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RESUMO

BERTAGI, Leticia T. Estudo Comparativo da Utilizagdo do Pentéxido de Nidbio e da
Lipase Imobilizada em Nb20Os/PVA como Catalisadores na Sintese do Oleato de Etila.
Trabalho de Conclusdo de Curso (Bacharelado em Quimica) — Departamento Académico de
Quimica e Biologia, Universidade Tecnoldgica Federal do Parand. Curitiba, 2015.

Desde meados do século XX, por razGes econdbmicas e ambientais, diversos pesquisadores e
algumas industrias investem no desenvolvimento de tecnologias sintéticas que sejam
ambientalmente favoraveis, gerando menos residuos téxicos e com economia de energia. O
biodiesel tem se destacado na funcdo de substituir total ou parcialmente o diesel de petroleo
pois trata-se de um biocombustivel renovavel, biodegraddvel, menos toxico e que gera uma
quantidade menor de gases responsaveis pelo efeito estufa. Um dos processos utilizados para
obtencéo do biodiesel consiste na esterificacdo de acidos graxos com alcool, como a reacdo de
esterificacdo do oleato de etila a partir do &cido oleico etanol, sendo que esse processo pode
ocorrer via catalise homogénea, heterogénea ou enzimatica. O processo biocatalitico
utilizando lipases tém despertado interesse, pois estas enzimas possuem vantagens em relacao
ao processo quimico como o fato de apresentarem alta seletividade, atuarem em condicGes
brandas e minimizarem a ocorréncia de reacdes laterais. Na classe dos catalisadores
heterogéneos destaca-se o0 pentoxido de nidbio (Nb2Os) o qual possui propriedades de
superficie, tais como acidez de Bronsted-Lowry e area superficial elevada, que o capacitam
como excelente catalisador em reacGes quimicas e também como bom suporte para outros
catalisadores. O presente trabalho teve como objetivo testar a eficiéncia da catélise
heterogénea e enzimatica na sintese do oleato de etila a partir do &cido oléico e etanol. Para a
catalise enzimatica foram utilizadas as lipases Aspergillus niger (AS), Candida rugosa, (AY)
e Rhizopus oryzae (F-AP) imobilizadas em compdsitos de pentoxido de nidbio e PVA. A
relacdo &cido oleico/etanol nas analises foi de 1:1, e temperatura reacional de 40°C, retirando
aliquotas apds 3, 6, 12 e 24 horas de reacdo. Ja para a catélise heterogénea foi utilizado o
pentoxido de nidbio calcinado a 500°C em dois sistemas reacionais: Reator autoclavado
(relacdo &cido oleico/etanol 1:1, temperatura de 180°C) e reator em refluxo (relacdo acido
oleico/etanol 1:20, temperatura de 72°C), variando em ambos o0s sistemas a massa do
catalisador (50, 100 e 200 mg). Todos os catalisadores foram caracterizados por MEV e DRX,
gue comprovaram as caracteristicas morfologicas do Nb.Os e a presenca das lipases nos
filmes com pentdxido de nidbio. A partir dos resultados obtidos avaliou-se o melhor sistema
de catélise para a sintese do oleato de etila através dos meétodos de Lowry-Tinsley e
cromatografia gasosa. O melhor resultado foi de 97% de conversdo a oleato de etila, ao
utilizar o pentoxido de nidbio como catalisador no reator autoclavado a 10 atm e 180°C, com
a massa de 200 mg de Nb2Os durante 1 hora.

Palavras Chave: Lipases, Esterificacdo, Pentdxido de Niobio, Imobilizacéo, Oleato de etila.



ABSTRACT

BERTAGI, Leticia T. Comparative study of Niobium Pentoxide and immobilized lipase
utilization in Nb20Os/PVA as catalyst on the Etyl Oleate synthesis. Trabalho de concluséo
de curso (Bacharelado em Quimica) — Departamento Académico de Quimica e Biologia,
Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Curitiba, 2015.

Since the mid-twentieth century, for economic and environmental reasons, many researchers
and some industries invest in the development of synthetic technologies that are
environmentally favorable, generating less toxic wastes and economy of energy. The biodiesel
has the function of substitute totally or partially the petroleum diesel, because it is a
renewable biofuel, biodegradable, less toxic and generates less greenhouse effect gases. One
of the process used to obtain the biodiesel consist in the esterification of fat acids with
alcohol, and this process can occur by catalysis homogenous, heterogeneous or enzymatic.
The biocatalytic process using lipases has arouse interest, because this enzymes have vantages
in comparison with the chemical process as the fact of present high selectivity, act in mild
conditions and minimize the lateral reactions. In the heterogeneous catalyst class the niobium
pentoxide (Nb2Os) stands out, by having surface properties, as Bronsted-Lowry acidity and
high surface area, which capacity as an excellent catalyst in chemical reactions and also as
support for others catalysts. This paper has the objective test the efficiency of the
heterogeneous and enzymatic catalysis in the synthesis of ethyl oleate from oleic acid and
ethanol. For the enzymatic catalysis were uses the lipases Aspergillus niger (AS), Candida
rugosa, (AY) and Rhizopus oryzae (F-AP) immobilized in niobium pentoxide compounds
and PVA. The relation of oleic acid and ethanol in the analyses was 1:1, and the reaction
temperature was of 40° C, aliquots was retired after 3, 6, 12 and 24 hours of reaction. For the
heterogeneous catalysis was used niobium pentoxide calcined at 500° C in two reaction
systems: Autoclaved reactor (relation oleic acid and ethanol 1:1, temperature of 180°C) and
reflux reactor (relation oleic acid and ethanol 1:20, temperature of 72°C), changing in both
systems the catalyst mass (50, 100 and 200 mg). All catalysts were characterized by MEV and
DRX. which comfirmed the morfologic characteristics of Nb2Os and the presence of the
lipases in the niobium pentoxide films. With the obtained results the best system for the
synthesis of ethyl oleate was evaluate through the methods of Lowry-Tinsley and gas
chromatography. The best result was of 97% of conversion to ethyl oleate, obtained by the
niobium pentoxide during the heterogeneous catalyst, using the autoclaved reactor at 10 atm
and 180°C, with the mass of 200 mg of Nb2Os.

Key words: Lipases, esterification, niobium pentoxide, immobilization, ethyl oleate.
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1. INTRODUCAO

A catélise € um processo no qual a velocidade de uma reacdo é influenciada pela
adicdo de uma substancia quimica para diminuir a energia de ativacdo (Ea), permitindo que as
reacOes ocorram com maior velocidade e em temperaturas mais baixas. Catalisadores sao
substancias necessarias em inimeros processos quimicos, sendo que bases, acidos, metais,
enzimas, entre outras substancias tém o poder de catalisar reaces 2. Existem diferentes tipos
de catalise, os quais podem ser divididos em catalise homogénea (reagentes e catalisadores na
mesma fase), heterogénea (reagentes e catalisadores em fases diferentes), biocatalise
(utilizando enzimas de microrganismos) e organocatalise, que é definida como a utilizacéo de
compostos organicos isentos de metal em sua constituicdo, como catalisadores com a
finalidade de acelerar uma reagdo organica. *

Na catalise homogénea, reagentes e catalisador encontram-se na mesma fase,
proporcionando melhor interagcdo entre esses componentes e, consequentemente, resultando
em melhor rendimento de reacdo. Este tipo de catalise € limitado, devido as dificuldades de
separacio do catalisador do meio de reagdo.>?

A catélise heterogénea apresenta-se com fases distintas, na qual em uma delas
encontra-se 0 reagente e na outra o catalisador. Reagentes e produtos, que se encontram nas
fases liquida ou gasosa, permanecem ligados a uma superficie sélida (o catalisador) por meio
de interacBes covalentes ou por adsor¢do.>* Na catalise heterogénea pode-se destacar a
utilizacdo do pentdxido de nidbio (Nb20s), pois o0s Oxidos de nidbio aumentam
acentuadamente a atividade catalitica e também prolongam a vida do catalisador quando
adicionado em pequenas quantidades.* O elemento nidbio é um metal de transi¢do podendo
ser encontrado na natureza quando combinado com outros metais. O Brasil possui a grande
vantagem de ter uma das maiores reservas do metal, pois atualmente, as trés maiores reservas
exploradas de nidbio no mundo estdo localizadas no Brasil (Arax, no Estado de Minas
Gerais; Cataldo e Ouvidor, no Estado de Goids), seguido por reservas no Canada a Australia.®
O Nb2Os tem sido largamente estudado como catalisador em Vvarios tipos de reagdes tais como
a esterificacdo, hidrolise, condensacdo, alquilacdo e desidrogenacdo e também como suporte
para outros catalisadores, caracterizando-o como um catalisador versétil. ?

A biocatalise pode ser definida como modificagdes especificas da estrutura molecular

de uma substancia catalisada por meios biologicos, como células integras ou imobilizadas,
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enzimas ou seus extratos e microrganismos.® Atualmente, a biocatéalise ¢ um dos processos
mais promissores para a sintese de compostos de alto valor agregado e as enzimas e células
sdo os biocatalisadores mais frequentemente utilizados.

As enzimas sdo em geral de natureza protéica, isto é, sdo formadas por longas cadeias
de aminoécidos ligados por ligagdes peptidicas que podem ser encontradas em células animais
ou de plantas, bem como em microrganismos e possuem algumas vantagens como, por
exemplo, o fato de atuarem em condices suaves de temperatura e pressdo, além da alta
seletividade ** Uma classe de enzimas que ganhou muito destaque s3o as lipases, as quais s30
consideravelmente utilizadas em sintese organica devido a sua grande disponibilidade e baixo
custo. Além disso, ndo requerem cofatores, atuam em uma faixa de pH relativamente grande,
sdo muito estaveis no meio em que atuam, e podem apresentar alta selevidade, tais como
regiosseletividade, quimiosseletividade e enantiosseletividade.

Muitas enzimas sdo cataliticamente ativas em ambientes hidrofobicos, com eficiéncia
similar aquela encontrada em solucdo aquosa. Porém, estes catalisadores estdo sujeitos a
inativacio em meio organico, por fatores quimicos, fisicos ou biol6gicos.>® Visando protegé-
los das interacBes com o solvente, técnicas de imobilizacdo tem sido utilizadas com o intuito
de aumentar a atividade catalitica das enzimas, foram apresentados na literatura varios
procedimentos de imobilizacdo para obter um biocatalisador com atividade e estabilidade que
n&o sejam afetadas durante o processo. >’

A catédlise € um fator importante nas pesquisas para obtencdo de combustiveis
provenientes de fontes renovaveis. Nesse contexto, a producdo de biocombustiveis, em
especial o biodiesel, tornou-se uma das formas mais eficientes de diversificar a matriz
energética, contribuindo para a conservacao do meio ambiente, através da reducdo da emissao
de gases do efeito estufa; para o desenvolvimento econémico.*

Uma reacdo muito estudada como modelo e, posterior aplicacdo na producdo de
biodiesel, é a esterificacdo do &cido oleico, presente em varios 6leos vegetais, resultando em
oleato de alquila. As reagdes de esterificacdo sdo, em sua grande maioria, catalisadas por
acidos fortes como, por exemplo, o acido sulfurico. Todavia a catalise acida nao é considerada
sustentavel pois, o acido pode ser utilizado apenas uma vez e, também, por caracterizar uma
catilise homogénea dificultando a purificagdo do produto °. Portanto existe grande
preocupacdo em otimizar esse processo pois, 0s produtos dessa reacdo como, por exemplo, o
oleato de etila, sdo de grande importancia em indudstrias de cosméticos, detergentes, alimentos

e também na producgéo de biocombustiveis.
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A partir dessas consideracOes, neste trabalho foi realizado o estudo da sintese do
oleato de etila, partindo do &cido oleico com alcool etilico, utilizando pentdxido de nidbio
como catalisador heterogéneo e lipases imobilizadas em alcool polivinilico e pentdxido de
niobio como biocatalisadores. Os catalisadores foram caracterizados pelas técnicas de
Difracéo de Raios X, Microscopia eletronica de Varredura. Posteriormente esses catalisadores
foram testados na reagdo de esterificacdo do &cido oleico com etanol, afim de comparar a

eficiéncia catalitica do Nb2Os, bem como, o compdsito formado por Nb2Os/PVA/lipase.
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2. OBJETIVO

2.1 Objetivo geral

Este trabalho teve como objetivo avaliar a eficiéncia do Nb2Os puro como catalisador
heterogéneo, bem como, o Nb2Os como suporte na imobilizacdo de lipases formando
compositos de pentoxido de niobio/PVA/lipase como biocatalisadores na sintese do oleato de

etila a partir do acido oleico.

2.2 Objetivos Especificos

1. Sintetizar o oleato de etila via catdlise &cida, utilizando &cido sulfarico PA como
caralisador, para a obtencdo do padréo a ser utilizado na quantificacdo dos ésteres obtidos via

catalise heterogénea e via catalise enzimatica
2. Caracterizar o padréo por cromatografia gasosa (CG).

3. Avaliar a eficiéncia do pentoxido de nidbio puro como catalisador na sintese do oleato de
etila variando os seguintes parametros: massa do catalisador, tempo reacional e tipos de

sistemas reacionais (reator autoclavado e reagdo em refluxo).

4. Imobilizar as lipases AY, AS e F-AP em Nb2Os suportadas em alcool polivinilico como

biocatalisador na sintese do oleato de etila.

5. Realizar a microscopia eletrénica de varredura (MEV) para comprovar a presenca das
lipases no suporte (NB2Os/ PVA).

6. Avaliar a eficiéncia das lipases AS, AY e F-AP imobilizadas em Nb>Os como catalisadores

na sintese do oleato de etila em diferentes tempos reacionais.

7. Determinar a conversao do acido oleico a oleato de etila pelo método de Lowry Tinsley e

por cromatografia gasosa.

8. Comparar os resultados entre os catalisadores testados.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Catalise Heterogénea

Ao introduzirmos um catalisador no meio reacional sabemos que a reacdo processa-se
seguindo um novo percurso energicamente mais favoravel quando comparada a néo
catalisada. Resumidamente dizemos que a energia de ativacdo da reacdo é reduzida na

presenca do catalisador e, por consequéncia, a velocidade da reacdo aumenta.

Do ponto de vista cinético, a reacdo de transesterificacdo do biodiesel pode ser
realizada usando-se catalisadores basicos, &cidos ou enzimas. A catalise béasica é,
indiscutivelmente, a mais utilizada em todo mundo®. A producio industrial é, em sua quase
totalidade, conduzida por esta rota®, portanto é necessario otimizar os processos cataliticos por
outras vias, para reduzir o uso de catalisadores basicos, e nesse ambito destacam-se a
biocatalise e catalise heterogénea.

A catdlise heterogénea apresenta-se com fases distintas, na qual em uma delas
encontra-se 0 reagente e na outra o catalisador. Reagentes e produtos, que se encontram nas
fases liquida ou gasosa, permanecem ligados a uma superficie sélida (o catalisador) por meio
de interacBes covalentes ou por adsorcdo®®. Desta forma, € possivel separar eficientemente o
produto formado do catalisador. Existem algumas vantagens desse tipo de catalise em

comparagcdo a catalise tradicional, dentre elas podemos citar®.

e Minimizacédo dos custos relacionados aos processos de separacédo e purificacao;

e Reutilizacdo do catalisador;

e Facil manuseio;

e Minimizacéo de rejeitos;

e Alta estabilidade térmica;

e Maior seletividade perante varios tipos de reacdes.

Os catalisadores heterogéneos sdo, em sua grande maioria, sélidos e sua eficiéncia

catalitica esta diretamente ligada & sua superficiel®. Dentre os catalisadores heterogéneos mais
utilizados estdo zeolitas e Oxidos metélicos (pentoxido de nidbio, oxido de calcio, entre

outros). Esses catalisadores podem ser utilizados diretamente na reagdo ou como suporte para
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outros catalisadores que estdo de alguma maneira ligados a outras substancias quimicas como,
por exemplo, enzimas imobilizadas.*

Inimeros catalisadores heterogéneos tém sido estudados nas reacdes de esterificacao e
transesterificacdo destacando-se as enzimas imobilizadas e Oxidos de metais, dentre eles o

pentoxido de nidbio.

3.2 Pentdxido de Niébio — Nb20s

O Niobio é um elemento quimico classificado como um metal de transicdo pertencente
ao grupo 5 da tabela periodica. Em condi¢Ges normais de temperatura e pressdo (CNTP) é um
metal prateado brilhante com estrutura clbica de corpo centrado. Quando puro é macio e
ddctil, entretanto, impurezas alteram essas propriedades. > O mineral nidbio é encontrado na
natureza associado a outros minerais sendo que, na maioria das vezes, o elemento associado €

o tantalo, devido a forte afinidade geoquimica desses metais.®

Os minerais de nidbio ndo sdo abundantes na crosta terrestre, no entanto, o Brasil
ocupa um papel importante na extracdo desse metal sendo que a maior parte do mineral
disponivel para a extracdo, cerca de 98% de todo nidbio do mundo, estd no Brasil onde a

maior jazida localiza-se em Araxa -MG.°

A possibilidade de formar diferentes tipos de oxidos, com diferentes cores e
propriedades, € uma caracteristica do nidbio, sendo que existe uma formula geral que
determina a estequiometria de formacéao dos 6xidos, sendo essa: Nbzn+1 Ogn-2: (n = 5,6,7,8). Os
Oxidos mais conhecidos sdo: NbO - de cor preta; NbO; - de cor cinza e Nb2Os - de cor

branca. 41213

O Pentoxido de Niobio é o mais estavel dos éxidos formados e o estado de oxidagdo
do nidbio nesse composto é +5, formando um p6 branco insolGvel em agua.? O NbOs
geralmente possui em sua estrutura cristalina de octaedros de NbOg, estrutura esta que pode
ser distorcida em diferentes graus. A estrutura quimica do Nb2Os é considerada complexa
visto que esse 0xido possui diversos polimorfismos que permeiam entre duas principais fases:
amorfa e cristalina. Na fase cristalina o pentoxido de nidbio pode assumir quatro fases de
cristalinidade diferentes sendo que, dentro de cada fase ainda possui diferentes formas
alotropicas.'? O processo de cristalizacdo inicia-se quando o pentéxido de ni6bio é submetido

ao tratamento térmico, pois quando submetido ao calor as estruturas das ligagcées do composto
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sofrem um rearranjo expondo mais os sitios ativos, e melhorando sua capacidade como

catalisador 4, como podemos observar na estrutura da Figura 1.

Figura 1: Estrutura do 6xido de nidbio *3

Em catélise os compostos contendo nidbio sdo utilizados para diversas reacdes de
interesse industrial e, o interesse pela aplicacdo desse composto é resultado de inumeras
publicacdes de trabalhos que demonstraram um aumento consideravel da atividade catalitica,
seletividade e estabilidade quimica de catalisadores tradicionais quando pequenas quantidades
de nidbio eram adicionadas aos catalisadores.'?>'* Podendo atuar como fase ativa ou como
suporte, os compostos de Oxidos de nidbio sdo catalisadores interessantes, pois apresentam
propriedades de sua superficie, tais como acidez e area superficial, variando de acordo com:
0s teores de nidbio (alguns metais podem se combinar ao niébio com a finalidade de melhorar
0 desempenho deste como, por exemplo, o Oxido de titanio); natureza do suporte (as
interaces entre nidbio e suporte na maioria das vezes aumenta o poder catalitico dos
compostos de ni6bio) e, a temperatura de calcinacdo (o tratamento térmico ativa os sitios
cataliticos).'t 12

O potencial catalitico de um catalisador esta diretamente ligado a acidez de seu sitio
ativo . O pentoxido de nidbio possui sitios &cidos de Bronsted e Lewis (Figura 2), com
elevada acidez (Ho = -5,6) e caracteristicas anfoteras, podendo ser dissolvido tanto em acidos
fortes como em bases fortes. Visto que muitas reacdes como, por exemplo, as reacdes de
transesterificacdo de 6leos e gorduras para producéo de biodiesel, podem ser favorecidas com
a presenca de catalisadores de carater acido e, os materiais a base de ni6bio sdo considerados

excelentes opgdes para essas reagoes.

H H H -
~o o7 o
l | " |
O—M—0 O—M—0 O—M—0 oO—M—0 O0—M—0
A R AR AR K
| 11 111 v \%
Sitio acido Sitio acido Sitio acido Sitio acido Sitio basico
de Bronsted de Bronsted de Lewis de Lewis

(fraco)

Figura 2: Estrutura quimica dos sitios ativos do Nb2Os 1°
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A acidez relatada caracteriza o0 Nb,Os, também como fase suportada, pois associado a
outros metais pode aumentar a seletividade de outros catalisadores ligados a ele, em diversas
reacOes. Por possuir um elétron extra na camada d compostos com nidbio elevam a interacdo
metal-suporte, favorecendo a aplicacdo como suporte, devido a possibilidade de forte ligacéo
com a fase ativa. O Nb2Os tem sido estudado como catalisador em varios tipos de reacdes tais
como a esterificacdo, hidrdlise, condensacao, alquilacéo e desidrogenagio®*.

Em relacéo as reacOes de esterificacdo e transesterificacdo, que tradicionalmente tem
como catalisadores bases fortes, a utilizacdo do Nb2Os € uma alternativa para evitar um
grande problema que ocorre via catalise basica, que é a saponificacdo.® Além disso, os
catalisadores heterogéneos possuem como vantagem a facilidade de separagédo do catalisador
ao final da reacdo e, exemplificando através da reacdo de transesterificacdo do biodiesel,
também gera um produto mais puro, no caso, o glicerol com elevado grau de pureza (livre de
sais) e eliminacdo da fase de neutralizacdo do catalisador alcalino.® Apesar do elevado
potencial como catalisador nas reacdes de esterificacdo, o pentdxido de nidbio ainda é
utilizado em menor quantidade para a producéo, por exemplo, de biodiesel quando comparado
a catalise homogénea.

Além da catélise heterogénea, outra via catalitica que possui grande potencial para
substituir catalisadores acidos e basicos nas reacdes de esterificacdo e transesterificacdo é a

biocatalise, que utiliza enzimas provenientes de microrganismos como catalisadores.

3.3 Biocatalise

A biocatélise pode ser definida como a transformacdo de uma substancia em outra
utilizando catalisadores bioldgicos, tais como, células integras ou isoladas, enzimas livres ou
imobilizadas.®

Enzimas em geral sdo catalisadores de origem proteica produzidas por organismos
vivos.’® A estrutura das enzimas, bem como a de qualquer outra proteina, é formada por
longas sequéncias de aminoacidos ligados através das ligacdes peptidicas (Figura 3).1” Ao se
estabelecerem a sequéncia de aminoacidos que formam as proteinas, essas se organizam em
quatro diferentes estruturas denominadas estruturas primaria, secundaria, terciaria e
quaternaria. A estrutura primaria (Figura 4a) corresponde a sequéncia de aminoacidos de

uma proteina. A estrutura secundaria (Figura 4b) refere-se ao arranjo dos residuos dos
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aminoacidos formando um padrdo estrutural que assume uma forma tridimensional
correspondente a estrutura terciaria (Figura 4c). Algumas proteinas sdo constituidas por mais
de uma cadeia polipeptidica e o0 arranjo dessas subunidades refere-se a estrutura quaternaria
(Figura 4d).1®

Amino acid (1) 4 Amino acid (2) H
H H
'H
R
CARBOXYL GROUP AIINE GROUP
. 2
Peptide bond
P H H

®
H
Water

Dipeptide

Figura 3: Formacao da ligacdo peptidica *’

Estrutura Estrutura Estrutura
primdria secunddria tercidria

2 "
AN .-
c i d
Residuos de aminodcidos a-hélice Cadeia polipeptidica Subunidades montadas

Figura 4: Representacdo das estruturas de uma proteina 6
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A atividade catalitica de uma enzima depende da integridade de sua conformacéo
proteica nativa, portanto se uma enzima tem as suas estruturas nativas (primaria, secundaria,
terciaria e quaternaria) rompidas, perde-se a atividade catalitica da mesma. A perda da
estrutura terciaria e quaternaria da enzima é denominada desnaturacdo, processo que ocorre
quando a enzima é submetida a variacbes nas condi¢des nativas, podendo ocorrer por fatores
quimicos, fisicos ou bioldgicos. Portanto em reagdes catalisadas por enzimas € imprescindivel
manter as condicdes reacionais de forma que ndo se altere bruscamente fatores como, por
exemplo, a temperatura e o pH. *®

A eficiéncia catalitica das enzimas é muito elevada quando comparada aos
catalisadores sintéticos ou inorganicos, cerca de 10° vezes maior, além de atuarem em
condigbes mais brandas.’” Por isso a aplicacdo de biocatalisadores na indUstria é objeto de
muitas investigacdes, principalmente pelo fato de existir um processo enzimatico equivalente
para cada tipo de reacdo organica®. Dentre as diversas vantagens podemos citar®:

e Alta especificidade: Catalisam substancias com caracteristicas quimicas especificas
raras vezes produzindo subprodutos.

e Elevada atividade catalitica: Processos catalisados por enzimas aumentam cerca de
108 a velocidade das reacdes quando comparadas as néo catalisadas.

e Atuam em condicGes brandas: Diferente dos demais catalisadores as enzimas
catalisam reacdes em temperaturas abaixo de 100°C, pH quase neutro e pressao
atmosférica.

Visto que as vantagens ao se utilizar a biocatalise sdo consideraveis é necessario optar
adequadamente a classe de enzimas de acordo com a reacdo que sera estudada, especialmente
pela caracteristica enzimatica de alta especificidade. As diferentes classes possuem um padréo
determinado pela Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular (UIBBM) e estdo

descritas na Tabela 1, bem como as respectivas reacdes catalisadas'®.
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Tabela 1: Relag&o entre as classes padrdes de enzimas os tipos de reacfes que catalisam segundo

UIBBM 16
Classe Reacédo Catalisada
Oxirredutase Transferéncia de elétrons (Atomos de hidrogénio ou ions hidreto
Hidrolases ReacOes de hidrolise (Transferéncia de grupos funcionais para a
agua)
Transfereases Transferéncias de grupos funcionais
Liases Adicdo de grupos as duplas liga¢bes ou formagéo de duplas ligagdes
removendo grupos
Isomerases Formagé&o de isdbmeros
Ligases Formagdo de ligacOes especificas de condensacdo acopladas a
quebra de ATP

De uma forma geral as enzimas sdo encontradas em células animais, vegetais e
também em microrganismos, dos quais sdo isoladas e purificadas com a funcgdo de evitar a
ocorréncia de reagGes laterais indesejaveis, ou seja, formacéo de subprodutos.®1°

Especificamente em sintese organica a utilizacdo de enzimas vem crescendo e
desmistificando a ideia de que somente 0 meio aquoso era favoravel a atividade catalitica,
pois com o avango das técnicas de imobilizacdo, que minimizam os efeitos desfavoraveis ao
utiliza-las em ambientes adversos como, por exemplo, o uso de solventes, variagdes no pH
e/ou temperatura, as enzimas sao eficientes catalisadores em meio organico. Com a utilizacéo
das técnicas de imobilizacdo também é possivel manter a conformacédo natural das enzimas
com atividade catalitica algumas vezes até superior comparado ao meio aquoso. Os fatores
responsaveis para a manutencdo da conformacdo estrutural da enzima em meios organicos
podem ser 418

e Aumento das interacGes eletrostaticas entre os grupos integrantes da enzima em
solventes organicos

e Baixa constante dielétrica da maioria dos grupos integrantes da enzima

e Aumento do numero de ligacdes de hidrogénio intramoleculares

Apesar das vantagens as reacOes catalisadas por enzimas possuem algumas
desvantagens, entre essas podemos citar os mais comuns®:

e Necessidade de utilizacdo de co-fatores: Substancias que se ligam ao sitio ativo da
enzima permitindo que ocorra a reacdo com substratos ndo naturais.
e Inibicdo enzimatica: Muitos processos sdo propensos a inibicdo pelo produto

formado e/ou pelo substrato reduzindo a eficiéncia.



21

e Controle rigido dos parametros reacionais: Existem faixas especificas de pH e
temperatura para a catalise enzimatica e quando bruscamente alteradas causam a
desnaturacdo e perda da funcdo catalitica das enzimas.

Para que o processo de biotransformagdo ocorra da melhor forma possivel existem
maneiras de minimizar as desvantagens citadas, dentre estas fazendo o uso de técnicas de
imobilizacdo, que protegem a enzima da acdo do solvente, por exemplo, além de fornecer
estabilidade e facilitar a recuperacéo e reutilizagdo de enzimas®® 2,

Com uma vasta aplicacdo em reagdes organicas as lipases sdo as enzimas mais
estudadas nos ultimos anos, pois estas enzimas ndo necessitam de cofatores e podem atuar em

uma ampla faixa de pH e temperatura.

3.3.1 Lipases

As lipases pertencem ao grupo das hidrolases que catalisam a conversdo de
triacilglicerdis a acidos graxos livres e glicerol. Como as demais enzimas as lipases podem ser
obtidas de animais, plantas, microrganismos, sendo os fungos a melhores fontes de obtencéo
da enzima, pois esses tendem a produzir enzimas extracelulares facilitando a extracdo e

purificacdo

O sitio ativo da lipase € formado por uma triade catalitica constituida pelos
aminoacidos: serina, histina e, acido aspartico ou glutamico (Ser-His-Asp/ Glu, Figura 5),
sendo que a ativagdo das propriedades cataliticas ocorre na interface lipideo/agua.
Normalmente o sitio catalitico é protegido por uma molécula hidrofébica, comparada a uma
“tampa” que exposta a interface lipideo/dgua sofre uma mudancga conformacional expondo o

sitio ativo da enzima 2%,
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Figura 5: Representacdo esquematica da estrutura tridimensional da lipase de Bulkoderia
cepacia obtida por cristalografia de raios-X 22

As lipases tém excelente atividade catalitica e uma maior estabilidade em meios nédo
aquosos em comparacao as demais classes, portanto dentro da quimica organica estas enzimas
sdo versateis e podem catalisar diferentes reacdes, tais como, reacBes de transesterificagdo,

esterificacio ou hidrolise, aciddlise, alcdolise e aminolise 2524,

O mecanismo de esterificacdo catalisada pelas lipases inicia com a ativacdo do sitio
catalitico, em seguida o &cido graxo forma um complexo acil-enzima, um intermediario de
reacdo, liberando uma molécula de agua. Em seguida ocorre a ligacdo do alcool ao complexo
acil-enzima. Este altimo € entdo transformado em complexo de éster-enzima liberando o éster

e recuperando a enzima. (Figura 6). %



152
< /Hm H 5'132? 152
| B2 ,;‘ | e 263 |:+]
. A
oy ] s Ha=n, ) - / H\)-I
W NNE = = ’?’\51
O H 0 H 3 "
D’7E DI .
RS D - G\.‘ _ D
Ry pit
OH 0 o
W
L 8]
Substrata
g P—"'_ Lp-ONP
gis2 ”
13 e {26 ~C- d
H s/h gs2 fr
o | —i 63
s, Q myly H
'H Complexo enzima-substrato \ I":';j
D176 4? [ . W
e G 3
N 1% 7
° . D — O -
'|[|J Acido graxo \D
\ > R~c-oH
-/ Acil-enzima
e 1
HO — B -
[ ] + 0
) R4S R
" i /BN o Poayi
R\ H R/ O 2 sjfi /
gis2 1_,{3)‘{’{} g5 Cr}_{ ‘H‘éﬁ\\\/Hm
___Dr’f ’f\ﬁzﬂ __d/ 263 '.I’.jf'- /
_}'l Hh.J':‘l"l.- - = EN/\T)-I _.‘/ Ly
L LS \,
0 \H 0O ité Di7e /F}
DT DI . H e L
—q - . 4
o) N - 0 |
L ] O

Intermedidrio complexo acil-enzima

Intermediirio complexo enzima- substrato
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O rendimento da reacdo pode ser controlado variando as concentracGes de enzima e

substrato, a razao molar, o valor de pH da reacdo, a temperatura e o teor de agua.

Algumas propriedades das lipases justificam a grande aplicacdo dessa enzima nas

reacOes citadas, como fato de catalisarem reacGes com elevada especificidade, além de nédo

necessitarem de cofatores, serem de baixo custo e grande disponibilidade. Todavia, um dos

gargalos para aplicacdo industrial da lipase é alto custo do biocatalisador. Portanto os métodos

de imobilizacdo foram introduzidos para melhorar a estabilidade das lipases e permitir a

reutilizacdo das mesmas, reduzindo assim o custo do processo.
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3.3.2 Imobilizacdo de Enzimas

O desenvolvimento de técnicas de imobilizagdo tem sido importante por proporcionar
a reutilizacdo das enzimas, facilitar a separacdo dos produtos e aumentar a estabilidade em

solventes organicos %°.

Imobilizar uma enzima consiste em confina-la em um espaco envolto por barreiras que
permitem o contato entre o substrato e a enzima durante a reacdo, porém, ao mesmo tempo, a
tornam pouco soltvel em qualquer meio. Ao realizar a imobilizacdo de enzimas tem-se como
principal objetivo obter um biocatalisador com atividade e estabilidade que n&o sejam
afetadas durante o processo, quando comparado & sua atuacio na forma livre 2. E importante

que ao imobilizar uma enzima n&o ocorram alteragGes estruturais *.

Para ser efetivo na imobilizacdo o suporte deve deixar a enzima acessivel aos
substratos, fornecer uma atmosfera inerte e biocompativel, sem interferir na estrutura nativa
da proteina, manter sua atividade por um longo periodo e permitir que o sistema
(suporte/enzima) seja regenerado ao final do processo, sem que ocorram perdas na atividade
enzimatica .

A escolha da matriz € muito importante para uma boa atuacdo do sistema com a
enzima imobilizada. As caracteristicas desejaveis para um bom suporte sdo: area superficial
grande, boa permeabilidade, caracteristicas hidrofilicas, estabilidade quimica, mecanica e
térmica, alta rigidez, forma e tamanhos adequados, resisténcia ao ataque de microrganismos e
poder ser reutilizado ®2°.

Dentre as formas de imobilizacdo mais utilizadas podemos citar: adsorcdo ou ligacdo
da enzima em um material insolGvel; uso de um reagente multifuncional através de ligacGes
cruzadas; confinamento em matrizes formadas por géis poliméricos; encapsulacdo através de

uma membrana polimérica. *’, conforme mostra a Figura 7.



25

Métodos para Imobilizagio de Enzimas
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Figura 7: Esquema dos métodos para imobilizacio de enzimas %

A imobilizacdo por encapsulacdo pode ser dividida em membrana ou matriz. A
primeira a enzima encontra-se fisicamente separada por uma membrana semipermeavel,
similar ao modelo bioldgico que conhecemos, podendo ainda estar encapsulada (enzima
permanece dentro de microcapsulas) ou confinadas entre membranas em uma determinada
regido da solucdo. Ja encapsulamento por matriz a enzima é aprisionada em malhas de um
polimero geliforme. Dentre essas formas de imobilizacdo a mais utilizada é a
microencapsulacdo através dos biocatalisadores em polimeros insollveis (poli-6xido de
etileno, poli- alcool vinilico, quitosana, entre outros) formando filmes ou, em microcépsulas.
Essa técnica é muito utilizada pois a enzima ndo esta quimicamente ligada ao polimero
evitando assim a sua desnaturac&o.?

J& a imobilizacdo por ligacdo covalente, como o préprio nome diz, a enzima esta
covalentemente ligada ao suporte, ou ainda por liga¢fes cruzadas entre grupos presentes no
biocatalisador com grupos reativos do suporte. Ao utilizar esse método pode existir perda da
atividade catalitica da enzima, visto que as interacdes entre enzima-suporte sdo fortes.

E por ltimo hd o método de adsorcdo, em que a enzima € adsorvida em um suporte
inerte e se mantém unida através de interagdes intermoleculares (ligacGes de hidrogénio,
interacGes dipolo-dipolo, forca de van der Waals e interagdes hidrofobicas.) ’

Ao imobilizar uma enzima a atividade catalitica dela pode ou ndo ser favorecida,
mesmo com a escolha adequada da forma de imobilizacdo ainda podem existir fatores que
prejudiquem a biocatélise. Para este trabalho selecionou testar a eficiéncia dos catalisadores

na reacdo de esterificacdo entre acido oleico e etanol.



26

3.4 Sintese do Oleato de Etila

A preocupacdo em desenvolver processos de producdo de energia renovavel cresce
cada vez mais visto que a preocupagdo com o meio ambiente é notavel em todas as areas de
pesquisa. Os combustiveis derivados do petrleo sdo hoje a forma mais utilizada para
obtencdo de energia, entretanto o fato de gerarem substancias prejudiciais ao meio ambiente e
também nao serem renovaveis ressalta a importancia de pesquisar outras formas e diversificar
a matriz energética. O biodiesel é uma saida interessante pois é produzido através da reacao
de transesterificacdo de 6leos vegetais, 6leos usados ou de gorduras animais (triacilglicerol).?®

O biodiesel € um combustivel constituido por ésteres de acidos graxos € a reacao de
transesterificacdo consiste em reagir o 6leo vegetal e alcool, na presenca de um catalisador e

obter o éster alquilico e glicerol. (Figura 8.%)
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Figura 8: Reacdo de transesterificacdo de um triglicerideo e metanol para producéo de
biodiesel e glicerol.?

A composi¢do dos 0Oleos e gorduras utilizados para a sintese do biocombustivel é
muito variada, sendo que existe diferentes acidos graxos nas estruturas. Como exemplo,
podemos citar o 6leo de soja, o qual é composto pelos acidos palmitico, estearico, oleico,
linoléico, linolénico nas respectivas proporcdes: 12,36%, 3,70% 27%, 50,25%, 10,61%,
respectivamente.!

Como normalmente o catalisador utilizado na transesterificacdo de triglicerideos é de
carater basico, os acidos graxos (por exemplo, acido oleico) irdo reagir com os catalisadores
alcalinos e formar sabdo. O processo de saponificacdo ira reduzir o rendimento de ésteres,
portanto, uma etapa de pré-tratamento é necessaria, convertendo os acidos graxos a ésteres.?
Sabendo que os Oleos vegetais utilizados para a producdo de biodiesel sdo misturas de
diferentes triacilglicerois, a reacdo de transesterificacdo se torna uma reacdo complexa a ser

estudada, bem como, a definicdo dos pardmetros operacionais de reacdo e quantificagéo.
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Portanto é normal adotar um modelo similar & esta reacdo, tal como a esterificagdo de um
acido graxo.

As diferentes vias cataliticas utilizadas em reacdes de esterificacdo ganharam grande
destaque e diversas publicaces de trabalhos ressaltam a importancia de proceder a reacao
com melhores rendimentos, mas também com menor producio de residuos 2.

A partir dessas consideracfes a proposta desse trabalho € avaliar a eficiéncia da
catalise na sintese do oleato de etila, para isso sera utilizada a catalise heterogénea (Nb2Os) e a
biocatalise (lipase imobilizada em Nb2Os/alcool polivinilico).

Para a quantificacdo na sintese do oleato de etila, serdo utilizados o0 método de Lowry-
Tinsley, cromatografia gasosa e ressonancia magnética nuclear de proton.

3.5 Quantificacdo do Oleato de Etila

3.5.1 Meétodo de Lowry-Tinsley

O método de Lowry-Tinsley é uma andlise classica e de baixo custo, que possuli
como principio a quantificacdo do teor de &cido oléico residual por espectrofotometria,
possibilitando a partir da subtracdo dessa concentracdo determinar a porcentagem do oleato
de etila na soluc3o.?” O 4cido oleico restante na solucio é complexado com os ions Cobre |1
(Cu?"), presentes na fase aquosa de uma solugdo contendo como reativo 5% de acetato de
cobre formando um complexo azulado. O desaparecimento do &cido graxo do meio
reacional (diminui¢do da cor azul) corresponderd, desta forma, ao consumo dos &cidos
graxos livres.?® O valor da conversdo final pode ser determinado a partir da relacio entre a
concentracdo de acido graxo no meio reacional e a absorbancia através de uma curva de
calibracdo externa, utilizando &cido oleico nas mesmas condi¢fes do ensaio. O comprimento

de onda utilizado nas analises é de 715 nm.%’
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3.5.2 Cromatografia Gasosa (CG)

Cromatografia € uma técnica de identificacdo e quantificacdo na qual ha uma fase
movel (solvente, podendo ser liquido ou gasoso, como é na cromatografia gasosa, que se
move através da coluna) e uma fase estacionaria (fixa dentro da coluna). Na cromatografia
gasosa, a amostra de um liquido volatil ou gasoso, é injetado através de um septo no injetor,
onde é rapidamente vaporizado. O vapor € transportado atraves da coluna pela fase mdvel,
conhecida como gas de arraste e os analitos separados fluem pelo detector cuja resposta é
observada pelo computador.?

Com base no cromatograma gerado € possivel determinar a quantidade do analito de

interesse na amostra analisada.

Figura 9: Cromatdgrafo gasoso Shimadzu
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A metodologia adotada para a realizacdo do projeto foi baseada em diversas

publicacdes cientificas que utilizavam catalise heterogénea ou enzimas imobilizadas nas

reacOes de esterificacdo e também de transesterificacdo do biodiesel. O fluxograma da Figura

10 representa as etapas que foram executadas durante o trabalho, as quais estdo detalhadas em

sequéncia.

Lavagem do 4acido
Nidbico

Obtencao do
pentdxido de
nidbic

Esterificagdo em Esterificacdo em
sistema de reator
refluxo autoclavado

Analise das
amostras pelo
método de Lowry-
Tinsley

Analise por
Cromatografia
gasosa

Pentoxido de
niodbio calcinado

Imobilizacao das
lipases em pentdxido
de nidbio e PVA

Esterificacdo via catdlise
enzimatica

Preparagao do padrao
de esterificacdo com Analise das
acido sulfurico amostras pelo
método de
Lowry-Tinsley

Analise por
Cromatografia
gasosa

Figura 10: Fluxograma das atividades desenvolvidas.
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4.1 Obtencéo do oleato de etila via catalise &cida

O oleato de etila foi obtido via catalise &cida, utilizando um bal&o de fundo redondo
de 125 mL, onde foram adicionados os reagentes na proporcao de 1:20 (mmol), &cido oléico/
alcool (etanol 98%), e 1% em massa, do catalisador (acido sulfirico- H2SO4 PA). Em seguida
0 baldo foi conectado em um sistema de refluxo, permanecendo sob agitacdo por um periodo
de 6 horas. Ap6s o tempo de reacdo o baldo foi desconectado do sistema e o produto obtido
transferido para um funil de separacdo. Para a purificagdo inicialmente foi realizada a
lavagem do produto com 25 mL de uma solugdo de bicarbonato de sédio 0,01 M, e em
seguida utilizado o sulfato de magnésio (MgSO4) por 30 minutos para retirar a agua, apos esse
tempo o produto foi filtrado. Posteriormente, foi realizada a evaporacdo do solvente em um
rotaevaporador. Os padrdes obtidos foram caracterizados por cromatografia gasosa (GC-FID
Coluna capilar HP-INNOWAX 30m x 0,25mm ID x 0,25 pm).

4.2 Obtencao do catalisador Nb20Os

Em torno de 50 mg do acido nidbico (Nb20s. n H20), cedido pela Companhia
Brasileira de Metalurgia e Mineracdo (CBMM), foi lavado com agua ultrapura trés vezes e
levado a estufa por 24 horas. Apds a secagem teve inicio a etapa de calcinacdo do pentdxido
de nidbio pesando 25 g do precursor catalitico que foi levado a mufla a 400°C por 3 horas, e

em seguida a temperatura foi elevada a 500°C por 4 horas.

4.3 Imobilizacao da lipase em compdsito de Nb20Os/PVA

O filme no qual foi imobilizado a lipase foi preparado utilizando o &lcool polivinilico
(PVA) e o pentdxido de nidbio previamente calcinado a 500°C, como descrito no
procedimento 4.2. Foram dissolvidos 500 mg de PVA em 15 mL de 4gua e agitacdo a + 90°C
até completa dissolucdo. Apds resfriar a solu¢do com PVA foram adicionados 50 mg das
lipases AS, AY e F-AP em agitacdo continua, e esta solucdo mantida em agitacdo por

aproximadamente 1 hora.
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Separadamente foi realizada a dispersdo de 50 mg de pentoxido de nidbio, utilizando
um ultrassom. A solugdo de Nb.Os em tetraidrofurano (THF, 10 mL), foram levadas ao banho
de ultrasson durante 40 minutos e em seguida levadas a agitacdo por mais 40 minutos,
repetindo essa etapa 2 vezes. Ao final a solucéo de lipase/PVA foi adicionada gota a gota, sob
agitacdo a solucdo de Nb2Os. A mistura foi entdo transferida para uma placa de Petri e 0
solvente evaporado utilizando um banho de areia. Ap6s seco o filme formado (Figura 11), foi
cortado em pequenas sec¢des para posteriormente ser utilizado na reacdo de esterificacdo do
acido oleico com etanol. O mesmo procedimento foi realizado para dois filmes controle, um

contendo apenas a enzima AY e PVA e outro contendo apenas Nb2Os e PVA.

Figura 11: Imagem do filme da lipase AS imobilizada em Nb2Os e PVA

4.4 Caracterizacao dos catalisadores sintetizados

Os catalisadores preparados foram caracterizados através de técnicas de difracdo de
Raio-X e MEV.

Difracdo de Raios X: Equipamento Shimadzu XRD 7000 pertencente a Universidade
Tecnoldgica Federal do Parand — UTFPR/DAEM. Por este método de analise pode-se
identificar as fases cristalinas presentes, determinar o didmetro de particula e o teor das fases
cristalinas.

Esta técnica fornece informacdes sobre o arranjo e a distribuicdo dos atomos nos
materiais sintetizados, possibilitando uma melhor compreensdo das propriedades fisicas dos

materiais, bem como, a identificacdo qualitativa dos compostos, ja que cada substancia
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cristalina possui um padréo unico de difracdo de raios X, além de fornecer dados quantitativos

sobre os mesmos 3

Figura 12: Imagem de um difratbmetro de raios x.

Microscopia eletrénica de Varredura: Realizada em microscopio eletrénico de
varredura (MEV — EDX) da marca Zeiss, modelo EVO MAL15, pertencente & Universidade
Tecnologica Federal do Parana — UTFPR/DAEM. Na microscopia eletrénica de varredura
(MEV), um feixe de elétrons é focado em uma amostra do material e subsequentemente
percorre uma pequena area retangular.

O MEV é muito util na estimativa da influéncia do modo de preparacdo da amostra
sobre a qualidade da superficie e pode ser, também, usada no estudo das formas de equilibrio
dos pequenos cristalitos metéalicos.

A caracterizacdo de metais por microscopia eletrénica é absolutamente satisfatoria,
pois pode realmente visualizar as particulas metalicas.®! Também foi realizado para algumas
amostras uma microanalise quimica de Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS) acoplado
ao microscépio de varredura (MEV), com o objetivo de identificar os elementos presentes nas

amostras.
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Figura 13: Imagem do Microscépio Eletrdnico de Varredura.

4.5 Obtencao do oleato de etila via catélise heterogénea

45.1 Reacdo em refluxo: Em um baldo de fundo redondo de 125 mL foram
adicionados os reagentes na proporc¢édo de 1:20 (mmol), acido oléico/ etanol, ou seja, 1,62 mL
de acido oleico e 50 mL de etanol, e diferentes quantidades de massa do catalisador Nb2Os
(50, 100 e 200 mg). Em seguida o bal&o foi conectado em um sistema de refluxo (Figura 14),
permanecendo sob agitacdo constante e temperatura de 72°C nas chapas de aquecimento.
Foram retiradas aliquotas da reagdo em 12, 24, 48 e 72 horas. As aliquotas da reacdo foram
centrifugadas e posteriormente caracterizadas pelo método de Lowry-Tinsley e cromatografia
gasosa.
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Figura 14: Sistema de refluxo para esterificacdo do &cido oleico com etanol e pentoxido de
niébio como catalisador.

4.5.2 Reacdo autoclavada: Em pequenos tubos foram adicionados os reagentes na
proporcdo de 1:1 &cido oleico/etanol (0,32 mL &cido oleico e 4 mL de etanol), e diferentes
quantidades de massa do catalisador Nb.Os (50, 100 e 200 mg). Os tubos foram levados ao
reator autoclavado (Figura 15) durante uma hora a aproximadamente 180°C e 10 atm. Foram
retiradas aliquotas das amostras ao final do ciclo reacional. As aliquotas da reacdo foram
centrifugadas e posteriormente quantificadas pelos métodos de Lowry-Tinsley e

cromatografia gasosa

Figura 15: Reator autoclavado
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4.6 Sintese do oleato de etila via catalise enzimatica

Em um erlenmeyer de 125 mL foram adicionados 25 mL de hexano, 50 mg da lipase
imobilizada AY/Nb2Os/PVA, &acido oléico e etanol nas propor¢gdes 1:1 mmol &cido
oleico/etanol (0,32 ml &cido e 4 mL de etanol). O mesmo procedimento foi utilizado com as
lipases AS e F —AP e os controles dos filmes Nb2Os/PVA e AY/PVA. O sistema foi deixado
sob agitacdo de 150 rpm em um agitador tipo Dubnoff, com banho termostatizado, a
temperatura de 40°C. Foram retiradas aliquotas nos tempos de 3, 6, 12 e 24 horas e estas

foram analisadas pelos métodos de Lowry-Tinsley e cromatografia gasosa.

4.7 Quantificacdo das reacgoes

4.7.1 Meétodo Lowry-Tinsley

A quantificacdo pelo método de Lowry-Tinsley por espectrofotometria, necessita
primeiramente da preparacdo de uma solucdo reativa de acetato de cobre. O preparo da
solucgéo do reativo de acetato de cobre 11 5%, foi realizado pesando 25 g de acetato de cobre Il
em um baldo volumétrico de 500 mL, ao qual foram adicionados 400 mL de agua destilada. O
pH da solucédo foi ajustado para 6,0 (maximo de 6,2) utilizando piridina. O volume foi entéo
completado para 500 mL com agua destilada e ficou sob agitacdo até a completa solubilizacao

durante 24 horas. O reativo foi armazenado em frasco ambar 28.

Para a curva de calibracdo do &cido oléico foram utilizadas solugdes do acido nas
concentragdes de 0,1 mmol (0,0315 mL), 0,2 mmol (0,06301 mL), 0,4 mmol (0,1260), 0,6
mmol (0,1890 mL), 0,8 mmol (0,2521 mL), 1,0 mmol (0,3151 mL), 2,0 mmol (0,6302 mL),
3,0 mmol (0,9453 mL), 4,0 mmol (1,260 mL) e 5,0 mmol (1,575 mL). Os volumes
necessarios de &cido foram adicionados em bal6es volumétricos de 25 mL, e seus volumes
foram completados com hexano. Apds foram retiradas aliquotas de 0,5 mL de cada solugéo e
com estas aliquotas foram realizadas novas diluigdes em hexano, desta vez em balGes
volumetricos de 10 mL. Em seguida foram retirados 3 mL de cada uma destas solugdes, e

adicionados 7,5 mL do reativo de acetato de cobre 1l 5%. Agitou a solucdo em vortex por



36

aproximadamente 30 segundos e depois centrifugou por 5 minutos. O sobrenadante foi
utilizado para as medidas de absorbancia em espectrofotometro UV-Vis Cary 50 da marca

Varian em comprimento de onda de 715 nm 8.

Para as amostras coletadas em todos os tempos e sistemas reacionais, foram retirados
0,5 mL e esses avolumados para 10 mL com hexano. Dessa solugéo foram retirados 3 mL e
colocados em um tubo de centrifuga, e adicionados 7,5 mL do reativo de acetato de cobre Il
5%. A solucdo foi agitada em vortex por 30 segundos e centrifugada por 5 minutos. O

sobrenadante foi utilizado para as medidas em UV-VIS, assim como a curva de calibragdo 28

4.7.2 Cromatografia Gasosa (CG)

As amostras foram analisadas em cromatografo gasoso da marca Shimadzu GC-17A
com detector FID, equipado com coluna capilar HP-INNOWAX, com 30 m de comprimento,
0,250 mm de didmetro interno, 0,25 um espessura do filme. A temperatura do detector FID
foi de 260°C, a relacdo split de 1:9, e a quantidade de amostra injetada igual a 1,0 um. Como
gés de arraste foi utilizado nitrogénio, programacao de temperatura utilizada no forno foi de
80°C a 240°C na razdo de 10°C/min, permanecendo por 9 min. Fluxo do gas de arraste

1 mL/min, pressdo na coluna de 101KPa. O tempo total da corrida foi de 25 min.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacéo dos catalisadores

Os metodos de caracterizacdo dos catalisadores permitiram compreender melhor a
morfologia e a estrutura dos materiais utilizados através de analises da composic¢do quimica
(andlise de EDS), da superficie (microscopia eletrénica de varredura) e também da
cristalinidade (difracdo de raios Xx).

5.1.1 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Os materiais sintetizados foram caracterizados por MEV, sendo que as micrografias

podem ser visualizadas na Figuras 16.



38

EHT =20.00 kv Signal A= SE1 Date :24 Feb 2015
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Figura 16: Micrografia dos catalisadores (a) Nb2Os, (b) AS/Nb2Os/PVA, (c) F-
AP/Nb20s/PVA, (d) AY/Nb20s/PVA, (e) AY/PVA

A Figura 16 (a) é a ampliacdo de 6000 vezes do Nb2Os ap0s o processo de calcinacao,
na qual podemos notar que a estrutura do catalisador é formada por pequenos cristais de
aproximadamente 2 um e aglomerados de forma dispersa. A partir da Figura 16 (b) até a 16
(d) tem-se as micrografias dos filmes das lipases AS, F-AP e AY preparados com Nb.Os e
PVA nas ampliacdes de 1000 vezes (16 b) e 3000 vezes (16 ¢ e 16 d). Pode-se observar que
de todos os filmes, o de estrutura aparentemente mais homogénea pertence a lipase AS, porém
em todos os filmes ha um aglomerado que poderia ser acumulo de nidbio. Entretanto quando
se observa a Figura 13 (e), que representa apenas e enzima AY e PVA, ainda ha uma forma
semelhante, que poderia ser a enzima néo dissolvida durante o processo de preparacédo, fato

gue pode ocorrer pois os filmes foram dissolvidos em tetrahidrofurano (THF) e ndo em agua,
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que é o meio mais adequado para as enzimas *® porém, como o Nb,Os ndo é soliivel em agua,
optou-se pelo THF para aumentar a solubilidade do suporte e tornar o sistema mais
homogéneo.

Com a finalidade de analisar a composicdo dos filmes, foi realizada a analise semi-
quantitativa de espectroscopia de Energia Dispersiva de Raios-X (EDS) que realiza uma
emissdo de raios x caracteristico provenientes das transices eletrénicas do elemento
selecionado, detectando entfo a sua presenca na amostra 3. A partir da anélise EDS realizado
no filme da lipase AS/Nb.Os/PVA obteve-se as Figuras 17 (a), (b), (c) e (d) que indicam a

presenca de nidbio, nitrogénio, carbono e oxigénio, respectivamente, na parte analisada.

Nb La1 N Ka1_2

CKa1_2 O Kat

Figura 17: (a) Presenca de Niobio na amostra, (b) Presenca de nitrogénio na amostra, ()
Presenca de carbono na amostra, (d) Presenca de oxigénio na amostra

Com base na Figura 17 pode-se ver que hd uma grande presenca de nidbio na parte
analisada, todavia ndo se pode concluir que h& apenas nidbio nessa parte do filme pois,
analisando as outras imagens, nota-se que ha também elementos como carbono e nitrogénio
no material analisado. Esses elementos estdo presentes na estrutura das enzimas e do PVA, o
qual atua como uma “estrutura de mediagdo” para a imobiliza¢do das enzimas no pentoxido
de nidbio. Portanto os aglomerados vistos nos filmes séo resultados da incompleta dissolucao
tanto do nidbio quanto das enzimas no solvente THF, gerando um filme ndo homogéneo.

A técnica de imobilizag&o utilizada foi de adsor¢éo, pois € uma técnica de baixo custo,

simples de ser realizada e ndo causa perdas na atividade enzimatica ja que suporte e enzima
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estdo unidos por interacbes fracas como de van der Walls e/ou intera¢Ges hidrofobicas. Em
geral, todos os rendimentos das reacdes de transesterificacdo dos &cidos graxos para produgao
de biodiesel utilizando 0Oleo vegetal ou residuo de 6leo de cozinha como matéria-prima,
juntamente com lipases imobilizadas por adsorcdo, sdo elevados, sendo superiores a 80% 2.
Todavia, utilizando o MEV ndo ha como determinar se as lipases estdo se ligando ao
pentoxido de nidbio ou ao PVA, ou se ambos estdo mesmo unidos por adsorc¢éo, mas através
dos resultados da reacdo de esterificacdo é possivel compreender se a técnica de imobilizacdo

favoreceu ou ndo a atividade catalitica das enzimas.

5.1.2 Difracao de Raios X

O pentoxido de nidbio obtido através da calcinacdo do acido nidbico a 400°C por 3
horas e depois a 500°C por 4 horas foi caracterizado através do DRX e apresentou o0s picos de
difracdo caracteristicos de um material cristalino. Sabe-se que a cristalizacdo do 6xido de
niobio se inicia a 500°C, originando principalmente estruturas de sistemas monoclinico,
hexagonal e ortorrombico, # estrutura essa que possui o propriedades propicias desse material

ser utilizado como catalisador.

Os picos obtidos no espectro sdo semelhantes aos obtidos por Policano (2015), em seu
estudo sobre o desenvolvimento de catalisador éxido de nidbio sulfatado para a sintese de
ésteres etilicos a partir 6leo de elevada acidez,* bem como o espectro obtido por De Oliveira
(2014), que mesmo utilizando o Nb2Os complexado, ainda obteve picos semelhante ao Nb2Os

deste trabalho. A Figura 18 representa o difratograma de raio x do Nb2Os,

9] Pentoxido de Nidbio com
250 estrutura ortorrdmbica

Intensidade

150 - |‘ D)
!

o

50 80
28

Figura 18: Difratograma de Raios-X do Nb2Os caleinado a 300°C por 3 horas e 500°C por 4
horas
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6. Quantificacdo pelo método Lowry-Tinsley

A reacdo de esterificacdo do acido oleio é muito estudada com a finalidade de otimizar
parametros reacionais, tais como, relacdo molar acido oleico/etanol, sistemas de reacéo, tipos
de catalisadores, entre outros, para posterior aplicacdo em rea¢fes mais complexas como a
transesterificacdo para producdo de biodiesel. A esterificacdo do acido oleico com etanol,
representada pela Figura 19, é uma reacdo reversivel usualmente catalisada por &cidos fortes
como, por exemplo, o acido sulfarico (H2SO4). Com a finalidade de substituir o H2SO4 por
um catalisador ambientalmente mais favoravel este trabalho utilizou-se da cromatografia
gasosa e do método de Lowry-Tinsley para a quantificacdo do éster formado através da

biocatalise e da catélise heterogénea.

Il catalisador L o + H,O
+ CH,CH,O0H ———>

Figura 18: Esquema da reacéo de esterificacéo do &cido oleico com etanol.

6.1.1 Curva de calibragdo

Para a quantificacdo da reacdo de esterificacdo, tanto enzimatica quanto heterogénea
através do método Lowry-Tinsley, as absorbancias da curva de calibragdo foram obtidas no
comprimento de onda de 715 nm, utilizando o acido oléico como padrao, e esta representada

na Figura 20.
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Figura 19: Relagdo da absorbancia de &cido oleico a 715 nm pela concentragdo de acido
oleico em mmol/mL.

Baseado na curva de calibracdo, que possui coeficiente de correlacdo linear (R?) de
0,9898, foi possivel obter a relagdo entre a concentracdo de &cido oleico e a absorbancia das
amostras através da Equacéo 2, na qual abs é a absorbancia da amostra, e os valores de

0,00591 e 0,21157 sdo, respectivamente, os coeficientes de correlacédo linear e angular da reta.

abs+ 0,00591

[Acido oleico] = ~ooi1oo

Equacéo 2

Visto que o produto de interesse € o oleato de etila considera-se que todo o acido
oleico que foi consumido na reacdo se converteu ao éster. Portanto para calcular a
concentracdo de oleato de etila formado em cada sistema reacional é necessario relacionar a
concentracdo final, obtida pela equacdo 2 e a concentracdo inicial nos sistemas de catélise

heterogénea (reacdao em refluxo e/ou autoclavada) e da catalise enzimatica.

6.1.2 Catalise heterogénea

6.1.2.1 Reacao em refluxo

As reacoes utilizando o Nb2Os como catalisador em sistema de refluxo e também no

reator autoclavado partiram, respectivamente, das concentracGes iniciais de 5 mmol e 1 mmol
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de &cido oléico em todas as amostras. A relagcdo acido oléico etanol se manteve fixa em 1:20
mmol nas reagdes em refluxo e 1:1 nas reagdes autoclavadas. Essas propor¢des foram
adotadas devido as condigdes reacionais, ou seja, tempo de reacdo mais elevado e pelo
sistema de refluxo necessitar de um volume maior nos baldes, visto que as aliquotas durante
o0s tempos determinados sao retiradas sem desligar o sistema para retomar o volume inicial. J&
para o reator autoclavado, o volume de amostra suportado pelo reator bem como o tempo total

de reacdo € menor, o que acarreta na diferenca da proporc¢éo acido/etanol.

Portanto, ao obter as concentracdes de acido oleico e relaciona-las as leituras no
espectrofotbmetro UV-VIS através da Equacdo 2, tem-se a possibilidade de encontrar a

porcentagem de oleato de etila convertido durante a reacdo através da Equacao 3.

. Acido oleico inicial]-[Acido oleico final
% Oleato de etila = [ | final]

.100 Equacéo 3

[Acido oleico inicial]

A partir dos dados de oleato de etila formado em cada um dos tempos e dos sistemas
reacionais, pode-se avaliar dentre as metodologias da catalise heterogénea qual proporciona
melhor desempenho do Nb2Os como catalisador. A Tabela 2 relaciona a massa do
catalisador, o tempo reacional e a porcentagem de olato de etila ao final de cada etapa do

refluxo.
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Tabela 2: Relagdo entre a massa de catalisador, tempo reacional e % de conversdo em oleato de etila
do sistema de refluxo a 72°C

Massa de Nb,Os (mg) Tempo (h) % Oleato de etila

50 12 53
50 24 70
50 48 84
50 72 86
100 12 44
100 24 41
100 48 41
100 72 41
200 12 34
200 24 34
200 48 35
200 72 36

Nos sistemas de refluxo, a massa de pentoxido de nidbio que obteve melhor
rendimento foi de 50 mg, a qual em todos os tempos foi capaz esterificar mais de 50% do
acido oléico, sendo a maior conversao de 86% em 72 horas. A maior taxa de conversdo tendo
ocorrido quando se utilizou a menor massa representa uma vantagem catalitica do pentéxido
de nidbio, pois sabe-se que bons catalisadores devem ser adicionados ao meio reacional em
pequenas quantidades.?

Com base nos dados da Tabela 2 pode-se notar que conforme se aumenta a quantidade
de Nb2Os como catalisador reduz-se a porcentagem de conversdo com o passar do tempo. Este
fato é explicado pelo principio Le Chatelier, o qual define que a posic¢do do equilibrio quimico
sempre se altera na direcdo que tende a minimizar o efeito da perturbacéo aplicada, no caso o
aumento da concentracdo dos produtos.®

O sistema reacional de refluxo pode ser considerado como batelada, ou seja, ndo
houve retirada simultanea do produto com o passar das horas e, como a reacdo de
esterificacdo é reversivel (Figura 19) pode-se ter um deslocamento do equilibrio no sentido

dos reagentes.
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Como exemplo pode-se observar a massa de 100 mg durante os tempos de 12 e 24
horas, nos quais a porcentagem de conversdo foi de 44% e 41%, respectivamente, mostrando

um pequeno decréscimo, mas que pode indicar o deslocamento do equilibrio

Relacionando as massas e tomando como referéncia o tempo de 24 horas para as trés,
50, 100 e 200 mg, as conversdes foram de 70%, 41% e 34% respectivamente. Por isso, quanto
maior a massa do catalisador, a tendéncia é que aumente a concentracdo dos produtos (éster e
também da agua), deslocando o equilibrio para o sentido onde ha menor concentracdo das

substancias.

6.1.2.2 Reacdo em reator autoclavado

Para o segundo sistema de catalise heterogénea obteve-se os dados da Tabela 3, os
guais mostram a porcentagem de conversao em oleato de etila utilizando as massas de 50, 100

e 200 mg de pentoxido de nidbio no sistema de reacéo autoclavada.

Tabela 3: Porcentagem de conversao em oleato de etila através do sistema do reator autoclavado
durante 1 hora a 180°C e 10 atm.

Massa de Nb,Os (mg) % Conversao em oleato de etila
50 56
100 86
200 97

Os resultados da Tabela 3 mostram que o sistema do reator autoclavado apresentou
melhores resultados em comparacdo ao sistema de refluxo. Mesmo a menor porcentagem
alcancada nesse sistema (56% com a massa de 50 mg) foi cerca de 22% maior que a menor
conversdo nas reacoes de refluxo (34% com a massa de 200 mg em 12 horas). O resultado
obtido vai de encontro com o esperado, visto que 0 Nb2Os estd na classe de catalisadores
heterogéneos, portanto necessita de elevada pressdo e temperatura para atingir seu maior
potencial catalitico. Devido as reacfes em refluxo serem dependentes da temperatura das
chapas de aquecimento, que estiveram em média de 72°C o que néo € o indicado para catalise
heterogénea. J& para o reator autoclavado, por trabalhar com presséo interna elevada, neste
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caso 10 atm, a temperatura durante a reacdo chegou a 180°C, facilitando a conversdo a oleato
de etila em 1 hora, muito menor que as 72 horas do sistema de refluxo.

As conversfes dos dois sistemas sdo consideradas excelentes, porém o gasto
energético para chegar nos 85% de conversdo foi mais elevado e além disso, se projetarmos
esses sistemas em escala industrial, o tempo de 72 horas para uma reacao torna-se inviavel.

Ao analisar outros experimentos com catalisadores heterogéneos também se percebe
que a temperatura média varia de 120°C até 300°C dependendo do catalisador utilizado.?632-3
Podemos citar, como exemplos, Bassan, et.al %2, que utilizou fosfato de nidbio na esterificagdo
de &cidos graxos com alcool, em um sistema em que a temperatura variou de 120°C a 160°C,
com conversdes que chegaram a 97% ¥, e Zhang, et.al 2%, que utilizou compostos de zirconio

na esterificacdo de &cido oleico a 110°C.%

Portanto era esperado que o sistema de reagdo autoclavada, que chegou a 180°C, fosse
o de melhor eficiéncia para a catélise heterogénea. Esse fato se confirmou visto que o sistema
teve melhor porcentagem de conversdo, 97% de oleato de etila formado com a massa de 200
mg de catalisador, muito semelhante ao resultado obtido por Bassa, et.al com o catalisador de

fosfato de niobio.

Ja reagdes em refluxo se processam em temperaturas menores que as habituais para
catalisadores heterogéneos e, por isso, a conversao ¢ menor ao utilizar esses sistemas. Sempre
que se usam reatores pressurizados as conversdes serdo maiores, para este tipo de reagdo, pois
trabalham bem acima da temperatura de ebulicdo do alcool (no caso do etanol, 78°C) e
também a maioria dos trabalhos utiliza niébio com catalisadores suportados, passivados ou
com promotores que auxiliam a atividade catalitica nessas condi¢des favorecendo a cinética

36, que

reacional.*® Observa-se essa conversdo reduzida em trabalhos como o de Oliveira
estudou o potencial catalitico do Nb2Os obtido de um complexo de nidbio como catalisador
da reacao de esterificagdo do acido oleico com metanol a 60°C com conversao nas condi¢des
otimizadas de 22%.* Todavia a massa de 50 mg foge desse padrdo pois se compararmos ao
trabalho de Policano, et. al**, que utilizou a relagdo de 5% (m/m) de um catalisador de éxido
de niobio sulfatado para a sintese de é€steres etilicos, o maximo de conversao de 67% a uma
temperatura muito maior (cerca de 260°C durante 4 horas)*, notamos que o Nb2Os teve
rendimento proximo ao de 50 mg e 48 horas no presente trabalho porém em menor tempo

reacional. Isso deve-se ao maximo da temperatura alcancada no refluxo (72°C) chegar

proximo da temperatura de ebulicao do etanol.
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Ao comparar os dois sistemas nota-se que a utilizacdo do pentéxido de nidbio como
catalisador heterogéneo ¢ viavel e possui bons resultados em ambos sistemas reacionais.
Ambos os sistemas tém vantagens e desvantagens, o sistema de refluxo utiliza temperaturas
mais brandas e menor quantidade de catalisador porem leva-se 72 horas para conversao de
85%. No sistema autoclavado foi obtido 97% de conversdo em 1 hora porem com massa de
200 mg de Nb2Os, temperatura de 178°C e 10 atm. Portanto conclui-se que o reator
autoclavado apresenta melhores resultados de conversao em um tempo muito menor de reagao

em comparacao com o sistema de refluxo.

6.1.3 Catalise Enzimatica

A reacdo de esterificacdo utilizando as lipases foram feitas a partir da concentragdo
inicial de 1 mmol de acido oleico e mantendo fixas a relacdo acido oleico/etanol em 1:1 ¢ a
massa do catalisador em 50 mg. Essa proporc¢ao foi adotada pois em outros testes utilizando
as enzimas imobilizadas, a relacdo de 1:1 ja apresentava resultados satisfatorios. A
temperatura de 40°C foi adotada pois € a temperatura 6tima de trabalho para todas as enzimas
utilizadas. Os testes controle dos filmes contendo apenas pentéxido de niobio e PVA, e da
lipase AY e PVA foram colocados junto com as enzimas imobilizadas no agitador do tipo
Dubnoft, nas mesmas condigdes.

As amostras coletadas ao final de cada periodo reacional foram analisadas
primeiramente pelo método de Lowry-Tinsley, da mesma maneira que as amostras da catalise
heterogénea. A Figura 21 relaciona os catalisadores utilizados, o tempo reacional e a

porcentagem de oleato de etila obtida.
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Figura 20: Porcentagem de oleato de etila formado por cada catalisador de acordo com o
tempo

A lipase AY foi adotada como controle na avaliagdo da influéncia do suporte, pois
utilizou esta lipase imobilizada em PVA na auséncia do Nb2Os Sendo que esta lipase
apresentou uma melhor solubilidade em THF e Nb»Os, portanto esperava-se que esta tivesse
uma maior interagao com o suporte.

Na Figura 21 pode-se comprovar que a lipase AY teve uma interagdo com o suporte,
semelhante as outras enzimas, pois todas elas quando imobilizadas em compoésitos de Nb2Os
obtiveram resultados semelhantes de conversdao. Ao utilizar o sistema AY/Nb>Os/PVA, as
conversdes foram de 21% a 43%, sendo o méaximo da conversdo em 12 horas. J4 a lipase
AS/Nb20Os/PVA teve conversao de 41% em 3 horas, portanto observa-se que essa enzima teve
a mesma capacidade de interacio com o suporte. Todavia, se comparadas a melhor
porcentagem de conversao do filme AY/PVA (93% em 3 horas), nota-se que a presenga do
pentoxido de nidbio ndo favoreceu a catdlise. Logo o Nb2Os como suporte ndo apresentou
uma boa interagdo com as lipases.

A 1mobilizacdo das lipases no pentdéxido de nidbio deveria ocorrer por adsorcao e as
enzimas estariam unidas ao Nb2Os por interagdes hidrofobicas as quais ocorrem através de
uma interagdo entre cadeias ou subunidades apolares. Estas cadeias ou subunidades
hidrofébicas presentes tanto no receptor como no ligante encontram-se envoltas por camadas
de moléculas de agua. A aproximacgao das superficies hidrofobicas promove o colapso da

estrutura organizada de agua, permitindo assim a interagdo ligante-receptor através de ganho
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entropico associado a desorganizagdo do sistema.'® Porém como ndo ocorrem ligagdes
especificas ndao ha garantia que a enzima esteja realmente ligada ao suporte, *” o que pode ter
ocorrido com o NbOs, pois analisando os EDS dos filmes notamos que existem particulas de
niobio dispersas, que provavelmente nao estao ligadas as lipases e, o pentoxido de nidébio nao
ligado pode competir com o sitio ativo da enzima durante a rea¢do. Além disso, caso ocorra a
interacdo do suporte com a enzima o pentoxido de nidbio ainda pode acarretar em um
aumento no impedimento estérico, bloqueando a tampa hidrofobica das enzimas, o que
impediria o sitio ativo da enzima de se ligar ao substrato 3’

O pentoxido de nidbio comumente ¢ utilizado como suporte para outros Oxidos
metalicos que se unem a ele através da impregnacdo imida ou troca idnica, interacdes essas
muito mais fortes que as hidrofobicas e que ndo podem ser desfeitas. Sendo assim, por
comparagdo com outros trabalhos acredita-se que, devido as caracteristicas do pentoxido de
niébio, tais como insolubilidade em agua, e acido de Bronsted —Lowry (doador de prétons),
interagdes mais fracas como as hidrofobicas ndo sdo suficientes para fazé-lo interagir com as

enzimas da maneira que outros suportes organicos fariam ' 373,

6.1.4 Quantificacdo por Cromatografia Gasosa

A cromatografia gasosa foi realizada neste trabalho com a finalidade de compararos
dados obtidos por esta técnica com o método de Lowry-Tinsley. As andlises por CG sdo
muito utilizadas para quantificar reagdes de esterificagdo e transesterificagdao. Nesta técnica
verifica-se se ha o produto obtido na amostra comparando os tempos de reten¢do dessas com
o padrdo de esterificagdo com acido sulfurico.

A andlise das amostras por cromatografia gasosa foi realizada no GC-17A Shimadzu,
utilizando a coluna capilar HP-INNOWAX 30m x 0,25mm ID x 0,25 um, e como padréao de
esterificacdo o oleato de etila obtido via catalise acida.

As amostras do sistema de refluxo e as enzimaticas, no tempo de 12 horas foram
analisadas a fim de comparar como a reagdo que Se processa para um mesmo tempo nos
diferentes sistemas, bem como as conversfes obtidas através do meétodo Lowry-Tinsley.
Também foram analisadas as amostras do reator autoclavado, no uUnico tempo reacional

possivel, que foi de 1 hora. A Tabela 4 apresenta os dados das conversdes obtidas pelo
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método de Lowry e por CG para as amostras selecionadas da biocatélise, sistema de refluxo e

reator autoclavado.

Tabela 4: Comparacéo entre as porcentagens de conversao obtidas nos métodos de Lowry-
Tinsley e cromatografia gasosa

Amostra % de conversdo a oleato de etila % de conversdo a oleato de etila
por CG por Lowry
50 mg/ 12h refluxo 51 53
200 mg/ 1h reator 78 97
autoclavado
AY/PVA/ 12h 12 26
AY/Nb20s/PVA/12h 11 43

A cromatografia gasosa apresentou porcentagem de conversdo mais baixa quando
comparada ao método de Lowry. Essa diferenca deve-se ao fato do tempo de armazenamento
entre as andlises no UV e no CG, pois muitas das amostras evaporaram tendo que ser
novamente diluidas em hexano antes de serem injetadas no CG, além disso, como foi
discutido anteriormente, a reacdo de esterificacdo € reversivel, e a presenca de dgua no meio
reacional leva ao deslocamento do equilibrio, reduzindo assim a concentracdo de oleato de
etila no produto.

As outras amostras enziméticas ndo tiveram picos detectados do oleato de etila, exceto
a da lipase AY imobilizada apenas em PVA, que apresentou 0 melhor pico para o éster e 0
resultado da conversdo obtido pele &rea do cromatograma foi de 12%, enquanto que no
método de Lowry, no mesmo tempo foi de 26%.

Para as amostras dos catalisadores heterogéneos, entretanto, as conversdes foram
similares aquelas obtidas no método de Lowry, porém as porcentagens de éster nas amostras
também sdo menores se comparadas as analises no UV. No mesmo tempo reacional que as
enzimas, 12 horas, a amostra de 50 mg obteve através da cromatografia uma conversao de
50,9% muito similar aos 53% do método no UV. Todavia para as amostras de 100 e 200 mg
no mesmo tempo, as conversdes cairam bruscamente sendo essas 4% e 3,5%,
respectivamente. J4 as amostras do reator autoclavado tiveram uma diferenga de converséo
entre os métodos em torno de 20%, pois para a amostra de 200 mg a conversdo no UV foi de
97% e no CG de 78%, sendo essa porcentagem a maior conversdo obtida dentre todas as
amostras no CG. Para as massas de 50 e 100 mg as conversdes foram de 65% e 71%,
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respectivamente, comprovando que o aumento da quantidade de catalisador no meio reacional
também aumenta a porcentagem de esterificagéo.

As amostras da catalise heterogénea se mostraram mais eficientes na conversdo do
éster também pela cromatografia gasosa, comprovando assim que o pentoxido de nidbio ndo
atuou como um bom suporte para imobilizacdo de enzimas. Por isso 0os rendimentos baixos
via catélise enzimaética, ao contrario do que se encontra na literatura, visto que quando as o
suporte € compativel com a enzima, a atuacdo das lipases pode chegar até a 100% de
conversdo, como conseguiram Abdulla e Ravindra, que utilizaram a lipase do microrganismo
Bulkoderia cepacia imobilizada em polimeros orgénicos na producédo de biodiesel do dleo de
Jatropa curcas. 3

Outro fator que pode ter interferido na reacdo de esterificacdo é que as lipases AS e F-
AP podem ndo ser tdo eficientes quanto a enzima AY, ou demais lipases na reacdo de
esterificacdo, pois Rosset e Porto 4° chegaram a obter uma conversdo de 96,5% utilizando a
lipase Candida antarctica livre, enquanto no mesmo trabalho testaram as enzimas Rhizopus
niveus e Pseudomonas fluorescens e também ndo obtiveram valores para o oleato de etila
através de andlises por cromatografica gasosa, mostrando que nem todas as lipases catalisam
de forma consideraveis as reacdes de esterificacdo, seja livre como no trabalho de Rosset e
Porto, ou imobilizadas como neste estudo

Todas as areas foram obtidas tomando como padrdo o tempo de retencéo do oleato de
etila via catalise acida, que apresentou tempos de retencdo de 14 e 16 minutos, e 0 acido
oleico puro, com tempo de retencdo de 19 e 23 minutos. Os cromatogramas do acido oleico,
oleato de etila (padréo obtido via catalise acida), biocatalise da lipase AY imobilizada apenas
em PVA, bem como a de 200 mg do reator autoclavado estdo dispostos na Figura 22.
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Figura 21: Cromatogramas do &cido oleico, oleato de etila, AY/PVA e reator autoclavado
200 mg.

6.1.5 Analise dos resultados da catalise heterogénea e da catalise enzimatica

Partindo dos resultados obtidos através do método de Lowry-Tinsley pode-se fazer
uma andlise comparativa entre as melhores conversdes na catdlise enzimatica e na catalise
heterogénea com a finalidade de facilitar a escolha do melhor método para a sintese do oleato
de etila. Tomando como partida que a melhor lipase utilizada no trabalho foi a AY e que a
melhor conversdo dessa enzima ocorreu quando esta foi imobilizada apenas em PVA na
auséncia do pentoxido de nidbio, sendo essa selecionada como a melhor lipase testada via
catalise enzimatica.

Para a catélise heterogénea o melhor sistema foi o reator autoclavado e a massa de
Nb2Os de 200 mg, sendo que a conversao foi de 97% em apenas 1 hora de reacdo. J4 na
reacdo em refluxo a melhor massa de Nb,Os puro utilizada foi a de 50 mg.

Sendo assim a Tabela 5 representa os resultados comparativos entre tempo de reacao,
massa do catalisador, relagdo acido oleico/etanol, temperatura e porcentagem de conversdo ao
oleato de etila dos melhores resultados em cada sistema, analisado pelo método de Lowry-

Tinsley.
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Tabela 5: Analise dos melhores resultados obtidos no reator em refluxo, reator autoclavado e

biocatalise.
Reator autoclavado Biocatalise Refluxo
Catalisador Nb2Os AY/PVA Nb2Os
Massa (mg) 200 50 50
Tempo de reagdo (h) 1 3 72
Temperatura (°C) 180 40 72
Relacao acido 1:1 1:1 1:20
oleico/etanol
% oleato de etila 97" 93" 85"

*Baseado nos resultados obtidos pelo método de Lowry-Tinsley

Baseado nos dados da Tabela 5 nota-se que a partir da mesma proporc¢ao de acido
oleico e etanol a maior porcentagem de conversdo € obtida utilizando o reator autoclavado na
catalise heterogénea, sendo esta conversdo de 97% em 1 hora de reagdo. Isso deve-se a
elevacao temperatura e pressao obtida no sistema.

Todavia o melhor resultado esperado seria o da enzima AY pois a temperatura
utilizada ¢ a temperatura 6tima da enzima e, também, por se utilizar a menor massa de
catalizador para mesma relagdo do acido/etanol do sistema de reator autoclavado. O resultado
com as enzimas, em alguns trabalhos, pode chegar a 100% de rendimento®’, o que prova que
ainda ha modificacdes a serem feitas para melhorar as condi¢des da biocatalise nessa reagao,
caracterizando esse sistema também como uma boa via de catalise.

O sistema heterogéneo necessita de um reator pressurizado para alcancar a temperatura
de 180°C, logo mais energia serd utilizada. J4 a catdlise enzimatica atua em temperatura bem
mais baixa, porém as enzimas comerciais, as mesmas utilizadas no trabalho, sdo de custo mais
elevado que o pentdxido de nidbio, e o tempo de preparo para a imobilizacdo do catalisador
também pode ser um fator desfavoravel para reacdes em grande escala, por exemplo. Portanto
se olharmos apenas para a porcentagem de conversao e a facilidade de preparo do catalisador
e tempo reacional, o melhor método para produzir o oleato de etila ¢ utilizando o reator
autoclavado e NbOs como catalisador, os fatores citados sdo mais simples quando

comparados a catalise enzimatica.
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7. CONCLUSAO

O estudo sobre a eficiéncia catalitica na obtencdo do oleato de etila indicou que o
pentoxido de nidbio é um excelente catalisador heterogéneo para essa reacdo e, quando
utilizado em temperatura e pressdo adequada, como o sistema de reacéo autoclavada, é capaz
de converter 97% do &cido oleico em éster, sendo entéo a melhor conversdo obtida, utilizando
a massa de 200 mg do catalisador, em apenas 1 hora de reagéo.

Apesar das caracteristicas do Nb2Os e estudos que utilizam o nidbio como suporte para
outros catalisadores, 0 Nb2Os ndo foi um bom suporte para a imobiliza¢éo das lipases AS, AY
e F-AP, pois todas essas enzimas ndo apresentaram boas taxas de conversdo se comparadas a
lipase AY imobilizada apenas em PVA, gue chegou a 93% de conversao, valor muito superior

aqueles alcancados pelas enzimas com pentoxido de nidbio.

Durante a reacdo de esterificacdo foi comprovado que o deslocamento do equilibrio
com o passar do tempo prejudica a formacédo do produto, portanto é importante retirar a &gua
com o passar do tempo reacional e, também utilizar o etanol em excesso visando maximizar a

formacao do éster.

O trabalho comprovou que tanto as lipases quanto o pentoxido de nidbio sdo eficientes
na esterificacdo do oleato de etila e, certamente podem ser utilizadas em outras reacdes de

interesse industrial como a transesterificacdo de acidos graxos para obtencdo do biodiesel.
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8. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Como sugestdo para trabalhos futuros é importante realizar testes de reutilizacdo dos
catalisadores enzimaticos, bem como do pentdxido de nidbio, pois um catalisador eficiente
deve ser reutilizado sem perder a atividade catalitica com o tempo, e com isso definir com

maior propriedade qual melhor catalisador para essa reacéo.
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