UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
ESCOLA DE ENGENHARIA DE LORENA

MATEUS VINiCIUS CASAGRANDE DA SILVA

Desenvolvimento de processos continuos para a sintese do oleato de 2-etil-hexila catalisada
por lipase imobilizada em copolimero magnetizado: emprego de reatores de leito fixo,

fluidizado e fluidizado estabilizado magneticamente

Lorena

2023






MATEUS VINICIUS CASAGRANDE DA SILVA

Desenvolvimento de processos continuos para a sintese do oleato de 2-etil-hexila
catalisada por lipase imobilizada em copolimero magnetizado: emprego de reatores de

leito fixo, fluidizado e fluidizado estabilizado magneticamente

Tese apresentada a Escola de Engenharia de Lorena da
Universidade da Sdo Paulo para obteng¢do do titulo de Doutor
em Ciéncias do Programa de P6s-Graduagdo em Engenharia
Quimica na area de concentracdo de desenvolvimento de
produtos e processos.

Orientadora: Profa. Dra. Larissa de Freitas.

Versao Corrigida

Lorena

2023



AUTORIZO A REPRODUCAO E DIVULGACAO TOTAL OU PARCIAL DESTE
TRABALHO, POR QUALQUER MEIO CONVENCIONAL OU ELETRONICO,
PARA FINS DE ESTUDO E PESQUISA, DESDE QUE CITADA A FONTE

Ficha catalogréfica elaborada pelo Sistema Automatizado
da Escola de Engenharia de Lorena,
com os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

Silva, Mateus Vinicius Casagrande da

Desenvolvimento de processos continuos para a
sintese do oleato de 2-etil-hexila catalisada por
lipase imobilizada em copolimero magnetizado: emprego
de reatores de leito fixo, fluidizado e fluidizado
estabilizado magneticamente / Mateus Vinicius
Casagrande da Silva; orientadora Larissa de Freitas
Versdo Corrigida. - Lorena, 2023.

138 p.

Tese (Doutorado em Ciéncias - Programa de Pés
Graduagdo em Engenharia Quimica na Area de
Desenvolvimento de Produtos e Processos) - Escola de
Engenharia de Lorena da Universidade de Sdo Paulo.
2023

1. Lipase imobilizada. 2. Suporte magnetizado. 3.
Biorreator de leito fluidizado estabilizado
magneticamente. 4. Processo continuo. 5. Ester
emoliente. I. Titulo. II. Freitas, Larissa de, orient.




Dedico este trabalho a minha esposa e familia,

pelo amor e apoio incondicional






AGRADECIMENTOS

Primeiramente a Deus, pela minha vida, pelo amor, por iluminar meu caminho e ter
me abengoado desde sempre.

A minha esposa, Daiane, pelo amor incondicional, carinho, paciéncia, zelo e
compreensao.

A minha familia: minha mae, Telma, meu pai, Antonio, meu irmao, Rafael, meus
avos, Izildo (in memoriam) e Antonio, minhas avos, Alvina e Vera, por todo o amor e carinho
que tiveram comigo e pelo apoio incondicional durante toda minha vida.

A Professora Dr®. Larissa de Freitas, por ter me orientado durante todo meu trabalho e
possibilitado o desenvolvimento do meu projeto, e também pela atencdo, paciéncia,
disponibilidade, confianga e pelos ensinamentos.

A Professora Dr?. Heizir Ferreira de Castro (in memoriam) pelas contribuigdes,
disponibilidade e apoio ao meu trabalho.

Ao Professor Dr. Pedro Carlos de Oliveira, ao Professor Dr. Leandro Gongalves de
Aguiar, ao Professor Julio Cesar dos Santos, a Professa Dr?. Patricia da Ros e ao Professor Dr.
Francisco Carlos Biaggio pelo apoio ao meu trabalho.

Aos meus amigos e amigas, Gustavo, Tainara, Jefferson, Jaine, Alessandro, Rodrigo,
Lucas, Leandro, Marcos, Veronica, Leonardo, Alex, Manoel, Maria Eduarda, Orerves, Mateus
e Juliete pelo apoio que me deram durante toda a minha vida.

Aos companheiros de laboratério que me ajudaram durante todo meu trabalho, Felipe,
Caio, Vinicius, Dr. Heitor, Dr*. Ana Karine, Dr*. Renata, Dr*.Daniela ¢ Dr. Cristiano.

A todos os professores e funcionarios da Escola de Engenharia de Lorena que
contribuiram direta ou indiretamente para a concretizacao deste trabalho.

As demais pessoas, amigos e familiares, que apoiaram, torceram e contribuiram em
tudo na minha vida.






RESUMO

SILVA, M. V. C. Desenvolvimento de processos continuos para a sintese do oleato de 2-
etil-hexila catalisada por lipase imobilizada em copolimero magnetizado: emprego de
reatores de leito fixo, fluidizado e fluidizado estabilizado magneticamente. 2023. 138p. Tese
(Doutorado em Ciéncias) — Escola de Engenharia de Lorena, Universidade de Sao Paulo,
Lorena, 2023.

O objetivo do presente trabalho foi desenvolver processos continuos para a sintese do oleato
de 2-etil-hexila catalisada por lipase imobilizada em copolimero magnetizado empregando
diferentes configuragdes de biorreatores, como reatores de leito fixo, fluidizado e fluidizado
estabilizado magneticamente. O suporte utilizado para a imobilizagao da lipase de Candida
antarctica (CALB) via adsor¢do fisica foi o poli(estireno-co-divinilbenzeno) magnetizado
com Fe;Os3 (STY-DVB-M). O biocatalisador apresentou atividade hidrolitica de 522,97 U g!
(butirato de metila) e atividade sintética de 179,64 U g! (oleato de etila). Inicialmente, as
reacdes de esterificagdo empregando acido oleico e 2-etil-hexanol foram conduzidas em
biorreator de leito fixo operado continuamente, sendo avaliada a influéncia do tempo espacial
(3, 6 e 12 horas) e da razdo molar (1:4 a 4:1 acido:alcool) no rendimento de esterificacdo (%),
na concentracgdo (g L) e produtividade em éster (mmol g™ h'!). Os maiores rendimentos (80-
85 %) foram obtidos quando se empregou excesso de reagente no meio reacional, tanto do
4lcool como do 4cido. Entretanto, as maiores concentragdes em éster (450-500 g L) foram
obtidas nos maiores tempos espaciais € em razdes molares mais proximas de 1:1. As
produtividades mais elevadas (50-57 mmol g' h'!) foram obtidas nos menores tempos
espaciais ¢ também nas razdes molares mais proximas de 1:1. Assim, a condi¢do experimental
empregando-se razdo molar 1:1 e tempo espacial de 12 h, foi selecionada como a mais
adequada para a sintese do oleato de 2-etil-hexila nesta configuragdo. A sintese conduzida em
biorreator de leito fluidizado foi realizada na razao molar de 1:1, sendo variado o tempo
espacial (6, 12 e 18 h) e a porosidade do leito (0,866, 0,892 ¢ 0,916). A condi¢do experimental
selecionada como a mais adequada para a sintese do éster emoliente nesta configuragao foi a
que empregou 12 h de tempo espacial e 0,892 de porosidade do leito, visto que apresentou
elevada produtividade (0,73 mmol g™ h'!) e rendimento de esterificagdo satisfatorio (48,24%).
Posteriormente, foi desenvolvido o biorreator de leito fluidizado estabilizado magneticamente
utilizando a condicdo mais adequada do biorreator de leito fluidizado, sendo variada a
intensidade do campo magnético em 5, 10 e 15 mT. Neste sistema experimental obteve-se um
tempo de meia-vida do biocatalisador de 2148 h e produtividade de 0,850 mmol g h!' com
aplicacdo do campo de 15 mT. Os resultados deste trabalho demonstram que a lipase CALB
imobilizada em STY-DVB-M foi bastante eficaz na sintese do éster emoliente oleato de 2-
etil-hexila nas diferentes configuragcdes de biorreatores avaliados. A utilizacdo do biorreator
de leito fluidizado estabilizado magneticamente mostrou-se uma tecnologia bastante
interessante para esta aplicagdo, pois apresentou maior produtividade em éster e estabilidade
operacional, em relacdo aos outros sistemas experimentais testados, demonstrando possiveis
vantagens econdmicas no desenvolvimento do bioprocesso.

Palavras-chave: Lipase imobilizada. Suporte magnetizado. Biorreator de leito fluidizado
estabilizado magneticamente. Processo continuo. Ester emoliente.



ABSTRACT

SILVA, M. V. C. Development of continuous processes for the synthesis of 2-ethyl-hexyl
oleate catalyzed by lipase immobilized in magnetized copolymer: using fixed bed,
fluidized and magnetically stabilized fluidized reactors. 2023. 138p. Thesis (Doctoral of
Science) — Escola de Engenharia de Lorena, Universidade de Sao Paulo, Lorena, 2023.

The objective of the present work was to develop continuous processes for the synthesis of 2-
ethyl-hexyl oleate catalyzed by lipase immobilized in magnetized copolymer using different
bioreactor configurations, such as fixed bed, fluidized and magnetically stabilized fluidized
bioreactors. The support used for the immobilization of Candida antarctica lipase (CALB) via
physical adsorption was poly(styrene-co-divinylbenzene) magnetized with Fe203 (STY-
DVB-M). The biocatalyst presented hydrolytic activity of 522.97 U g™! (methyl butyrate) and
synthetic activity of 179.64 U g! (ethyl oleate). Initially, the esterification reactions using
oleic acid and 2-ethylhexanol were conducted in a fixed-bed bioreactor operated
continuously, and the influence of space time (3, 6 and 12 hours) and molar ratio (1:4 to 4 :1
acid:alcohol) in esterification yield (%), concentration (g L!) and ester productivity (mmol g™!
h!). The highest yields (80-85%) were obtained when an excess of reagent was used in the
reaction medium, both alcohol and acid. However, the highest ester concentrations (450-500 g
L) were obtained at longer space times and at molar ratios closer to 1:1. The highest
productivities (50-57 mmol g™! h'!) were obtained in the shortest space times and also in molar
ratios closest to 1:1. Thus, the experimental condition using a 1:1 molar ratio and a space time
of 12 h was selected as the most suitable for the synthesis of 2-ethyl-hexyl oleate in this
reactor. The synthesis conducted in a fluidized bed bioreactor was carried out at a molar ratio
of 1:1, with the space time (6, 12 and 18 h) and bed porosity (0.866, 0.892 and 0.916). The
experimental condition selected as the most suitable for the synthesis of the emollient ester in
this configuration was the one that used 12 h of space time and 0.892 of bed porosity, as it
presented high productivity (0.73 mmol g h') and satisfactory esterification yield (48.24%).
Subsequently, the magnetically stabilized fluidized bed bioreactor was developed, using the
most suitable condition of the fluidized bed bioreactor, the intensity of the magnetic field was
varied at 5, 10 and 15 mT. In this experimental system, a biocatalyst half-life of 2148 h and
productivity of 0.850 mmol g' h™! were obtained with application of a 15 mT field. The
results of this work demonstrate that the lipase CALB immobilized in STY-DVB-M was very
effective in the synthesis of the emollient ester 2-ethyl-hexyl oleate in the different bioreactor
configurations evaluated. The use of a magnetically stabilized fluidized bed bioreactor proved
to be a very interesting technology for this application, as it presented greater ester
productivity and operational stability, in relation to the other experimental systems tested,
demonstrating possible economic advantages in the development of the bioprocess.

Keywords: Immobilized lipase. Magnetized support. Magnetically stabilized fluidized bed
bioreactor. Continuous process. Emollient ester.
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1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Esteres emolientes sdo compostos muito utilizados na ind@stria cosmética para
formulacao de cremes, logdes, filtros solares, antitranspirantes, maquiagens entre outros. Sao
biodegradaveis, ndo toxicos e apresentam boa solubilidade em gorduras e 6leos, mantendo a
maciez, a plasticidade, a hidratacdo e restauracdao da oleosidade da pele (CHAO et al., 2018).
O oleato de 2-etil-hexila ¢ um éster emoliente bastante atrativo comercialmente devido a sua
aplicacdo em cosméticos, farmacos, alimentos, lubrificantes, plastificantes, aditivos de tintas e
industrias quimicas em geral (RAUT; SHAIKH; DARBHA, 2014; TANG et al., 2022).

A maioria das industrias produtoras de ésteres utiliza processos que empregam
temperaturas elevadas (150-240°C) e catalisadores acidos ou resinas de trocas idnicas. No
entanto, esses processos geram produtos com qualidade inferior, que pode conter
componentes agressivos para a pele e a saude humana, sendo necessarias etapas posteriores de
purificacdo, acarretando em um maior custo de producdo (BASSO; SERBAN, 2019; CHEN;
ARNOLD, 2020; KOVALENKO; PERMINOVA; BEKLEMISHEV, 2019).

Atualmente, a maioria dos compostos utilizados na produgao de cosméticos ¢ oriunda
da industria petroquimica, no entanto, percebe-se um aumento na demanda do mercado
consumidor de cosméticos por produtos que tenham alta qualidade e pureza, que sejam
preferencialmente de origem natural, que empregue tecnologia limpa e renovavel, e esteja de
acordo com as regulamentagdes exigidas (CHOI; HAN, KIM, 2015; FARIAS et al., 2021;
MONTIEL et al., 2015).

Processos que utilizam lipases como biocatalisadores sdao muito atraentes pela gama de
possibilidades de aplicacdo dessa enzima, pois ela pode catalisar reagdes de esterificagdo,
hidrolise e interesterificacdo com extrema facilidade, obtendo produtos de qualidade superior
e com alto rendimento. No entanto, algumas dificuldades sdo encontradas nesse tipo de
processo, como por exemplo, a recuperacao do biocatalisador, a insolubilidade da enzima em
alguns meios reacionais € a instabilidade enzimatica. Para solucionar este problema, a técnica
de imobilizacdo de enzima pode ser utilizada, visto que propicia diversos beneficios em
relagdo a enzima livre, como o aproveitamento da propriedade catalitica por um maior
periodo de tempo; a possibilidade de operagdo do processo de forma continua,
proporcionando assim maior controle das variaveis do bioprocesso e a facilidade de separacdo
do biocatalisador dos produtos e dos substratos ndo convertidos (ARIAEENEJAD et al.,
2019; TREVISAN, 2014; WU et al., 2021).
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Nesse contexto, a aplicagdo da enzima lipase para a producdo de ésteres ¢ uma
excelente alternativa, devido a obtengdo de um produto mais puro, sem coloracdo e odores,
que empregam condi¢des amenas de temperatura (40-60 °C). Tais processos sao classificados
como '"processos limpos" ou que utilizam a "quimica verde", atendendo as exigéncias do
mercado consumidor contemporaneo (JAISWAL; RATHOD, 2019; KHAN; RATHOD,
2015). O desempenho e o rendimento da sintese de ésteres por meio de processos
biocataliticos dependem de uma série de fatores tais como: razado molar (4cido:alcool), pH,
temperatura, concentracao de biocatalisador, tipo de enzima, teor de adgua, tipo de suporte e
método de imobilizagdo utilizado (DOS SANTOS; MEIRELES; MARTINEZ, 2017).

Diversos materiais vém sendo utilizados como suporte para a imobilizagdo de
enzimas, uma vez que nao ha um material ideal para todos os tipos de processos, pois cada
sistema possui sua especificidade (BENTO et al., 2017). Dentre estes, os hibridos poliméricos
com particulas magnetizadas tém se mostrado bastante interessantes para esta aplicagdo, pois
apresentam diversas vantagens como: a) Elevada area superficial especifica, possibilitando
maior disponibilidade para imobilizar enzimas ¢ maior interagdo com o meio reacional; b)
Alto carregamento enzimatico, tornando as enzimas mais estaveis e com atividades cataliticas
mais elevadas; ¢) Facilidade de separagdo das particulas magnetizadas, devido a possibilidade
da utilizagdo de um ima externo, permitindo a preservagdo da enzima imobilizada em
comparacao aos métodos tradicionais de centrifugacao e filtragdao; d) Facilidade de uso/reuso
em reatores enzimaticos, devido a simplicidade de preparacdo e manuseio, além disso,
possibilita a implementacdo de um sistema reacional de biorreator de leito fluidizado
estabilizado magneticamente (HAJAR; VAHABZADEH, 2016; MARTINEZ et al., 2022;
TANG et al., 2019).

Biorreator ¢ um equipamento onde transformacdes bioquimicas sdo catalisadas por
enzimas ou células microbianas, sendo os mais comumente utilizados, do tipo tanque agitado
e leito fixo ou fluidizado. Destaque pode ser dado ao biorreator de leito fluidizado
estabilizado magneticamente (MSFB ou MFBR), que emprega células ou enzimas
imobilizadas em suportes magnéticos, apresentando algumas vantagens, como menor queda
de pressdo no leito, alta eficiéncia de transferéncia de massa, redu¢do das limitagdes de
transferéncia de calor e facilidade de separacao do biocatalisador pela utilizagdo de um ima
(BOA MORTE et al., 2021; CHEN et al., 2017; CUBIDES-ROMAN et al., 2017; ZHOU;
CHEN; YAN, 2014).

O presente trabalho visou sintetizar o éster emoliente oleato de 2-etil-hexila via

esterificagdo direta, empregando como matéria-prima o acido oleico e o alcool 2-etil-hexanol,
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conduzida em biorreatores de leito fixo, leito fluidizado e leito fluidizado estabilizado
magneticamente, em modo de operacdo continua, utilizando como biocatalisador, a lipase de
Candida antarctica (CALB) imobilizada em suporte hibrido polimérico de poli(estireno-co-
divinilbenzeno) magnetizado com particulas de magnetita. Ressalta-se que nao ha relatos na
literatura sobre a sintese do éster oleato de 2-etil-hexila, que empregue como matriz de
insolubilizacdo da lipase suporte magnetizado e que seja sintetizado em biorreatores operados
continuamente e assistidos por campo magnético.

Os resultados desta tese foram publicados na forma de artigo cientifico em periddicos

internacionais e estdo apresentados no Apéncie A.
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2 OBJETIVOS

O objetivo principal do trabalho foi sintetizar o éster emoliente oleato de 2-etil-hexila,
a partir da catalise enzimatica conduzida em reatores tubulares operados em modo continuo
(reator de leito fixo e fluidizado) e desenvolver um biorreator de leito fluidizado estabilizado
magneticamente, empregando como substrato o acido oleico e o alcool 2-etil-hexanol por
meio de reagoes de esterificagdo em meio isento de solvente.

Para esta finalidade foram conduzidas esterificagdes continuas empregando a lipase de
Candida antarctica (CALB) imobilizada em particulas de copolimero de poli(estireno-co-
divinilbenzeno) magnetizado (STY-DVB-M) como biocatalisador, em diferentes
configuragdes de reatores: biorreator de leito fixo em simples estadgio e duplo estagio,
biorreator de leito fluidizado e biorreator de leito fluidizado estabilizado magneticamente.

O objetivo geral do trabalho foi atingido mediante a execugdo dos seguintes objetivos

especificos:

. Sintezar das particulas de STY-DVB-M por polimerizacdo em suspensio e co-
precipitacdo de ions de Fe*? e Fe™ em meio alcalino;

. Imobilizar a lipase microbiana de Candida antarctica (CALB) no suporte de
STY-DVB-M por adsorg¢ao fisica;

. Empregar o derivado imobilizado na catélise de reagdes de esterificagdo para a
sintese do éster emoliente, oleato de 2-etil-hexila, utilizando acido oleico e alcool 2-etil-
hexanol, em biorreatores de leito fixo e fluidizado, em modo de operacio continuo;

o Empregar diferentes estratégias visando a remog¢do da agua formada como
subproduto na esterificagdo, como por exemplo, biorreator de leito fixo em duplo estagio com
coluna extratora;

o Selecionar parametros operacionais ideais do bioprocesso continuo, como: tipo
de reator, razdo molar entre os materiais de partida, tempo espacial, porosidade, vazdo de
reciclo e fluidizacao;

o Desenvolver um sistema operacional de biorreator de leito fluidizado

estabilizado magneticamente para sintetizar o oleato de 2-etil-hexila.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Biotecnologia e competitividade

Atualmente o mundo tem enfrentado diversos problemas ambientais, econdmicos e
sociais, ¢ em funcdo disso existe uma grande preocupacdo com as geragdes futuras,
principalmente com relagdo a sua seguranca, saude e futuro préspero. A producao industrial
de produtos de interesse comercial por meio da biotecnologia tornou-se uma alternativa
bastante atraente, por geralmente empregar condigdes amenas de processos, gerar menor
quantidade de efluentes, menos toxicos ou até mesmo atdxicos, reduzir o consumo de energia,
utilizar matéria-prima renovavel (fontes animais, vegetais e microbianas), podendo substituir
alguns materiais produzidos por combustiveis fosseis e ndo-renovaveis (LOKKO et al., 2018;
PESSOA et al., 2019).

Entretanto, muitos processos biotecnologicos precisam ser estudados e otimizados,
considerando principalmente alguns fatores, tais como, tipo de substrato, custo da matéria-
prima, condi¢des de processo, produtividade e pureza. Alguns desses fatores sdo obstaculos
dispendiosos para a manufatura desses produtos, tornando-os mais caros € pouco competitivos
com os fabricados pelos métodos convencionais (PESSOA et al., 2019).

Assim, antes de um bioprocesso ser implementado ¢ necessario realizar um estudo
detalhado das varidveis que influenciam a sintese do produto de interesse, bem como do tipo
do biorreator ideal para o processo. Para as reagdes de esterificacdo catalisadas por lipase, as
principais variaveis que influenciam a sintese sdo: razdo molar (&cido:alcool), teor de umidade
do meio reacional, temperatura, polaridade dos substratos e produtos e carregamento
enzimatico (STERGIOU et al., 2013).

Ha diversos tipos de biorreatores, os mais utilizados sdo: o de tanque agitado, o de
leito empacotado e o de leito fluidizado. Para a selecdo de um biorreator, devem ser avaliadas
algumas caracteristicas, tais como: modo de operagao (continuo ou descontinuo), tensao de
cisalhamento, tipo de substrato, o custo do capital de investimento e das operacdes envolvidas

no processo (BUCHHOLZ; KASCHE; BORNSCHEUER, 2012).

3.2 Enzimas

Enzimas s3o macromoléculas de proteinas (polipeptidios), sendo sua estrutura

composta por uma sequéncia linear de a-aminoacidos ligados por ligagdes peptidicas. Ao todo
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existem 20 diferentes tipos de aminodcidos, sendo que cada tipo de enzima possui uma
sequéncia de aminoacidos diferente e caracteristica. A cadeia linear possui “dobras” que
resultam na estrutura dimensional da enzima. O peso molecular das enzimas varia de 5.000 a
5.000.000 Da, sendo a maioria na faixa de 20.000-100.000 Da (BUGG, 2012).

Sao catalisadores bioldgicos, ou biocatalisadores, capazes de diminuirem a energia de
ativagdo das reacdes quimicas, sem serem consumidos. Possuem elevado poder catalitico,
acelerando as reacdes quimicas geralmente em um grau maior que os catalisadores sintéticos e
inorganicos ¢ possuem alta especificidade para os seus respectivos substratos (NELSON;
COX, 2018; SAID; PIETRO, 2014).

Nos seres vivos as enzimas s3o as principais responsaveis pelos processos
bioquimicos, catalisando diferentes etapas das varias reagdes que degradam ou sintetizam as
moléculas dos nutrientes e/ou estruturais, geralmente sacarideos, proteinas e lipidios,
conservando e transformando a energia quimica, sendo necessarias em todos os sistemas
vivos, tanto para a sobrevivéncia como para a reproducdo (BUCHHOLZ; KASCHE;
BORNSCHEUER, 2012; NELSON; COX, 2018).

Atualmente, 5000 enzimas ja foram caracterizadas, porém somente 300 estdo
disponiveis comercialmente e sdo produzidas industrialmente. As enzimas podem ser
classificadas de acordo com o tipo de reagdo que catalisam. A Comissdo de Enzimas (EC) da
Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular (IUBMB) designou que as enzimas
seriam nomeadas pela adi¢do do sufixo —ase ao nome de seus substratos. Entretanto para
evitar ambiguidade quanto ao nome das enzimas, cada enzima recebeu um nome e quatro
numeros. Para a classificagdo EC, o primeiro, o segundo, o terceiro e quarto numeros referem-
se respectivamente, a classe da enzima; subclasse relacionada ao tipo de substrato ou tipo de
grupo funcional que atua; subgrupo da subclasse que estd relacionado a um grupo funcional
particular envolvido na reagdo; e o numero de indentificacdo deste subgrupo (ILLANES,
2008; SINGH et al., 2020; YOO et al., 2017). Como exemplo, a lipase de Candida antarctica
¢ classicada como EC 3.1.1.3, por ser da classe hidrolase, subclasse lipase, atuar sobre
ligacdes de ésteres carboxilicos, mais especificamente triglicerideos. O Quadro 3.1 mostra a
classificagdo das enzimas pela Comissdo das Enzimas da Unido Internacional dos

Bioquimicos.
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Quadro 3.1 — Classificagdo das enzimas de acordo com a Comissao das Enzimas (EC) da

Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular (IUBMB).

Numero e classe

Principais subclasses

Tipo de reacao

Exemplo

1. Oxido-
redutases

Oxidases, oxigenases,
peroxidases, desidrogenases

Transferéncia de
elétrons
(oxidagao e
redugao)

—CH20H < —-CH=0
—SH & -S-S—
—CH2NO2 «+-CH=0

2. Transferases

Glicosiltransferases,
metiltransferases, transaldolases,
transcetolases,
alquiltransferases,
transaminases, sulfotransferases,
fosfotransferases,

Transferéncia de
grupos
funcionais

—CH3
—CH20H
—CHO

3. Hidrolases

Esterases, lipases, glicosidases,
proteases, sulfatases, fosfalases,
aminoacilases

Reacgdes de
hidrélise de
ligacdes
coavalentes

—COOR < —-COOH + ROH
—COSR < —-COOH + RSH
—CONH2 < —-COOH + NH3

4. Liases

Decarbosilases, aldolases,
ketolases, hidratases,
desidratases,

Reacdes de
clivagem de
ligacdes nao-

hidroliticas

Etanol <> Eteno + agua

5. Isomerases

Racemases, epimerases,
1somerases

Reacdes de
isomerizacao

Glucose < frutose

6. Ligases

Sintetases, carboxilases

Formadoras de
ligagdes:
-C-O-

-COOH — -COOR

7. Translocases

Translocadoras de hidronio,
translocadoras de cations
inorgénicos e seus quelatos,
translocadores de anions
inorganicos, translocadoras de
aminoacidos e peptideos,
translocadoras de caboidratos e
seus derivados, translocadoras
de outros compostos

Translocagao de

ions e moleculas

atrvés de células
¢ membranas

ATP + H,0 + 4 H' (lado
1)— ADP +P; + 4 H" (lado
2)

Fonte: Adaptado (SINGH et al., 2020).
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3.2.1 Lipase

Lipases sdo as enzimas responsaveis pela catalise da hidrdlise de 6leos e gorduras,
além de catalisarem reagdes de esterificacdo, transesterificacdo e interesterificacgao,
dependendo do tipo do substrato e das condigdes do meio no qual estdo atuando. Sao
encontradas em abundancia na natureza, sendo obtidas na maioria das vezes a partir de fontes
renovaveis, estando presente nos animais, fungos, plantas e bactérias (BUCHHOLZ;
KASCHE; BORNSCHEUER, 2012; SALIHU, ALAM, 2015).

Sao as hidrolases (EC 3.1.1.3) mais utilizadas para reacdes de sintese orgénica, em
funcdo da sua versatilidade, especificidade para substrato e estabilidade em solventes
organicos. Atuam em condigdes amenas de temperatura, pressdo e pH, ndo necessitam de
cofatores e apresentam ampla quimiosseletvidade, regiosseletividade e esterosseletividade
(ANDUALEMA; GESSESSE, 2012; TREVISAN, 2014).

O Quadro 3.2 mostra as principais lipases disponiveis comercialmente, bem como suas
origens, fontes e as empresas que as produzem e/ou comercializam.

As lipases sdo muito atraentes para diferentes processos, devido a gama de
possibilidades de aplicagdo dessa enzima, visto que ela pode catalisar diferentes tipos de
reagdes com extrema facilidade, obtendo produtos de qualidade superior e com elevado
rendimento. No entanto, algumas dificuldades sdo encontradas nesse tipo de processo, como
por exemplo, a recuperacdo do biocatalisador, a insolubilidade da enzima em alguns meios
reacionais e a instabilidade enzimatica a certos pHs, temperaturas e solventes organicos. Para
solucionar estes problemas, a imobilizagdo de enzimas € uma técnica que pode ser utilizada,

pois propicia diversos beneficios em relacdo a enzima na forma livre (TREVISAN, 2014).



Quadro 3.2 — Lipases disponiveis comercialmente.

Empresas produtoras e/ou que
Origem Fonte
comercializam
Advanced Enzyme Technologies Ltd.,
Amano, Atlus Biologics, Biocatalysts,
Candida rugosa ' ) '
Boehringer Mannheim, Meito Sangyo, Fluka
Genzyme, Sigma
Advanced Enzyme Technologies Ltd.,
Candida antarctica A/B ) . _ _
Boehringer Mannheim, Novo Nordisk, Sigma
Thermomyces lanuginosus Novo Nordisk, Boehringer Mannheim
Fungica . .
Novo Nordisk, Biocatalysts, Amano, Chr,
Rhizomucor miehei
Hansen
Yarrowia lipolytica Amano, Artechno S.A.
Geotrichum candidum Boehringer Mannheim, Novo Nordisk
Rhizopus sp. Yiming Biological ProductsCo. Ltd.
Aspergillus oryzae Suntaq International Ltd.
Aspergillus niger SunsonIndustry Group Company Limited
Burkholderia cepacia Amano, Fluka, Boehringer Mannheim
_ Pseudomonas alcaligenes Gist-Brocades, Genencor International
Bacterial
Pseudomonas mendocina Genencor International
Chromobacterium viscosum Asahi, Biocatalysts
Porcine pancreatic lipase Solvay pharma, Biocatalyst
Animal . Chr. Hansen, Cleric-Sacco Group, Danlac
Calf, kidgoat e lamb
Canada Inc.

Fonte: (SANDOVAL, 2018).

3.2.1.1 Lipase de Candida antarctica
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Existem dois tipos principais de lipases de Candida antarctica, tipo A (CALA) e tipo

B (CALB), sendo a CALB a mais empregada em reacgdes de sintese. A CALB ¢ uma lipase

que apresenta alta enantiosseletividade e estereosseletividade, elevada estabilidade térmica e ¢

muito resistente a solventes organicos (TANASKOVIC et al., 2017).

A lipase CALB ¢ extracelular, globular, com peso molecular de 33 kDa (317

aminoacidos), com dimensdo de 30A x 40A x 50 A, com ponto isoelétrico de 6,0. Possui

conformacdo do tipo ‘aberta’ e seu sitio ativo possui a triade catalitica de Serina-Histidina-
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Aspartato (LIMA et al., 2019; UPPENBERG et al., 1994). Diferentemente da CALA, esta
lipase ndo possui “/id” que regula o acesso ao sitio ativo e por isso ndo necessita de um
mecanismo de ativagdo interfacial. No entanto, seu poder de catélise para a transesterificagao
e a hidrolise de triglicerideos ndo € muito eficiente, comparado as outras lipases (LIMA et al.,
2019; MEHRASBI et al., 2017; UPPENBERG et al., 1994).

Em diversos estudos a temperatura 6tima da lipase de Candida antarctica (CALB)
para aplicacdo em reagdes de esterificacao estd na faixa de 50-60 °C, sintetizando €steres com

elevadas taxas de reacdo e com estabilidade operacional satisfatoria (KIM et al., 2019;

VADGAMA; ODANETH; LALI, 2015a).

3.3 Imobilizacao de lipases

Enzimas imobilizadas sdo as que estdo fisicamente confinadas ou localizadas em uma
certa regido do espago com retencdo de sua atividade catalitica, podendo ser utilizada
repetidamente e continuamente (GUISAN, 2020).

A imobilizacdo visa a redu¢do do custo global de um processo enzimatico, visto que as
enzimas imobilizadas oferecem vantagens em relacdo as soliveis, pois sdo mais estaveis
termicamente; sdo facilmente separadas do meio reacional, possibilitando sua reutilizagio;
além de permitirem a operacdo continua do processo, facilitando um maior controle das
variaveis do mesmo, visto que o biocatalisador ¢ retido no interior do biorreator (ZANIN;
MORAES, 2014).

A imobilizagdo de lipases, entretanto, pode causar limitagdes de transferéncia de
massa € em muitos casos a imobilizacdo pode alterar a conformagdo da enzima e até mesmo
desnaturé-la, reduzindo sua eficiéncia catalitica. Além disso, o custo do processo deve ser
relativamente baixo, de modo que o balango entre o custo da imobiliza¢do e a economia ao se

reutilizar a enzima, seja favoravel (BUCHHOLZ; KASCHE; BORNSCHEUER, 2012).

3.3.1 Técnicas de imobilizacdo de enzima

As enzimas podem ser imobilizadas por duas maneiras diferentes: 1) no interior de um
suporte por meio da encapsulagdo e/ou aprisionamento € 2) na superficie de um suporte por
meio de adsorc¢do fisica reversivel, ligacdes i0nicas ou covalentes. Para escolher um método
de imobiliza¢do adequado, bem como sua robustez, devem ser observadas as condi¢des do

processo no qual o biocatalisador sera aplicado, como por exemplo, o tipo de reacdao (que
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pode ser de hidrélise ou condensacdo), o sistema de reagdo (homogéneo ou heterogéneo), o
meio reacional (hidrofobico ou hidrofilico), o tipo de substrato e o custo da imobiliza¢ao
(CAOQ, 2006).

Existem diversos métodos que podem ser utilizados para a imobilizagao de lipases,
podendo ser classificados como métodos fisicos, destacando-se a imobiliza¢do por adsorgao e
0 aprisionamento/microencapsulacido, ou como métodos quimicos, como a imobiliza¢do por
ligagdo covalente e ligagdes cruzadas. Além disso, os métodos podem ser classificados como
reversiveis, quando existe a possibilidade de separacao e recuperagao do suporte, dentre eles
estdo a adsorcdo fisica e a quelagdo, e irreversiveis, quando ndo € possivel separar e recuperar
o suporte, dentre eles podem ser citados a ligacdo covalente, aprisionamento e ligagdes
cruzadas (GUISAN, 2020).

A Figura 3.1 ilustra os principais métodos utilizados para imobilizacdo de lipases. O
Quadro 3.3 mostra os métodos de imobilizacdo de enzimas mais utilizados, tipo de ligacao,

suas vantagens e desvantagens.

Figura 3.1 - Principais métodos de imobilizacao de lipases.

Métodos para imobilizacao de lipases

[ I I |

Adsorcio  Ligacao Ligagoes Aprisionamento/
Covalente| Cruzadas Microencapsulamento

I
[ I

SLEGETE Microcapsula
ou Fibra p

Fonte: Modificado (ZHAO et al., 2015).
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Quadro 3.3 — Me¢étodos de imobilizagdo de enzimas, tipo de ligagdo, vantagens e

desvantagens.
Métodos e tipo de ligaciao Vantagens Desvantagens
Adsorcdo fisica — ligagdes fracas: | Simplicidade e baixo custo. | Dessor¢ao

hidrofébicas, Van der Waals ou interagdes

10nicas

Pouca alteracao na

conformacdo das enzimas

Ligagdes covalentes — ligagdes quimicas
covalentes entre grupos funcionais das

enzimas e dos suportes

Ndo ha lixiviacdo das

enzimas. Pode estabilizar

algumas enzimas

Nao ha como recuperar
o suporte. Perda de

atividade catalitica

Ligacdes cruzadas — as moléculas das
enzimas estdo ligadas entre si por meio de

reagente funcional

Estabilizacdo do

biocatalisador

Nao sdo wusuais para

biorreatores de leito

fixo. Limitagdes de

transferéncias de massa.

Perda de atividade

Aprisionamento/microencapsulacao — | Pode ser aplicado em uma | Limitacdes de

oclusdo da enzima dentro de uma matriz grande variedade de | transferéncias de massa.

enzimas Lixiviacao das enzimas.

Fonte: Modificado (GUISAN, 2020).

3.3.1.1 Imobiliza¢ao por adsor¢ao fisica

4

A 1imobilizagdo por adsor¢do fisica ¢ o método mais simples para se imobilizar
enzimas. Neste método a enzima fica associada a superficie do suporte por meio de interacdes
hidrofobicas, i0nicas, ligagdes de hidrogénio e forcas de Van der Waals. O processo ocorre
em condi¢des amenas e em alguns casos, a imobilizacao pode serrealizada juntamente com a
purificacdo, sem que ocorra alteragdes na conformacdo da enzima, preservando sua atividade
catalitica (GUISAN, 2020).

Para o sucesso deste tipo de imobilizagdo, algumas varidveis devem ser otimizadas
como, pH, temperatura, tipo de solvente e concentracdo de enzima. Pode ser utilizada uma
vasta variedade de suportes para a imobilizacdo de enzimas, podendo ser de natureza organica
ou inorganica, tais como ceramica, alumina, carvao ativado, polimeros, celulose, quitosana,
bentonita, entre outros (DWEVEDI, 2016).

Dentre as vantagens deste método, destacam-se: a) o suporte ndo necessita de

ativacdo; b) processo de baixo custo; c¢) possivel recuperacdo do suporte; d) pouca ou

nenhuma alteracdo da conformacdo da enzima; e) preservacdo da atividade catalitica da
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enzima (DWEVEDI, 2016). Entretanto, na imobilizacdo por adsor¢do fisica pode ocorrer a
dessor¢do da lipase devido a alguns fatores que podem alterar o microambiente das enzimas
como pH, temperatura, forca idnica e elevada concentracdo de substrato, sendo necessario
avaliar o meio no qual o biocatalisador sera aplicado, objetivando-se o éxito do processo
(DWEVEDI, 2016).

Devido as facilidades e baixo custo operacional, e por preservar a atividade catalitica
da lipase, este método foi selecionado para a obtengdo do biocatalisador utilizado para o

desenvolvimento do presente trabalho.

3.3.1.2 Imobilizagao por ligacdo covalente

Na imobilizagdo por ligagdo covalente, as enzimas sdo ligadas a matriz por meio de
ligagdo covalente. Para isto, o suporte deve conter grupos reativos, ou em alguns casos, sao
utilizados agentes de ligagdo, que podem ser grupos aminos, amidas, hidroxila, carboxila,
entre outros. As enzimas se ligam a matriz, por meio de reagdes quimicas, podendo ser
dediazotagdo, formacgdo de base de Schiff, reacdo de alquilacdo, ligacao peptidica, ligagdes de
dissulfeto, entre outras. Essas ligagdes podem envolver aminoacidos que ndo estdo no sitio
ativo da enzima, levando a possiveis alteragdes conformacionais em sua estrutura, diminuindo
sua atividade catalitica (DWEVEDI, 2016).

As matrizes utilizadas como suportes para este método podem ser de origem natural,
como agarose, ou sintética, como polimeros a base de dcido metacrilico, estireno e acrilamida.
No entanto, para selecionar a matriz adequada para uma determinada enzima, ¢ necessario
avaliar diversos parametros, como o custo, a disponibilidade, a capacidade de realizar
ligagdes, a hidrofobicidade/hidrofilicidade, resisténcia mecanica e estabilidade operacional
(GUISAN, 2020). Este método apresenta a vantagem de ndo perder parte da enzima

imobilizada por lixiviagdo, em fun¢do do tipo de ligacao entre enzima/suporte.

3.3.1.3 Imobilizacao por ligagdes cruzadas

A imobilizagdo por ligagdes cruzadas, do inglés “cross-linked enzyme aggregates”
(CLEA), envolve a formacao de diversas ligagdes covalentes das moléculas de enzima entre
si, a partir da utilizagdo de agentes de ligacdo multifuncionais, tais como glutaraldeido,
glioxal e diisocianato de tolueno. Geralmente, os grupos responsaveis pelas ligacdes sdo as

aminas de lisina, hidroxilas fenolicas de tirosina ¢ imidazol de histidina. Este método nao



36

utiliza matrizes s6lidas como suporte, pois as enzimas sdo ligadas entre si por meio de agentes
de ligacdo (DWEVEDI, 2016).

As principais vantagens deste método sdo a sua simplicidade, a retengdo da atividade
catalitica enzimatica e a simplificagdo das operagdes de purificagdo e imobilizacao das
enzimas. Entretanto, pode haver perda de uma grande quantidade de enzima durante o
processo de imobilizagdo, visto que as ligacdes cruzadas ndo ocorrem de forma homogénea
no meio. Além disso, o sistema imobilizado, por se tratar de uma macromolécula, pode
apresentar dificuldades difusionais, acarretando menor atividade catalitica (BUCHHOLZ;

KASCHE; BORNSCHEUER, 2012; DWEVEDI, 2016).

3.3.1.4 Imobilizacdo por aprisionamento/microencapsulamento

No método de imobilizagdo por aprisionamento, a enzima ¢ envolvida por um
material, podendo ser aprisionada por fibras, por confinamento fisico em um polimero, ou no
interior de um gel polimérico, de modo que permita a difusdo do substrato e a liberagcdo do
produto, sem que ocorra o desprendimento da enzima (CAQO, 2006).

Primeiramente a enzima ¢ dispersa em uma solucdo contendo o material que a
aprisionard, sendo posteriormente realizado o processo de solidifica¢do, visando formar uma
barreira fisica que manterd a enzima em seu interior. Esse processo pode ser realizado por
meio de métodos quimicos ou fisicos, dentre os métodos quimicos, destacam-se as ligagdes
cruzadas e a polimerizacdo, e dentre os métodos fisicos, a gelificagdo, além da possibilidade
da combinacao desses dois tipos (CAO, 2006). Adicionalmente, neste método a enzima pode
ligar-se quimicamente ou fisicamente ao suporte.

A imobilizag@o por aprisionamento possui algumas vantagens tais como, simplicidade
do processo, elevadas atividades cataliticas, devido a grande area superficial disponivel para a
imobilizacao por este tipo de método, ndo ocorréncia da alteragdona conformagdo enzimatica
e nem modificacdo quimica da enzima. No entanto, h4 diversas desvantagens associadas a
este método, como por exemplo, s6 podem ser utilizados substratos/produtos de moléculas
pequenas, a enzima pode se desprender da matriz, além da possibilidade dos problemas

difusionais (DWEVEDI, 2016; CAO, 2006).
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3.3.2 Suportes para a imobilizacdo de enzimas

Diversos materiais podem ser utilizados como suportes para imobiliza¢ao de enzimas,
contudo devem ser selecionados baseados em uma série de critérios em relagdo as suas
propriedades, aplicagdes e custo. Na maioria dos casos o suporte deve ser insoluvel no meio
reacional, com hidrofobicidade ou hidrofilicidade adequadas para a aplicacdo, apresentar
elevada resisténcia quimica e a microrganismos, didmetro de particula e de poro adequados,
alta area superficial especifica, elevada resisténcia mecanica, facil disponibilidade e baixo
custo (BUCHHOLZ; KASCHE; BORNSCHEUER, 2012).

O diametro de poro do suporte deve ser suficientemente grande para acomodar as
moléculas de enzima, proporcionando um biocatalisador com elevada atividade catalitica.
Normalmente a maioria das técnicas de imobilizacdo utilizam materiais com didmetros de
poro de 4 a 9 nm, contudo didmetros de poro acima de 20 nm sdo os mais adequados, visto
que minimizam as dificuldades difusionais dos substratos e produtos. Por outro lado, o
aumento do volume de poros provoca um decréscimo na area superficial especifica
(BUCHHOLZ; KASCHE; BORNSCHEUER, 2012).

As particulas dos materiais utilizados para a imobilizacdo de enzimas devem possuir
forma geométrica regular, de preferéncia esférica, e com baixa distribuicdo de tamanho de
particula. Essas carateristicas sdo fundamentais para aplicagdo em biorreatores de leito fixo e
de leito fluidizado, visto que, o fluxo do fluido e a queda de pressdo sdo fortemente
dependentes dessas propriedades. Particulas muito pequenas e com elevada distribui¢do de
tamanho, aumentam a queda de pressdo nesses biorreatores (BUCHHOLZ; KASCHE,;
BORNSCHEUER, 2012; GUISAN, 2020).

Os suportes podem ser classificados de acordo com sua fonte de origem e estrutura

quimica, conforme apresentado no Quadro 3.4.
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Quadro 3.4 — Classifica¢do dos materiais utilizados para a imobilizag¢do de enzimas.
Classificacido Tipo Exemplos

e Polissacarideos: celulose, agar, agarose, dextranas
Polimeros naturais e Proteinas: colageno, albumina

e (Carbono

e Poli(estireno-co-divinilbenzeno)

Organico

e Poliacrilatos

Polimeros sintéticos e Polimetacrilatos
e Poliamidas
e Poliacrilamidas

o _ e Bentonita
Minerais naturais )
e Silica
Inorgéanico e Vidro (com e sem poros controlados)

e Metais

Materiais sintéticos

e Oxidos metalicos com poros controlados

Fonte: (GUISAN 2020).

3.4 Polimeros

Polimeros sao macromoléculas formadas por unidades repetitivas, chamadas de
mondmeros, que estdo ligadas umas as outras por ligagdes covalentes. O termo polimero tem
origem na lingua grega, sendo que “polys” significa muito, e “mero” significa parte, fazendo
referéncia as varias unidades de repeticdo. Nao ha limite maximo para o nimero de unidades
repetitivas, sendo estipuladas normalmente pela letra n, que também designa o grau de
polimerizacdo, porém macromoléculas compostas por poucos mondmeros nao sao
denominadas como polimeros, mas como oligdmeros, do grego “oligo”, quesignifica poucos
(FAKIROV, 2017; KOLTZENBURG; MASKOS; NUYKEN, 2017).

Os polimeros sdao amplamente produzidos industrialmente, sendo sua producao
extremamente eficiente em relacdo ao gasto energético e rendimento de polimerizacao, assim
como no tratamento de seus efluentes. Apresentam propriedades desejaveis para diversas
aplicagdes, tais como, alta hidrofobicidade, elevada resisténcia quimica, alta resisténcia
mecanica, baixa densidade e baixo custo, devido a escala de producdo e a otimizagdao do

processo (YILMAZ, 2013).
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Polimeros podem ser classificados como de origem natural ou sintética. Os naturais,
também chamados de biopolimeros, na maioria das vezes sdo 0os compostos responsaveis pela
existéncia e sobrevivéncia dos seres vivos, como por exemplo, as proteinas, os acidos
nucleicos, as fibras, os polissacarideos, e at¢ mesmo alguns elastdmeros. Os polimeros
sintéticos sdo normalmente obtidos a partir dos derivados da industria petrolifera, dentre eles
destacam-se os plasticos, que podem ser sintetizados a partir de varios tipos de mondmeros,
como o etileno, propileno e cloreto de vinila, estando presente na construcgao civil, induastria
automotiva, utensilios domésticos, entre outras aplicagdes (CARRAHER JR., 2017).

A poliadigao e a policondensagdo sdo os dois mecanismos de polimerizag¢ao principais.
A policondensacgdo, também conhecida como polimerizagdo em etapas, ocorre por meio de
varias reagoes de condensacdo intermolecular de grupos reativos, como exemplo a
esterificacdo, eterificagdo, amidagdo, gerando subprodutos como a agua, 4cido cloridrico,
entre outros. Estas reacdes sdo reversiveis e muitas vezes sintetizam polimeroscom menor
peso molecular, em comparagdo a poliadicdo, necessitando de um catalisador e de
temperaturas elevadas. No entanto, este mecanismo de polimerizagdo sintetiza copolimero
alternado, o que ¢ bastante atrativo para determinadas aplicacdes (FAKIROV, 2017).

A poliadi¢do, também conhecida como polimerizagdo radicalar, ocorre por meio da
adi¢do de mondmeros insaturados, em reacdo em cadeia, promovida por radicais livres. Em
func¢do dessas reagdes serem irreversiveis, nao formam subprodutos (FAKIROV, 2017).

Este mecanismo envolve trés etapas: iniciagdo, propagacdo e a terminagao.
Primeiramente o iniciador se decompde em radicais livres, e a iniciagdo ocorre pelo ataque de
um radical livre a uma insaturacdo de um mondmero. Radical livre € uma substincia que tem
um elétron desemparelhado e ¢ formada pela decomposicdo de um material, denominado
iniciador. A propagagdo ocorre pelos novos radicais livres formados e pelos mondmeros que
foram atacados pelos radicais livres do iniciador, que vao atacando e adicionando outros
mondmeros em reagdo em cadeia, propagando a formagdao da molécula do polimero. Existem
varias reacdes de terminacdo, a principal ocorre pela reacao entre dois radicais livres que se
encontram, neutralizando a propagacdo, podendo terminar na combinacdo das cadeias
poliméricas (terminagdo por combinagdo), ou gerar uma insaturagdo em uma das cadeias
poliméricas, sem combinar os dois polimeros (terminagdo por desproporgdo)
(KOLTZENBURG; MASKO; NYUKEN, 2017; FAKIROV, 2017).

A transferéncia de cadeia é considerada uma quarta etapa no mecanismo de
polimerizacdo, sendo em muitos casos uma reac¢do paralela indesejavel ou uma etapa para

controlar a massa molecular do polimero, por meio de um agente de transferéncia de cadeia.
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Esta etapa ¢ uma combinagdo das etapas de iniciagdo e terminacgdo e ocorre pelo ataque de um
radical livre de uma molécula que estd em propagacdo a um proton de outra molécula,
formando uma molécula com cadeia ramificada com radical livre, que pode sofrer
propagacao. A transferéncia de cadeia pode ser feita para um mondmero, para um polimero,
para um solvente, para um iniciador e para um inibidor (FAKIROV, 2017).

A Figura 3.2 mostra as etapas de iniciagdo, propagacdo e terminacdo de uma

polimerizacao de um monomero vinilico e azobisisobutironitrila (AIBN) como iniciador.

Figura 3.2 — Polimerizagdo de um mondmero vinilico utilizando AIBN como iniciador: a)
decomposicao do iniciador AIBN; b) Iniciagdo; c) Propagacao e d) terminagao.
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Fonte: Modificado (KOLTZENBURG; MASKO; NYUKEN, 2017).
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De acordo com Koltzenburg, Maskos e Nyuken (2017), as propriedades dos materiais

poliméricos podem variar de acordo com diversos fatores, dentre eles:

e Tipo do monomero;

e Ligagdes quimicas entre os mondmeros (Exemplos: éster, amidas, etc.);

e (Grau de polimerizagao;

e Tipo de cadeia polimérica, podendo ser linear, ramificada ou reticulada;

e Presenca de diferentes tipos de moléculas na cadeia polimérica (copolimerizagio);

e Sequéncia dos mondmeros na copolimerizacdo, podendo ser alternado ou em
bloco;

e Interagdes especificas entre os componentes da cadeia polimérica (exemplos:

ligacdes de hidrogénio e interagdes do tipo dipolo-dipolo.

De acordo com a necessidade de aplicacdo do polimero, deve-se selecionar a técnica
de polimerizacao que fornega as propriedades mais adequadas e desejaveis. Dentre as técnicas
mais utilizadas destacam-se a polimerizagdo em massa, polimerizagdo em solugdo,
polimerizacdo em suspensdo e polimerizagdo em emulsio (KOLTZENBURG; MASKO;
NYUKEN, 2017).

3.4.1 Técnicas de polimerizaciao

3.4.1.1 Polimeriza¢ao em massa

Dentre todas as técnicas de polimerizagdo, a polimerizacdo em massa € a mais
simples, sendo necessario somente o monOmero(s), um iniciador que seja solivel no
monomero(s) € em alguns casos um agente de transferéncia de cadeia para controlar o peso
molecular do polimero (CARRAHER JR., 2017).

As vantagens desta técnica sdo a elevada produtividade por volume de reator, visto
que a massa de polimero nao estd diluida no solvente, facil separacdo do produto, permitindo
que a polimerizagao ocorra no proprio molde do produto final (polimerizagao in situ) (FRIED,
2014).

Uma das limitagdes desta técnica ¢ a dificuldade de dissipar o calor produzido pela

reacdo de polimerizacao, além disso, os polimeros apresentam baixa condutividade térmica e
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alta viscosidade, principalmente em elevados rendimentos. Sob viscosidades elevadas os
radicais poliméricos de cadeias maiores tém dificuldade de reagirem e terminarem,
aumentando a quantidade de radicais livres no sistema reacional. Por outro lado, as pequenas
moléculas de mondmeros tém sua reacao menos limitada em fun¢do da alta viscosidade,
acelerando a velocidade de polimerizagdo, pois as terminagdes vao diminuir de maneira mais
acentuada que as propagagdes, aumentando a quantidade de calor liberada durante a
polimerizacgao, este fendmeno ¢ chamado efeito gel (FRIED, 2014).

O problema da dissipacdo de calor pode ser minimizado pelo uso de impelidores
especiais ou pela polimerizagdo em diferentestipos de reatores, ocorrendo em etapas,
conforme o rendimento de polimeriza¢do, como por exemplo, a utilizagdo de uma extrusora
em condicoes de elevados rendimentos. Além disso, esta técnica apresenta dificuldade na
remogdao de eventuais tragos de mondmeros. Dentre os polimeros produzidos pela
polimerizagdo em massa, destacam-se o poliestireno, poli(metacrilato de metila) e o

polietileno, sintetizados por mecanismos de poliadi¢do (FRIED, 2014).

3.4.1.2 Polimerizacao em solucao

Na polimerizagdo em solugdo sdo utilizados iniciador, mondmero(s) e solvente,
devendo estes dois Ultimos ser soliveis entre si. O solvente deve possuir caracteristicas
aceitaveis de transferéncia de cadeia, ponto de ebulicdo e fusdo adequados para as condic¢des
de polimerizagdo e separacao do produto final (FRIED, 2014).

Para a escolha de um solvente adequado para esta técnica, além das caracteristicas ja
mencionadas, devem seranalisados alguns fatores como ponto de fulgor, toxicidade e custo.
Agua, hidrocarbonetos alifaticos e aromadticos, ésteres, éteres e dalcoois sdo alguns dos
diversos compostos que podem ser utilizados como solvente (FRIED, 2014).

O controle da dissipacdo do calor e a menor viscosidade sdo algumas das vantagens
apresentadas por esta técnica. Como desvantagem esta técnica possui baixa produtividade por
volume de reator, devido a massa de polimero estar dissolvida em um solvente, além da
necessidade de etapas de purificagdo para separar e recuperar o solvente do produto
(RODRIGUEZ, 2014).

Diferentes polimeros podem ser sintetizados por meio desta técnica utilizando meio
aquoso, com destaque para o poli(acido acrilico), poliacrilamida, poli(alcool vinilico) e

poli(N-vinilpirrolidinona). Dentre os mondomeros que podem ser polimerizados em meio
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solvente organico, destacam-se o Poli(metacrilato de metilo), poliestireno, polibutadieno,

poli(cloreto de vinila) e poli(fluoreto de vinilideno) (FRIED, 2014).
3.4.1.3 Polimeriza¢io em suspensio

Nesta técnica sdo necessarios mondmero(s), solvente, iniciador, agente de suspensao,
normalmente alcool polivinilico, e em alguns casos, agente de transferéncia de cadeia, para
controlar o peso molecular na polimerizagdo radicalar. O iniciador deve ser soltvel no(s)
monodmero(s), formando a fase dispersa, e este insoluvel nafase continua, geralmente agua,
que contém o agente de suspensao.

Para a polimerizacdo, inicialmente ¢ adicionada a fase continua ao reator, em seguida
esta fase deve ser agitada mecanicamente, e entdo adicionada a fase dispersa, formando
pequenas gotas de monomero(s) com iniciador, envoltas e protegidas pelo agente de
suspensdo que evita a coalescéncia entre as gotas de mondmero(s). A reacdo de polimerizagdo
ocorre em temperatura adequada, transformando as gotas de mondmero(s) em pérolas ou
contas de polimero, que sdo recuperadas por filtragdo e lavadas (RODRIGUEZ et al., 2014).

A Figura 3.3 mostra um esquema de reator para a polimerizagdo em suspensao, sendo

as gotas de monomeros estabilizadas por alcool polivinilico.

Figura 3.3 — Esquema de reator para a polimerizagdo em suspensao.
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Fonte: Modificado (KOLTZENBURG; MASKO; NYUKEN, 2017).

Nesta técnica, pode-se adicionar a fase organica um solvente de alta afinidade e um de

baixa afinidade, para que as pérolas sintetizadas tenham poros, aumentando a area superficial
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especifica destes materiais, sendo bastante atrativo para a aplicagdo como suporte de
imobilizacdo de enzimas (BENTO et al., 2017; GARCIA-DIEGO; CUELLAR, 2005).

As principais vantagens desta técnica sdo a alta dispersdo de calor e a facilidade de
recuperagao do solvente em relagdo a polimerizagdo em solu¢do. Além disso, o produto
sintetizado pode possuir caracteristicas adequadas para algumas aplica¢des especificas, ndo
necessitando de processamentos posteriores, como por exemplo, resinas de trocas iOnicas e
suportes para imobilizagdo de enzimas. Entretanto, a pureza do produto ¢ relativamente
menor, visto que pode apresentar tragos de agente de suspensdo e outros compostos que
estabilizam a suspensdo, podendo ser de dificil remogdo. Além disso, o custo dos reatores
para esta técnica costuma ser maior do que pela polimerizagdo em solugdo (FRIED, 2014).

Dentre os polimeros sintetizados por esta técnica, destacam-se as resinas de troca
ionica de poliestireno, poli(cloreto de vinila),poli(estireno-co-acrilonitrila), poli(cloreto de
vinilideno-co-cloreto de vinila) e o poli(estireno-co-divinilbenzeno) (FRIED, 2014).

Essa técnica foi selecionada para ser utilizada neste trabalho, pois produz esferas de
polimero poroso, que podem ser adequadas para a imobilizagao de enzimas, possibilitando o
maior controle de algumas variaveis desejadas para esta aplicagdo, como area superficial
especifica, tamanho de particula, didmetro e volume de poros, além de ser uma técnica de

facil operacdo (BENTO et al., 2017; SILVA et al., 2018b).

3.4.1.4 Polimeriza¢ao em emulsao

Para realizacdo desta técnica sdo necessarios 4gua como fase continua, monomero(s),
iniciador soluvel em &gua, surfactante e um agente de transferéncia de cadeia. O(s)
monomero(s) forma grandes gotas que sdo estabilizadas pelo surfactante, com a parte
hidrofobica da molécula voltada para as gotas e a parte hidrofilica voltada para a dgua. As
micelas serdo formadas se a concentracdo de surfactante estiver acima da concentragao
micelar critica, sendo o tamanho das gotas dependentes da temperatura e do grau de agitagdo
do meio reacional. Dependendo da natureza do surfactante, as micelas formam pequenas
estruturas esféricas ou semelhantes a bastonetes (KOLTZENBURG; MASKO; NYUKEN,
2017).

Durante a polimerizacdo em suspensdo as gotas do mondmero, que devem possuir
pequena solubilidade em dgua, migram para o centro das micelas, sendo a polimerizacao
iniciada quando o inicador penetranamicela que contém o mondmero. Como o numero de

micelas, geralmente 10'® por mL, é maior do que o niimero de gotas de mondmeros, na faixa
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de 10" a 10" por mL, estatisticamente o iniciador tem maior probabilidade de penetrar na
micela, e com o prosseguimento da reagdo de polimerizagdo o mondmero migra das gotas
para as micelas. Na faixa de 50 a 80 % de conversdo de mondmero, as gotas sdo esgotadas e
as micelas sdo transformadas em particulas poliméricas relativamente grandes, apresentando
diametros entre 0,05 e 0,2 um. A emulsdo de polimero na dgua ¢ denominada latex, podendo
ser utilizada desta forma como produto final, como por exemplo tintas latex, ou o polimero
pode ser recuperado por meio de coagulacdao utilizando sais ou acidos (FRIED, 2014). O
poli(acetato de vinila) e o poli(acrilato de butila) sao exemplos de polimeros sintetizados por
esta técnica, sendo componentes de tintas laitex (CARRAHER JR., 2017).

Quando o mondmero ¢ hidrofilico, a polimerizagdo em emulsdo ocorre por meio da
técnica de emulsdao inversa. Neste caso, o mondmero, que normalmente estd em solugdo
aquosa,deve ser disperso num solvente organico utilizando um agente emulsificante de agua
em 6leo (A/O), e o iniciador pode ser soluvel na d4gua ou na fase organica. O produto final de
uma polimerizacdo em emulsdo inversa ¢ uma dispersdo coloidal de um polimero em agua na
fase organica (FRIED, 2014).

A miniemulsdo ¢ uma variagdo da polimerizacdo em emulsdo, enquanto que no
método convencional as gotas de mondmeros possuem tamanho de 1 a 20 pm e as micelas de
10-20 nm, na miniemulsdo as gotas de mondmeros possuem tamanho similar ao das micelas,
possuindo elevada probabilidade do iniciador migrar direto para as gotas de mondmeros. Este
efeito ¢ conseguido por meio da utilizagdo de alcoois graxos que aumentam a capacidade dos
surfactantes para estabilizar as emulsdes do tipo 6leo em dgua. Nesta variagdo de método, ¢
possivel utilizar monomeros hidrofobicos, visto que nao ¢ necessaria a difusdiodo monomero

para a micela por meio da fase aquosa (FRIED, 2014).

3.4.2 Poli(estireno-co-divinilbenzeno)

Poli(estireno-co-divinilbenzeno) ¢ composto por monOmeros de estireno e
divinilbenzeno, obtido pelo método de polimerizagdo em suspensao, apresentando particulas
de tamanhos variados de acordo com a sua aplicagdo. Possui alto valor agregado e pode ser
aplicado em separacao cromatografica, resinas de troca idnica e suporte para imobilizacao de
enzimas (JAHANZAD; SAJJADI; BROOKS, 2005; LIMA, 2013). A Figura 3.4 ilustra a

formagao do poli(estireno-co-divinilbenzeno).
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Figura 3.4 - Esquema representativo da formacao do poli(estireno-co-divinilbenzeno) a partir
dos mondmeros de estireno e divinilbenzeno.

Hi:=CI—12 H?=CH2 H?—CH—H? CH—H?—CH
DI IDED T
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Estireno Divinilbenzeno Poli(estireno-co-divinilbenzeno)

Fonte: (BENTO, 2015).

O poli(estireno-co-divinilbenzeno) pode apresentar tanto caracteristicas do tipo gel,
sem poros permanentes e, portanto, ineficiente na adsor¢do de macromoléculas, como
também, caracteristicas do tipo macroporoso, com poros permanentes, podendo ser
empregado em diferentes aplicagdes (GARCIA-DIEGO; CUELLAR, 2005; LIMA, 2013).
Nesse ultimo caso, o copolimero pode ser utilizado como suporte para imobilizacdo de
enzimas, devido a sua elevada area especifica e didmetro médio de poro, além do alto grau de
hidrofobicidade, adequado para determinadas enzimas, como as lipases, facilitando a
imobilizacdo e permitindo um maior carregamento enzimatico, em comparagdo com outros
suportes utilizados para esta finalidade (BASSI et al., 2016; GALAN-GARCIA et al., 2014).

O Quadro 3.5 ilustra alguns exemplos de trabalhos que utilizaram o poli(estireno-co-
divinilbenzeno) como suporte para imobilizacdo de lipases, constatando que esse copolimero

¢ adequado para esta aplicacao.
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Quadro 3.5- Utilizagdo do poli(estireno-co-divinilbenzeno) como suporte para imobilizagdo
de lipases.

Método de
Lipase Produto de interesse Referéncia
imobilizacao
Burkholderia Adsorgdo Biodiesel a partir de 6leo de soja e CASTIGLIONI et al.,
cepacia fisica etanol (transesterificagdo) 2016.
Candida Palmitato de isopropila a partir de
Adsorgio . ] . ,
antarctica o acido palmitico e isopropanol BARSE et al., 2018
isica
(CALB) (esterificacdo)
Candida Adsorgao Diversos ésteres butilicos
] . SANTOS et al., 2007.
rugosa fisica (esterificagdo)
Candida Adsorgdo Butanoato de butila a partir de butanol
) _ ) ) BENTO et al., 2017.
rugosa fisica e acido butirico (esterificacao)
Thermomyces Adsorgdo Butirato de butila a partir de butanol e
) ) _ . MARTINS et al., 2013.
lanuginosus fisica acido butanoico (esterificagdo)
Thermomyces Ligacdo Biodiesel a partir de 6leo de canolae | DIZGE; KESKINLER;
lanuginosus covalente metanol (transesterificagdo) TANRISEVEN, 2009.

Fonte: Proprio autor.

3.5 Magnetismo e Materiais Magnéticos

Magnetismo ¢ o fendmeno no qual o material exerce uma forga atrativa, ou repulsiva
ou uma determinada influéncia em outros materiais. Entretanto, os principios eos mecanismos
subjacentes que explicam os fendomenos magnéticos sdao complexos (CALLISTER;
RETHWISCH, 2021).

For¢as magnéticas sdo geradas pelo movimento de particulas eletricamente carregadas,
sendo conveniente pensar na forca magnética como um campo magnético, onde linhas
imaginarias de forgas sdo tracadas para indicar a dire¢do dessas forgas em diferentes posi¢des
nas proximidades do campo. Dipolos magnéticos sao encontrados em materiais magnéticos e
em alguns aspectos sdo andlogos a dipolos elétricos. Podem ser pensados comopequenos imas
de barra compostos de pdlos norte e sul, sendo seus momentos normalmente representados
por setas (CALLISTER; RETHWISCH, 2021).

A utilizacdo de solenoides ¢ uma maneira simplese muito utilizada para criar um
campo magnético. O solenoide ¢ composto por um fio, normalmente de cobre, enrolado em

espiras, sendo submetido a uma diferenga de potencial que gera uma corrente elétrica, e



48

consequentemente um campo magnético no interior deste solenoide (SERWAY; JEWETT
JR., 2018). A Figura 3.5 mostra o exemplo de um solenoide e suas linhas de induc¢do do

campo magnético.

Figura 3.5 — Solenoide e suas linhas de indu¢do do campo magnético.
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Fonte: Modificado (CALLISTER; RETHWISCH, 2021).

A intensidade do campo magnético H do solenoide (em Am™) é calculada por meio da
Equagdo 3.1, em que N ¢ o niimero de espiras, | ¢ o comprimento do solenoide (em metros

m), e 1 € a intensidade da corrente (em amperes A) (CALLISTER; RETHWISCH, 2021).

N -i

H=— (3.1)

A magnetizagdo (M) de um material pode ser calculada pela Equagdo 3.2, sendo ym a

susceptibilidade magnética (adimensional), que € a capacidade que um material tem para se

magnetizar sob a agao de um campo magnético externo (CALLISTER; RETHWISCH, 2021).

M=y..H
X (3.2)

Para calcular a densidade de fluxo magnético ou campo interno total, B (em Tesla T),

utiliza-se a Equacao 3.3, em que M ¢ a magnetizacdo do material (campo resultante devido a
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presenca de momentos de dipolo permanentes orientados e medida em A.m™') e po ¢é a

permeabilidade magnética no vacuo (4n*10"H.m™") (SERWAY; JEWETT JR., 2018).

As propriedades magnéticas de um material sdo devidas ao momento magnético dos
elétrons em seus atomos e se originam das camadas eletronicas parcialmente preenchidas nos
atomos dos metais de transi¢do. Destaque especial ¢ dado aos metais de transi¢ao da série do
ferro (elementos com o subnivel 3d semi-preenchido): Fe, Co, e Ni, e os metais terras raras
(elementos com o subnivel 4f semi-preenchido), tais como, Nd, Sm, Gd e Dy (CULLITY;
GRAHAN, 2008; LIU, 2006).

Ha duas origens de momento magnético atdmico, os associados com o momento
orbital dos elétrons e os associados ao spin eletronico. O momento magnético dos metais de
transicao da série do ferro com os nao-metais (tais como 6xidos Fe3O4 e NiO) sdo dados pelo
spin eletronico, e seu momento ¢ igual ao numero de spins desemparelhados (CULLITY;
GRAHAN, 2008; LIU, 2006).

A maneira mais comumente utilizada para classificar as propriedades magnéticas dos
materiais ¢ com relagdo ao seu comportamento sob a acdo de um campo magnético, podendo
ser classificados como diamagnéticos, paramagnéticos, antiferromagnéticos, ferromagnéticos

e ferrimagnéticos (JILES, 2015).
3.5.1 Tipos de magnetismos

Os materiais diamagnéticos sdao materiais que ao serem submetidos a acdo de um
campo magnético externoapresentam magnetismo com pouca intensidade e com sentido
contrario (antiparalelo) ao campo aplicado. O magnetismo ndo ¢ permanente e persiste
enquanto o campo magnético existir, sendo este magnetismo atribuido principalmente a troca
do movimento orbital dos elétrons que criam um momento magnético. A magnetizagao destes
materiais ¢ diretamente proporcional a intensidade do campo magnético externo aplicado,
sendo a susceptibilidade magnética relativa fraca (em torno de 107) e negativa. Sdo
classificados como materiais diamagnéticos alguns metais, como mercurio, prata, zinco, ouro,
a maioria dos ndo-metais, o silicone e o cloreto de sodio (CALLISTER; RETHWISCH, 2021;
STEFANITA, 2012).
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Sao classificados como paramagnéticos os materiais que possuem magnetizagao fraca
e proporcional a intensidade do campo externo aplicado, sendo inversamente proporcional a
temperatura do material. A susceptibilidade magnética relativa desses materiais estd em torno
de 103 a 10, O magnetismo ¢é atribuido aos spins desemparelhados de elétrons, sendo esses
livres para mudar de dire¢do (diferentemente do ferromagnetismo). Inicialmente a orientagao
dos momentos magnéticos ¢ randomica, e ao aplicar um campo magnético externo, esses
momentos tendem a alinhar-se na mesma dire¢do do campo, destacando-se que em
determinadas temperaturas os spins assumem orientacdes aleatorias devido a agitagao térmica.
Sdo exemplos de materiais paramagnéticos: aluminio, sédio, titdnio, zirconio, molibdénio
(JILES, 2015; STEFANITA, 2012).

Os materiais diamagnéticos e paramagnéticos sao considerados ndo-magnéticos, pois
s0 exibem seu magnetismo na presenga de um campo magnético externo (CALLISTER;
RETHWISCH, 2021).

Antiferromagnetismo ¢ um tipo de magnetismo, que ocorre devido aos arranjos
ordenados de spins antiparalelos dos atomos vizinhos, fazendo com que o material ndo possua
magnetizacdo espontanea. Esses materiais possuem permeabilidades magnéticas baixas, sendo
inversamente proporcional a temperatura, similarmente aos paramagnéticos, nas quais 0s
spins dos elétrons, sob baixas temperaturas, sdo arranjados antiparalelamente, cancelando uns
aos outros, resultando em susceptibilidades magnéticas extremamente baixas. Ao aplicar um
campo magnético externo a esses materiais surge uma magnetizagdo oposta ao campo
magnético devido a interac¢do entre os spins, provocando o desalinhamento dos spins vizinhos
em diferentes sub-redes. O 6xido de manganés ¢ um exemplo de material antiferromagnético
(CALLISTER; RETHWISCH, 2021; JILES, 2015).

Os materiais ferromagnéticos sdo aqueles em que a sua magnetizagdo ¢ diretamente
proporcional ao campo magnético externo aplicado, atingindo a magnetizacdo de saturacdo
acima de uma determinada intensidade do campo magnético (STEFANITA, 2012). Possuem
momento magnético permanente na auséncia de um campo magnético externo.

Conforme descrito anteriormente, o magnetismo desses materiais ¢ explicado pelo
alinhamento paralelo dos momentos magnéticos gerados pelas interagdes de troca. Os
momentos magnéticos permanentes sao devidos aos momentos magnéticos atdmicos gerados
pelos spins de elétrons que ndo sdo cancelados, € os momentos magnéticos orbitais sao
pequenos em comparagdo aos momentos dos spins, sendo a magnetizacdo inversamente
proporcional a temperatura, ndo possuindo magnetizagdo espontanea acima da temperatura de

Currie (T¢) tornando-se paramagnéticos (STEFANITA, 2012).
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Alguns materiais ferromagnéticos possuem susceptibilidade magnética em torno de
um milhdo. Sdo exemplos de materiais ferromagnéticos: ferro, cobalto, niquel, e alguns terras
raras como o gadolinio (CALLISTER; RETHWISCH, 2021; JILES, 2015; STEFANITA,
2012).

O ferrimagnetismo ¢ um tipo de ferromagnetismo que ¢ muito similar ao
antiferromagnetismo (STEFANITA, 2012). Nos materiais ferrimagnéticos, os ions estdo
alocados em duas ou mais sub-redes diferentes, sendo que alguns spins podem estar
orientados em sentidos contrarios aos spins de outros sitios, sendo muito similar ao
antiferromagnetismo. Entretanto a magnetiza¢do de alguns dos sitios com spins paralelos ao
campo aplicado ¢ mais forte que a dos sitios com spins contrarios, resultando em
magnetizacdo espontanea, muito similar ao ferromagnetismo. Acima da temperatura de Currie
(T¢) estes materiais exibem comportamento paramagnético (JILES, 2015).

As ferritas, como a magnetita (Fe3O4), sdo os principais exemplos de materiais
ferrimagnéticos. Este composto contém ions O, Fe™ e Fe™, sendo este ultimo presente em
quantidade duas vezes superior ao Fe*2. Como os ions Fe™ apresentam momentos magnéticos
alinhados antiparalelamentes entre si, esses momentos se cancelam, restando somente os
momentos magnéticos do ion Fe*?. A Figura 3.6 mostra a configuragio da magnetita em

relacdo aos seus momentos magnéticos (CALLISTER; RETHWISCH, 2021; JILES, 2015).

Figura 3.6 — Diagrama esquematico mostrando o momento magnético dos ions Fe*? e Fe™

em magnetita (Fe304).

Fonte: (CALLISTER; RETHWISCH, 2021).
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3.5.2 Magnetita

A magnetita foi o primeiro material magnético conhecido pelo homem, muito comum
em rochas igneas, no qual ocorre naturalmente na forma de 6xido de ferro (Fe3O4). E o
material mineral magnético mais comum, componente essencial da pedra-ima, classificado
como ferromagnético, contendo ions de ferro nos estados de oxidagdo 2 ¢ "3 (COEY, 2010).

Atualmente a magnetita ¢ utilizada como minério de ferro, cimento, toner (tinta), em
ferrofluidos e para a produg¢do de materiais hibridos magnéticos (COEY, 2010; CULLITY;
GRAHAN, 2008). Pode ser sintetizada por diversas técnicas, tais como, a decomposi¢do
térmica redutiva, pelo método da pirdlise sol-gel, pela técnica hidrotérmica, pela
microemulsdao e pela co-precipitagdo, sendo esta Ultima a técnica mais difundida, devido ao
seu baixo custo e a sua simplicidade e eficiéncia para a preparagao de varios materiais de
estado solido de interesse. Esta técnica consiste na preparagdo de uma solugdo aquosa de ions
Fe?" e Fe** em uma solugio basica, gerando as nanoparticulas de oxido de ferro (BARRETO
etal.,2012; BENTO, 2017).

Nos ultimos anos, particulas magnéticas compostas por 6xidos de ferro, tém atraido
muito interesse devido as suas propriedades multifuncionais, tais como, biocompatibilidade,
superparamagnetismo, pequeno tamanho e baixa toxicidade (AISIDA et al., 2011). Além
disso, podem ser empregadas como matrizes para o preparo de biocatalisadores, devido sua

facilidade de recuperacdo do meio reacional (GUISAN, 2020).

3.6 Polimeros hibridos magnéticos

Os compositos magnéticos sdo formados basicamente por uma matriz polimérica e
cargas magnéticas (geralmente obtidas a partir da magnetita). Apresentam forte propriedade
magnética e baixa toxicidade, além de facil obtencdo. Compoésitos magnéticos vém obtendo
destaque em diferentes aplicagdes nas areas biomédica, fisica e biotecnoldgica, sendo muito
utilizados para diagndsticos por imagem, imunoensaios, separa¢do magnética de células,
liberagdo controlada de fArmacos e para imobiliza¢do de proteinas, enzimas e drogas (BENTO
et al.,2017; DUSSAN; CARDONA; GIRALDO, 2012).

Esses materiais apresentam diversas vantagens para a imobilizagdo de enzimas, dentre
elas: a) Elevada darea superficial especifica, possibilitando maior disponibilidade para
imobilizar enzimas e maior interagdo com o meio reacional; b) Elevado carregamento

enzimatico, tornando as enzimas mais estaveis € com maiores atividades biocataliticas; c)
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Baixa resisténcia a transferéncia de massa, fazendo com que as enzimas imobilizadas sejam
mais estaveis e reativas; d) Facilidade de separagdo das particulas magnetizadas, devido a
possibilidade da utilizagdo de um ima externo, permitindo a preservacdo da enzima
imobilizada em comparacdo aos métodos tradicionais de centrifugacdo e filtracdo; e)
Possibilidade de uso/reuso em reatores enzimaticos, devido a facilidade de manuseio
(DUSSAN; CARDONA; GIRALDO, 2012; NETTO; TOMA; ANDRADE, 2013; VERMA;
BARROW; PURI, 2013). Outra vantagem ¢ sua utilizacao para aplicagao em reatores de fluxo
continuo em leito fluidizado por meio da aplicagio de um campo magnético externo
(BRUNO; LIMA FILHO; DE CASTRO, 2008).

O Quadro 3.6 apresenta alguns trabalhos que utilizaram polimeros magnetizados para
a imobilizagdo de lipases. Este quadro mostra que polimeros magnetizados com diferentes
composigdes estdo sendo estudados por diversos pesquisadores com a finalidade deutilizagado
como suporte de imobilizagdio de lipases, com destaque para o poli(estireno-co-
divinilbenzeno) magnetizado, que apresentou bons desempenhostanto na imobilizacdo dessas

enzimas, como na sintese de produtos de interesse comercial.
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Quadro 3.6 — Trabalhos que utilizaram polimeros magnetizados para imobiliza¢do de lipases
empregando magnetita (Fe3;O4).

Matriz polimérica Lipase Resultados Referéncia
Poli(alﬂglicidi.l éter- Candida Foram s’i_nteti’ze}dos.éste'res a'pa'rtir de ZHENG e
co-etilenoglicol fitoesterdis e acido linoleico, atingindo-se
dimetacrilato) rugosa conversao de 93,5%. al., 2012.
O biocatalisador apresentou atividade de
Poli(metilmetracrilat Mucor esterificagdo de 335,10 U.g!' na sintese | MENG et
o-co-divinilbenzeno) | javanicus | do oleato de glicerila e 95% de atividade | al., 2013.
catalitica residual ap6s 30 ciclos.
O desempenho do biocatalisador foi
Candida | testado nas sinteses dos ésteres: oleato de | CHIARAD
Poli(ureia-uretano) antarctica | etila, oleato de geranila e propionato de | [A et al.,
(CALB) | geranila, obtendo-se conversao total dos 2016.
acidos graxos em todas as sinteses.
O desempenho do biocatalisador foi
Poli(estireno-co- Candida | avaliado na sintese do butirato de butila | BENTO et
divinilbenzeno) rugosa em meio heptano, sendo obtida converdo | al., 2017
total em algumas condi¢des testadas.
O biocatalisador foi empregado na sintese
Candida do miristato de isopropila, a partir da
Poli(estireno-co- . esterificacdio de acido miristico e | SILVA et
N antarctica | . . .
divinilbenzeno) isopropanol, conduzida em biorreator de | al., 2018a
(CALB) . I .
leito  fixo, atingindo rendimentos
proximos de 100%.
Burkholo.lerl Foram sintetizados ésteres etilicos a partir
Poli(estireno-co- acepacia © | g esterificacdo do 6leo de coco e etanol, | SILVA et
. Pseudomon . (o
divinilbenzeno) s encontrando-se rendimentos proximos a | al.,2018b
80%.
fluorescens
O biocatalisador foi empregado em um
Candida biorreator de leito fluidizado operado
Poli(estireno-co- . continuamente, na razao molar de | SILVA et
divinilbenzeno) anéfitéca substrato de 1:1, visando a sintese do | al., 2020a
( ) oleato de 2-etil-hexila, sendo alcangada
produtividade de 0,73 mmol g ' h™".
O Dbiocatalisador foi empregado em
o Candida biorreator de leito fixo, em razoes
Poli(estireno-co- Antarctica molares com excesso de um dos | SILVA et
divinilbenzeno) (CALB) substratos na sintese do oleato de 2-etil- | al., 2020b
hexila, obtido rendimento de esterificagao
proximo de 90%.
Foi sintetizado o éster butirato de butila,
Poli(estireno-co- Candida | pela esterificagdo do 4cido butirico com
. . . e RANGEL
etileno glicol antarctica | butanol, em meio isento de solvente, ¢ al. 2002
dimetacrilato) (CALB) obtendo rendimento de esterificacdo de e G,

56% sob temperatura de 55°C.

Fonte: proprio autor.
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3.7 Esteres

Esteres sdo compostos que quando hidrolisados convertem-se em alcool e acido
carboxilicos. S3o nomeados por meio de regras estabelecidas pela Unido Internacional de
Quimica Pura e Aplicada (IUPAC), que refletem o nome dos dois compostos, o acido
carboxilico e o alcool, que deram origem ao éster (KIRK-OTHMER, 2004).

Sao sintetizados majoritariamente pela reacdo entre acido carboxilico e alcool, com
formagao de dgua como subproduto, estabelecendo um equilibrio de reagcdo, em que a agua
pode hidrolisar o éster, sendo necessario, em alguns casos, a retirada da agua do meio
reacional para deslocar o equilibrio de reagdo para formacao de produtos (principio de Lé
Chatelier). Entretanto também podem ser formados por outros tipos de reacdes utilizando
anidridos acidos, cloretos de acidos, amidas, nitrilas, hidrocarbonetos insaturados, éteres,
aldeidos, cetonas, alcoxidos e até mesmo outro éster (interesterificagdo) (KIRK-OTHMER,
2004).

Sdo amplamente utilizados em produtos de limpeza, cosméticos, aromatizantes,
lubrificantes, alimentos, surfactantes e até mesmo em farmacos, por isso sdo bastante atrativos
comercialmente e produzidos em largas escalas (SAID; PIETRO, 2014).

As sinteses de ésteres em larga escala sdo normalmente realizadas por processos
quimicos convencionais utilizando elevadas temperaturas (150-250°C) e sobpressdo, visto
que, em alguns casos, reagentes e/ou os produtos sdo volateis, empregando-se catalisador
geralmente composto por acidos (4cido sulfurico e acido cloridrico) ou por resinas de troca
10nica e zeolitas. Essas condigdes reacionais podem provocarreacdes paralelas indesejaveis,
acarretando isomerizagdo, polimerizacdoe formagdo de outros compostos, como cloretos de
alquila, resultando em um produto com odor e cor indesejaveis, sendo necessarias etapas de
purificacdes (KIRK-OTHMER, 2004; KHAN; RATHOD, 2015).

Para contornar estes problemas, os ésteres podem ser sintetizados por meio de
bioprocessos, empregando lipases como catalisadores, que atuam em condi¢gdes mais amenas
de temperatura e pressdo. As lipases sdo estereosseletivas e regiosseletivas, sintetizam
produtos mais puros, evitando a formagdo de compostos que conferem coloracdo e odores.
Tais processos sdo classificados como "processos limpos" ou que utilizam a "quimica verde",

atendendo as exigéncias do mercado consumidor contemporaneo (KHAN; RATHOD, 2015).
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3.7.1 Esterificacao mediada por lipases

As lipases sdo capazes de esterificar acidos graxos e alcoois com extrema facilidade. A
esterificagdo acontece no sitio ativo da enzima que ¢ composto pela triade catalitica de
aminoacidos, serina (ser), histidina (his) e aspartato (asp)/glutamato (glu), de acordo com
Ghandi et al. (2000). O mecanismo de esterificacdo envolve dois compostos intermediarios:
a) o primeiro intermediario ¢ formado pelo ataque nucleofilico do residuo serina ao acido
carboxilico; b) em seguida esse intermedidrio libera dgua para formar o complexo acil-
enzima; c¢) e entdo a molécula de alcool ataca esse complexo para formar o segundo
intermediario; d) que libera a molécula de éster e a enzima volta a sua forma original. A

Figura 3.7 ilustra o mecanismo de esterificacdo das lipases.

Figura 3.7 — Mecanismo de esterificagdo das lipases: a) Formacgdo do primeiro composto
intermediério; b) Formacdo do complexo acil-enzima; c) Formag¢do do segundo composto
intermediario; d) Liberac¢do do éster e formacao da forma original da enzima.
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Fonte: (GHANDI et al., 2000).

Nessas reagdes catalisadas por lipases, diversos fatores podem afetar a velocidade de
reacdo, o rendimento de esterificacdo, a produtividade e a estabilidade operacional do

processo, dentre eles:

- Temperatura: As reagdes de esterificagdo sao realizadas na faixa de temperatura de
20-60 °C. Cada lipase tem a sua temperatura o0tima, que depende do tipo de solvente e do

substrato que a enzima ird atuar, fatores esses, que devem ser levados em consideracdo, visto
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que interferem diretamente na estabilidade operacional do processo. Além disso, em
temperaturas muito elevadas as lipases podem sofrer desnaturacdo e perder sua atividade

catalitica, enquanto em baixas temperaturas a velocidade de reacdo tende a ser reduzida,

devido a menor quantidade de choques efetivos (VADGAMA; ODANETH; LALI, 2015a).

- Quantidade de enzima: Normalmente uma maior quantidade de enzima empregada
no meio reacional, acarreta um aumento na taxa de velocidade da reagdo e no rendimento.
Este efeito ¢ observado at¢é um determinado ponto, sendo que a partir dai, o aumento da
quantidade de enzima ndo altera significativamente a velocidade de reacdo, ndo sendo,
portanto, economicamente viavel, visto que as enzimas possuem custos elevados, por isso ¢

fundamental otimizar o processo, tornando-o altamente produtivo (KIM et al., 2019).

- Razdo molar (acido:alcool): este fator interfere diretamente no rendimento da reagao,
visto que pelo principio de Le Chatelier, o aumento da propor¢ao de um dos reagentes desloca
o equilibrio da reagdo para a formagao de produtos. Entretanto, pode haver redugao da
produtividade, em funcdo da dilui¢do do produto no meio reacional pelos reagentes em

excesso (KIM et al., 2019).

- Polaridade dos substratos e solventes: quando muito polares, os solventes e o0s
substratos podem reduzir a camada de hidratagdo da lipase, desnaturando-a e reduzindo o seu
poder de catdlise. Além disso, podem inibir a reag¢do, reduzindo sua velocidade de sintese,
devido a elevada afinidade pelo sitio ativo da lipase, impedindo o acesso as demais moléculas
de substrato. O coeficiente de particao (log P) ¢ uma medida de polaridade muito utilizada
para selecionar solventes, os mais adequados para esterificacido empregando lipases,

geralmente possuem log P maior que 4 (STERGIOU et al., 2013).

- Quantidade de agua: Como ja foi mencionado, a reagdo de esterificagdo possui um
equilibrio de reagdo, que pode hidrolisar o éster dependendo da quantidade de dgua do meio
reacional. Assim, sdo adotadas diversas estratégias para a remoc¢ao de dgua tanto do substrato
quanto a formada durante a reacdo, como a utilizagdo de vacuo e colunas extratoras.
Entretanto, ressalta-se que as lipases necessitam de uma quantidade minima de agua para
manter sua estrutura (dgua essencial) (FREITAS, et al., 2011; KIM et al., 2019; SILVA et al.,
2018a).
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- Tipo de suporte: normalmente sdo preferiveis suportes hidrofobicos por reterem
menor quantidade de 4gua em sua estrutura, visto que, suportes hidrofilicos podem modificar
a interacao entre o substrato e a quantidade de dgua essencial ao redor da enzima, limitando a
migracao para a fase solida, ocasionando em menor atividade catalitica do biocatalisador
(STERGIOU et al., 2013; VILAS BOAS et al., 2018). Além disso, durante a imobilizacdo de
lipases em suportes hidrofobicos, as areas hidrofobicas proximas ao centro catalitico (/id)
interagem com o suporte, expondo o sitio ativo, aumentando a afinidade da enzima com o

substrato, mecanismo esse, conhecido como ativagao interfacial (QI et al., 2018).

3.8 Esteres emolientes

A intensifica¢do pelos cuidados estéticos, atualmente, alterou de forma marcante a
industria cosmética, devido a grande procura por produtos cosméticos. De acordo com a
ABIHPEC (Associacdo Brasileira da Industria de Higiene Pessoal, Perfumaria e Cosméticos),
com base nos dados de 2021 e 2022, mesmo com recessdo econOmica global devido a
pandemia, houve um crescimento de 3,5% na demanda neste periodo, tornando o Brasil o
quarto maior mercado consumidor destes produtos (US$ 26,9 milhdes), o segundo maior
mercado de fragrancias, produtos masculinos e desodorantes, e o oitavo maior consumidor de
produtos do tipo ‘skin care’ (ABIHPEC, 2023).

Além disso, no Brasil, no periodo de 2016 a 2022, houve um crescimento de 33,4% no
consumo deste setor, que emprega 5,6 milhdes de pessoas, sendo que no periodo de 2021 a
2022 houve um aumento de 9,6% das ofertas de oportinidades de trabalho nesta area, com
destaque para o setor de exportacao destes produtos, havendo exportacdes para 174 paises
(ABIHPEC, 2023).

Esteres sdo muito utilizados nas formulagdes de produtos cosméticos, principalmente
para o mercado skincare, pois apresentam inumeras propriedades desejaveis para estes
produtos. Dentre estas, podem ser citadas: emoliéncia, espalhabilidade, emulsificacao,
atuando como agente lubrificante, condicionador, umectante, plastificante, doador de brilho,
formador de filmes, solubilizante e opacificante, além de proporcionar uma melhor
consisténcia a formulacao (CHAO et al., 2018).

Esteres emolientes sdo ésteres de acidos graxos com cadeia longa, geralmente
variando entre o laurico (C12:0) e o linoleico (C18:2). Essa limitacdo de nimeros de carbonos
na cadeia carbonica ¢ devida aos acidos graxos de cadeias menores ndo apresentarem a

propriedade lubrificante, enquanto que €steres de cadeias maiores apresentam ponto de fusao
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acima da temperatura da pele, inviabilizando sua aplicacdo (KHAN et al., 2015;
SCHUELLER, ROMANOWSKI; 1999).

Quando aplicados a pele humana, os ésteres emolientes promovem a melhora da sua
aparéncia, suavizando a pele ressecada. Além disso, esses ¢ésteres sao atodxicos,
biodegradaveis, apresentam boa solubilidade em gordura e possuem excelente propriedade de
molhabilidade. Por isso, sdo utilizados em véarias formulagdes de diferentes produtos
cosméticos, tais como condicionadores, hidrantes, lo¢des, desodorantes, protetores solares e
batons. Constituem cerca de 3 a 25 % em peso da composi¢do do produto, sendo o segundo
maior constituinte, ja que a dgua ¢ o primeiro (BAREL; PAYE; MAIBACH, 2014; KHAN et
al.,2015; LANZENDORFER, 2002).

Os ésteres emolientes refletem as propriedades de sua matéria-prima de origem (alcool
e acido carboxilico), que dependem do tamanho de sua cadeia carbonica, do grau de
insaturagdes, das ramificagdes e da presenca dos multiplos grupos funcionas. Esteres de
acidos graxos laurico (C12:0) e miristico (C14:0) conferem sensagdo de leveza ao emoliente.
Oleos liquidos ricos em &cidos graxos insaturados, como &cido oleico (C18:1), sdo
responsdveis por fornecer uma propriedade hidratante ao cosmético. Com o aumento da
cadeia carbOnica aumenta-se o ponto de fusdo, a viscosidade, a tensdo superficial ¢ a
manuten¢do do produto na pele por um maior periodo de tempo, porém ¢ diminuida a
capacidade de espalhabilidade do emoliente (BAREL; PAYE; MAIBACH, 2014; CHAO et
al.,2018; IWATA; SHIMADA, 2013; SCHUELLER, ROMANOWSKI; 1999).

Esteres emolientes ramificados, tais como ésteres etilhexilicos, possuem boa
espalhabilidade, além de possuirem toque seco (ndo-oleoso), ou, dependendo do tipo, toque

macio (BAREL; PAYE; MAIBACH, 2014).

3.8.1 Oleato de 2-etil-hexila

O oleato de 2-etil-hexila ¢ um éster emoliente, liquido em condigdes normais de
temperatura e pressdo, inodoro e incolor, de cadeia carbdnica longa ramificada com um grupo
etila, apresentando vinte e seis carbonos no total e uma insaturagdo. E bastante atrativo
comercialmente devido a sua aplicagdo em cosméticos, farmacos, alimentos, lubrificantes,
plastificantes, aditivos de tintas e industrias quimicas em geral (HE; CHEN; TAN; 2002;
LACAZE-DEFURE; MOULOUNGUI, 2000; RAUT; SHAIKH; DARBHA, 2014;
WYPYCH, 2017).
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E um importante componente em formulagdes cosméticas de cremes e logdes para
produtos "skincare", "hair care", "baby care"”, bases de maquiagens, produtos para banho, e
cremes suaves para limpeza de pele (HOLLIS, 2007).

A Figura 3.8 ilustra a formagdo do oleato de 2-etil-hexila por meio da reacdo de

esterificacdo entre acido oleico e 2-etil-hexanol.

Figura 3.8 - Reagdo de esterificagdo entre acido oleico e 2-etil-hexanol para formagao de
oleato de 2-etil-hexila e agua.
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Fonte: Proprio autor.
3.9 Matéria-prima

Para o desenvolvimento do presente trabalho foi selecionada a sintese do éster
emoliente oleato de 2-etil-hexila, a partir da esterificacdo direta do acido oleico e 2-etil-
hexanol. Dessa forma, julgou-se necessario apresentar algumas caracteristicas/propriedades

fisicas e quimicas desses materiais de partida para a obtengao do produto alvo desse estudo.

3.9.1 Acido oleico

Acido oleico é um acido graxo insaturado, de cadeia carbonica longa, linear, com 18
carbonos e uma insaturacdo localizada no nono carbono da cadeia (6mega-9). E incolor,
inodoro, liquido em condi¢des normais de temperatura e pressao, sendo encontrado em
abundancia na natureza, principalmente na forma de triglicerideos em Oleos vegetais e
gorduras animais, como por exemplo, no azeite de oliva e no 6leo de améndoa. E empregado
para produ¢do de surfactantes, plastificantes, couros, lubrificantes e ésteres, sendo utilizado
como agente emulsificante na indlstria alimenticia e farmacéutica, como solvente em
farmacos, e na preparacdo de produtos cosméticos como sabdes de banho, sabdes liquidos e
para limpeza da pele (NAGUIB; ZHANG, 2018; STEDMAN, 2013).

O 4cido oleico € o 4cido graxo encontrado em maior quantidade no tecido adiposo no
ser humano, e por esse motivo, ¢ muito utilizado em formula¢des cosméticas destinadas a

aplicacdes na pele e nos cabelos, visto que geralmente ndo causa irritagdes, apresentando
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propriedades hidratantes (IWATA; SHIMADA, 2013; MOREIRA; DE SOUZA; PIERRE,
2010; OLIVEIRA et al., 2015).

3.9.2 Alcool 2-etil-hexanol

Alcool 2-etil-hexanol é um alcool liquido em condi¢des normais de temperatura e
pressao, de cadeia carbonica média e ramificada com um grupo etila, composto por oito
carbonos. E incolor, oleoso, com odor suave doce e levemente floral de rosas. Produzido em
escala industrial para a aplicagdo em aromatizantes, fragrancias, produtos de limpeza e como
solvente, sendo miscivel numa grande variedade de solventes organicos e insoluvel em agua.
E empregado na fabricagdo de plastificantes, tensoativos e herbicidas; utilizado como agente
antiespumante, dispersante ¢ molhante de pigmentos, além de atuar como matéria-prima para
sintese de ésteres emolientes e biolubrificantes (KOHLPAINTNER et al., 2011; MCGINTY
etal., 2010).

Este alcool ¢ classificado como um 4alcool graxo, que sdo alcoois alifaticos que
apresentam de 6-22 carbonos em sua cadeia, podendo ser linear ou ramificado, primario ou
secundario, saturado ou insaturado (NOWECK; GRAFAHREND, 2011).

Quando um 4lcool graxo ¢ utilizado em formula¢des cosméticas, seu grupo hidroxila
caracteristico permite um aumento da polaridade da sua molécula e das ligacdes de hidrogénio
com a agua, aumentando a sua consisténcia (CHAO et al., 2018). Nessas formulacdes
normalmente sdo empregados de 1 a 2 % em peso de alcoois para estabilizar a emulsdo, além
disso, podem conferir propriedades emolientes ao produto (CHAO et al., 2018).

O élcool 2-etil-hexanol ¢ amplamente utilizado como ingrediente de fragrancia em
diversos produtos cosméticos como xampus, sabonetes, fragrancias finas e produtos de
higiene pessoal, devidoas suas propriedades ja& mencionadas e por ndo causar danos a pele
humana (MCGINTY et al., 2010).

O Quadro 3.7 apresenta alguns trabalhos que utilizaram o 2-etil-hexanol para a sintese
de ésteres emolientes por meio de esterificacdes catalisadas por lipases, demonstrando sua
adequacdo para esta aplicacdo. Além disso, nota-se que a lipase de Candida antarctica
(CALB) demonstrou rendimentos satisfatorios para a sintese de ésteres emolientes e

biolubrificantes.
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Quadro 3.7 - Utiliza¢do do 2-etil-hexanol como matéria-prima para sintese enzimatica de
produtos de interesse industrial.

Biocatalisador Descric¢ido do trabalho Resultados Referéncia
2-etil-hexanoato  de  2-etil- | Foi obtida 83% de
. hexanol foi sintetizado por meio | conversao em 40
Candida da reacdo de esterificagdo em | horas de reagdo
antarctica reag Fao , 99 | DANESHFAR
. o1 meio hexano, empregando razao | Também foi
imobilizada PRSP . etal., 2007
(Novozym 435) molar de 1:1 (acido:alcool) e | realizado um estudo
concentracdo de biocatalisador | cinético  detalhado
de2gL. desta sintese.
Palmitato de 2-etil-hexila foi | Foram realizados 10
Candida obtido a partir da esterificacdo | ciclos de operagdo
antarctica em sistema isento de solvente, | de 6 horas de reagdo, | LERIN et al.,
imobilizada | empregando razdo molar de | atingindo 2011
(Novozym 435) | 1:5,5 (&cido:alcool) e 10,5% de | rendimentos de 85-
biocatalisador. 100%.
. Palmitato de 2-etil-hexila foi | Foram obtidos
Lipase de C . . :
i sintetizado a  partir  da | rendimentos
Candida sp. 99- . ~ . . . o
. o esterificacdo em sistema isento | superiores a 90%, | SHEN ef al.
125 imobilizada .
) de solvente, em reator continuo | durante as 300 horas | 2015
em tecido de . - ~
algodio de leito fixo, empregando razdo | de operagdo.
molar de 1:1,3 (acido:alcool).
Oleato de 2-etil-hexila foi | Em 18 horas de
Lipase Callera | sintetizado por meio da reagdo | reacdo obteve-se um
Trans L de esterificacdo em sistema | rendimento de 53% | TRIVEDI et
(Thermomyces | isento de solvente, empregando | para a produgdo do | al., 2015
lanuginosus) | razdo molar de 1:1 (4cido:alcool) | éster.
e 1% de biocatalisador.
. Oleato de 2-etil-hexila foi | Foram obtidas
Candida .. . .
. sintetizado a partir de meio | elevadas
antarctica . ..
isento de solvente empregando | produtividades,
(CALB) : ) I
. . biorreator de leito fluidizado, | alcangando 0,73 | SILVA et al
imobilizada . . etal.,
em sendo avaliada a porosidade do | mmol g h™'. Além | 20202
oli(estireno- leito, o tempo espacial e a|disso, o sistema
p estabilidade operacional. Foi | mostrou-se ~ muito
co- . - .
o determinada a melhor condi¢do | estavel durante o
divinilbenzeno) . , ~
experimental. periodo de operagao.
Oleato de 2-etil-hexila foi | Os maiores
Candida sintetizado na reagcdo  de | rendimentos foram
antarctica esterificagdao do acido oleico e 2- | obtidos nos testes
(CALB) etil-hexila, em biorreator de leito | que empregaram
imobilizada | fixo, sendo avaliado o tempo | excesso de um dos | SILVA e al.,
em espacial, razdo molar e a |reagentes, atingindo 2020b
poli(estireno- | estabilidade operacional. Foram | cerca de 90%.
co- selecionadas as melhores
divinilbenzeno) | condigdes experimentais para a

conducao do bioprocesso.

Fonte: préprio autor.
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3.10 Biorreatores

Biorreator ¢ um equipamento onde transformagdes bioquimicas sdo catalisadas por
enzimas ou células microbianas. A mistura reacional, constituida de meio (de cultivo ou para
conversao enzimatica) e agente bioldgico, ¢ processada em condi¢des adequadas para o
agente bioldgico expressar o maximo de sua atividade catalitica, seja através do metabolismo
da célula ou da reacao enzimatica (PEREIRA JR., 2008).

A principio, enzimas na forma livre e soltivel s6 poderiam ser empregadas em reatores
descontinuos, contudo, com o avango das técnicas de imobilizag¢do, surge a possibilidade de
utilizar outros tipos de reatores, inclusive os reatores de operacao continua (SCHMIDELL,
2021).

Os reatores bioquimicos sdo baseados nos reatores quimicos tradicionais, porém com
algumas modificagdes para otimizar a operagdo e a conversdo dos reagentes. A selecdo do
tipo de biorreator a ser utilizado com enzimas imobilizadas depende da analise dos seguintes
fatores: a) Forma da enzima imobilizada, que pode ser particulas, membrana ou fibras; b)
Natureza do substrato (solucdo, sélidos em suspensao, coloidal); ¢) Requisitos operacionais
da reagdo, tais como controle de pH e temperatura; d) Cinética da reacgdo, inibigdo por
substrato, produto, ou ambos; e) Superficie catalitica por unidade de volume de reator; f)
Caracteristicas de transferéncia de massa interna e externa; g) Facilidade de substituicao do
biocatalisador e sua regeneracdo; h) Facilidade de operagcdo e i) Custo da constru¢do do
biorreator (ZANIN; MORAES, 2014).

Para o entendimento do sistema reacional e operacional de um reator ¢ de fundamental
importancia distinguir tempo espcial de tempo de residéncia. O tempo espacial € uma medida
que descreve a média do tempo que um elemento de fluido atravessa dentro do reator, desde
sua entrada até sua saida, portanto, ¢ uma medida da velocidade do fluido através do sistema
em relagdo ao volume do reator. O tempo de residéncia € o periodo de tempo médio que uma
substancia especifica permanece dentro do reator, normalmente utilizada para descrever a
duragdo da permanéncia de reagentes, produtos ou contaminantes dentro do sistema
(FOGLER, 2020).

Os tipos de biorreatores mais comumente utilizados sdo: biorreator de tanque agitado,
biorreator tubular de leito fixo ou fluidizado e biorreatores de membranas, sendo os tubulares
os mais empregados por apresentarem condi¢des de tensdo de cisalhamento mais brandas. No

entanto, em alguns processos pode ocorrer a combinacdo destes tipos reatores, sendo
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realizadas experimentagdes ¢ modelagens matematicas para identificar a configuragdo 6tima
do processo (BUCHHOLZ; KASCHE; BORNSCHEUER, 2012).

A conversdao adequada do substrato depende das seguintes condigdes: quantidade e
atividade do biocatalisador (baseada na taxa méxima da velocidade de reacao - Vmax); 0 tempo
de reacdo (t) ou tempo espacial (t) e a concentracdo do substrato [S] (BUCHHOLZ;
KASCHE; BORNSCHEUER, 2012).

A Figura 3.9 ilustra os principais tipos de biorreatores utilizados com enzimas

imobilizadas.

Figura 3.9 — Tipos de biorreatores utilizados com enzimas imobilizadas.
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®

Tanque agitado  Tanque agitado Leito fixo Leito fluidizado
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%

Fonte: Proprio autor.

3.10.1 Biorreator de leito fixo (PBR)

Biorreator de leito fixo, do inglés “Packed-bed bioreactor” (PBR), ¢ um sistema
reacional no qual células ou enzimas estdo imobilizadas e empacotadas em uma coluna,
estando fixas e estaciondrias, enquanto o substrato ¢ bombeado através do leito. Este tipo de
biorreator ¢ amplamente utilizado em reagdes cataliticas em larga escala, devido a sua alta
eficiéncia, baixo custo de operagdo e facilidade de constru¢do (AGUIEIRAS;
CALVACANTI-OLIVEIRA; FREIRE, 2015; AMINI et al., 2017). Esse sistema possui
algumas vantagens, tais como: alta conversao por unidade de massa de biocatalisador, devido
ao grande contato entre o substrato liquido e o biocatalisador sélido; evita a quebra do
biocatalisador devido a baixa tensdao de cisalhamento; apresenta elevada razdo entre enzima e

substrato; facilidade de reciclagem da enzima utilizada; necessita de poucas etapas para
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ampliagdo de escala e alta eficiéncia energética (AGUIEIRAS; CALVACANTI-OLIVEIRA;
FREIRE, 2015; CHRISTOPHER; KUMAR; ZAMBARE, 2014).

Este biorreator pode ser operado em modo continuo ou descontinuo, sendo que no
primeiro caso o substrato ¢ convertido em produto em um ciclo Unico, enquanto que no
segundo, a mistura reacional ¢ reciclada através da coluna durante o tempo reacional,
convertendo os reagentes em produtos. O modo continuo ¢ mais interessante que o
descontinuo, devido a facilidade de automagao e operacao, redugdo de custo com mao de
obra, condi¢des de operacdo mais estaveis e facilidade no controle da qualidade do produto
final (CHRISTOPHER; KUMAR; ZAMBARE, 2014; POPPE et al., 2015).

Um dos parametros mais importantes neste tipo de biorreator ¢ o tempo de reacdo
(tempo espacial), que ¢ determinado pela vazao do substrato ¢ o volume do biorreator. A
vazao deve ser otimizada a fim de propiciar um tempo de contato adequado entre o substrato e
a enzima ¢ minimizar as limitagdes difusionais (POPPE et al., 2015). Além disso, o tamanho
da particula empacotada ¢ de suma importancia, devido aos efeitos de limitacdo de
transferéncia de massa. Este efeito pode ser reduzido utilizando particulas menores, porém
particulas muito pequenas (inferiores a 0,05 mm), podem promover queda de pressao no
biorreator, que afeta o fluxo do substrato, reduzindo a conversdo da reagdo. Outro fator que
pode ocasionar a queda de pressdo no leito, ¢ a utilizacdo de substratos com alta viscosidade,
podendo ser utilizado um solvente para minimizar este problema (AGUIEIRAS;

CALVACANTI-OLIVEIRA; FREIRE, 2015; POPPE et al., 2015).

3.10.2 Biorreator de leito fluidizado (FBR)

Biorreator de leito fluidizado, do inglés “Fluidized-bed bioreactor” (FBR), ¢ um
sistema reacional no qual células ou enzimas imobilizadas sdo mantidas em fluidizagdo por
meio do fluxo do substrato, que ¢ bombeado através do leito, sendo realizada por liquido ou
gas. Neste sistema, o biocatalisador ¢ mantido em equilibrio hidrodindmico obtido pela forca
de arraste derivada do fluxo ascendente do substrato, do empuxo e da for¢ca da gravidade,
sendo a velocidade minima de fluidizagdo definida pela suspensao das particulas quando estas
trés forgas se igualam (AGUIEIRAS; CALVACANTU-OLIVEIRA; FREIRE, 2015; AMINI
etal.,2017; CAPPANNELLA et al., 2016).

Esse biorreator apresenta como vantagem uma elevada transferéncia de massa, e
diferentemente do PBR, a utilizacdo de pequenas particulas de biocatalisador ndo ocasiona

queda de pressdao no leito, sendo menos susceptivel a formacao de caminhos preferenciais
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(FENG et al., 2013; POPPE et al., 2015). No entanto, apresenta como desvantagens a
utilizagdo de menor quantidade de enzima por volume de reator (comparado ao biorreator de

leito fixo), dificil ampliacdo de escala e baixos rendimentos, em fun¢do da elevada vazao

(AL-QUODAH et al., 2017; MATTE, et al, 2016; POPPE et al., 2015).

3.10.3 Biorreatores assistidos por campo magnético

Atualmente ha diversos estudos sobre reatores/biorreatores assistidos por campo
magnético. Este sistema consiste basicamente em aplicar um campo magnético sobre as
particulas magnéticas contidas no interior do reator para incrementar seu grau de agitacdo,
visando aprimorar a transferéncia de massa e a homogeneidade de calor no sistema reacional,
aumentando a produtividade e até mesmo o rendimento de algumas reacdes.

Estes sistemas reacionais estdo sendo pesquisados e estudados em diferentes areas da
engenharia, com destaque para os reatores e biorreatores de leito fluidizado (CUBIDES-

ROMAN et al., 2017; Ll et al., 2018; SRIAKKARIN et al. 2018).

3.10.3.1 Biorreator de leito fluidizado estabilizado magneticamente (MSFBR ou MFBR)

Biorreator de leito fluidizado estabilizado magneticamente, do inglés “Magnetically
stabilized fluidzed-bed bioreactor” (MSFBR) ou “Magnetically fluidized-bed bioreactor”
(MFBR), ¢ um sistema reacional similar ao biorreator de leito fluidizado, porém assistido por
um campo eletromagnético, de modo que, o suporte utilizado para imobilizagdo da enzima ou
a c¢lula deve possuir propriedades magnéticas. Polimeros sintéticos ou naturais com
propriedades magnéticas sao muito utilizados para esta aplicacdo (CUBIDES-ROMAN et al.,
2017).

Esse sistema reacional possui algumas vantagens em relacdo ao biorreator de leito
fluidizado convencional, sendo uma alternativa para evitar as limitacdes de transferéncia de
massa e calor, aprimorar o tempo de reacdo e da mistura, facilitar a separacdo e o reuso do
biocatalisador, reduzir a quebra das particulas do suporte, minimizar a queda de pressdo do
leito, facilitar o transporte dos solidos e melhorar a eficiéncia do contato entre o biocatalisador
e o fluido. Além disso, ¢ possivel empregar maiores fluxos de fluido e fluxo contracorrente
(CUBIDES-ROMAN et al., 2017; ZHOU; CHEN; YAN, 2014; HAJAR; VAHABZADEH,
2016).
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A intensidade do campo magnético aplicado e as caracteristicas das particulas do
suporte magnético afetam diretamente as propriedades hidrodindmicas do leito neste tipo de
biorreator (HAJAR; VAHABZADEH, 2016).

Para um suporte ser utilizado em um MSFBR ¢ necessario que ele possua algumas
caracteristicas e satisfaca alguns critérios em relacdo a rigidez, porosidade, forma, tamanho,
densidade, propriedades magnéticas, carga superficial, hidrofobicidade, concentracdo de
grupos reativos em sua superficie, resisténcia mecanica, propriedade de agregacao e ser inerte
quimicamente (CUBIDES-ROMAN et al., 2017).

O poli(estireno-co-divinilbenzeno) magnetizado, suporte empregado neste trabalho,
pode ser adequado para esta utilizagdo, pois € possivel controlar o tamanho da sua particula
durante a polimeriza¢ao. Possui mesoporos, elevada area superficial especifica, € um material
bastante hidrofobico, possui magnetizacdo de saturacdo significativa, formato de esfera, sendo

inerte quimicamente (BENTO et al., 2017; SILVA et al., 2018b).
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4 MATERIAIS E METODOS

O Fluxograma apresentado na Figura 4.1 ilustra as principais etapas que foram

seguidas para a execu¢do do presente trabalho.

Figura 4.1 — Fluxograma ilustrativo das principais etapas que foram executadas para o
desenvolvimento do trabalho.
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Fonte: Proprio autor.
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4.1 Materiais

Para a sintese do copolimero de poli(estireno-co-divinilbenzeno) magnetizado e a
recristalizacdo do Azobisisobutironitrila (AIBN) foram utilizados: agua ultrapura, alcool
polivinilico — PVA 88% hidrolisado — MM 78000 (Polysciences, Inc.), Azobisisobutironitrila
- AIBN (MIG Quimica), divinilbenzeno 80% (Sigma-Aldrich®), estireno 99% (Sigma-
Aldrich®), heptano 95% (Cromoline), metanol 99,8% (Cromoline), e toluol 99,5%
(Cromoline).

Para a sintese e modificacdo da magnetita: acetato de etila 99,5% (Cromoline) dgua
ultra pura, hidroxido de sédio 99% (Synth), cloreto de ferro (II) tetrahidratado 99% (Sigma-
Aldrich®), cloreto de ferro (III) pentahidratado 97% (Sigma-Aldrich®), 4cido oleico P.A
(Cromoline) e etanol 96% (Cromoline).

Para o processo de imobiliza¢do das enzimas utilizou-se a prepara¢do comercial da
lipase microbiana de Candida antarctica (CALB), adquirida na sua forma livre, da Sigma-
Aldrich®. Também foram utilizados: polietilenoglicol - PEG MM 1500 (Synth) e heptano
95% (Cromoline).

Para a quantificacdo da atividade sintética (esterificacdo) e atividade hidrolitica:
acetona (Cromoline), acido oleico P.S (Cromoline), dgua destilada, butirato de metila 99,5%
(Sigma-Aldrich®), diidrogenofosfato de potassio 99% (Cromoline),
hidrogenofosfatodissodico 99% (Synth), hidroxido de potassio 85% (Synth), e etanol 96%
(Cromoline).

Para a realizacdo da sintese do éster oleato de 2-etil-hexila foram empregados: acido
oleico P.S. 99% (Cromoline), alcool 2-etil-hexanol 99,5% (Cromoline) e peneira molecular
3A, 8-12 mesh (tipo esférica, Sigma-Aldrich®).

Para a sintese do padrdo cromatografico do oleato de 2-etil-hexila foram empregados:
cloreto de tionila 99,5% (Merck), benzeno 99,8% (Sigma-Aldrich), sddio metalico (Merck),

acido oleico P.S. 99% (Cromoline) e alcool 2-etil-hexanol 99,5% (Cromoline).

4.2 Métodos Experimentais

4.2.1 Sintese do poli(estireno-co-divinilbenzeno) magnetizado (STY-DVB-M)
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4.2.1.1 Sintese da magnetita

A magnetita usada para magnetizar o copolimero foi sintetizada a partir da técnica de
co-precipitacdo utilizando a mistura de 60 mL de cada uma das solugdes: cloreto de ferro II
(0,6 molL™) e cloreto de ferro III (1,2 molL™). A solugio resultante foi colocada sob agitagio
mecanica a 65°C, com adi¢do de solu¢do de hidroxido de sodio (4 mol L) até pH 11. A
massa negra contendo magnetita foi lavada com agua ultrapura (UP) e solucao 1:1 de acetato
de etila e 4gua UP até o pH 7, sendo posteriormente filtrada a vacuo e levada a estufa a 60 °C

por 18 h (ROSA et al., 2020). A Figura 4.2 mostra a magnetita sintetizada seca.

Figura 4.2 — Magnetita sintetizada seca.

Fonte: préprio autor.

4.2.1.2 Revestimento da magnetita com acido oleico

Visando aumentar a hidrofobicidade da magnetita, foi realizado uma modificacdo da
sua superficie empregando acido oleico, conforme metodologia descrita por Bento (2017).
Para isso, foram adicionados 3,25g de magnetita, 40 mL de acido oleico e 80 mL de 4gua UP
em um béquer sob agitacdo mecanica por 15 minutos. A solugdo resultante foi filtrada a vacuo
e lavada com etanol para remover o 4acido oleico residual. As particulas magnéticas
modificadas foram levadas a estufa a 60 °C por 18h para completa secagem. A Figura 4.3

ilustra a modificacdo da superficie da magnetita.
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Figura 4.3 — Modifica¢ido da superficie da magnetita com acido oleico: a) Acido oleico, b)
Magnetita e ¢) Particula de magnetita revestida com acido oleico.
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Fonte: Modificado (LACZKOWSKI, 2010).

4.2.1.3 Purificacao do Azobisisobutironitrila (AIBN)

A recristaliza¢dao do iniciador AIBN foi realizada dissolvendo-se 5,0 gramas em 200
mL de etanol anidro sob agitagdo magnética vigorosa, até sua completa dissolucdo.
Posteriormente, a solu¢do foi mantida em refrigerador sob temperatura de 4-8°C por 6 horas,
e no congelador sob temperatura de -6 a -3 °C por 18 horas. Os cristais foram filtrados e secos

em dessecador utilizando silica gel como agente desumidificante (SILVA et al., 2020b).

4.2.1.4. Polimerizacio em suspensiao

O copolimero de STY-DVB-M foi sintetizado a partir da técnica de polimerizacao em
suspensdo, empregando uma fase organica e uma fase aquosa, pela metologia proposta por
Rosa et al. (2020). A fase organica foi composta pelos mondmeros de estireno e
divinilbenzeno na proporg¢ao de 1:1 em peso (fase dispersa) e a fase aquosa composta por uma
solucdo aquosa do agente de suspensdo, alcool polivinilico (PVA), na concentragdo de 1%
(m/v) (fase continua). A essa mistura também foram adicionados toluol como solvente de alta
afinidade, heptano como solvente de baixa afinidade, AIBN como iniciador e magnetita
modificada na propor¢do de 10% (m/m) em relagdo aos mondmeros. A razdo entre a fase
organica e aquosa utilizada foi de 1:8 (v/v). A Tabela 4.1 apresenta as quantidades utilizadas

de cada reagente na polimerizagao.
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Tabela 4.1- Formulagao utilizada nas reag¢des de polimerizacao.

Reagente Massa (g)

AIBN 0,125
Agua ultrapura 400
Divinilbenzeno 6,283
Estireno 6,283
Heptano 18,823
Magnetita 1,257
modificada

PVA 4,000
Toluol 18,823

Fonte: proprio autor.

A polimerizagdo foi realizada em um reator de vidro encamisado (P.H.D.
equipamentos para laboratério), com capacidade total de 0,5 L, sob agitacdo mecanica de 310
rpm ¢ atmosfera inerte de nitrogénio, a 70 °C por 6 horas. A Figura 4.4 mostra o aparato
experimental utilizado para sintetizar o polimero. Apds a polimerizagdo, o meio contendo as
particulas do copolimero foi filtrado a vacuo e lavado exaustivamente com dgua UP, acetona e
etanol, para a remocdo da fase aquosa e dos reagentes residuais. Em seguida, o material foi

seco em estufa a 60 °C por 18 h e peneirado para selecdo de particulas de tamanho entre 0,177

a 0,707 mm. A Figura 4.5 mostra o suporte de STY-DVB-M seco.
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Figura 4.4 — Aparato experimental utilizando para sintetizar o suporte de STY-DVB-M: 1 —
Banho termostatico para aquecimento do reator; 2 — Banho termostatico para resfriamento do
condensador; 3 — Condensador; 4 — Painel para controle da agitacdo do reator; 5 — Reator de
vidro; 6 — Entrada para o gés nitrogénio.

Fonte: Proprio Autor

Figura 4.5 — Suporte de STY-DVB-M seco.

Fonte: Proprio Autor
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4.2.3 Imobilizacao da lipase de Candida antarctica (CALB) no suporte polimérico

Para a imobilizacao da lipase CALB no suporte polimerico foi utilizada a metodologia
proposta por Silva et al. (2023). O suporte sintetizado (STY-DVB-M) foi embebido em
heptano em uma propor¢do de 1:10 (m/v) e mantido sob agitacdo por 2 h em ‘shaker’. Em
seguida foram adicionados 100 pL de solugdo aquosa 5 g L™ de polietilenoglicol (PEG-1500)
e 250 uL de lipase, para cada grama de suporte. A suspensao resultante foi colocada sob
suave agitagdo até¢ adesdo da enzima ao suporte, seguido de contato estatico por um periodo
de 18 h a 4°C (Figura 4.6). Posteriormente, o derivado imobilizado foi filtrado a véacuo e

lavado com heptano até a redu¢do da umidade para valores inferiores a 10%.

Figura 4.6 — Derivado imobilizado embebido em heptano.

Fonte: proprio autor.

4.2.4 Sintese do padrao cromatografico do oleato de 2-etil-hexila

O padrao cromatografico do oleato de 2-etil-hexila foi sintetizado a partir da reagdo do
2-etil-hexoxido de sodio e cloreto de octadec-9-enoila, de acordo com metodologia
modificada de Urioste et. al (2008). Para a sintese do isoctoxido de sddio foram adicionados
40 g de 2-etil-hexanol (em excesso) e 0,8 g de sodio metalico em um béquer de 100 mL,
sendo em seguida agitado mecanicamente por 1 hora para que todo o sodio reagisse com o 2-
etil-hexanol (Figura 4.7).

A sintese do cloreto de octadec-9-enoila foi conduzida em um baldo de fundo redondo
de 100 mL, ao qual foram adicionados 10 g de 4cido oleico, sendo em seguida aquecido até

temperatura de 50 °C, e entdo adicionados vagarosamente 8,4 g de cloreto de tionila (SOCl>),
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por meio de um amostrador automatico. A reagdo foi realizada durante 3 horas (Figura 4.8) e

0 SOCI; residual foi removido por evaporacao a vacuo, com adi¢do de 10 mL de benzeno.

Figura 4.7 — Ilustracdo da reagdo entre sédio e 2-etil-hexanol para a sintese do 2-etil-
hexoxido de sédio.

Na -+ \/\/i/o'* — \/\/(/O'N‘f + H-H

Sodio 2-etilhexanol 2-etil-hexoxido de sodio  Hidrogénio

Fonte: Proprio autor.

Figura 4.8 — Ilustragdo da reagdo entre 4cido oleico e cloreto de tionila.

o) 0 o o)
I Il
OH + CI/ \CI /4 cl —|_ (ll _|_ H-CI
Acido Cloreto de Cloreto de Didxido ACidO
oleico tionila octadec-9-enoila de Enxofre cloridrico

Fonte: Proprio autor.

Para a sintese do oleato de 2-etil-hexila, o 2-etil-hexdxido de sodio e o cloreto de
octadec-9-enoila foram colocados em um baldo de trés bocas de 100 mL, sob agitagdo
mecanica de 300 rpm durante 2 horas. O meio reacional foi entdo filtrado para separacdo do

cloreto de sodio formado. A Figuras 4.9 ilustra a reacdo da sintese do éster.

Figura 4.9 — Ilustragdo da reacdo entre 2-etil-hexoxido de sddio e cloreto de octadec-9-
enoilapara a sintese dooleato de 2-etil-hexila.

A, e e WA e

Cloreto de 2-etil-hexoxido Oleato de Cloreto
octadec-9-enoila de sodio 2-etilhexila de sodio

Fonte: Proprio autor.
O produto foi destilado a vacuo (0,4 mmHg), sendo primeiramente retirada a fragdo
que continha o 2-etil-hexanol e posteriormente a fragdo contendo o oleato de 2-etil-hexila

puro, sendo esta destilada a temperatura de 225 °C. A Figura 4.10 ilustra o esquema do
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aparato experimental utilizado para a destilacdo e purificagdo do padrao de oleato de 2-etil-

hexila.

Figura 4.10 — Esquema experimental utilizado para a destilacao e purificagao do padrao de
oleato de 2-etil-hexila: 1 — Manta de aquecimento; 2 — Baldo de fundo redondo; 3 —
Termometro; 4 — Condensador; 5 — Banho termostatico.

Fonte: proprio autor.

4.2.5 Sintese do oleato de 2-etil-hexila catalisada pela lipase de Candida antarctica
imobilizada em STY-DVB-M

As sinteses do éster oleato de 2-etil-hexila foram realizadas via esterificagdo
enzimatica, em modo de operacdo continuo, empregando como matéria-prima acido oleico e
alcool 2-etil-hexanol e lipase de Candida antarctica (CALB) imobilizada em STY-DVB-M,
como biocatalisador. O prosseguimento da rea¢do foi acompanhado por meio da retirada de
aliquotas a fim de quantificar a concentracdo residual do acido oleico, e a formacao do oleato
de 2-etil-hexila, sendo calculados os rendimentos das reacdes, as concentragdes € as
produtividades do éster.

Os substratos foram preparados em frascos de vidro com capacidade de 1L, sendo
adicionadas massas adequadas de acido oleico e 2-etil-hexanol para cada razao molar testada.
Peneira molecular (tipo esférica, Sigma-Aldrich®) foi utilizada para retirar a 4gua presente no
substrato preparado, numa relacdo de 10% (m/v). Primeiramente a peneira molecular foi
levada a um forno mufla (SP-1200, SP Labor®) a 300°C por 3 horas a fim de desidrata-la.

Apds o tempo determinado, a peneira foi colocada em um dessecador para resfriamento, e
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entdo transferida a um frasco de vidro de 100 mL juntamente com o substrato preparado. O

substrato foi armazenado em refrigerador na temperatura de 4-8°C por 18 horas.

4.2.5.1 Sintese do oleato de 2-etil-hexila realizada em biorreator de leito fixo (PBR)

As sinteses conduzidas em reator de leito fixo foram realizadas em coluna de vidro
encamisada com capacidade total de 15,8 mL (11 mm de didmetro interno ¢ 166 mm de
altura), contendo 4,3g de biocatalisador. Essa relacdo entre a altura/didmetro da colunafoi
baseada em resultados anteriores que mostraram que colunas que apresentam uma maior
relacdo altura/didmetro (//d) sofrem menor limitacdo de transferéncia de massa (DAMSTRUP
etal.,2007).

Para a alimentacao do biorreator foi efetuado um bombeamento do substrato através
do leito, com auxilio de uma bomba peristaltica (120S/D1, Watson-Marlow) e mangueiras de
marprene (Watson-Marlow) apresentando as seguintes especificagdes: 1,6 x 1,6 mm
(902.0016.016); 4,8 x 1,6 mm (902.0048.016); 8,0 x 1,6 mm (902.0080.016) ¢ 9,6 x 2,4 mm
(902.0096.024). Além disso, o sistema experimental foi composto por um reservatério de
vidro cilindrico encamisado (100 mL) com trés bocas, banho termostatizado (Tecnal®, TE-
2005) e agitador magnético (Heidolph, MR2002).

A Figura 4.11 ilustra o esquema experimental que foi utilizado para a conducdo da
sintese do éster oleato de 2-etil-hexila em biorreator de leito fixo em modo continuo de
operacao.

Nessa configuracdo de biorreator foram avaliadas diferentes vazdes volumétricas de
alimentagdo do substrato (tempo espacial) e diferentes razdes molares (acido:alcool) entre os
reagentes de partida (acido oleico e 2-etil-hexanol), a fim de estudar a influéncia dessas

varidveis no desempenho da sintese do éster emoliente.
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Figura 4.11 — Aparato experimental do biorreator de leito fixo para a sintese do éster oleato
de 2-etil-hexila operado em modo continuo. Em que: 1 — Reservatério de substrato; 2 —
Bomba peristaltica; 3 — Coluna de vidro; 4 — Banho termostatizado; 5 — Reservatério de
produto.

>

el
— -

Fonte: Proprio autor.

4.2.5.1.2 Estratégias para remocao da agua formada nas reacdes de esterificacio

Como a agua ¢ um subproduto da reagdo de esterificacdo, foram propostas estratégias
a fim de remové-la do meio reacional, pois pelo o principio de Lé Chatelier, sabe-se que a
remog¢do de um dos produtos promove o deslocamento do equilibrio da reacdo no sentido de
formagdo de produtos.

Para o biorreator de leito fixo, foi utilizada a configuragdo de duplo estagio,
empregando coluna extratora de agua entre os biorreatores em série, com capacidade total de
9,7 mL (15 mm de didmetro interno ¢ 55 mm de altura) contendo 10,75 g de peneira
molecular ativada (relacdo de 1,25:1 entre massa de peneira molecular e massa de

biocatalisador). O aparato experimental pode ser visualizado na Figura 4.12.
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Figura 4.12 - Aparato experimental para biorreator de leito fixo de duplo estdgio com coluna
extratora de umidade. Em que: 1 — Reservatério de substrato; 2 — Bomba peristaltica; 3 —
Primeiro estagio de coluna de vidro; 4 — Banho termostatizado; 5 — Coluna extratora de agua;
6 — Segundo estagio de coluna de vidro; 7 — Reservatorio de produto.

Fonte: Proprio autor.

4.2.5.2 Sintese do oleato de 2-etil-hexila em biorreator de leito fluidizado (FBR)

Neste biorreatorforam empregadas as melhores condicdes de razdo molar
(acido:alcool) estabelecida para o reator de leito fixo. As sinteses foram realizadas em coluna
de vidro encamisada com capacidade total de 35,7 mL (15 mm de didmetro interno e 202 mm
de altura).

Foi analisada a influéncia da porosidade do leito sobre o rendimento da reagao,
concentracdo e produtividade em éster, em diferentes tempos espaciais. A Figura 4.13 ilustra

0 aparato experimental que foi utilizado neste tipo de biorreator.
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Figura 4.13 — Aparato experimental do biorreator de leito fluidizado. Em que: 1 —
Reservatério de substrato; 2 e 3 — Bombas peristalticas; 4 — Coluna de vidro; 5 — Banho
termostatizado; 6 - Reservatorio de substrato do reciclo; 7 - Reservatério de produto.

|
AT O?A A

1

Fonte: proprio autor.
4.2.5.2.1 Testes de expansao do leito fluidizado

Visando determinar a velocidade minima de fluidizagdo para o reator de leito
fluidizado, foram realizados ensaios de expansao do leito em fun¢do da vazdo ascendente do
fluido. Os testes foram conduzidos empregando-se substrato com razao molar de 1:1 (acido:
alcool) e temperatura de 50 °C, sendo variada a quantidade do biocatalisador CALB-STY-
DVB-M (1,0 a 2,5 g). O derivado imobilizado foi previamente inativado em estufa a 110 °C
por 2 horas, sendo medida a altura do leito em fung¢do da vazdo utilizada, que foi
gradativamente aumentada.

Para cada condicdo testada foi calculado o tempo espacial (1) e a vazdo (Q) de acordo

com as Equacdes 4.1 ¢ 4.2.

.= Vitil il
2 @
m
Vum: T rzh -— (42)
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Em que: Vil = volume util do biorreator (cm?); r = raio do biorreator (cm); h = altura
do leito (cm); m = massa de biocatalisador (g); p = massa especifica do biocatalisador
utilizado (g-cm™).

A porosidade do leito (¢g) foi calculada pela Equacao 4.3.

o= (Vt'vs) —1- m
Vi ps*A-h (4.3)

Em que: € = porosidade do leito; h = altura do leito de particulas (cm); A = area da
seccdo transversal do biorreator (cm?); Vi = volume do biorreator (cm®); Vs = volume ocupado
pelas particulas (cm?); ps = densidade do sélido (g cm™); m = massa do biocatalisador (g).

Utilizando as Equacdes 4.4, 4.5 e 4.6, propostas por Richardson e Zaki (1954), que sdo

empregadas para expansao de leitos com particulas esféricas uniformes de didmetro uniforme,

foi calculada a velocidade minima de fluidizagao.

u= 4
A (4.4)
Mo n (4.5)
Utce
d
logu,, = logu, — d—p (4.6)
i

Em que: u = velocidade superficial do fluido (cm min™); ue = velocidade terminal da
particula corrigida pelo efeito da parede da coluna (cm min™'); 1 = coeficiente de expansio; u
= velocidade terminal da particula (cm min™'); di = didmetro interno do reator (cm); dp =

diametro da particula sélida (cm).

Linearizando a Equagdo 4.5 por meio da aplicacdo de logaritmo neperiano, obtém-se a

relacdo expressao pela Equagdo 4.7:

Inu=n-In¢e+Inu,., 4.7)
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Desta forma, foi elaborado graficos de Ingw) versus Ine), € os coeficientes angular e
linear da reta obtida correspondem, respectivamente, ao coeficiente de expansdo, m, € ao
logaritmo neperiano da velocidade terminal da particula corrigida, ugc.

Para calcular a altura minima da coluna do biorreator de leito fluidizado foi utilizada a

Equacao 4.8 que foi calculada a partir da combinagao das Equagdes 4.1, 4.2 ¢ 4.3.

4 - T Qs
hminszm

T (4.8)

" Emin

4.2.5.3 Sintese do oleato de 2-etil-hexila em biorreator de leito fluidizado estabilizado
magneticamente (MSFBR)

As reacgdes de esterificacao do acido oleico com 2-etil-hexanol para a sintese do oleato
de 2-etil-hexila foram conduzidas de maneira continua em biorreator de leito fluidizado
estabilizado magneticamente a 50 °C empregando razdo molar de 1:1 (4cido:alcool). O
sistema experimental foi composto por uma coluna de vidro encamisada com capacidade total
de 35,7 mL (15 mm de diametro interno ¢ 202 mm de altura), sendo empregada recirculagdo
do substrato (vazio = 0,70mL min') com saida continua do efluente. A coluna de vidro do
biorreator foi inserida dentro de um solenoide de cobre AWG 8 (200 mm de altura e 140 mm
de diametro), constituido por fio de cobre envolto em um suporte pléstico, sendo a intensidade
do campo magnético controlada por uma fonte de alimentagdo de corrente continua (FA-2030,
Instrutherm), que foi acoplada aosolenoide por meio de um cabo de transmissdo de 3.5
metros, AWG 3.

Nesta configuracdo o biorreator foi estabilizado magneticamente, sendo analisada a
influéncia da intensidade do campo magnético na sintese do éster emoliente, com o auxilio de
um Gaussimetro (TLMP-HALL-01k, GlobalMag®) com sonda hall axial de 200 mm. A

Figura 4.14 ilustra o aparato experimental utilizado.
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Figura 4.14 — Aparato experimental do biorreator de leito fluidizado estabilizado
magneticamente. Em que: 1 — Reservatério de substrato; 2 e 3 — Bombas peristélticas; 4 —
Coluna de vidro envolta de solenoide; 5 — Banho termostatizado; 6 - Reservatorio de substrato
do reciclo; 7 - Reservatério de produto; 8 — Fonte variavel de energia.

1

Fonte: Proprio autor.

4.3 Métodos de analises

4.3.1 Atividade sintética

Foi avaliada a atividade sintética (esterificacdo) do biocatalisador obtido pela
imobilizacdo da lipase de Candida antarctica (CALB) imobilizada em suporte de
poli(estireno-co-divinilbenzeno) magnetizado, conforme metodologia modificada de Pinto et
al. (2014). Foram transferidos a um frasco de vidro com capacidade de 100 mL, 11,1 mL de
acido oleico, 1,9 mL de etanol anidro e 0,5 de biocatalisador. O frasco foi acondionado em
shaker durante 1 hora a temperatura de 50 °C e agitacdo de 200 rpm, sendo retiradas amostras
de 0,1 mL em tempos pré-determinados. Uma unidade de atividade enzimatica de
esterificacdo (U) ¢ definida como a quantidade de enzima necessaria para formar 1 pmol de
oleato de etila por minuto de reagdo sob as condi¢des do ensaio. A atividade sintética foi
determinada apenas na regido linear do grafico: concentracdo do produto versus unidade de

tempo.
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4.3.2 Atividade hidrolitica

Para quantificar a atividade hidrolitica dos biocatalisadores, foi utilizado o método da
hidrodlise do butirato de metila, conforme metodologia descrita por Fidalgo ef al. (2016). Em
erlenmeyers de 125 mL foram adicionados30 mL de tampdo fosfato 25 mmol L' pH 7 e
300uL de butirato de metila. A mistura foi acondicionada em shaker a 45 °C e 200 rpm. Ao
erlenmeyer foram adicionados 0,05 g de biocatalisador, sendo a reagao finalizada em 10
minutos. Posteriormente 10 mL de solucao etanol-acetona 1:1 (v/v) foram adicionadas a
mistura, na qual foi titulada com KOH 0,05 mol L, utilizando fenolftaleina como indicador.

A atividade hidrolitica foi calculada de acordo com a Equagao 4.9.

_ (V,-W)- C- 1000
B t-m

A (4.9)

Em que: A = atividade hidrolitica (U.g!), Va = volume de solugdo de KOH utilizado
na titulagdo da amostra (mL); Vp = volume de solugdo de KOH utilizado na titulacdo do
branco (m); C = concentragio em quantidade de matéria da solu¢io de KOH (mol L); t =
tempo de reacdo (min); e m = massa de biocatalisador utilizado (g).

Uma unidade de atividade hidrolitica (U) foi definida como a quantidade de enzima
necessaria para formar 1 pumol de acido butirico por minuto de reacdo sob as condi¢cdes do

ensaio.
4.3.3 Rendimento de imobilizaciao

O rendimento de imobilizagdo (n%) foi mensurado pelo método proposto por Alloue

et al. (2008), conforme equacao 4.10.
Rendimento de imobilizagdo (%) = ':ﬁ x 100 (4.10)
li

Sendo que: Aim é a atividade hidrolitica recuperada pelo derivado imobilizado (U g') e A é a

atividade hidrolitica da enzima livre oferecida para imobiliza¢do (U g™!).
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4.3.4 Determinacio do teor de umidade

A determinac¢ao do teor de umidade do AIBN e dos biocatalisadores foi realizada em
balanca analitica acoplada com infravermelho (MOC63u, Shimadzu) durante 3 min a 105 °C.
A umidade dos substratos utilizados nas esterificagoes ¢ dos efluentes dos biorreatores foram

determinados em Titulador Karl Fisher (AKF5000, Koehler).
4.3.5 Acompanhamento das reacoes de esterificacao

Em tempos pré-determinados foram coletas amostras das reagdes de esterificagdo para
consumo do acido graxo e quantificacdo do éster formado.

A quantificacdo do teor do éster oleato de 2-etil-hexila formado foi realizada por
cromatografia em fase gasosa (CG) e o consumo do acido graxo foi acompanhado pela
titulagio com solu¢do aquosa de KOH (0,04 molL!) empregando fenolftaleina como

indicador, sendo adicionados 10 mL de etanol a cada aliquota de 0,1 g do meio reacional.
4.3.5.1 Rendimento de esterificacao

O célculo do rendimento da reagdo foi baseado na propor¢do estequiométrica do €ster

sintetizado empregando-se a Equacao 4.11.
Rendimento de esterificagio (%) = (%)-100 4.11)

Em que: C; = Concentragdo inicial do reagente limitante (dcido oleico ou 2-etil-
hexanol) no substrato (mol L) e Csier = Concentragdo do éster em um determinado tempo de

reacdo de esterificacio (mol L).
4.3.5.2 Concentracio em éster

A concentracao do éster oleato de 2-etil-heilxa nas amostras analisadas foi obtida por

analise em cromatografia gasosa a partir do método desenvolvido no presente trabalho.
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4.3.5.3 Produtividade

O calculo da produtividade em éster obtida nos processos enzimaticos foi realizado

empregando-se a Equagao 4.12.

Cgster Q- 60
Produtividade (mmol gth'!)= % (4.12)

Em que: Ceser = € a concentragdoem éster formada na reagdo de esterificacdo em
molL!, Q = ¢ a vazdo do efluente do biorreator em mL min!, e m = é a massa de

biocatalisador contido na coluna do biorreator em gramas.
4.3.5.3 Estabilidade operacional do biocatalisador
A estabilidade operacional do biocatalisador foi avaliada conforme metodologia

proposta por Pires-Cabral er al. (2010). As Equagdes 4.13 e 4.14 mostram como foram

calculados o tempo de meia vida (t12) e a constante de desativagao (Kq).

A=A - ekat (4.13)
_ 2
Ay (4.14)

Em que: (A) ¢ a atividade de referéncia, calculada a partir do rendimento de
esterificagdo inicial, que representa 100% da atividade, (A¢) € a atividade residual em cada
tempo analisado, estimada pela razdo entre o rendimento de esterificagdo em um determinado
tempo (t) e o rendimento de esterificagdo de referéncia. O ajuste do modelo da Equacdo 4.13

foi calculado pelo software Origin 9.0.

4.3.6 Teste de Tukey

Visando verificar a influéncia da variacdo da intensidade do campo magnético
aplicado ao biorreator de leito fluidizado estabilizado magneticamente em relacdo ao
biorreator de leito fluidizado, foi utilizado o teste de Tukey, uma ferramenta estatistica, para

comparagdes multiplas, nas quais foram analisadas no software Statistica 12.5.
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5 RESULTADOS

5.1 Caracteristicas do suporte de poli(estireno-co-divinilbenzeno) magnetizado e do
biocatalisador desenvolvido

O biocatalisador utilizado no presente trabalho foi obtido a partir da imobilizagdo da
lipase de Candida antarctica B em poli(estireno-co-divinilbenzeno) magnetizado (CALB-
STY-DVB-M).

Inicialmente foram analisadas algumas caracteristicas do suporte polimérico
sintetizado (STY-DVB-M), como sua magntetizacdo, area superficial especifica, diametro
médio e volume de poros, sendo estes dados obtidos por Rosa (2019) em sua dissertagao de
Mestrado. Posteriormente, visando verificar a eficiéncia da imobilizacdo da lipase nessa matriz
polimérica magnetizada e mensurar o poder de catalise do biocatalisador obtido, foi calculado o
rendimento de imobilizagdo e quantificada a atividade enzimatica sintética e hidrolitica do sistema
imobilizado.

A Tabela 5.1 apresenta as caracteristicas do suporte utilizado e do biocatalisador obtido. A
partir da curva de histerese obtida pela andlise da magnetizacdo do suporte polimérico
realizada no magnetdmetro de amostra vibrante (VSM), foi possivel constatar que o STY-
DVB-M demonstrou magnetizacdo de saturagio de aproximadamente 4,5 emu g”!, atingindo a
saturacdo em aproximadamente 30 kOe. O material apresentou coercitividade e remanéncia
quase nulas, com caracteristica de materiais superparamagnéticos, comuns as ferritas (ZHAO,
ZHANG, FENG, 2012).

De acordo com os dados obtidos pela andlise de BET, o material pode ser classificado
COmMo mMesoporoso, visto que possui poros com didmetro médio entre 2 € 50 nm. Além disso, o
valor da area superficial especifica do copolimero magnatizado (437 m? g') sugere sua
adequacdo para a imobilizagdo de algumas enzimas, ja que apresenta area superficial
especifica bastante elevada (BUCHHOLZ; KASCHE; BORNSCHEUER, 2012).

Resultados similares as analises de BET encontrados por Rosa (2019) foram obtidos
por Deluzel et al. (2000), que sintetizaram o poli(estireno-co-divinilbenzeno) pela técnica de
polimerizacdo em suspensao, e analisaram as particulas por BET, obtendo area superficial de
599 m’g!, didmetro médio de poro de aproximadamente 4 nm e volume de poros de 0,44

cm’g!.
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Tabela 5.1 — Caracteristicas do suporte STY-DVB-M e do biocatalisador CALB-STY-DVB-M.

Analise Dados complementares Resultado

_ § ﬁ Magnetizagdo de
Curva de magnetizagao g
8 saturagao de
- e
. I aproximadamente
Lago de histerese * s ]
R 4,5 emu g’!
-90 -75 -60 45Ca:10p(;1:1390néti1§o (iooef;’:') 60 75 90
450 Area superficial
400 - —Ad a
. o especifica de 437(m2g')
Andlise Textural pelo 2 ¥
< 300
Método de BET g . .
3 Diametro médio de poro
- @ 200
E o] de 5,9(nm)
Isoterma de Adsorc¢ao e S ol
Dessorgao * 501
o1 02 05 o4 05 0o 07 a8 09 Volume de poros
Presséo relativa (P/P,)
° de 0,64(cm3g™)
Rendimento de
imobilizacdo do CALB- - 92,62 + 5,24 (%)
STY-DVB-M **
Atividade sintética do
Esterificaca 1 il 179,64 + 15,51 (U g’!
CALB-STY-DVB-M ** sterificagdo do oleato de etila 79,6 S51(UgH
Atividade hidrolitica do
Hidroélise do butirato de metila 522,97+ 19,14 (U g

CALB-STY-DVB-M **

Fonte: *Rosa (2019), ** Proprio autor.

Em relacdo as atividades enzimaticas obtidas pelo CALB-STY-DVB-M, ¢ possivel
notar que o biocatalisador apresentou atividade sintética e atividade hidrolitica consideraveis,

corroborando com o valor da area superficial obtida para o suporte utilizado. Além disso, o
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elevado rendimento de imobilizacdo mostra que o processo de imobilizagdo foi bem sucedido
¢ a matriz de imobilizacdo ¢ bastante adequada para esta aplicagdo.

Em estudo realizado por Monteiro et al. (2019) em que avaliaram o rendimento de
imobilizacdo da lipase de Candida antarctica (CALB) em suporte de nanoparticulas
magnéticas, pela técnica de adsor¢do fisica, encontraram rendimento de imobilizagdo de
57,6%, inferior ao obtido no presente trabalho.

Rodrigues et al. (2008a) sintetizaram um derivado imobilizado de lipase de Candida
antarctica (CALB) imobilizada em carbono ativado por adsor¢ao fisica, e obtiveram 141,81
U g'! de atividade hidrolitica a partir da hidrdlise do butirato de metila. Em outro trabalho
desenvolvido por Rorigues et al. (2008b) na qual produziram um biocatalisador a partir da
imobilizagdo por ligacdo covalente da lipase de Candida antarctica (CALB) imobilizada em
agarose-glioxil ativada com glicidol, obtiveram 845 U g de atividade hidrolitica a partir do
mesmo método de quantificacdo. Esses resultados demonstram que a atividade hidrolitica
obtida pelo CALB-STY-DVB-M no presente trabalho ¢ adequada, visto que esta dentro da
faixa de valores obtidos por outros autores.

Resultados similares a atividade sintética obtida pelo CALB-STY-DVB-M, foi
constatada por Foresti & Ferreita (2007), que desenvolveram um derivado imobilizado a partir
da imobilizag¢do da lipase de Candida antactica (CALB) em quitosana por meio de ligagao
covalente, e obtiveram 335,66U g!' de atividade a partir da esterificacdo do oleato de etila,

comprovando o bom desempenho do biocatalisador sintetizado no presente trabalho.

5.2 Estabelecimento do método de analise para determinacio do teor do oleato de 2-etil-
hexila

5.2.1 Caracteriza¢io do oleato de 2-etil-hexila por RMN 'H ¢ RMN 3C

O padrdo cromatografico de oleato de 2-etil-hexila sintetizado de acordo com item
4.2.4, teve sua estrutura quimica confirmada pela andlise de ressondncia magnética nuclear de
proton (RMN 'H) e de carbono (RMN '3C).

As Figuras 5.1 e 5.2 mostram os espectros obtidos pela andlise de ressonancia
magnética nuclear de préton (RMN 'H) e pela andlise de ressonincia magnética nuclear de

carbono (RMN '3C), respectivamente.
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Figura 5.1 - Espectro obtido para o oleato de 2-etil-hexila a partir da andlise de ressonancia
magnética nuclear de proton (RMN 1H): a) Sinais de deslocamento dos hidrogénios do
carbono ligados ao oxigénio da carbonila referente ao alcool; b) Sinais de deslocamento dos
hidrogénios do carbono (denominado carbono a) ligados ao grupo carbonila referente ao
acido.
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Fonte: Proprio autor

De acordo com Pavia et al. (2015), existem dois tipos de hidrogénios distintos
caracteristicos nos ésteres: a) os hidrogénios do carbono ligados ao oxigénio da carbonila
referente ao alcool (que origina o éster), apresentando sinais de deslocamento entre 3,5-4,8
(ppm) e b) os hidrogénios do carbono (denominado carbono o) ligados ao grupo carbonila
referente ao acido (que origina éster), apresentando sinais de deslocamento entre 2,1-2,5
(ppm). Além disso, os hidrogénios dos dois carbonos ligados pela insaturacdo apresentam
sinais de deslocamento em 4,5-6,5 (ppm). Essas evidéncias sdao observadas no espectro da

Figura 5.1, confirmando a estrutura quimica do oleato de 2-etil-hexila.
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Figura 5.2 — Espectro obtido para o oleato de 2-etil-hexila a partir da andlise de ressonancia
magnética nuclear de carbono (RMN '3C): a) Sinais de deslocamento do carbono da
carbonila; b) Sinais de deslocamento do carbono ligado a carbonila referente ao alcool.
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Fonte: Proprio autor.

No espectro da Figura 5.2, em (a) € possivel identificar o carbono referente a carbonila
na regido de 6 174,02-173,11 (ppm) e em(b) o carbono ligado a carbonila referente ao alcool,
apresentando sinal de deslocamento em 6 66,58-66,71 (ppm). Os carbonos ligados entre si por
insaturacdo, apresentam sinais de deslocamento de & 129,68-130,45 (ppm), confirmando
também a formagao do éster (LAGE et al., 2016; PAVIA et al., 2015).

As Tabelas 5.2 e 5.3 mostram os principais grupos quimicos € seus respectivos sinais
de deslocamentos com referéncia ao tetrametilsilano, para analise d¢ RMN 'H e RMN 3C,

respectivamente.
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Tabela 5.2 — Sinais de deslocamento para cada tipo de grupo quimico para analise d¢ RMN

1
= Grupo quimico Sinais de deslocamento 6 (ppm)
R-CH;3 0,7-1,3
R-CHz-R 1,2-1,4
R3-CH 1,4-1,7
C=C-C-H 1,6-2,6
-C=C-H 4,5-6,5

Fonte: (PAVIA et al., 2015).

Tabela 5.3 — Sinais de deslocamento para cada tipo de grupo quimico para andlise de RMN
13C.

Grupo quimico Sinais de deslocamento 6 (ppm)
R-CH;3 8-30
R-CH:2-R 15-55
R3-CH ou R4C 20-60
-C=C- (carbono insaturado sp?) 100-150
C=0 (carbonila) 155-185

Fonte: (PAVIA et al., 2015).

5.2.2. Desenvolvimento do método cromatografico para quantificaciao do oleato de 2-etil-
hexila

O método de analise para quantificacdo do teor do éster oleato de 2-etil-hexila foi
realizado em um cromatdgrafo gasoso PerkinElmer® - Modelo Clarus 580, equipado com uma
coluna capilar com recheio composto de 5% difenilo e 95% dimetilpolisiloxano, revestida por
fibra de vidro e detector de ionizacdo de chama (FID).Os fluxos dos gases para alimentagao
do detector foram mantidos em 40 e 400 mLmin™' de H; e ar sintético, respectivamente, sendo
N utilizado como gés de arraste (variacio de fluxo entre 0,2 a 1 mLmin™!).

O estabelecimento do método de analise foi iniciado com uma isoterma a 105 °C por 7
minutos e vazio de N2 de 0,2 mLmin’!. Posteriormente a vazio do géis de arraste foi alterada
para 1 mLmin™!, e trés rampas de aquecimento foram estabelecidas: 20 °C min™! até atingir

130 °C, mantendo-se constante por 1 min; 25 °C min’!

até atingir 200 °C, mantendo-se
constante por 2 minutos e 25 ‘C min™ até atingir 280 °C, mantendo-se constante por 5

minutos, totalizando um tempo de 22,25 minutos de anélise (Tabela 5.4). O volume de inje¢ao
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foi de 1uL de uma mistura 1:1 da amostra com o padrdo interno (8,0 g-L™! de hexanol em

heptano).

Tabela 5.4 — Condigdes de operagado estabelecidas para o método de dosagem do oleato de 2-

etil-hexila.

Temperatura Taxa de aquecimento Tempo Vazao do gas de
(&9) (°Cmin™) (min) arraste (mLmin™)
105 - 7 0,2
105-130 20 - 1,0
130 - 1 1,0
130-200 25 - 1,0
200 - 2 1,0
200-280 25 - 1,0
280 - 5 1,0

Fonte: Proprio autor.

A Figura 5.3 apresenta o cromatograma obtido apos o estabelecimento do método de

analise para a quantificacao do oleato de 2-etil-hexila.

Figura 5.3 — Cromatograma obtido para quantificacao do oleato de 2-etil-hexila.
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Fonte: préprio autor.
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5.3 Reacoes de esterificacao conduzidas em biorreator de leito fixo

5.3.1 Sintese do oleato de 2-etil-hexila conduzida em biorreator de leito fixo em simples
estagio

Foram avaliadas a influéncia da razdo molar (acido:alcool) e do tempo espacial (h) na
sintese continua do oleato de 2-etil-hexila realiza em biorreator de leito fixo em simples
estagio, na temperatura de 50 °C. O biorreator foi empacotado com 4,3g de lipase de Candida
antarctica imobilizada em poli(estireno-co-divinilbenzeno) magnetizado com magnetita
(CALB-STY-DVB-M).

Nesses experimentos foram testadas razdes molares (acido:alcool) de 4:1 a 1:4, sendo
empregados para cada razdo molar, os tempos espaciais de 3, 6 e 12 horas, durante 8 dias de
operagdo. O progresso da sintese foi analisado quanto a concentragdo do éster, o rendimento
de esterificacdo e a produtividade do bioprocesso. A Tabela 5.5 mostra os valores médios

destes trés parametros para cada condigdo experimental.

Tabela 5.5 — Valores médios de rendimento, concentragao em éster ¢ produtividade obtidos
na sintese do oleato de 2-etil-hexila conduzida em biorreator de leito fixo operado
continuamente empregando CALB-STY-DVB-M com substratos em diferentes razdes (4:1 a
1:4) ediferentes tempos espaciais (3-12 h).

l:,la.Zin molar ;1;;1;10[;;’1 Rendimento (%) COI}centracﬁo em Produtividade
Acido/Alcool (h) éster (g L) (mmol g h'!)
3 56,95+ 3,10 145,98 + 7,95 0,344 + 0,019

4:1 6 63,01 =1,20 161,52 + 3,07 0,190 + 0,004

12 82,39 + 1,69 214,80 + 5,04 0,127 £ 0,003

37,77 £ 2,40 186,26 + 11,82 0,439 + 0,028

2:1 6 54,74 £ 2,96 269,92 + 14,61 0,318+ 0,017

12 72,61 + 1,57 358,05+7,75 0,211 +0.05

3 34,52+ 1,07 268,14 + 8,32 0,632 £+ 0,020

1:1 6 49,56 £ 1,57 384,95+ 12,22 0,454 £ 0,014

12 60,72 + 1,27 471,65+ 10,98 0,278 + 0,006

3 48,47 £ 0,99 269,20 + 5,48 0,634 £ 0,013

1:2 6 53,87 + 0,60 299,20 + 3,34 0,353 + 0.004

12 63,80+ 1,95 354,39+ 10,83 0,209 + 0,006

53,42 +2,22 217,70 £ 9,04 0,513+ 0,021

1:4 67,42 + 4,58 275,00 + 18,94 0,324 + 0,022

12 83,04 + 1,24 338,16 = 5,65 0,199 + 0,003

Fonte: proprio autor.
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A Figura 5.4 ilustra o aparato experimental utilizado e a Figura 5.5 mostra o
rendimento de esterificagdo do oleato de 2-ctil-hexila em diferentes razdes molares utilizando

diferentes tempos espaciais.

Figura 5.4 — Aparato experimental utilizado para a sintese de oleato de 2-etil-hexila em
biorreator de leito fixo em simples estdgio: 1) Banho termostatizado; 2) Reservatorio de
substrato; 3) Bomba peristaltica; 4) Coluna de vidro com biocatalisador; 5) Produto coletado.

Fonte: préprio autor.

Figura 5.5 - Rendimento de esterificagdo do oleato de 2-etil-hexila na sintese continua
conduzida em biorreator de leito fixo, em simples estagio, empregando CALB-STY-DVB-M
como biocatalisador.

100 . .
@ : ! @ Raz&o molar
90 ! ! (acido:alcool)
S | | § [ = 41
g 801 : :égi §i§§ o 2:1
o ! X3 o A 11
ém_ | i;’ X §;§§ § v 12
o ' dg o ﬁﬁ;i!; Yy igll e 14
8 %7 .ﬁii:@%g'ji :*Pi‘Eé‘
% ng . !Zv¥§i'l
g 7 FrTe.gmirtTit i
[ | 1
qé 40 g.ii i : :
% %0 Ad 2R .8 |
¢ P4 : I
0 . .
0123456781234567812345678

4
Tempo (dias)

Fonte: Proprio autor.
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Analisando a Figura 5.5 ¢ possivel afirmar que quanto maior o tempo espacial maior
foi o rendimento de esterificacdo obtido para todas as razdes molares avaliadas. Este resultado
ja era esperado, visto que os reagentes permaneceram em contato com o biocatalisador por
mais tempo. Contudo, notou-se que, nos testes nos quais foram empregadas razdes molares
com maiores propor¢des de um dos reagentes, tanto de alcool quanto de 4cido, os rendimentos
de esterificagdo foram mais elevados, na faixa de 80-85%, empregando tempo espacial de 12
horas. Estes resultados podem ser explicados pelo principio de Le Chatelier, visto que, a
maior concentracdo de um dos reagentes favorece o deslocamento do equilibrio da reacao
para a formagao de produto.

Resultados similares foram obtidos por Vadgama et al. (2015b), que sintetizaram o
miristato de isopropila por meio da esterificagdo do acido miristico com alcool isopropilico,
em meio isento de solvente em biorreator de leito fixo. A razdo molar empregada foi de 1:1
(acido:alcool), sendo utilizada lipase de Candida antarctica imobilizada em resina acrilica
(Novozym 435) como biocatalisador, sob temperatura de 60 °C. No tempo de residéncia de 10
h, foi obtido aproximadamente 60% de conversdo. Ao empregar razdo molar de 1:3
(acido:alcool), os autores também observaram odeslocamento do equilibrio de reacdo para a
formagdo de produto, atingindo rendimentos da ordem de 75%, no mesmo tempo de
residéncia.

A Figura 5.6 mostra os resultados para a concentragaodo oleato de 2-etil-hexila a partir
da esterificagdo conduzida de forma continua em biorreator de leito fixo, nas diferentes

condi¢des operacionais testadas.
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Figura 5.6 - Concentracdo do oleato de 2-etil-hexila na sintese continua conduzida em
biorreator de leito fixo, em simples estagio, empregando CALB-STY-DVB-M como
biocatalisador.
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Fonte: Proprio autor.

Analisando a Figura 5.8, observa-se que quanto maior o tempo espacial, maior
também foi a concentragdo de éster obtida para todas as razdes molares testadas, sendo a
condicdo de razdo molar 1:1, a que obteve a maior concentracao de éster, atingindo cerca de
450-500 gL'de oleato de 2-etil-hexila, seguida pelas razdes molares 2:1, 1:2, e 1:4, com
concentragdes de éster na faixa de 300-350 g L™!. Os menores valores foram obtidos quando
empregou-se razdo molar de 4:1, chegando a apenas 200-225 gL'

Esses resultados podem ser explicados pela diluicdo do produto e do reagente limitante
pelos reagentes em excesso, principalmente pelo acido oleico, que ¢ uma molécula grande e
de elevado peso molecular. Nos testes nos quais foram empregados excesso de acido oleico, a
maior fracdo massica do meio reacional era constituida por esse acido, que diluiu o reagente
limitante (dlcool) e o produto formado, diminuindo assim, a concentracdo do éster formado.
Quando empregou-se a razdo molar de 1:1 ndo houve diluicdo do reagente limitante,
favorecendo uma maior concentragao de éster obtida em todos os experimentos.

Com relagdo a produtividade do processo (Figura 5.7) constatou-se que os maiores

valores (0,541 - 0,691 mmol g!' h') também foram obtidos no tempo espacial de 3h e nas
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razdes molares mais proximas da estequiométrica, isto porque a maior concentracdo do
reagente limitante e menor quantidade de agua e produtos, num menor tempo, resultam em
maiores taxas de reagdo, produzindo maior quantidade de éster por tempo.

Como mostrado na Figura 5.7, dentre todas as razdes molares testadas, com tempo
espacial de 12 horas, a maior produtividade foi obtida quando utilizou-se a razdo molar de

1:1, atingindo produtividades de 0,263 — 0,285 mmolg'h™".

Figura 5.7 — Produtividade dooleato de 2-etil-hexila na sintese continua conduzida em
biorreator de leito fixo, em simples estagio, empregando CALB-STY-DVB-M como
biocatalisador.
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Fonte: Proprio autor.

Resultados similares foram obtidos por Chang et al. (2007), que sintetizaram o laurato
de hexila por meio da esterificacdo do 4cido laurico e hexanol em meio hexano, na razao
molar (acido:alcool) 2:1, em biorreator de leito fixo. Ao aumentar a vazao do substrato de 1,5
mL min™! para 4,5 mL min’' (ou seja, diminuindo o tempo de residéncia), a taxa de producio
do éster praticamente triplicou, passando de 125 pmol min™! para 375 pmol min™..

No atual trabalho, a condi¢gdo empregando razao molar de 1:1 e tempo espacial de 12

horas foi selecionada como a mais adequada para a sintese do oleato de 2-etil-hexila, visto



99

que, foi a condi¢do que obteve a maior concentracdo de éster e produtividade consideravel.
Destaca-se que uma elevada concentragdo de éster ¢ fundamental para viabilizar
economicamente o processo, devido a maior facilidade de purificagdo do produto. Além disso,
ap6s a purificacdo do produto, os reagentes residuais podem ser reutilizados no processo,

retornando para a alimentacdo do biorreator (CLARKE, 2013; LONG et al., 2018).

5.3.1.1 Estabilidade operacional do sistema experimental empregando biorreator de leito
fixo em simples estagio

Foram realizados dois testes para avaliar a estabilidade operacional do biorreator de
leito fixo, um com razdo molar 1:1 e outro 1:1,25 (acido:alcool). Esta ultima condi¢ao foi
testada visando verificar se um pequeno excesso de um dos reagentes iria elevar a formagao
do éster. Além disso, o 2-etil-hexanol possui menor viscosidade quando comparado ao acido
oleico, e essa menor viscosidade do meio reacional, favore a difusdo das moléculas,
aumentando o grau de mistura e facilitando a operacao do bioprocesso.

A Figura 5.8 mostra o rendimento de esterificagdo, a concentracdo do éster formado e
a produtividade nos dois testes realizados. Pode-se notar que em ambos os testes, o
rendimento de esterificagdo, a concentragdo em éster e a produtividade do bioprocesso
mantiveram-se praticamente constantes ao longo dos 16 dias de operagao.

Empregando-se a propor¢ao estequiométrica da esterificacdo, o tempo de meia-vida do
biocatalisador foi estimado em 2063 h (86 dias), apresentando constante de desativacao (Kq)
igual a 3,36 x 10* h™> e quando utilizou-se razdo molar 1:1,25 (4cido:4lcool), o tempo de
meia-vida foi de 1851 h (77 dias) e constante de desativa¢io Kq= 3,74 x 10 h'!, ndo sendo
constatadas diferencas relevantes nas duas condi¢des experimentais avaliadas, mostrando que
o sistema operacional ¢ bastante estavel.

Resultados similares foram obtidos por Vilas Boas et al. (2018) que utilizaram a lipase
de Rhyzopus oryzae imobilizada em suporte comercial (HP 20 Daion) para sintetizar o laurato
de isoamila por meio da esterificacdo do 4cido laurico e alcool isoamilico em meio isoctano,
em biorreator de leito fixo operado continuamente. Os autores constataram que a
concentracdo do éster praticamente ndo variou significativamente em 173 h de operagdo,

obtendo tempo de meia vida de 285 h.
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Figura 5.8 — Estabilidade operacional da CALB-STY-DVB-M na sintese do oleato de 2-etil-
hexila conduzida em modo continuo em biorreator de leito fixo.

70
500 [0
60 - ", . . .E - ; ] i . _ i
= o ] 1 025
50 - . i 4 % L L LI - 400 |
- 0,20
40 + - 300 |
- 0,15
30 -
- 200 |
20 FRendimento de esterificagéo (%)} 010
¥ Raz&o molar 1:1 ; ) ] i
1 5 +Concentragdo em éster (g L) | 100
10 # Razdo molar 1:1.25 ¢ proqytividade (mmol g L' h') -0.05
0 T T T T T T T T T T T T T 0 - 0,00

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Tempo (dias)

Fonte: proprio autor.

Pires-Cabral et al. (2010) empregaram a lipase de Candida rugosa imobilizada em
espuma de poliuretano (HYPOL FHP 5000) na sintese continua do butirato de etila, por meio
da esterificacdo do acido butirico e etanol em meio, conduzida em biorreator de leito fixo, sob
30 °C, e constataram tempo de meia-vida de 170 horas.

Silva et al. (2018a) empregaram o mesmo biocatalisador deste trabalho, lipase de
Candida antarctica imobilizada em poli(estireno-co-divinilbenzeno) para a sintese de
miristato de isopropila, por meio da esterificacdo de acido miristico e isopropanol, na razao
molar (&cido:élcool) 1:15, em biorreator de leito fixo operado continuamente, sendo
constatado um tempo de meia-vida de 875 horas, tempo inferior ao obtido no presente
trabalho. Esta diferenca pode ser explicada pela elevada polaridade do isopropanol (log P =
0,16), que pode ter alterado a camada de hidratacdo da lipase (quantidade de dgua essencial
para sua atuacdo catalitica) em fun¢do do tempo de reacdo, reduzindo o poder de catélise da
lipase e diminuindo o seu tempo de meia-vida em relagdo ao sistema experimental
apresentado neste trabalho, em que foi utilizado 2-etil-hexanol (log P = 2,72) (STERGIOU et
al.,2013).
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5.3.2 Sintese do oleato de 2-etil-hexila conduzida em biorreator de leito fixo em duplo
estagio empregando coluna extratora de agua

Neste teste foi empregada a razdo molar de 1:1, pois, como dito anteriormente, foi a
melhor condicao avaliada para a sintese do oleato de 2-etil-hexila. Este sistema foi composto
por dois biorreatores de leito fixo e uma coluna extratora de 4agua, contendo peneira
molecular. Cada estagio foi operado com tempo espacial de 6 horas, sendo considerado 12
horas o tempo espacial total, devido a soma dos dois biorreatores, a fim de comparar com os
resultados obtidos no item 5.3.1.

A Figura 5.9 mostra o aparato experimental utilizado para a obtengdo do éster

emoliente.

Figura 5.9 — Aparato experimental utilizado na sintese do oleato de 2-etil-hexila em
biorreator de leito fixo em duplo estagio com coluna extratora: 1) Banho termostatizado; 2)
Reservatorio de substrato; 3) Bomba peristéltica; 4) Colunas de vidro com biocatalisador; 5)
Coluna extratora com peneiras moleculares; 6) Produto coletado.

Fonte: préprio autor.

As Figuras 5.10, 5.11 e 5.12 mostram o rendimento de esterificagdo, a concentracao do

éster e a produtividade do processo, para cada um dos estagios avaliados, respectivamente.
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Figura 5.10 — Rendimento do oleato de 2-etil-hexila na sintese continua conduzida em

biorreator de leito fixo, em duplo estagio empregando coluna extratora de agua, utilizando
CALB-STY-DVB-M como biocatalisador.

Fonte: proprio autor.
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Figura 5.11 - Concentracdo do oleato de 2-etil-hexila na sintese continua conduzida em

biorreator de leito fixo, em duplo estdgio empregando coluna extratora de agua, utilizando
CALB-STY-DVB-M como biocatalisador.
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Figura 5.12 — Produtividade do oleato de 2-etil-hexila na sintese continua conduzida em
biorreator de leito fixo, em duplo estagio empregando coluna extratora de agua, utilizando
CALB-STY-DVB-M como biocatalisador.
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Fonte: proprio autor.

Comparando os resultados obtidos com os do item 5.3.1, a utilizagdo do duplo estagio
e da coluna extratora de 4gua ndo favoreceu a sintese do éster de forma relevante, visto que, o
rendimento de esterificagdo médio obtido quando empregou-se o simples estidgio foi de
55,62%, enquanto que no duplo estdgio com coluna extratora de agua, foi de 57,77%.
Aconcentragdo em éster e a produtividade dosbioprocessos também foram muito similares.

Para este sistema reacional realizado em duplo estagio, foi calculado o tempo de meia-
vida para o biocatalisador do segundo biorreator, revelando um tempo de 2294 h (96 dias) e
constante de desativacdo (Kq) igual a 3,02.10*h!, observando-se uma melhora de 11,24% em
relacdo ao sistema operacional em simples estagio.

A Figura 5.13 mostra um comparativo entre o teor de umidade presente no efluente

dos 2 biorreatores analisados neste sistema experimental.
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Figura 5.13 — Comparacao do teor de umidade presente no efluente dos biorreatores de leito
fixo em duplo estagio na sintese continua do oleato de 2-etil-hexila empregando CALB-STY-
DVB-M como biocatalisador.
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Fonte: proprio autor.

Analisando a Figura 5.13, observa-se que houve um decréscimo no teor de umidade no
efluente do 2° biorreator empregado no sistema em duplo estagio (representado pela linha
azul), em comparagdo ao primeiro biorreator (representado pela linha vermelha), confirmando
que a coluna extratora de umidade, removeu parte da 4gua do meio reacional. No entanto,
essa reducao da umidade no meio reacional nao evidenciou nenhum acréscimo relevante no
rendimento, concentragdo ou na produtividade do bioprocesso, visto que esses valores
permaneceram muito baixos (<1%).

Além disso, este resultado pode ser explicado pela baixa afinidade do suporte utilizado
(hidrofobico) pela agua, que em outros casos, como em suportes hidrofilicos, pode modificar
a interagdo entre o substrato e a quantidade de dgua essencial ao redor da enzima, limitando a
migracdo para a fase solida, ocasionando em menor atividade catalitica do biocatalisador
(STERGIOU et al., 2013; VILAS BOAS et al., 2017).

Por outro lado, o acumulo da agua pode ser prejudicial em sistemas reacionais que
operem por longos periodos de tempo, sendo necessario um sistema para retirada de 4gua em
tempos pré-determinados.

Ressalta-se que a separacdo da agua da fase organica pode ser desconsiderada no

calculo do rendimento da reagdo, visto que a quantidade de 4gua formada pode chegar ao
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maximo de 4,36 % da fracdo madssica do produto, considerando 100% de conversdo dos
reagentes em éster e agua. Além disso, sabe-se que parte da dgua formada estd miscivel no
produto, como foi observado nos resultados previamente apresentados.

A Figura 5.14 apresenta uma amostra do efluente coletado do biorreator de leito fixo,

sendo possivel observar a separacao das fases.

Figura 5.14-Amostra do efluente coletado do biorreator de leito fixo, com destaque para a
fase aquosa que se separou da fase organica.

Fonte: préprio autor.

Por fim, julga-se que, apesar da melhora observada na estabilidade operacional do
biocatalisador ¢ de uma pequena redugdo na umidade do efluente presente no 2° biorreator, a
utilizagdo de biorreatores em duplo estagio empregando coluna extratora de agua torna-se
inviavel para o bioprocesso avaliado, visto que sdo necessarios mais equipamentos, além do

elevado custo da peneira molecular.

5.4 Sintese do oleato de 2-etil-hexila conduzida em biorreator de leito fluidizado

Visando aprimorar os resultados obtidos em reator de leito fixo, objetivou-se avaliar o
desempenho do biocatalisador na sintese do éster emoliente em reator de leito fluidizado. Esse
biorreator apresenta como vantagem elevada transferéncia de massa, e diferentemente do
PBR, a utilizag¢do de particulas pequenas de biocatalisador ndo ocasiona queda de pressdo no
leito, sendo menos susceptivel a formagdo de caminhos preferenciais (FENG et al., 2013;

POPPE et al., 2015).
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5.4.1 Testes de expansao do leito fluidizado

Inicialmente, foi realizado o teste de expansdao do leito para determinacdo da
velocidade superficial do fluido (minima de fluidizag¢do), e calcular a altura minima do reator
de leito fluidizado para que foi possivel opera-lo sem a necessidade de reciclo de substrato.

Os ensaios foram realizados em um reator de coluna de vidro com altura de 202 mm e
didametro de 15 mm e com volume util de 35,70 mL. A razdo molar do substrato foi de 1:1
(acido:élcool). Primeiramente, foi medida a altura do leito em fun¢do da vazao empregada e

da massa de biocatalisador, conforme Tabela 5.6.

Tabela 5.6 — Altura do leito do biorreator de leito fluidizado em funcdo da massa de
biocatalisador e vazao empregadas.

Altura do leito (cm)

Vazao
(mLmin) 1,0g 1,5 g de 2,0 g de 2,5 g de
de biocatalisador biocatalisador  biocatalisador biocatalisador
0 43 6,4 8,6 10,8
0,0532 43 6,4 8,6 10,8
0,1313 43 6,4 8,8 10,9
0,2674 4.5 6,7 9,7 12,9
0,5456 5,5 7,6 10,8 15
0,8333 5,9 8,2 11,7 16,6
1,2222 6,5 9,6 15,2 18,3
1,6443 7,3 10,9 18,6 20
2,0542 9,3 12,1 20,2% 20,2%
2,7389 11,7 13,8 20,2% 20,2%
3,3929 12,8 16 20,2* 20,2*
4,0222 15,8 18,7 20,2* 20,2*
4,7111 18.4 20,2% 20,2* 20,2*

*altura maxima da coluna

Fonte: préprio autor.
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Assim foi calculada a porosidade do leito para cada condicdo testada em fungdo da

velocidade superficial do fluido, sendo os dados obtidos dispostos na Tabela 5.7.

Tabela 5.7 — Porosidade do leito fluidizado em funcdo da massa de biocatalisador ¢
velocidade superficial do fluido.

Porosidade do leito

u
(cm-min™) Loe Logde  2ede 2Sgde

de biocatalisador  Piocatalisador  biocatalisador biocatalisador
0,0000 0,881437 0,880511 0,881437 0,881986
0,0346 0,881437 0,880511 0,881437 0,881986
0,0853 0,881437 0,880511 0,884132 0,883069
0,1737 0,886707 0,885861 0,894883 0,901198
0,3544 0,907306 0,899378 0,905589 0,91503
0,5413 0,91359 0,90674 0,912851 0,92322
0,7939 0,921566 0,920341 0,932919 0,930353
1,0681 0,930162 0,929841 0,945181 0,936273
1,3344 0,945181 0,936799 0,949523 0,936904
1,7792 0,956426 0,944585 0,949523 0,936904
2,2040 0,96017 0,952204 0,949523 0,936904
2,6128 0,967733 0,959105 0,949523 0,936904
3,0603 0,972292 0,962142 0,949523 0,936904

Fonte: proprio autor.

Analisando a Tabela 5.7 foi observado que a porosidade do leito ¢ praticamente
constante para as diferentes massas de biocatalisador utilizada, e varia em fun¢do da vazdo
testada.

Empregando os dados da Tabela 5.7 na Equagdo 4.4 e executando a regressao linear
pelo software Origin 9.0, foi possivel obter os valores para o coeficiente de expansdo n =
41,76 e de velocidade terminal da particula, corrigida pelo efeito da parede da coluna, ui =
13,92 cm min!. Sendo assim, utilizando o valor médio de porosidade para a velocidade
minima de fluidizag¢do (emin = 0,8813) e substituindo na Equacdo 4.5, foi obtida a velocidade
superficial minima de fluidizagdo (Umin) de 0,07108 cm min™' (vazdo minima de fluidizagdo =

0,1256 mLmin™).
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O valor do coeficiente de expansdo obtido ¢ considerado elevado, sendo assim, o
biocatalisador se expande muito facilmente através da coluna do biorreator de leito fluidizado.
Além disso, a velocidade superficial minima de fluidizagdo € relativamente pequena, o que
implica numa facilidade do biocatalisador em se fluidizar. Estes resultados podem ser
explicados pela baixa densidade aparente das particulas deste biocatalisador que ¢ composto a
base de estireno (densidade aparente = 0,801 g mL™").

Fidalgo et al. (2016) utilizaram o biocatalisador Novozym 435, que ¢ formado pela
lipase de Candida antarctica (CALB) imobilizada em resina acrilica, e em teste de expansao
do leito, encontrou o valor de Umin = 1,16 cm min! e 1 = 7.4 € ue= 22,9 cmmin’!. Esses
resultados evidenciam que o biocatalisador de CALB-STY-DVB-M possui uma Umin
relativamente similar ao da Novozym 435, porém seu fator de expansdo ¢ muito maior,
provavelmente devido a sua composigao a base de estireno e divinilbenzeno.

A altura minima do leito necessaria para realizar o processo sem reciclo do meio
reacional seria de 581 mm com didmetro de 15 mm, que corresponde a um volume util do
reator de 102,67 mL. Entretanto, a condugdo do bioprocesso foi realizada com reciclo, visto
que, seria necessario empregar uma vazio 0,126 mL min"' demandando, aproximadamente,
2,9 L de substrato para cada 16 dias de operacdo, o que elevaria os custos do processo e

inviabilizaria a continuidade da pesquisa.

5.4.2 Variacao da porosidade do leito na sintese do oleato de 2-etil-hexila

Selecionando-se entdo as porosidades de 0,866, 0,892 e 0,916 foram realizados testes
da reagdo de esterificagdo para a sintese do oleato de 2-etil-hexila em biorreator de leito
fluidizado. Esses valores de porosidade foram escolhidos devido a maior adequagdo do
biocatalizador no interior do leito fluidizado, proporcionando elevado contato entre o
substrato e o biocatalisador, além de permitir boa fluidizacdo do meio reacional. A Figura

5.15 mostra o esquema experimental utilizado.
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Figura 5.15 — Aparato experimental utilizando no biorreator de leito fluidizado: 1 — Banho
termostatizado; 2 — Reservatorio de substrato; 3 — Bomba peristaltica para substrato; 4 —
Coluna de vidro; 5 — Reservatorio do reciclo do substrato; 6 — Bomba peristaltica para reciclo
do substrato; 7 — Coleta do produto.

-

Fonte: préprio autor.

Nesta configura¢do de biorreator foram realizados diferentes ensaios para avaliar a
influéncia da porosidade do leito sobre o rendimento de reacdo, concentracdo em éster e
produtividade. Para cada valor de porosidade selecionada (0,866, 0,892 e 0,916), foram
avaliados 3 tempos espaciais 6, 12 e 18 horas, em que cada experimento foi operado durante 8

dias ininterruptos. A Tabela 5.8 mostra as condigdes utilizadas nestes experimentos.
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Tabela 5.8 — Condigdes experimentais utilizadas no biorreator de leito fluidizado para avaliar

a influéncia da porosidade do leito.

Parametro Valor
Temperatura (°C) 50 50 50
Razao molar (4cido:alcool) 1:1 1:1 1:1
Porosidade 0,916 0,892 0,866
Carregamento catalitico (g mL™) 0,076 0,098 0,120
Massa de CALB-STY-DVB-M (g) 2,7 35 4.3
lailiﬁc)) de alimentagdao ¢ efluente (mL (?, ’(?43 50 ’e (;)’ ’(?4249 ’e (?, ’(?4239’6
0,091 0,088 0,086
Tempo espacial (h) 6,12¢ 18 6,12¢ 18 6,12¢ 18
Vazio de recirculagio (mL min™) 1,40 0,70 0,32

Fonte: préprio autor.

As Figuras 5.16, 5.17 e 5.18 mostram os resultados de rendimento de esterificacgao,

concentragdo em éster e produtividade para os testes que variaram a porosidade do leito em

diferentes tempos espaciais no biorreator de leito fluidizado.
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Figura 5.16 - Rendimento de esterificacdo do oleato de 2-etil-hexila na sintese continua
conduzida em biorreator de leito fluidizado empregando CALB-STY-DVB-M como

biocatalisador.
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Fonte: proprio autor.

Figura 5.17 - Concentracdo do oleato de 2-etil-hexila na sintese continua conduzida em
biorreator de leito fluidizado empregando CALB-STY-DVB-M como biocatalisador.
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Fonte: proprio autor.
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Figura 5.18 — Produtividade do oleato de 2-etil-hexila na sintese continua conduzida em
biorreator de leito fixo, em simples estagio, empregando CALB-STY-DVB-M como
biocatalisador.
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Fonte: proprio autor.

Analisando as Figuras 5.16 a 5.18 ¢ possivel notar que o sistema experimental se
apresentou bastante estavel, operando durante 8 dias com rendimentos, concentracdes e
produtividades satisfatdrias.

Observa-se que, quanto maior o tempo espacial empregado, maior o rendimento da reacao,
o que ¢ justificado pelo maior tempo de contato entre a enzima e o substrato, favorecendo a
formagdo do produto. Por outro lado, quanto maior o tempo espacial, menor a produtividade do
bioprocesso, visto que essa grandeza ¢ uma relacdo de concentragdo dividida por tempo de reacao.

Em relagdo a influéncia da porosidade do leito na sintese do éster, observa-se que quanto
maior a porosidade, maiores sao os valores de produtividades do bioprocesso nos menores tempos
espaciais, atingindo valores superiores a 1,0 mmol g h'! quando foi empregada porosidade de
0,916 e tempo especial de 6h. Este fato pode ser explicado pela maior taxa de transferéncia de
massa no interior do leito, devido a elevada velocidade intersticial (1,359 x 10#m s'). No entanto,
nestas condi¢des foram obtidos rendimentos de esterificacdo muito baixos, variando de 19 a 48 %,
o que dificulta as etapas de purificagdo do produto, devido ao excedente de reagente nao
consumido. Rendimentos mais elevados foram encontrados nas menores porosidades do leito,

entretanto, foram obtidas produtividades muito baixas.
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Dessa forma, valores aceitaveis de rendimento (superior a 50%), concentra¢do (média
de 380 g L") e produtividade em éster (média de 0,73 mmol g h!) foram obtidos quando
utilizou-se porosidade de 0,892 e tempo espacial de 12h, sendo esta condi¢ao selecionada
como a mais adequada para a sintese do oleato de 2-etil-hexila no sistema experimental
avaliado.

Damnjanovi¢ et al. (2012) utilizaram um biorreator de leito fluidizado para sintetizar o
butirato de geranila, por meio da esterificacdo do acido butirico e geraniol, empregando
biocatalisador obtido pela lipase de Candida rugosa imobilizada em Sepabeads®, sendo
empregadas diferentes condigdes de razdo molar (acido:alcool): 1:1, 1:1,6 e 1:2. Assim como
no presente trabalho, a razdo molar estequiométrica foi selecionada como a mais adequada,
obtendo conversdes molares entre 30% a 50% do substrato, apresentando elevadas
produtividades. Também foram realizados testes variando a vazao de alimentagdo em 2,67,
3,70 e 10 mL min!, sendo observado que quanto maior a vazdo de alimentagio e,
consequemente, maior velocidade instericial, mais elevadas eram as produtividades em éster,
no entanto, eram obtidas as menores conversdes reacionais, assim como observado no

presente estudo.

5.4.3 Estabilidade operacional

A estabilidade operacional do biocatalisador obtido pela imobilizagdo da lipase de
Candida antarctica (CALB) em STY-DVB-M foi avaliada na sintese do oleato 2-etil-hexila
conduzida durante 16 dias em modo continuo em biorreator de leito fluidizado. Para a
realizagdo desse teste foi empregada a melhor condicdo experimental avaliada, porosidade de
0,892 e 12 horas de tempo espacial. A Figura 5.19 mostra a atividade residual do

biocatalisador empregado na sintese do oleato de 2-etil-hexila durante os 16 dias de operacao.
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Figura 5.19 - Estabilidade operacional da CALB-STY-DVB-M na sintese do oleato de 2-etil-
hexila conduzida em modo continuo em biorreator de leito fluidizado.

RN

o

o
|

Atividade residual (%)

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Tempo (dias)

Fonte: Proprio autor.

Analisando a Figura 5.19 € possivel observar que o sistema mostrou-se bastante
estavel, e apds 16 dias de operagdo o biocatalisador ainda mantinha aproximadamente 86% da
sua atividade inicial. O rendimento de esterificacio manteve-se na faixa de 43 a 51%, a
concentragio em éster de 341 a 403 g L}, e a produtividade de 0,65 a 0,77 mmol g! L1

O tempo de meia-vida (ti2) calculado foi de 1714h (142 ciclos) e o coeficiente de
desativagio (Kq) foi igual a 4,04x10* h'l. O elevado ti» obtido demonstra que o
biocatalisador apresenta grande potencial para ser empregado em processos industriais.

Resultados semelhantes foram encontrados por Remonatto ef al. (2023) que realizaram
um teste de estabilidade operacional do biocatalisador Lipozyme RM IM, lipase de
Rhizomucor miehei imobilizada em resina de troca anidnica macroporosa, em reator de leito
fluidizado, operado continuamente, para a sintese de triacilglicerdis a partir do 6leo de
semente de algoddo e acido caprico, sob 45°C. Nesse estudo os autores encontraram um
tempo de meia-vida (ti12) de 2545,78 h com coeficiente de desativacdo (Kq) de 2,72x10™* h™!,
o que corresponde a 80 ciclos de operacgdo. E valido destacar que o biocatalisador empregado

por esses autores ¢ uma preparacdo comercial de lipase imobilizada, diferentemente do
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biocatalisador utilizado no presente trabalho, que foi obtido de forma experimental no
Labortadrio de Biocatalise da EEL.

Shu et al. (2011) utilizaram a lipase de Candida rugosa imobilizada em tecido de
algodao para sintetizar o butirato de etila por meio da esterificacao do acido butirico e etanol,
em biorreator de leito fixo operado de modo descontinuo sob temperatura de 25°C, e
obtiveram ti»= 300h para o biocatalisador, valor este, inferior ao encontrado no presente
estudo.

Comparando os melhores resultados obtidos pelo biorreator de leito fixo e fluidizado,
nota-se que, apesar do biocatalisador empregado no bioprocesso que utilizou o reator de leito
fluidizado ter apresentado um tempo de meia-vida 20% inferior ao obtido no leito fixo, o
sistema experimental que empregou o leito fluidizado demonstrou valores de produtividades
60% superiores ao leito fixo, resultados estes, justificados pelo maior grau de mistura do meio
reacional no leito fluidizado.

Além disso, o biorreator de leito fluidizado opera com menor quantidade de
biocatalisador, aproximadamente 23% menos massa, comparado ao biorreator de leito fixo, o
que ¢ um fator determinante para a implementagao do bioprocesso, visto que reduz o custo de

operacao.

5.5 Sintese do oleato de 2-etil-hexila conduzida em biorreator de leito fluidizado
estabilizado magneticamente (MSFBR)

A condicao considerada mais adequada para a sintese do oleato de 2-etil-hexila em
biorreator de leito fluidizado foi escolhida para ser empregada no MSFBR. Neste sistema
experimental foi empregado tempo espacial de 12h e porosidade de 0,892, sendo a intensidade
do campo magnético variada (5, 10 e 15 mT). Em cada condi¢do o biorreator foi operado por
8 dias ininterruptos, sendo selecionados como parametros importantes de anélise, o
rendimento da reagdo, a concentracdo em éster e sua produtividade. A Figura 5.20 mostra o

aparto experimental do biorreator de leito fluidizado estabilizado magneticamente.
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Figura 5.20 — Aparato experimental utilizando no biorreator de leito fluidizado:1 — Banho
Termostatizado; 2 — Reservatorio de Substrato, 3 ¢ 6 — Bombas peristalticas, 4 — Solenoide; 5
— Coluna do Biorreator; 7 — Reservatorio do reciclo; 8 — Fonte de alimentagdo; 9 — Coleta do
Produto.

| Wi

Fonte: Proprio autor.

A Tabela 5.9 e a Figura 5.21 mostram a média do rendimento de esterificacdo, a
concentragdo e a produtividade em éster obtidos.
Tabela 5.9 - Valores médios de rendimento, concentracdo e produtividade em éster obtidos

no MSFBR operado continuamente empregando CALB-STY-DVB-M emdiferentes
intensidades de campo magnético.

Intensidade do campo Concentracio em  Produtividade

Rendimento (%)

magnético (mT) éster (g L) (mmol g h')
5 49,26 + 1,48 392,16 + 10,65 0,752 £ 0,020
10 52,14 £ 1,50 415,13 £ 11,46 0,800 £ 0,022
15 55,35+ 1,41 440,63 £ 12,13 0,850 £ 0,023

Fonte: Proprio autor.



117

Figura 5.21 — Sintese do oleato de 2-etil-hexila em MSFBR variando a intensidade do campo

magnético: a) Rendimento de esterificacdo; b) Concentragao em éster e c) Produtividade.
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Fonte: Proprio autor.
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Analisando a Figura 5.21 ¢ possivel observar que o rendimento de esterificagdo,

concentracdo e produtividade em éster foram incrementados proporcionalmente a intensidade

do campo magnético aplicado. Ao empregar 5 mT, 10mT e 15mT, esses parametros foram

incrementados, respectivamente, em 2,11%, 8,08% e 14,74%, quando comparados com o

biorreator de leito fluidizado. Isto evidencia que o MSFBR proporciona um maior grau de

agitacdo e mistura no biorreator, elevando a taxa de velocidade da reacdo. Sendo assim a

condi¢do que empregou 15 mT de intensidade de campo magnético foi considerada a mais

adequada para sintese do éster emoliente.

Atualmente, ha uma excassez de dados na literatura a respeito da utilizagao deste tipo

de biorreator, o que dificulta a compracdo com outros trabalhos e constata a relevancia do
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presente trabalho na obten¢do de dados e informagdes no que tange a implementagdo e
operagao do MSFBR em Biocatalise.

Em trabalho realizado por Cubides-Roman et al. (2017), na qual utilizaram a lipase de
Pseudomonas fluorescens imobilizada em quitosana com propriedades magnéticas para
catalisar a sintese de ésteres etilicos por meio da transesterificagdo de etanol e 6leo de coco
(razao molar 6leo/etanol 1:12, temperatura de 50°C) em um MSFBR, obtiveram apenas 5,89%
de rendimento ao empregar 6,5 mT e 7,86% quando empregou-se 13 mT, constatando
também um incremento no rendimento ao elevar a intensidade do campo magnético, assim

como observado no atual estudo.

5.5.1 Teste de Tukey

Visando analisar se as diferengas observadas na sintese do éster emoliente foram
estatisticamente significativas quando se empregou os diferentes valores de intensidade de
campo magnético, foi realizado o teste de Tukey sobre a produtividade do bioprocesso, para
comparag¢des multiplas, por meio do software Statistica 12.5.

A variavel produtividade foi selecionada para esta analise, devido sua importancia na
industria, ja que relaciona produto formado por tempo de reacdo, tendo valores mais elevados
a medida em que o tempo de reacao ¢ reduzido, minimizando assim, os custos do processo
com energia, manuten¢do e trabalho humano (OPPENHEIM, 2006).

A Tabela 5.10 mostra a produtividade obtida pela varia¢do da intensidade do campo
magnético. Foram utilizadas as letras a_e b para diferenciar os resultados que tiveram
diferenca estatistica. A Figura 5.22 mostra o grafico da produtividade em funcdo da

intensidade do campo magnético e seus desvios padrdes.

Tabela 5.10 — Influéncia da intensidade do campo magnético na produtividade do oleato de 2-
etil-hexila em MSFBR.

Intensidade do campo magnético (mT) Produtividade (mmol g™ h™')*
0 0750 = 0.022 a
5 0,752 +0,020ab
10 0,800 £0,022ab
15 0,850 £0,023 b

* Médias que possuem a mesma letra ndo possuem diferenga significativa, no intervalo de
95% de confianga.

Fonte: préprio autor.
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Figura 5.22 — Produtividade do oleato de 2-etil-hexila em MSFBR em funcdo da intensidade
do campo magnético e seus desvios padroes.
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Fonte: proprio autor.

Analisando-se a Tabela 5.10 e a Figura 5.22 ¢ possivel observar que ocorre um
aumento da produtividade em fun¢do do incremento na intensidade do campo magnético. No
entanto, por meio do teste de Tukey, utilizando intervalo de confianca de 95%, notou-se que
houve diferenca estatistica das produtividades apenas entre os experimentos que empregaram
intensidade de campo magnético 0 e 15 mT.

Estes resultados demonstram que € necessario o emprego de 15 mT de intensidade de
campo magnético para conseguir aumentar significativamente o grau de mistura do MFSBR
nas condi¢des analisadas. Destaca-se que ndo foram realizados testes empregando intensidade
de campo magnético superior a 15 mT, devido a limitacdo da intensidade da corrente elétrica
produzida pela fonte de alimentacao utlizada (que estava no seu maximo 20 A).

Outra proposta de configuragao para o MFSBR, visando aumentar o grau de mistura
no interior do biorreator, e consequemente seu rendimento e produtividade, foi enrolar o fio
de cobre do solenoide diretamente no reator, sem a utilizagdo do suporte, reduzindo assim, o
diametro interno do solenoide. Esta configuragdo possibilitou a obtencdo de um campo
magnético de até 30 mT, no entanto, ocorreu um aumento consideravel da temperatura no

interior do biorreator, atingindo temperaturas acima de 100 °C em apenas 2 duas horas de
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operacdo. Este fato impossibilitou a utilizagdo desta configuragdo, ja que a enzima sofre

desnaturagdo quando exposta a temperaturas elevadas.

5.5.2 Estabilidade operacional do sistema experimental empregando biorreator de leito
fluidizado estabilizado magneticamente (MSFBR)

Foi realizado o teste da estabilidade operacional do biocatalisador a partir da sintese
do éster emoliente conduzida no MSFBR nas condigdes que resultaram nos maiores valores
de rendimento de esterificacdo, concentracdo e produtividade em éster (razdo molar 1:1,
tempo espacial de 12 horas e intensidade do campo magnético de 15 mT). O sistema
experimental foi operado continuamente por 16 dias.

A Figura 5.23 mostra os resultados da atividade residual do biocatalisador obtidos no
teste de estabilidade operacional na sintese do oleato de 2-etil-hexila em MSFBR. Analisando
esta figura, ¢ possivel observar que o sistema se mostrou bastante estavel operacionalmente,
apresentando uma perda de atividade de apenas 11,71 % apds 16 dias de operagdo. O valor
médio do rendimento de esterificacio foi de 55,63%, concentracio de 416,86 g L' e
produtividade em éster de 0,850 mmol g' h'l. Esses valores foram 15,32% superiores aos

valores obtidos em biorreator de leito fluidizado isento de campo magnético.
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Figura 5.23 — Estabilidade operacional do biocatalisador na sintese do oleato de 2-etil-hexila
em MSFBR empregando 15 mT de intensidade de campo magnético.
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Fonte: Proprio autor

O biocatalisador apresentou um tempo de meia-vida (ti2) de 2148 h (179 ciclos de
operacio) e constante de desativacio (Kq) de 3,23 x 10 h'! (R?= 0,9446). Esses valores foram
25,23% superiores aos encontrados no biorreator de leito fluidizado sem a aplicacdo do
campo magnético.

Baseado nesses resultados, € possivel afirmar que a aplicacdo do campo magnético e a
estabilizacdo magnética do leito fluidizado, proporcionaram um melhor desempenho da
sintese do oleato de 2-etil-hexila e incrementou a estabilidade operacional do biocatalisador,
mostrando estabilidade do sistema experimental empregado, proporcionando beneficios

consideraveis para o bioprocesso.

5.6 Comparacio entre os principais resultados obtidos

Para uma melhor visualizagdo e comparacao dos principais resultados obtidos neste
trabalho, a Tabela 5.11 mostra a condi¢ao selecionada como mais adequada para cada tipo de

biorreator empregado para a condugdo do bioprocesso.



122

Tabela 5.11 — Condic¢do selecionada para cada tipo de biorreator empregado.

Parimet Biorreator de Biorreator de Biorreator de leito fluidizado
ArAmetro leito fixo leito fluidizado  estabilizado magneticamente
Temperatura (°C) 50 50 50
Tempo espacial (h) 12 12 12
Razao Molar
1:1 I1:1 I1:1
(acido:élcool)
Volume do biorreator 158 35,7 35,7
(mL)
Massa de 43 3,5 3,5
biocatalisador (g)
Porosidade 0,660 0,892 0,892
Intensidade do campo 15

magnético (mT)

Fonte: Proprio autor.

A Tabela 5.12 mostra os principais resultados de rendimento de esterificagdo,
concentracao e produtividade em éster para cada condi¢do selecionada, além do tempo de

meia-vida do biocatalisador empregado em cada tipo de biorreator.

Tabela 5.12 — Média do rendimento de esterificacdo, concentragdo em éster, produtividade
em ¢éster e tempo de meia-vida do biocalisador na condigdo selecionada como ideal para cada
tipo de biorreator.

] ] Rendimento de Concentracio Produtividade Tempo de meia-
Tipo de biorreator

esterificacio (%) em éster (g L)) (mmol g' h') vida (dias)

Biorreator de leito 60,72+127  471,65+10,98 0,278 + 0,006 86
fixo
Biorreator de leito

L. 48,24 + 1,90 383,09+ 15,24 0,730 £ 0,031 71
fluidizado
Biorreator de leito
fluidizado estabilizado 55,35+ 1,41 440,63 + 12,13 0,850 +£ 0,023 89
magneticamente

Fonte: Proprio autor.

Analisando os dados da Tabela 5.12 foi possivel oberservar que os biorreatores de
leito fixo e fluidizado estabilizado magneticamente apresentaram resultados similares de
rendimento de esterificacdo (60,72% e 55,35%, respectivamente) e de concentracdo em éster

(471,67 e 440,63 g L', respectivamente). J4 o biorreator de leito fluidizado apresentou um
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desempenho inferior aos demais, demonstrando respostas em média 20% inferior, com
rendimento de esterificacio de 48,24% e concentragdo em éster de 383,09 g L.

A maior produtividade foi obtida quando empregou-se o0 MFSB (0,850 mmol g h),
sendo este valor cerca de 15% maior do que o obtido pelo biorreator de leito fluidizado (0,730
mmol g! h'), e cerca de trés vezes maior que o obtido pelo biorreator de leito fixo (0,278
mmol g' h).

Em relacao ao tempo de meia-vida do biocatalisador, foi observado que o maior tempo
de meia vida obtido foi para o biocatalisador empregado no MFSB (89 dias), este valor ¢ 4%
maior do que o obtido no biorreator de leito fixo (86 dias), e aproximadamente 20% maior em
relag@o ao obtido no biorreator de leito fluidizado (71 dias).

Estes resultados demonstram o bom desempenho do MFSB na sintese do oleato de 2-
etil-hexila, pois este bioprocesso obteve rendimento de esterificagdo e concentracao em éster

consideraveis, e o maiores valores de produtividade e tempo de meia-vida.
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6 CONCLUSOES

Considerando os resultados obtidos neste trabalho, ¢ possivel notar que o
biocatalisador obtido pela imobilizagao da lipase de Candida antarctica B em poli(estireno-
co-divinilbenzeno) magnetizado com magnetita apresentou bom desempenho na sintese
continua do oleato de 2-etil-hexila em todas as configuragdes de biorreatores testados.
Destaque especial deve ser dado ao desenvolvimento de um sistema experimental utilizando
um biorreator de leito fluidizado estabilizado magneticamente. Foi possivel constatar as

seguintes conclusoes:

. As maiores concentragdes ¢ produtividades em éster foram obtidas nas razodes
molares mais proximas de 1:1 (acido:alcool), devido a menor dilui¢ao dos produtos no meio

reacional, favorecendo a sintese do éster.

o No Dbiorreator de leito fixo o biocatalisador mostrou-se estavel
operacionalmente durante os 16 dias de reagdo, revelando um tempo de meia-vida do

biocatalisador de 2063 h (86 dias) e constante de desativa¢do igual a 3,36x10™ h'.

o A porosidade e o tempo espacial no biorreator de leito fluidizado influenciaram
diretamente no rendimento, concentragdo e produtividade do oleato de 2-etil-hexila. Ao elevar
a porosidade do leito, houve um incremento no grau de mistura no seu interior, devido o

aumento da velocidade intersticial.

. A condi¢do experimental mais adequada para a sintese do éster emoliente no
biorreator de leito fluidizado foi a que empregou 0,892 de porosidade e 12 horas de tempo
espacial, visto que, apresentou elevada produtividade com rendimento satisfatorio. O
biocatalisador apresentou elevada estabilidade operacional, mantendo cerca de 85% de sua

atividade inicial ap6s 16 dias de operacao, demosntrando um tempo de meia-vida de 1714 h.

o O aumento da intensidade do campo magnético no reator de leito fluidizado
estabilizado magneticamente (MFSB) incrementou o rendimento da reag¢do e a produtividade

em éster deste bioprocesso, sendo constatado pela andlise estatistica, que somente a condi¢ao
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que empregou 15 mT apresentou diferenca significativa em relagdo a condigdo que ndo

empregou campo magnético (biorreator de leito fluidizado).

. O biocatalisador apresentou elevada estabilidade operacional no MFSB,
demonstrando perda de apenas 11,71% da atividade inicial do biocatalisador apos 16 dias de
operagdo, revelando um tempo de meia-vida de 2148 h, com constante de desativagao de

3,23x10* h.

Em geral, pode-se concluir que o MFSB se apresenta como uma tecnologia promissora
para o campo da biocatdlise, visto que, os resultados deste trabalho demonstraram vantagens
em se utilizar esta configuracdo de biorreator, expressando desempenho superior as demais
configuragdes avaliadas para a sintese do éster emoliente oleato de 2-etil-hexila, obtendo
rendimento de 55,35%, concentracio em éster de 440,63 g L'! e produtividade de 0,850 mmol
g! h'!, além de uma elevada estabilidade operacional do biocatalisador (aproximadamente 90

dias).
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

A seguir sdo apresentadas algumas sugestoes para trabalhos futuros:

o Desenvolvimento de novos suportes magnetizados para imobilizacdo de
enzimas que tenham magnetizagao de saturagdo superior ao apresentado pelo STY-DVB-M

utilizado neste trabalho (4,5 emu g™).

. Avaliacdo de outros métodos de imobilizacdo de enzimas, visando elevar o

desempenho do biocatalisador no MFSB.

. Avaliagdo de outras lipases relatadas na literatura como adequadas para
sinteses, como a lipase de Thermomyces lanuginosus, lipase de Penicillium camemberti,

lipase pancreatica suina, Eversa ® (lipase produzida por Aspergillus oryzae), entre outras.

. Desenvolvimento de um MFSB com capacidade para operar com intensidade

de campo magnético superior ao utilizado neste trabalho (15 mT).

o Utilizagdo de outros substratos para obtencdo de diferentes produtos de
interesse comercial no MFSB, avaliando-se a influéncia da polaridade das espécies quimicas,

densidade e viscosidade do substrato, higroscopicidade, etc.

o Avaliacdo técnico-econdmica da utilizacio do MFSB, principalmente em

relagdo a energia elétrica necessaria para sua operacao.
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APENDICE A

Principais artigos cientificos publicados obtidos por meio do desenvolvimento

do presente

trabalho.

Titulo Resumo DOI
Synthesis of 2- | Foi estudada a sintese de oleato de 2-etil-hexila catalisada | 10.1007/
ethylhexyl pela lipase de Candida antarctica em particulas magnéticas | s00449-
oleate catalyzed | de poli(estireno-co-divinilbenzeno) em um biorreator de | 019-
by Candida | leito fixo operado de modo continuo. O desempenho do | 02257-9
antarctica lipase | reator foi avaliado quanto a razdo molar (acido:alcool) em
immobilized on | cinco propor¢des molares (1:4 - 4:1). O desempenho do
a magnetic | sistema foi analisado quanto ao tempo especial de 6, 12 ¢ 18
polymer support | horas. O melhor desempenho alcancado para o substrato na
in  continuous | relacdo equimolar em 12 horas. O biocatalisador apresentou
flow alta estabilidade operacional, com tempo meia-vida de 2.063

horas. Um modelo baseado no mecanismo ping-pong Bi-Bi
foi desenvolvido para descrever a cinética da reagdo, com
qualidade de ajuste satisfatoria (R2 =0,9310-0,9952).
Continuous Foi realizada a sintese continua de oleato 2-etil-hexila | 10.1021/
Enzymatic conduzida utilizando lipase de Candida antarctica | acs.iecr.0
Synthesis of 2- | imobilizada em particulas magnéticas de poli(estireno-co- | c03504
Ethylhexyl divinilbenzeno) em um reator de leito fluidizado (FBR)
Oleate in a | operado em modo continuo. Os resultados mostraram alta
Fluidized Bed | produtividade em ¢éster e rendimento de esterificacao
Reactor: satisfatorio em 12 horas de tempo espacial e porosidade de
Operating 0,892. Foi observado que quanto maior a porosidade, maior
Conditions, ¢ o coeficiente de transferéncia de massa e a produtividade
Hydrodynamics, | do reator. Foi proposto um modelo matematico baseado no
and mecanismo ping-pong Bi-Bi. Foi oberservada boa correlacao
Mathematical entre os resultados experimentais € o modelo. O bioprocesso
Modeling demonstrou elevada estabilidade operacional (tempo de
meia-vida de 1.716 horas), tornando-se um bioprocesso
promissor para aplicacdes industriais.
Development of | Este estudo investigou a sintese de oleato de 2-etil-hexila | 10.1007/
a magnetically | utilizando lipase de Candida antarctica imobilizada em | s00449-
stabilized particulas magnéticas de poli(estireno-co-divinilbenzeno) em | 023-
fluidized  bed | um reator de leito fluidizado magneticamente estabilizado | 02928-8
bioreactor  for | (MFSB) operado em modo continuo. A maior produtividade
enzymatic foi alcancada com intensidade de campo magnético de 15
synthesis of 2- | mT. O Tempo de meia-vida do biocatalisador foi de 2.148
ethylhexyl horas. Foi realizada modelagem matematica, demonstrando
oleate que o aumento da intensidade do campo magnético ¢ capaz

de aumentar o grau de Mistura e transferéncia de massa do
sistema recional. O MFSB pode aprimorar os processos
biocataliticos e representar uma estratégia promissora para a
sintese enzimatica do oleato de 2-etilhexila.

Fonte: Proprio autor.



