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1. Introducgao

A reagdo de esterificagdo consiste na obtencdo de ésteres a partir da reacdo entre um
acido graxo e um alcool de cadeia curta (metanol ou etanol), com formagdo de agua como
subproduto (SANTOS, 2016).

No entanto, existem varios desafios técnicos que precisam melhorar a viabilidade
econOmica para o uso desses biocatalisadores, dentre eles estdo o alto custo das enzimas,
perda de atividade durante o processo, a inibicdo da enzima por reagentes e produtos, e as
taxas de reacdo lenta. Apesar disso, diferentes processos vem sendo utilizados para minimizar
esses desafios, onde dentre eles estdo o uso de lipases tolerantes a solventes a reutilizagao de
catalisadores de lipases imobilizadas e diferentes fontes de materias primas (FUKUDA et al.,
2001). Dentre os catalisadores enzimaticos encontra-se a lipase NS — 40116, que apresenta
bom desempenho nas reagdes de transesterificagdo e um prego economicamente viavel.

2. Objetivos

O presente trabalho tem como objetivo investigar as condi¢des de sintese do etil olea-
to, importante produto para industria de energia, quimica e de alimentos. A reagdo utilizada
neste trabalho sera catalisada pela enzima lipase NS — 40116 de origem microbiana produzida

pela industria Novozymes.

3.Material e Métodos
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A lipase utilizada € uma formulagdo liquida de enzima livre termoestavel desenvolvida
recentemente pela empresa Novozymes®, denominada NS-40116, produzida e modificada a
partir do fungo termofilico Thermomyces lanuginosus.

3.1. Determinacio da atividade enzimatica

As amostras foram preparadas contendo 0,1 g da enzima e a relagdo molar 6leo:etanol
utilizada foi de 1:6 (m/m). Logo em seguida as amostras foram submetidas ao agitador orbital
durante 40 minutos a temperatura de 45°C e agitacdo de 160 rpm para determinagdo da
atividade enzimatica. Os ensaios dos brancos continham 0,5mL da mistura padrao e 15mL da
solucao acetona-etanol.

3.2. Reacoes de Esterificaciao

Os ensaios de esterificagdo foram realizados em batelada. Conforme metodologia
descrita por Ferraz et al. (2012), foram realizadas as reacdes de esterificacao do acido oleico e
do etanol (razdo molar de 1:6 (m/m)) em um volume de aproximadamente SmL, utilizando
0,1g da lipase NS-40116 livre como catalisador e 0,5g de agua. Depois de preparadas as
amostras foram vedadas e dispostas em agitador orbital a 45°C e 250 rpm. O tempo de reagdo
foi variado em 5, 15, 30, 45, 60, 120, 180 ¢ 240 min a fim de determinar a conversao de
acidos graxos e a influéncia das variaveis 4cido oleico e etanol com o passar do tempo.

Para a determinacdo dos acidos graxos livres, foi utilizado o método de Freire et al.
(1997) nas amostras da reagdo enzimatica. A cada aliquota de 10mL do meio reacional, foram
adicionados 50mL de uma solugdo de éter-etanol (razdo molar 1:1 (m/m)) para frear a reacao.
Na sequéncia, cada amostra foi titulada com solugao de NaOH 0,02 N até pH 11.

4. Resultados e Discussao
Os resultados obtidos a partir da esterificacdo de acido oleico com etanol a 45 °C
empregando o catalisador enzimatico sdo apresentados abaixo. Os resultados sdo descritos

como valores médios de triplicatas dos ensaios realizados.

Tabela 1. Valores de conversao de acido graxo residual
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Tempo (min) Acido graxo residual (%) Erro
5 98,0 1,5

15 91,7 3,0

30 70,7 4,1

45 53,7 4,1

60 33,2 4,6

120 9.9 0,7

180 7,6 0,4

240 73 0,6

Fonte: Elaborada pelo autor.

A partir dos dados da Tabela 1 observa-se um consumo mais acentuado de acido graxo
nos primeiros tempos reacionais, quando ha maior quantidade de substratos disponiveis, o que
favorece as reagdes de esterificacdo. Apds 120 min de reagdo, o consumo de acidos graxos
apresenta uma tendéncia de estabilizacao.

Dentre os pardmetros relevantes nestas reacdes, estd o conteido de agua. Ela ¢é
necessaria para realizar algumas etapas da reagdo, como a hidrdlise do acido graxo da
estrutura do triacilglicerol para que, em seguida, o mesmo seja esterificado com o alcool.
Além disso, a dgua ¢ necessaria para hidratar a propria enzima, permitindo que o seu sitio
ativo encontre o substrato (HAMA, KONDO, 2018; SANTOS, 2016).

Tabela 2. Resultados de atividade enzimatica dos experimentos.

Tempo (min) Atividade Enzimatica (U/g)
30 1767,46
60 621,00
120 433,95

Fonte: Elaborada pelo autor.

Observando a Tabela 2, é possivel concluir que a enzima tem seu pico de
produtividade nos primeiros 30 minutos e vai perdendo atividade com o tempo. Isso ocorre
pois hd um maior consumo de substrato nos primeiros minutos, decaindo com o passar do
tempo e reduzindo assim a atividade da lipase.

5. Conclusao

Os dados do estudo da esterificacdo de acido oleico com etanol, empregando
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catalisador enzimatico, confirmam um consumo mais acentuado de acido graxo nos primeiros
tempos reacionais, quando ha maior quantidade de substratos disponiveis, o que favorece as
reacdes de esterificacdo. Apos 60 min de reagdo, o consumo de acidos graxos apresenta uma
tendéncia de estabilizagao.

Também foi constatado que a enzima trabalha melhor nas condigdes em que as reagdes
apresentavam agua. Isso ocorre devido ao fato de que em condigdes do sistema em que nao ha
agua, a enzima sofre desidratacdo e ndo realiza a hidrdlise do triaglicerol ndo liberando os
acidos graxos, e assim parando a reag¢do. Sendo assim, a pesquisa corrobora com outros dados
da literatura mostrando que a lipase NS-40116 ¢ eficiente na sintese de etil oleato.
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