
temperatura de 75 °C, agitacdo de 760 rpm, razdo molar 1:1,5 (&cido/alcool) e
tempo de 48 horas.
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No estudo do reuso do biocatalisador também foi calculado o
padrdo amostral. Mas devido ao pequeno desvio encontrado, valores
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menores que dois (2), estes resultados ndo forem incorporados na Figura
17. Pois a visualizacdo de tais valores ficaria imperceptivel.

Na Figura 17 ¢é possivel observar que apés os cinco (5) ciclos de
reutilizacdo do catalisador enzimatico (NS 88011), tém-se conversdes de
99% em todos 0s cinco ensaios, 0 que demostra a viabilidade para a
utilizacdo da lipase imobilizada de baixo custo NS 88011 em reacdes de
esterificacdo para producéo de estearato de cetoestearila. Nestas cinco
reacdes os valores de indice de acidez variaram de 0,3 a 0,7 mg KOH/g.
Neste estudo de reuso enzimatico foi possivel, entdo, verificar uma
grande estabilidade do biocatalisador nas condicfes avaliadas.

5.8. CARACTERIZACAO DO PRODUTO OBTIDO

5.8.1. Determinacdo do indice de iodo

Este método é utilizado convencionalmente na inddstria para
caracterizar os ésteres graxos produzidos para a indUstria de cosméticos.
Com a determinacéo deste indice é possivel medir o grau de insaturacédo
do material graxo. Apds a determinacdo do indice de iodo pelo método
Wijs, foi possivel verificar que o valor encontrado foi de zero (0)
centigramas de iodo absorvido por grama da amostra (% iodo
absorvido). Este valor ja era esperado, pois 0 estearato de cetoestearila
ndo apresenta ligacOes insaturadas.

5.8.2. Indice de hidroxila

Este valor indica a quantidade de hidroxilas que estdo presentes
na amostra analisada. Este indice é definido através da quantidade de
miligramas de hidroxido de potassio equivalente ao conteldo de
hidroxila de 1 g da amostra. Apds realizar este método, AOCS Cd 13-
60, foi encontrado o valor de 17,06 mg KOH/g. Ressaltando que este
resultado ndo possui um valor padrao definido, dependendo unicamente
da exigéncia da empresa, que ira adicionar este material graxo na
formulacdo de cosméticos e produtos de higiene pessoal.
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5.8.3. Determinacéo do indice de saponificacéo

A partir da determinacg&o do indice de saponificagdo, AOCS Cd
3-25, € possivel determinar a quantidade de alcali que é necessario para
saponificar uma quantidade definida de amostra. Este método expressa o
nimero de miligramas de hidroxido de potassio necessario para
saponificar um grama da amostra. Apds a andlise encontrou-se o valor
de 133,68 mg KOH/g, ressaltando que ndo existe um valor especifico
para este produto, ele vai depender da funcdo que o éster graxo ird
desempenhar na formulacdo de cosméticos.

5.8.4. Determinacdo da cor

Os dados espectrofotométricos do estearato de cetoestearila
foram obtidos através de medicao direta pelo espectrofotdmetro portétil
CHROMA METER CR-400. As medicGes foram realizadas em trés
diferentes pontos da camada externa e em trés diferentes pontos da
camada interna do éster. Os resultados foram convertidos para o sistema
CIE e os valores das coordenadas AL", Aa", Ab" e AE estdo
representados na Tabela 4.

Tabela 4: Média das variacOes externas e internas das coordenadas das cores do

éster.
Amostras AL" Aa* Ab” AE
Medida Externa 72,96 -0,59 -0,67 72,95
Medida Interna 68,89 -0,36 0,13 68,89

AL": diferenca de luminosidade; Aa: diferenca entre os tons de verde/vermelho;
Ab": diferenca entre os tons de laranja/azul; AE: variagdo da coloracio.

Pequenas diferencas de cores podem ser encontradas por um
instrumento de medi¢do. Estas pequenas diferencas podem ser
observadas na Tabela 4, onde a variacdo da coloragdo (AE) apresentou
valores aproximados para a medida externa (72,95) e medida interna
(68,89) do éster. Estes valores apresentados mostram que o produto da
reacdo de esterificacdo apresenta uma coloracdo com tendéncia para cor
branca, sem grandes interferéncias de outros tons de cores.
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6. CONCLUSOES

Como primeira etapa deste trabalho foram avaliados trés
fatores: a influéncia da presenca e tipo de lipase na reacdo e a
concentracdo deste biocatalisador (0,5; 1 e 2% da massa total de
substratos). Como segunda etapa, foi realizado um estudo sobre a
influéncia da presenca de vacuo na reacdo de esterificacdo. Apos este
estudo, foi realizado um planejamento experimental visando a
otimizacdo das condi¢es experimentais, onde foi possivel selecionar
uma condi¢do otimizada (1% do catalisador NS 88011, vacuo de 600
mmHg, agitacdo de 760 rpm, temperatura de 75 °C e razdo molar de
1:1,5).

Nestas condi¢cBes, o valor de conversdo de reagentes em
produtos encontrado foi de 79%, para uma reacdo de 2 horas. A partir
disto foi realizado um estudo cinético, nas mesmas condicfes anteriores,
porém com o tempo reacional de 48 horas, onde a conversdo encontrada
foi de 99% e o do indice de acidez foi de 0,6 mg KOH/g. Apos, foi feito
um estudo sobre o reuso do biocatalisador, o qual foi realizado em cinco
(5) reacfes distintas com as mesmas condicfes de operacdo otimizada,
sendo que o biocatalisador ndo perdeu sua atividade, mantendo sua taxa
de conversdo em 99% nas 5 reagdes consecutivas.

De um modo geral, este trabalho atendeu ao objetivo proposto,
sendo a avaliacdo da sintese enzimatica de estearato de cetoestearila,
utilizando lipases comerciais imobilizadas em sistema livre de solvente.
Os resultados obtidos permitem concluir que é viavel a utilizacdo da
lipase imobilizada NS 88011 como catalisador na reacdo de
esterificacdo, pois ela propicia altas conversdes de estearato de
cetoestearila e também pode ser reutilizada diversas vezes, sem perder
sua eficiéncia. Com isso € possivel baixar o custo do processo,
permitindo assim a aplicacdo do éster em formulagGes comerciais de
cosméticos.
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