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RESUMO

SOUSA, Ronaldo Rodrigues de. Obtencao de ésteres de cadeia curta, média e longa com
lipases imobilizadas em reacdes multicompetitivas: estudo preliminar de viabilidade
técnico-econdmica. Rio de Janeiro, 2025. Tese (Doutorado em Bioquimica). Instituto de

Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, 2025.

A biocatalise pode ser uma alternativa vantajosa para a obtencdo de ésteres de interesse
industrial. Contudo, a ado¢do da biocatalise esbarra tanto em desafios tanto econdmicos
(custo elevado) quanto tecnoldgicos no caso especifico de sintese de ésteres de menor
tamanho de cadeia, nos quais as elevadas concentragdes de acidos e alcoois de cadeia curta
podem gerar inibi¢do ou inativacdo do biocatalisador. Para viabilizar tecnicamente a sintese
de ésteres de cadeia curta por biocatalise, este projeto propos a sintese de ésteres de cadeia
curta, média e longa simultaneamente na mesma reagdo (sistema multicompetitivo) sem a
utilizacao de solventes. As lipases sdo especificas em relagdo ao tipo de reagao e estdo aptas a
catalisar esterificagdes com substratos de diferentes tamanhos de cadeia. Um sistema
multicompetitivo de reacdo contendo os acidos acético (C2), caprico (C10) e oléico (C18)
reagindo simultaneamente com etanol (C2) e n-octanol (C8) para obtencao de ésteres etilicos
e octilicos foi testado em sinteses catalisadas pelos seguintes biocatalisadores comerciais:
Novozym 435 (lipase B de Candida antarctica imobilizada em resina acrilica), Lipozyme RM
IM (lipase de Rhizomucor miehei imobilizada em resina anionica) e Lipozyme TL IM (lipase
de Thermomyces lanuginosus imobilizada em silica). Na reacdo em sistema multicompetitivo
catalisada por Novozym 435 em frasco agitado a 50 °C e condi¢do equimolar foi atingido
88,8% de conversao em 4 h de reagdo. Este resultado foi superior ao observado nas mesmas
condig¢des nas sinteses individuais dos ésteres de cadeia mais curta estudados (acetato de etila
e acetato de octila). Isto demonstrou que os mesmos efeitos causados pelo solvente (reducao
da concentragdo elevada de inibidores, da acidez e da hidrofilicidade do meio) na sintese
podem ser obtidos por meio de uma mistura com reagentes de maior hidrofobicidade.
Calculos de produtividade volumétrica e produtividade catalitica indicaram que as reagdes em
sistema multicompetitivo apresentaram métricas iguais ou superiores as sinteses individuais
(com 1 4cido e 1 alcool) estudadas. Na busca por condi¢des mais favoraveis ao processo, um
protétipo de reator de coluna de bolhas foi desenvolvido visando aumentar a conversao,
reduzir o tempo de reagdo e aumentar o reuso do biocatalisador. Com o prototipo, chegou-se a

um resultado de 95,3% de conversio em 3 h de reacdo na condi¢gdo de razdo molar



acidos:alcoois 1:2, com carga de biocatalisador 1,3% (m/m total). Na condi¢do de razdo molar
1:1,3 atingiu-se conversdes proximas a 90% em apenas 2 h de reacdo, e a possibilidade de
reusar o biocatalisador por 13 ciclos sequenciais, levando a uma produtividade catalitica
elevada (878,8 kg de produto por kg de biocatalisador). Esta condigdo reacional foi modelada
e simulada no software SuperPro Designer v.13, para estudo preliminar da viabilidade
técnico-econdmica das reagdes em sistema multicompetitivo. A simulagdo em um cenario de
producdo de 6000 ton ano™!' de ésteres, separadamente para comercializa¢io, indicaram um
CAPEX de USD 30,5 milhdes para instalacdo da planta e um OPEX anual de USD 37,5
milhdes para operagdo, obtendo um valor presente liquido positivo de USD 90,5 milhdes ao
longo de 15 anos de projeto e um tempo de retorno de investimento de 1,8 anos, dentro do
que ¢ considerado economicamente viavel para a industria quimica. Considerando a
produtividade volumétrica e a produtividade catalitica do processo neste cenario, o custo do
biocatalisador (Novozym 435) correspondeu a apenas 13,2% dos custos operacionais anuais.
A obtencao biocatalitica dos ésteres etilicos e octilicos em sistema multicompetitivo mostrou-
se mais vantajosa do que sua obtencdo por reagdes individuais entre um Unico acido e um
unico 4lcool catalisadas por lipase imobilizada, apontando para uma tecnologia

economicamente viavel e sustentavel que pode ser adotada para obtencao de outros ésteres.

Palavras-chave: biocatalise, lipases, ésteres.



ABSTRACT

SOUSA, Ronaldo Rodrigues de. Short, mid, and long-chain esters obtaining process using
immobilized lipases in multicompetitive systems: preliminary techno-economic
assessment. Rio de Janeiro, 2025. Thesis (Doctoral degree in Biochemistry). Instituto de

Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, 2025.

Biocatalysis can be an advantageous alternative for obtaining industrially relevant esters.
However, the adoption of biocatalysis for this application faces both economic (high cost) and
technological challenges in the synthesis of short-chain esters — high concentrations of short-
chain acids and alcohols can generate inhibition or inactivation of the biocatalyst. To achieve
feasibility in the biocatalytic synthesis of short-chain esters, this project proposed the
synthesis of short-, medium- and long-chain esters simultaneously in the same medium
(multicompetitive system) without the need for solvents. Lipases are specific to the type of
reaction and can catalyze esterifications with substrates of different chain sizes. A
multicompetitive reaction system containing acetic (C2), capric (C10) and oleic (C18) acids
reacting simultaneously with ethanol (C2) and n-octanol (C8) to obtain ethyl and octyl esters
was evaluated in syntheses catalyzed by commercial biocatalysts: Novozym 435 (Candida
antarctica lipase B immobilized onto acrylic resin), Lipozyme RM IM (Rhizomucor miehei
lipase immobilized onto anionic resin), and Lipozyme TL IM (Thermomyces lanuginosus
lipase immobilized onto silica). The multicompetitive reaction system catalyzed by Novozym
435 at 50 °C and equimolar conditions achieved 88.8% conversion of acids to esters after 4 h
in a shaken flask. This result is higher than the obtained in the individual syntheses (1 acid
and 1 alcohol) of the shorter chain esters studied (ethyl acetate and octyl acetate) in the same
reaction conditions. This demonstrates that the mixture of short-chain reagents with of long
and hydrophobic ones promotes the same effects of solvents in the synthesis — reduction of
the high concentration of inhibitors, acidity and overall hydrophilicity of the medium.
Volumetric productivity and catalytic productivity calculations indicated that the
multicompetitive system reaction shows process metrics equal to or higher than the individual
syntheses studied. Process improvement included the design and study of a prototype bubble
column reactor, aiming to increase conversion, reduce reaction time and increase the
biocatalyst reuse. A result of 95,3% conversion was achieved in 3 h of reaction in the bubble-

column reactor prototype, adopting acids:alcohols molar ratio 1:2, biocatalyst loading 1.3%



(w/w total substrates). Conversions close to 90% were achieved using acids:alcohols molar
ratio 1:1.3 in only 2 h; in this condition, the same biocatalyst loading can be reused 13 times,
resulting in a high catalytic productivity (878,8 kg of product per kg of biocatalyst). The
obtained data was used as input for process design and simulation using SuperPro Designer
v.13 software, for preliminary technical-economic study. The base-case was a 6000 tons year”
! esters production plant, isolatedly for commercialization. The simulation output indicated a
CAPEX of USD 30,5 million for installation of the plant and an annual OPEX of USD 37,5
million for operation, obtaining a positive net present value of USD 90,5 million over 15
years project lifespan and a payback time of 1.8 years, which is considered economically
feasible for the chemical industry. Considering the volumetric productivity and catalytic
productivity of the process in this scenario, the cost of the biocatalyst (Novozym 435)
corresponded to only 13,2% of the annual operating costs. The biocatalytic production of
ethyl and octyl esters in a multicompetitive system is more advantageous than their
production by individual reactions between a single acid and a single alcohol catalyzed by
immobilized lipase, indicating an economically viable and sustainable technology that can be

used to obtain other esters.

Keywords: biocatalysis, lipases, esters
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1. INTRODUCAO

Esteres sio compostos organicos de grande utilidade industrial no setor cosmético, de
higiene pessoal e limpeza, alimenticio, farmacéutico e de combustiveis, cujos mercados
movimentam cifras bilionarias a cada ano (Khan e Rathod, 2015; Cecilia ef al., 2020; Khan et
al., 2021; Sousa et al., 2021a). As reagdes de esterificagdo entre um acido carboxilico e um
alcool demandam, em geral, catalisadores acidos, como o &cido sulfurico, em nivel industrial.
Entretanto, muitos subprodutos podem ser formados devido a baixa especificidade dos
catalisadores convencionais, exigindo cuidadosa purificacdo pos-reagdo (Ansorge-
Schumacher ¢ Thum, 2013). A severidade dos processos — altas temperaturas e uso de
insumos corrosivos/tdxicos — traz consigo impactos ambientais elevados, em dissondncia com
as atuais tendéncias de busca de uma quimica mais sustentavel e segura (Thum e Oxenbgll,

2008).

A biocatalise — catalise promovida por enzimas (lipases em forma livre ou
imobilizadas) — promove maior especificidade em condigdes brandas de temperatura e
pressdo, produzindo ésteres de forma mais amigavel ao meio ambiente, com ganhos
operacionais em relacdo aos processos convencionais (Ansorge-Schumacher e Thum, 2013).
O uso de lipases imobilizadas (enzimas ligadas a um suporte sélido) permite uma fécil
separacgdo pos-reacdo e o reuso dos biocatalisadores. Além disso, a imobilizagdo pode auxiliar
na melhoria da estabilidade operacional em meios organicos e na viabilidade de sinteses que
envolvam 4acidos relativamente fortes e reagentes altamente hidrofilicos (Adlercreutz, 2013;
Rodrigues et al., 2019; Bolivar, Woodley e Fernandez-Lafuente, 2022). Muitos estudos sobre
a producdo de ésteres usando lipases imobilizadas vem sendo publicados na literatura
cientifica ao longo das ultimas décadas (Rodrigues & Fernandez-Lafuente, 2010; Khan e
Rathod, 2015; Sa et al., 2017; Ortiz et al., 2019; Dutra et al., 2022; Sousa et al., 2023a).
Apesar das vantagens citadas e do vasto conhecimento sobre o assunto, lipases imobilizadas
sdo insumos custosos e ainda pouco competitivos em relagdo aos catalisadores convencionais,
0 que restringe sua ampla adocdo em escala industrial até o momento (Sousa ef al., 2023a).
Assim, o aproveitamento das vantagens da biocatélise para a sintese de ésteres (assim como
para outras commodities e especialidades quimicas) ainda permanece um desafio

tecnologico/econdmico.

O reuso das lipases imobilizadas ¢ a principal estratégia para atenuar o impacto do

custo do biocatalisador no processo, de modo que quanto maior o reuso do biocatalisador,
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menor o impacto do custo do mesmo no custo dos é€steres obtidos (Sousa et al., 2021a, Sousa
et al., 2023a). Outra estratégia custo-efetiva para a biocatalise ¢ realizar as sinteses em
sistemas livre de solventes (SFS), aumentando a produtividade volumétrica, reduzindo custos
e operagdes pos-reagdao (Sandoval et al., 2002; Sousa et al., 2021b). Todavia, as lipases
imobilizadas em SFS sdo muito suscetiveis a sofrer inibicdo enzimatica ¢ desfavorecimento
cinético quando 4cidos e alcoois de cadeia curta estdo envolvidos (Sousa et al., 2021b; Sousa
et al., 2021c; Mangiagalli et al., 2022), bem como ter limitada reusabilidade em condigdes

reacionais mais severas.

A sintese de ésteres de cadeia curta (menores que 10 carbonos) por via biocatalitica é
particularmente desafiadora, ja que os reagentes de cadeia curta propiciam meios reacionais
mais hidrofilicos e 4cidos, desfavorecendo a atuacdo das lipases, tendo grande potencial
inibidor/inativador sobre estas (Flores et al., 2000; Belafi-Bakd et al., 2003; Hasegawa,
Azuma e Takahashi, 2008; Nordblad e Adlercreutz, 2008; Mangiagalli et al., 2022). As
estratégias comumente descritas na literatura para a sintese enzimatica de ésteres de cadeia
curta para atingimento de altas conversdes acabando tendo impacto negativo em outras
métricas de processo — adogao de altas cargas de biocatalisador (para compensar as restri¢cdes
cinéticas causadas pelos reagentes), uso de solventes hidrofobicos ou razdes molares elevadas
(para atenuar a hidrofilicidade dos reagentes, reduzir a acidez e a concentragdes dos
inibidores) e longos tempos de processo (Tufvesson et al., 2011a, Lima-Ramos, Tufvesson e
Woodley, 2014; Sousa et al., 2021c). Estas estratégias levam a baixas concentragoes de
produto ao término da reagdo, baixas produtividades volumétricas, maiores custos de
investimento (reatores de maior volume em sinteses de longa duragdo e em presenca de
solventes) e maiores custos operacionais (energia, biocatalisador, reagente em excesso

estequiométrico).

As lipases sao biocatalisadores especificos em relagdo ao tipo de reagdo que catalisam
(esterificag@o-hidrdlise), mas o podem fazé-lo a partir de uma ampla variedade de substratos —
cadeias curta, média ou longa, ramificada, alifatica, mono ou polifuncional, dentre outros
(Kapoor e Gupta, 2012; Park e Park, 2022). Misturas de diferentes de acidos e alcoois de
diferentes tamanhos de cadeia sdo adotadas para estudar a seletividade das lipases em relagdo
a qual substrato serd convertido mais rapidamente (Rangheard, Triantaphylides e Baratti,
1989; Lee e Parkin, 2000). Essas misturas sdo chamadas de sistemas multicompetitivos.

Contudo, tendo em vista o desafio acima exposto da sintese de €steres de cadeia curta, pode-
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se adotar um sistema multicompetitivo de diferentes tamanhos de cadeia ndo apenas para o
estudo da seletividade, mas também para a obtencdo de ésteres de diferentes tamanhos de
cadeia simultaneamente no mesmo meio reacional. A mistura de &4cidos e dalcoois de
diferentes tamanhos pode proporcionar os mesmos efeitos que um solvente hidrofobico traria
na sintese de ésteres de cadeia curta — aumento da hidrofobicidade geral do meio, redugdo da
concentragdo dos inibidores mais potentes ¢ da acidez — em uma abordagem ainda nao
descrita na literatura. Ao término da reagdo, forma-se uma mistura de ésteres, que pode ser
separada por operagdes unitarias comuns da industria quimica, como a destilacdo. Ao invés de
separar produto de solvente, ao término da reagdo se separa produto de produto, como um
caminho possivel para viabilizar a sintese de ésteres de cadeia curta sem solventes, mantendo
as métricas de processos nos patamares requeridos para aplicagdao industrial. Desta forma,
sistemas multicompetitivos podem ser utilizados ndo apenas para o estudo de caracteristicas
proprias dos biocatalisadores, mas para o desenvolvimento de um processo que aponte para
viabilidade técnico-econdmica, de modo a aproveitar as vantagens trazidas pela biocatalise no

contexto da industria quimica.

Uma avalia¢dao mais aprofundada das métricas de processo, que incluem a conversao,
a produtividade volumétrica e a produtividade catalitica (diretamente relacionada ao reuso do
biocatalisador), € o uso de ferramentas computacionais para modelagem e simulagdo de
processos podem auxiliar no desenvolvimento de processos de obtencdo de ésteres baseados

em sistemas multicompetitivos com lipases imobilizadas.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo, apresenta-se o contexto cientifico e tecnologico no qual se insere esta
tese. A defini¢do, producao e importancia dos ésteres para diferentes setores industriais; os
principais aspectos fisicos, quimicos, econdmicos e ambientais da reagdo de esterificacdo e
dos processos de producdo de ésteres; as lipases imobilizadas como biocatalisadores para a
obtengdo de ésteres, suas vantagens e desvantagens; aspectos de engenharia quimica e analise

econdOmica preliminar de um processo biocatalitico para este fim.

2.1 Esteres — caracteriza¢do quimica, propriedades fisico-quimicas, aplicacoes e

mercado

Esteres sdo compostos organicos oxigenados derivados dos acidos carboxilicos. Sua
estrutura quimica possui um grupo carbonila (C=0) ligado a um radical alquil (-R) ¢ um
radical alcoxil (RO-), conforme mostrado na Eq. 1 (Fieser e Fieser, 1959). Em sua maioria,
sao compostos hidrofobicos, com hidrofobicidade crescente a medida que cresce o tamanho
da cadeia carbdnica. Suas propriedades fisico-quimicas mais marcantes dependem, em grande
parte, do tamanho total da cadeia organica — ésteres de cadeia curta sio menos hidrofobicos e
volateis, de aroma agradéavel; ésteres de cadeia média tem propriedades emolientes e ésteres
de cadeia longa tem propriedades lubrificantes e plastificantes, devido a capacidade de
“empacotamento” de suas moléculas (Ansorge-Schumacher e Thum, 2013; Cecilia et al.,
2020; Khan e Rathod, 2015; S& et al., 2017; Sousa et al., 2021a). E, dessas propriedades,
decorrem suas principais aplicagdes nas industrias alimenticia, cosmética, de combustiveis, de
produtos de limpeza, de materiais poliméricos e resinas, dentre outros. A Tabela 1 compila

alguns dos principais exemplos.

Eq. 1 Ri-COOH + R2-OH < Ri1-COO-R: + H>0O
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Tabela 1: Esteres e suas aplicagdes
Molécula Foérmula Aplicacoes — Setores Industriais

Solvente/Plastificante — tintas,
vernizes, resinas, plasticos
Solvente/Veiculo — cosméticos,
Acetato perfurmaria

de Etila CaHsO2 Agente flavorizante/aroma — alimentos
Solvente/Intermediario — industria
quimica/farmacéutica
Agente flavorizante/aroma — alimentos
Acetato ., . N
) CsH120; Solvente/Intermediario — industria
de Butila L. .
quimica/farmacéutica
Acetato
de CoH1002 Fragrancia — perfurmaria
Benzila
Acetato Base para polimeros - plasticos, fibras
at C4HO, para poil p ’ ’
de Vinila tintas (PVA)
Acrila‘Fo C.H:Os Base para polimeros — plasticos, fibras
de Metila (PMMA)
Valerato Agente flavorizante/aroma — alimentos
) C7H 1407 . )
de Etila Fragrancia — perfumaria
.. Fragrancia — perfumaria
Salicilato Lo L
. CsHsOs Principio ativo — industria
de metila n L
farmacéutica
. Agente flavorizante/aroma — alimentos
Caprilato o .
. CoH1802 Fragrancia — perfumaria
de Metila . L.
Emoliente - cosméticos
Miristato
de C17H340, Emoliente - cosméticos
isopropila

Fontes: Shreve e Shreve, 1977; PubChem

Pela ampla variedade de aplicagdes, €steres estdo muito presentes em produtos
cotidianos. Para exemplificar, a Tabela 2 mostra uma breve compilacio de produtos
comerciais de uso doméstico que possuem ésteres em sua formulagdo. O mercado para essas
substancias ¢ vultuoso e envolve bilhdes de dolares em cifras anuais (Khan e Rathod, 2015;
Sousaa et al., 2023a; Sousa et al., 2021b). A variedade de aplicacdes dificulta a apresentagcao
de um quadro Unico de tamanho de mercado e, por isso, adotou-se uma estratificacao
considerando algumas moléculas, conforme mostrado na Tabela 3. Varias das maiores
industrias quimicas do mundo produzem ésteres para alguma aplicacdo, conforme pode ser
encontrado em seus portfolios de produtos disponiveis na internet. A multinacional alema
Basf® SE produz ésteres (emolientes) para cosméticos e poliésteres para plasticos e fibras; a

multinacional norte-americana Dow® Chemicals produz ésteres do 4acido acrilico e solventes


https://ipad.fas.usda.gov/cropexplorer/cropview/comm_chartview.aspx?fattributeid=1&cropid=4243000&startrow=1&sel_year=2021&ftypeid=47&regionid=seasia&cntryid=IDN&nationalGraph=False
https://ipad.fas.usda.gov/cropexplorer/cropview/comm_chartview.aspx?fattributeid=1&cropid=4243000&startrow=1&sel_year=2021&ftypeid=47&regionid=seasia&cntryid=IDN&nationalGraph=False
https://ipad.fas.usda.gov/cropexplorer/cropview/comm_chartview.aspx?fattributeid=1&cropid=4243000&startrow=1&sel_year=2021&ftypeid=47&regionid=seasia&cntryid=IDN&nationalGraph=False
https://ipad.fas.usda.gov/cropexplorer/cropview/comm_chartview.aspx?fattributeid=1&cropid=4243000&startrow=1&sel_year=2021&ftypeid=47&regionid=seasia&cntryid=IDN&nationalGraph=False
https://ipad.fas.usda.gov/cropexplorer/cropview/comm_chartview.aspx?fattributeid=1&cropid=4243000&startrow=1&sel_year=2021&ftypeid=47&regionid=seasia&cntryid=IDN&nationalGraph=False
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como acetato de propila, acetato de butila e propionato de pentila para resinas e tintas; a
norte-americana Exxon Mobil® produz ésteres ramificados como emolientes e emulsificantes;
a também norte-americana IFF® produz um amplo leque de ésteres para industrias
alimenticias (realgadores de aroma e sabor) e fragrancias; a sui¢a Clariant® produz ésteres do
glicerol como agente dispersante em produtos agricolas e ésteres emulsificantes; o acetato de

etila ¢ produzido pela companhia belga Solvay®, dentre vérios outros exemplos possiveis.

Tabela 2: Esteres em formulagdes de produtos cosméticos do cotidiano

Produto Ester(es) presente(s)
Sabonete infantil (liquido) Citrato de tributila
Creme hidratante Oleato de etila

Coco caprato/Coco

Condicionador para barba caprilato (mistura de ésteres de

cadeia longa)
Esteres cetilicos, Benzoato
Condicionador para cabelos
de benzila
Oleato de glicerila, Oleato
Creme para limpeza de pele de etila, Linoleato de etila,
Salicilato de amila
Demaquilante Miristato de isopropila
Salicilato de metila,

Pomada para dor muscular Estearato de glicerila,

Miristato de isopropila

Fonte: O Autor. 2024

Tabela 3: Projecdes de mercado para diferentes ésteres de relevancia industrial
Molecula Aplicacao Dados de mercado Referéncia

Estimativa de volume
produzido até 2030 -
6,5 milhoes de
toneladas Chem
Taxa de crescimento ~ Analyst.com
CAGR de 3,82% de
2023 a 2030

Solvente verde /
Acetato de etila Intermediario
Quimico

Acetato de Componente de  Estimativa de volume Chem


https://ipad.fas.usda.gov/cropexplorer/cropview/comm_chartview.aspx?fattributeid=1&cropid=4243000&startrow=1&sel_year=2021&ftypeid=47&regionid=nsa&cntryid=COL&nationalGraph=False
https://ipad.fas.usda.gov/cropexplorer/cropview/comm_chartview.aspx?fattributeid=1&cropid=4243000&startrow=1&sel_year=2021&ftypeid=47&regionid=seasia&cntryid=THA&nationalGraph=False

vinila

Coco caprilato
/caprato

Miristato de
isopropila

Oleato de
butila

Monoestearato
de glicerila

colas, tintas,
precursor de
plasticos, fibras

Emoliente para
cosméticos

Emoliente para
cosméticos

Emoliente,
plastificante,
lubrificante

Surfactante,
emulsificante
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produzido até 2030 -
10,0 milhoes de
toneladas
Taxa de crescimento
CAGR de 4,41% de
2023 a 2032

Analyst.com

Estimativa de
mercado de 32,2
milhoes de dolares em
2024
Taxa de crescimento
CAGR de 3,9% até
2031

Proficient
Market Insight

Estimativa de
mercado de 70,7
milhdes de dolares em
2022
Taxa de crescimento
CAGR de 7,5% de
2023 a 2030

Global Markets
Insight Inc.

Estimativa de
mercado de 70,1
milhoes de dolares em
2023
Taxa de crescimento
CAGR de 9,1% de
2024 a 2031

Market
Research
Intellect

Estimativa de
mercado de 1,75
bilhoes de dolares em
2023
Taxa de crescimento
CAGR de 6,2% de
2024 a 2030

Grand View
Research

CAGR = Compound Annual Growth Rate (Taxa de Crescimento Anual Composta)

Além da grande relevancia industrial, os ésteres sdo compostos de ocorréncia natural.

Os oleos vegetais sdo, quimicamente, ésteres graxos do glicerol (triglicerideos) (Abdelmoez e

Mustafa, 2014). O 6leo de coco (Cocos nucifera), por exemplo, € rico em triglicerideos de

cadeia média, particularmente entre 10 a 14 carbonos na cadeia graxa (Marina et al., 2009).

Muitos outros ésteres também fazem parte da composi¢ao de 6leos vegetais, como o 6leo de
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jasmim (Jasminum officinale), de geranio (Pelargonium hortorum), de gaultéria (Gaultheria
procumbens L.) (Shreve e Brinks, 1977) e 6leos de insetos, como os de varios tipos de moscas
(Musca. domestica, Hermetiaillucens L., Boettcherisca peregrine) (Cai et al., 2017). Nos
frutos os ésteres também se fazem presentes, como por exemplo, na maca (Malus domestica
Borkh), cujo aroma deve-se a presenca de formiato e acetato de amila em meio a outros
compostos, os cinamatos de etila e benzila no damasco (Prunus armeniaca), o propionato de
benzila e propionato de cinamila no meldo e o benzoato de butila no morango (Sa et al., 2017,
Shreve e Brinks, 1977). O metabolismo de alguns microorganismos também pode produzir
ésteres em quantidades minoritarias; na fermentagdo alcoolica de glicose conduzida pela
levedura Saccharomyces cerevisae em condigcdes anaerdbias foram identificadas baixas
concentragdes de acetato de etila, acetato de isoamila e carbamato de etila (Kruis et al., 2019).

Esteres geralmente tem pontos de ebuligio menores do que acidos carboxilicos e
alcoois de massa molecular similar; por exemplo o acetato de propila (massa molar: 102,13 g
mol™!) tem ponto de ebulicio 102 °C, ao passo que o hexanol e o 4cido pentandico com
massas molares muito proximas a este éster tem pontos de ebulicdo 156 °C e 187 °C,
respectivamente (Fieser e Fieser, 1959). Esteres de cadeia curta, com estruturas menores que
10 carbonos como o formato de metila (C2) e o valerato de butila (C9) tem pontos de ebulicao
que vao de 31,5 °C a 185,8 °C, respectivamente, e coeficientes de particdo octanol-dgua
(logP) 0,03 (hidrofilico) e 2,7 (hidrofobico), respectivamente. Os ésteres de cadeia média e
longa sdo marcadamente hidrofobicos. A solubilidade dos ésteres também depende do
tamanho da cadeia. Esteres de cadeia curta, apesar de polares, tem baixa solubilidade em agua
(devido a auséncia de ligagdes de hidrogénio), como pode ser exemplificado pela baixa
solubilidade do acetato de butila na dgua: 1-5 g L' (PUBCHEM, 2004). Esteres de maior
tamanho de cadeia sdo soluveis em solventes hidrofobicos, como os hidrocarbonetos (hexano,
heptano, tolueno, dentre outros). A Tabela 4 compila algumas propriedades fisico-quimicas

de ésteres de diferentes tamanhos de cadeia.

Tabela 4: Propriedades fisico-quimicas de alguns ésteres alifaticos

Molécula Formula  Estado fisico Densidade Ponto de fusio Pont.o 9 ¢
ebulicao
Formato de L o o
) C,H407 Liquido 0,98 -100 °C 32 °C
metila
Formato de , . o o
etila C3HeO2 Liquido 0,92 -80°C 54 °C

Acetato de C4H302 Liquido 0,90 -84 °C 77 °C


https://ipad.fas.usda.gov/cropexplorer/cropview/comm_chartview.aspx?fattributeid=1&cropid=4243000&startrow=1&sel_year=2021&ftypeid=47&regionid=seasia&cntryid=IDN&nationalGraph=False
https://ipad.fas.usda.gov/cropexplorer/cropview/comm_chartview.aspx?fattributeid=1&cropid=4243000&startrow=1&sel_year=2021&ftypeid=47&regionid=seasia&cntryid=IDN&nationalGraph=False
https://ipad.fas.usda.gov/cropexplorer/cropview/comm_chartview.aspx?fattributeid=1&cropid=4243000&startrow=1&sel_year=2021&ftypeid=47&regionid=seasia&cntryid=MYS&nationalGraph=False
https://ipad.fas.usda.gov/cropexplorer/cropview/comm_chartview.aspx?fattributeid=1&cropid=4243000&startrow=1&sel_year=2021&ftypeid=47&regionid=seasia&cntryid=MYS&nationalGraph=False
https://ipad.fas.usda.gov/cropexplorer/cropview/comm_chartview.aspx?fattributeid=1&cropid=4243000&startrow=1&sel_year=2021&ftypeid=47&regionid=seasia&cntryid=THA&nationalGraph=False

etila
Acetatode 1y 6 Liquido 0,88 _78°C 126 °C
butila
Acetatode o 1y o) Liquido 0,87 -39°C 206 °C
octila
Valerato iy 5, Liquido 0,87 _91°C 145 °C
de etila
Caproato 1 0, Liquido 0,87 -68°C 167 °C
de etila
Caprilato . o o
de butila C12H2402 Liquido 0,86 -43 °C 245 °C
Ca};rt?lt;’ 0 LHuO; Liquido 0,86 -20 °C 245 °C
Capratode o 1, Liquido 0,86 -1°C 130 °C
octila
Laurato de o o R
. Ci6H3202 Liquido 0,86 -7 °C 180 °C
butila
Palmitato
de Ci9H330: Solido 0,85 14 °C 342 °C
isopropila
Monoestea
rato de C21H4204 Solido 0,97 78 °C 410 °C
glicerila
Oleajto de CaoH3:0s Liquido 0,87 -32 °C 217 °C
etila
Oleatp de CacHsoOs Liquido 0,87 - 469 °C
octila
Estearato 1 o o
. C34He302 Solido - 57 °C 528 °C
de cetila
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Fontes: Chemical Book; Pubchem

Os ésteres sao, dentre os compostos derivados dos acidos carboxilicos, um dos menos
reativos. Em contato com a agua, por exemplo, um éster como o acetato de metila pode levar
dias para reagir em temperatura ambiente. Isso se dé& pelos efeitos de ressonancia, no qual o
carbono da carbonila ndo fica tdo positivamente carregado (isto ¢, ndo tdo reativo) quanto em
outros compostos derivados dos acidos carboxilicos, como os halogenetos acidos ou os
anidridos (Allinger et al., 1976). A hidrolise de ésteres, por este motivo, € um processo que

ocorre espontaneamente apenas em taxas reacionais muito lentas.

2.2 Rotas de producao de ésteres

As fontes naturais de ocorréncia de ésteres apresentam, em geral, baixas concentragdes

destes, com exce¢do dos 6leos naturais. Por isso, processos fisico-quimicos de extragao nao


https://ipad.fas.usda.gov/cropexplorer/cropview/comm_chartview.aspx?fattributeid=1&cropid=4243000&startrow=1&sel_year=2021&ftypeid=47&regionid=seasia&cntryid=THA&nationalGraph=False
https://ipad.fas.usda.gov/cropexplorer/cropview/comm_chartview.aspx?fattributeid=1&cropid=4243000&startrow=1&sel_year=2021&ftypeid=47&regionid=nsa&cntryid=ECU&nationalGraph=False
https://ipad.fas.usda.gov/cropexplorer/cropview/comm_chartview.aspx?fattributeid=1&cropid=4243000&startrow=1&sel_year=2021&ftypeid=47&regionid=nsa&cntryid=ECU&nationalGraph=False
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sdo normalmente considerados como alternativas vidveis para a obten¢ao de ésteres em escala
industrial (Abbas ¢ Comeau, 2003; Gao et al., 2016; Gumel ¢ Annuar, 2016; Romero ef al.,
2005; Sa et al., 2017). Tendo em vista a abundancia de oleos vegetais € o fato de serem
recursos renovaveis, uma das rotas possiveis de se obter ésteres ¢ através da hidrolise
completa (utilizando um catalisador) dos triglicerideos para obtencao dos acidos graxos livres
e, posteriormente, a reagao dos acidos com um alcool para obter o éster (Eq. 1) (Abdelmoez e
Mustafa, 2014; Sun et al., 2013). A reacgdo de esterificacdo pode se dar a partir de acidos e de
alcoois obtidos por outras rotas, como por exemplo, a via fermentativa dos aguicares ou a
partir de hidrocarbonetos do petroleo. Para contornar a sequéncia de reagdes de hidrdlise que
geram acidos graxos livres, todavia, pode-se adotar a transesterificacdo dos 6leos vegetais. A
reacdo de transesterificagdo envolve a substituicdo do esqueleto carbdonico do glicerol
(polialcool) por outro(s) alcool(is), na reacdo de um triglicerideo com um alcool, obtendo até
3 moléculas de éster na reagdo e o glicerol como subproduto (Eq. 2) (Moazeni, Chen e Zhang,
2019). Esta rota ¢ amplamente adotada para aproveitamento de oOleos vegetais, para
melhoramento de lipidios de origem animal e para produgdo de biodiesel (ésteres
metilicos/etilicos de acidos graxos). A transesterificacdo também pode se dar entre ésteres
monofuncionais e alifaticos (Eq. 3) com as reagdes de interesterificagdo. Outra rota possivel
para a obtencdo de ésteres € a reagcdo entre anidridos acidos (Eq. 4) (Allinger et al., 1976;
Khan et al, 2021; Shreve e Brinks, 1977). Industrialmente, as vias da
esterificacdo/transesterificagdo sdo as mais comumente adotadas, em processos endotérmicos
dependentes da presenca de catalisadores/biocatalisadores, como a obtencdo do acetato de
etila pela esterificacao direta do acido acético, a obtencao do salicilato de metila, a produgao
de precursores dos poliésteres por esterificacdo direta do acido tereftalico com o metanol,

dentre outros (Shreve e Brinks, 1977).

Eq. 2 H>C-COO-R» R;-COO-R>  HC-OH
\ \
HC-COO-R3 + 3 Ri-OH « R;-COO-R3+ HC-OH
\ \
H>C-COO-R4 R;-COO-Rs  HC-OH
Eq.3 Ri1-COO-R3 + R2-COO-R4 <+ Ri-COO-R4 + R2-COO-R3

Eq. 4 Ri1-COOOC-R: + R3-OH < Ri-COO-R3 + R2-COOH
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Um conceito importante na comparagdo entre as rotas de producdo ¢ a economia
atdmica (Lima-Ramos, Tufvesson e Woodley, 2014). A economia atdomica consiste na
avaliacdo do total de atomos dos reagentes que sao incorporados ao produto de uma reacao. A
economia atdmica ¢ um dos Principios da Quimica Verde, conforme proposto por Anastas e
Eghbali (Anastas e Eghbali, 2010). No caso da transesterificacdo, a reagcdo entre um triéster e
um monodalcool gera como produtos 3 moléculas de éster e o glicerol; no caso da
esterificagdo, gera-se como produtos 1 molécula de éster e 4gua. Tomando-se como exemplo
a obtencao do éster butirato de metila pelas duas rotas, conforme mostrado na Figura 1, tem-
se que a economia atdmica por transesterificagdo seria igual a 77% e por esterificacdo seria de
85%. Sob esta oOtica, entdo, a esterificacdo seria um processo mais verde do que a

transesterificacao.

Transesterificacao

302,36 g mol” 3x(32,04) g mol" 3x(102,13)gmol’ 92,04 gmol"
’ o)
0 o} H
! _CH; == HO OH
/\)J\Oﬂo/\gjj\/\ + 3 H_E_O_H : 3 H3CAAO /\(|)j\
? EA= _ [3x(102,13)]  =0,77

[302,36 + 3 x (32,04)]

Esterificacao

88,11 g mol" 32,04 g mol”’ 102,13 g mol” 18,01 g mol™
o) + H — o H.O
/\)j\ H-C-O-H <— HSCA/LO/CHs + H:
OH
H

EA= 102,13 =0,85

(88,11 + 32,04)

Figura 1: Diferenca de economia atdémica entre a reagdo de esterificacio e de

transesterificagdo para obtencao de ésteres

Outra métrica de comparacdo entre rotas de producdo ¢ a eficiéncia de carbono, que
preconiza quantos dtomos de carbono da matéria-prima sdo aproveitados no produto final
(Lima-Ramos, Tufvesson e Woodley, 2014). Neste caso, a esterificagdo também leva
vantagem em relagdo a transesterificacdo, ja que todos os carbonos dos reagentes sdo
incorporados no éster formado, ao passo que na transesterificagdo, 3 carbonos do triglicerideo
sdo eliminados como glicerol (Figura 1). Além disso, a esterificagdo tem como matérias-

primas reagentes amplamente disponiveis (acidos e alcoois) em quantidades industriais, o que
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ndo representa um gargalo para sua ampla ado¢do na obtencdo de ésteres ou ser preterida em

relacdo a transesterificacao.

2.3 A reacio de esterificacio — mecanismo de reacio, reagentes, catalisadores, e aspectos

fisico-quimicos

A reagdo entre acidos carboxilicos e alcoois para formagdo de ésteres vem sendo
estudada desde o século XIX, sendo descrita por Fisher & Speier em 1895 (Allinger et al.,
1976; Fieser e Fieser, 1959; Khan et al., 2021). Assim como na quimica inorganica, ¢ uma
reacdo de neutralizacdo de um acido gerando agua, cujo produto principal é resultante da
condensagdo das carboxilas (-COOH) com um radical alquil (-R) e eliminacdo de um
hidrogénio.

O mecanismo da reagdo se da a partir da protonacgdo da carbonila do acido carboxilico,
forcando o deslocamento de um par de elétrons desta, tornando o carbono mais eletrofilico. A
carbonila, entdo ativada, favorece um ataque nucleéfilo pelo alcool, levando a formagao do
intermediario tetraédrico, que, rearranjado elimina a dgua, forma o éster e se desprotona,

conforme Figura 2.

OH

=0 ) ~ZOH , l v
R—C + HH=R—Cew______OR'=R—C —OR
S OH ~OH | | ;
H OH H
O S ' . A |
R—c? , 2 rR—c—0oR=R—C—OR
~OR |
+H,0 .

Figura 2: Mecanismo de reacao da esterificagao
Fonte: Adaptado de Allinger ef al., 1976

As reagdes de esterificacdo sdo processos espontaneos (AG negativo) em que ha
aumento de entropia do sistema (AS positivo) e sdo geralmente reagdes endotérmicas (AH
positivo) (Castillo et al., 2012; Sandoval et al., 2002; Sousa et al., 2021a). Apesar de
espontaneas, esterificagcdes ocorrem naturalmente sob taxas reacionais muito baixas (Khan et

al.,2021) e a reatividade dos &cidos carboxilicos tende a diminuir com o aumento do tamanho
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de cadeia (Liu, Lotero e Jr, 2006). Para serem viabilizadas, as esterificagdes demandam a
presenca de um (bio)catalisador. Apenas em condi¢cdes muito severas de reagdo, tais como
temperaturas superiores a 200 °C e pressdes acima de 10 atm, reagdes de esterificacdo podem
se dar sem a necessidade de catalisadores (Khan et al., 2021). Catalisadores acidos, tais como
0 acido sulfurico ou o dacido cloridrico, podem ceder um proton a carbonila do &cido
carboxilico, que fica facilmente suscetivel a um ataque nucleéfilo pela hidroxila dos alcoois
(Allinger et al., 1976; Fieser e Fieser, 1959).

Os acidos sulfurico e cloridrico, apesar de amplamente disseminados na industria
quimica, sdo produtos de alta corrosividade e toxicidade, com evidentes impactos ambientais
€ severos riscos ocupacionais associados ao seu uso e transporte. As fichas de seguranga de
produtos quimicos (FISPQ) destes produtos reportam efeitos tais como a formagdo de névoas
irritantes, reacdes violentas com a 4gua e metais puros, potencial carcinogénico, queimaduras
e lesdes oculares graves quando em contato (“Produtos Quimicos - CETESB”, [s.d.]). Outro
acido comumente utilizado nas reacgdes de esterificacdo é o acido p-toluenosulfonico, cujas
vantagens sdo a menor toxicidade e menor corrosividade em relacdo ao 4cido sulfurico
(Ansorge-Schumacher e Thum, 2013; Khan et al., 2021; Natalino, Cardoso e Fernandes,
2014). E um 4cido solido em temperatura ambiente ¢ ponto de fusdo 106 °C, que até pode
viabilizar a catdlise heterogénea em um meio reacional liquido, dependendo da temperatura
da reacdo, mas usualmente também ¢ tratado como catalisador homogéneo nas temperaturas
usuais de esterificacdo em nivel industrial (Liu, Lotero e Jr, 2006). Apesar de eficaz, o 4cido
p-toluenosulfonico tem baixa reciclabilidade devido a sua intensa capacidade de absor¢ao de
umidade e dissolu¢do no meio reacional (Li ef al, 2021). A literatura também reporta
exemplos bem-sucedidos de catalise utilizando resinas de troca i6nica como Amberlite e
zedlitas, silica suportada em polidcidos e o6xidos metalicos, ainda que estes catalisadores
apresentem desvantagens significativas relacionadas a atividade catalitica, estabilidade
térmica em altas temperaturas ou limitagdes de transferéncia de massa (Khan et al., 2021; Liu,
Lotero e Jr, 2006; Wang e Jiang, 2005; Zang et al., 2013).

A reagdo de esterificacio ¢ um processo termodinamicamente controlado, em
equilibrio quimico com a reacdo inversa, a hidrélise, na qual éster e 4gua formam novamente
os respectivos acidos e alcoois de origem (Khan et al., 2021; Sousa et al., 2021b). De acordo
com o principio de Le Chatelier, para deslocar o equilibrio quimico faz-se necessario: 1)
utilizar excesso estequiométrico de um dos reagentes; ii) remover um dos produtos formados.

A metodologia proposta por Fisher-Speier — a esterificagdo em refluxo sob forte

aquecimento, na presen¢a de acido cloridrico ou sulfirico como catalisador — tornou-se
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amplamente adotada para desenvolvimentos em escala laboratorial e posterior escalonamento.
Neste protocolo, prevé-se a utilizagdo de grande excesso estequiométrico de alcool e a
remogao continua da dgua por evaporagao (Allinger et al., 1976; Fieser e Fieser, 1959).

Os reagentes — acidos carboxilicos e alcoois — sao em boa parte liquidos a temperatura
ambiente. Acidos carboxilicos saturados, alifaticos e monofuncionais até 9 carbonos sdo
liquidos e alcoois alifaticos sdo liquidos até 12 carbonos, conforme mostrado na Tabela 5. O
carater hidrofilico ou hidrofobico de 4cidos e alcoois depende, em grande parte, do tamanho
de sua cadeia carbonica, ja que os grupos funcionais (-COOH e -OH) sdo polares. Acidos e
alcoois tendem a ser mutuamente misciveis, o que, a priori, dispensa a necessidade de
solventes que compatibilizem os reagentes. Quando a reagdo envolve um reagente solido, é
possivel que este reagente esteja na forma liquida (fundido) devido a temperatura da reagdo
ou esteja dissolvido no reagente liquido. Portanto, reagcdes de esterificacdo geralmente
ocorrem em fase liquida. Os ésteres sdo em grande parte liquidos em temperatura ambiente ou

materiais cerosos de baixo ponto de fusdo, conforme ja mostrado na Tabela 4.

Tabela 5: Propriedades fisicas de alguns 4cidos carboxilicos e 4lcoois
Estado Ponto de fusao Ponto de ebuli¢ao

Molécula Formula ;.
fisico*

Metanol CH4O Liquido -98 °C 65 °C
Etanol C2HeO Liquido -114 °C 78 °C
Butanol CsHg0 Liquido -127 °C 97 °C
n-Octanol CsHi30 Liquido -15°C 195 °C
Dodecanol C12H260 Liquido 24 °C 259 °C
Alcool cetilico Ci6H340 Sélido 49 °C 334°C
Acido formico CH>0» Liquido 8 °C 101 °C
Acido acético CoH402 Liquido 16 °C 118 °C
Acido butirico C4Hs0» Liquido -5°C 164 °C
Acido hexanoico CeH1202 Liquido -3°C 205 °C
Acido céprico Ci10H2002 Solido 32°C 268 °C
Acido miristico Ci14H2802 Sélido 54 °C 326 °C
Acido palmitico Ci6H3202 Sélido 62 °C 352 °C
Acido oléico CisH3402 Liquido 13 °C 360 °C

Fontes: Chemical Book; Pubchem. *Em temperaturas usuais de paises tropicais (25

°C, ao nivel do mar).

Os catalisadores podem ser tanto liquidos (catalise homogénea) quanto solidos
(catalise heterogénea). A catalise homogénea ¢ frequentemente utilizada industrialmente para

a sintese de ésteres; o catalisador mais disseminado nesta aplicagdo — o acido sulfurico — ¢
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também liquido nas temperaturas usuais de reagdo (acima de 100 °C). Em reagdes de
transesterificagdo de 6leos, como as adotadas para a sintese de biodiesel (ésteres metilicos de
acidos graxos), se utiliza amplamente catalise homogénea alcalina (solug¢des alcoolicas de
KOH, gerando alcéxidos de potassio) (Moazeni, Chen e Zhang, 2019; Suarez ¢ Meneghetti,
2015; Tabatabaei et al., 2019). A agao do catalisador homogéneo se da pelo contato direto
deste com os reagentes em fase organica. J4 na catilise heterogénea, hd uma maior
complexidade dos fendmenos fisico-quimicos envolvidos — difusdo, absorcao, adsor¢ao — ja
que catalisador e meio reacional existem em fases diferentes; todavia, a catalise heterogénea
supera amplamente a catalise homogénea em em ntimero geral de aplicagdes industriais, pela
praticidade de utilizagcdo, permitindo o uso continuado em leitos fixos pelos quais os
reagentes fluem, seu reaproveitamento, ¢ um melhor controle dos processos (Baskar et al.,
2017; Poovan et al., 2022; Richardson, 1989; Tabatabaei et al., 2019).

O meio reacional inicial em uma esterificagdo ¢ composto por acido carboxilico,
alcool e (bio)catalisador. Conforme a reagdo progride, formam-se o respectivo éster — um
composto sempre mais hidrofobico que seus reagentes de origem pelo aumento da cadeia
carbonica — e a d4gua como subproduto. A dgua pode ficar totalmente particionada, formando
uma segunda fase microscopica, dependendo da extensdo da reagdo e da hidrofobicidade do
éster formado, ou dissolver-se parcialmente na fase do reagente/produto mais hidrofilico
presente no meio reacional (Colombié et al., 1998; Foresti et al., 2007; Halling, 1990;
Sandoval et al., 2002; Sousa et al., 2021b). A formacao de uma segunda fase em situacdes de
alta hidrofobicidade naturalmente favorece a ocorréncia da esterificagdo em detrimento da
hidrdlise, j& que apenas a interface entre as fases estd disponivel para reagir e regenerar o
acido e o alcool a partir do éster e da agua (Flores et al., 2000; Foresti et al., 2007, 2008;
Halling, 1990; Sousa et al., 2021b).

Pelo principio de Le Chatelier, um processo termodinamicamente controlado requer
excesso estequiométrico de um dos reagentes para que o equilibrio quimico seja deslocado na
direcdo desejada. Neste sentido, em uma reacdo de esterificacdo sem solventes, na qual o
meio reacional inicial ¢ composto apenas por 4cido e alcool, o excesso estequiométrico de um
destes tera influéncia nas caracteristicas do meio reacional (Sandoval et al., 2002; Sousa et
al., 2021b). Como exemplo, na reagdo entre acido palmitico e isopropanol em condigdao
equimolar, o logP resultante da mistura, conforme a féormula proposta por Laane (1987)
(Laane et al., 1987) ¢ de 3,6, indicando que o meio reacional ¢ hidrofobico. Se por outro lado,
a reacdo adota excessos estequiométricos tdo grandes quanto a razdo molar 1:15, como no

estudo de Vadgama e co-autores (2015) (Vadgama, Odaneth e Lali, 2015), o logP ¢ de 0,5,
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indicando um meio reacional hidrofilico (Eq. 5). No caso de uma reagdo com solvente
(concentragdes baixas-moderadas dos reagentes) as caracteristicas fisico-quimicas do meio
reacional pouco se alteram no decorrer da reagdo, ja que o solvente ¢ a espécie quimica em

maior quantidade no meio.

Eq.5 logP = x;(logP,) + x,(logP,)

Os acidos carboxilicos sao considerados, em grande parte, acidos fracos (Kiitt et al.,
2018). A constante de dissociacdo acida, pKa, determina o grau de dissociagdo da molécula
(gerando ions H") em solugdo aquosa, dado por uma relagdo de equilibrio quimico entre as
formas dissociada (denominador) e nao dissociada (numerador), conforme mostrado na Eq 6.
Logo, quanto maior o valor do pKa, maior ¢ a concentragdo da forma nao dissociada no meio,
menos ions H' sdo liberados em solu¢do aquosa, contribuindo para menor acidez da solugio.
Para 4cidos monofuncionais, os valores de pKa podem variar de 3,8 (4cido formico, C1) a
valores menores que 5,0 para 4cidos de cadeia mais longa (PUBCHEM, 2004). Acidos
inorganicos fortes, como o acido sulfurico, tem valores de pKa negativos (-10 na primeira
ionizagdo). A estrutura da molécula do 4cido carboxilico influencia grandemente a forga acida
deste, de modo que acidos substituidos, como o acido triclororacético (pKa = 0,6), tem forca
acida 15000 vezes maior que o acido acético (pKa = 4,7). A for¢a dos acidos carboxilicos ¢
determinada pelo efeito indutivo do radical ligado a carboxila (-COOH); radicais que atraem
elétrons favorecem a ionizacgdo, ao passo que radicais doadores de elétrons desfavorecem a
ionizagdo (Allinger et al., 1976). Desta forma, a medida que o nimero de 4&tomos de carbono
aumenta, por exemplo, ao passar do -H (acido féormico) para o radical -metil (4cido acético), a
for¢a acida diminui, com os valores de pKa variando de 3,8 a 4,8. Todavia, a medida que a
cadeia carbOnica cresce linearmente, esta variagdo ndo se torna mais tdo intensa; o pKa do

acido butirico (C4) ¢ similar ao do acido acético, 4,9 (Allinger et al., 1976).

[HA]
[H+]

Eq. 6 pKa = —log

J& para os alcoois, o cariter basico pode ser relacionado com os pardmetros da
equacdo de Kamlet-Taft. O pardmetro B da equacdo de Kamlet-Taft mede a basicidade da
ligagdo hidrogénio de um composto, a partir da determinagdo da energia do orbital molecular

do qual a doagdo de carga pode ocorrer (Kamlet et al., 1983; Kamlet e Taft, 1985; Waghorne,
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2020). Alcoois monofuncionais vdo se tornando mais basicos a medida que se aumenta o
numero de carbonos da cadeia principal (Kamlet ez al., 1983). Na mistura de acidos e élcoois,
por exemplo, a ionizacdo do acido ¢ mais favorecida com alcoois menos basicos, como
metanol, etanol, n-propanol e menos favorecida com alcoois superiores. Neste sentido, a
sintese de ésteres de cadeia curta — oriunda da reag¢do entre acidos carboxilicos de cadeia
curta, de relativa forca 4cida, e alcoois de cadeia curta, menos bésicos — tende a representar
um ambiente quimico mais acido do que a sintese de ésteres de cadeia média e longa. Este
contexto também pode levar a um desfavorecimento termodinamico da reagdo, ja que apenas
a forma ndo dissociada do 4cido carboxilico contribui com a posi¢ao de equilibrio da reagdo

(Kiitt e al., 2018; Rosell et al., 1998; Sousa et al., 2021b).

2.4 Aspectos ambientais e econdomicos da reacio de esterificacio

r

A reacdo de esterificacdio é uma reagdo de neutralizacdo na qual se forma um
subproduto de baixa massa molar, a 4gua. A formagao de um subproduto indcuo e nao tdxico
como a agua ¢ um aspecto relevante do ponto de vista ambiental. A 4dgua formada, se
apropriadamente separada e tratada, pode ser reaproveitada no processo como utilidade (para
a geracdo de vapor e troca térmica, por exemplo) dependendo da viabilidade técnico-
econdmica de cada caso especifico, reduzindo a pegada hidrica (Gupta et al., 2012; Mehta,
2024). Para reforcar a vantagem ambiental da formac¢do de d4gua como subproduto em reacdes
de esterificagdo, o chamado fator E, importante métrica ambiental de processos que calcula a
quantidade de residuo gerado por kg de produto produzido, ¢ calculado descontando a agua
formada (Eq. 7) (Lima-Ramos, Tufvesson e Woodley, 2014; Sheldon e Woodley, 2018), o
que implicaria que processos de esterificagdo com rendimento préximo ao maximo teorico e

razdo molar proxima da equimolaridade tem fator E proximo de zero.

Eq 7 Fator E = Y. Myesiduos — Migua
Mproduto

A formacao de 4gua como subproduto na esterificagdo € um aspecto importante a ser
considerado na comparagao entre esterificagdo e transesterificacdo. A producao de ésteres por
transesterificagdo tem o glicerol como subproduto. O glicerol ¢ uma molécula de relevancia
comercial com variadas aplicagcdes em produtos de higiene pessoal, cosméticos, perfumaria e

produtos de limpeza (Kaur et al., 2020). Contudo, com a crescente producdo de biodiesel
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(ésteres metilicos e etilicos de Oleos vegetais), os niveis de produc¢do de glicerol — em
diferentes graus de pureza — aumentaram drasticamente. Em 2019, apenas no Brasil, foram
gerados 819 mil toneladas (650 mil m?) de glicerina residual, sendo que 430 mil toneladas
foram exportadas a um custo médio de 0,16 USD kg'!, valor 6 vezes menor do que o
praticado antes da implantacdo do Programa Nacional de Produgdo de Biodiesel (PNPB)
(Faber, 2021). Este excedente tem alavancado tanto o interesse académico pela utilizagdo do
glicerol como plataforma para outras sinteses (Chun Minh, Samudrala e Bhattacharya, 2022;
Karimi Estahbanati et al., 2020; Kaur et al., 2020), a chamada gliceroquimica, bem como o
estudo de novas técnicas para a purificagdo e reaproveitamento do glicerol (Attarbachi,
Kingsley e Spallina, 2023). Tendo isso em vista, o glicerol impuro passa a ser um subproduto
pouco rentdvel ou passivel de destinagdo onerosa, ja que ndo pode ser descartado em corpos
d’4gua sem o devido tratamento.

As condigdes severas em que as reacdes de esterificacdo ocorrem — altas temperaturas
e com a presenga de catalisadores toxicos/corrosivos — trazem impactos ambientais
significativos aos processos convencionais de obtencdo de ésteres, incluindo emissdes de
gases de efeito estufa (alta energia requerida para aquecimento na reagdo e trocas térmicas em
processos de purificacdo), necessidade de cuidadoso tratamento de efluentes e reposigdo
freqiiente de materiais em equipamentos sujeitos a corrosao (Ansorge-Schumacher e Thum,
2013; Khan et al., 2021; Moazeni, Chen e Zhang, 2019; Tabatabaei et al., 2019; Thum e
Oxenbell, 2008). Considerando as tendéncias de busca por uma quimica mais verde e
sustentavel, os esfor¢os globais para reducdo de emissdes de carbono, e as movimentagdes
regulatdrias e ambientais em diversos paises ¢ intuitivo pensar que a produgdo de ésteres, bem
como de outras commodities (produtos quimicos de baixo custo, < 5 USD kg!, e grandes
volumes de producdo) e especialidades quimicas (custo > 5 USD kg'!), passara por
importantes mudancas tecnologicas (Konzock e Nielsen, 2024; Kruis et al., 2019; Sheldon,
2014; Straathof, 2014; Turton et al., 2018; Woodley, 2019). A intensificacdo de tais
mudangas vem sendo frequentemente discutida no ambito do Férum Econdmico Mundial
devido a sua importancia econdmica e vinculagdo direta com a descarbonizacdo da economia
e a adaptacdo as mudangas climaticas (DECHEMA AUSSTELLUNGS-GMBH, 2024;
GOMEZ; OXANA SAIMO; WORLD ECONOMIC FORUM, 2024).

A necessidade de excesso estequiométrico de um dos reagentes para deslocamento do
equilibrio da esterificagdo na direcdo da sintese também tem impacto na economia do
processo, por trés principais implicagdes: 1) a produtividade volumétrica do processo cai, ja

que uma parte do volume util do reator estara ocupado com uma por¢ao do reagente que nao
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se converte em produto; ii) a necessidade de etapas adicionais de separagdo e recuperagao do
reagente em excesso; € 1ii) maior demanda por reagentes para inicio do processo. Essas trés
implicagdes podem acarretar custos de capital e de operagdao adicionais (Towler e Sinnott,
2013; Turton et al., 2018). Desta forma, as razdes molares acido:alcool em esterificacao
devem ser cuidadosamente avaliadas para que o minimo de excesso estequiométrico
necessario para deslocamento do equilibrio seja adotado (Kuperkar et al., 2014; Sandoval et
al., 2002; Sousa et al., 2021c; Towler e Sinnott, 2013). Geralmente, usa-se o excesso
estequiométrico de alcoois para o deslocamento do equilibrio devido a sua facilidade de
separagdo do meio reacional por destilagdo (pontos de ebuli¢ao mais baixos que os acidos) e,
em alguns casos, por serem reagentes de menor custo que os acidos carboxilicos (Allinger et
al., 1976).

A necessidade de catalisadores em reacdes de esterificagdo também traz implicagdes
econdmicas, considerando o custo do catalisador, a carga de catalisador utilizada e se ha a
possibilidade de recupera-lo/reusa-lo ap6és uma batelada de rea¢do. Quando se trata de
catalisadores homogéneos, como o ja citado acido sulftirico, a recuperacdo do catalisador ¢
onerosa; faz-se necessario uma etapa de neutralizacdo/regeneracdo que pode gerar efluentes
potencialmente perigosos, demandando tratamentos para o seu descarte no meio ambiente. Ja
com catalisadores heterogéneos, a separacdo e reciclo do catalisador tendem a ser mais
simples, por operacdes como filtracdo e decantacdo, representando ampla vantagem da
catalise heterogénea em relacdo a homogénea (Khan et al., 2021; Richardson, 1989). A carga
de catalisador, neste contexto, adquire especial importancia em termos dos custos envolvidos
no dimensionamento dos equipamentos para recuperacao, que também podem demandar
etapas de lavagem e secagem. A quantia de reusos do catalisador em seguidas bateladas, ou o
nimero de horas em que permanece ativo em processos continuos, ¢ fundamental para a
economicidade do processo, ja que o catalisador, dependendo de sua composicdo, ¢
frequentemente mais caro do que o produto obtido (Towler e Sinnott, 2013; Turton et al.,
2018).

A relagdo de custo entre catalisador e custo de produto ¢ o que ainda sustenta, em
grande parte, a utilizagdo do acido sulfurico nos processos de produgdo dos ésteres, ja que o
4cido sulfirico é uma commodity de baixo preco (em torno de 1 USD kg') e ampla
disponibilidade em termos mundiais. A despeito de sua comprovada eficiéncia catalitica, o
acido sulfurico € extremamente corrosivo para a maioria dos metais e ligas metalicas (Khan et

al., 2021; Moazeni, Chen e Zhang, 2019; Tabatabaei et al., 2019), afetando a vida util dos
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equipamentos industriais, traz riscos ocupacionais sérios para trabalhadores e residentes
proximos das plantas industriais, bem como riscos ambientais severos em casos de acidentes.
Outra desvantagem do acido sulfurico como catalisador em reagdes de esterificacao €
a formacao de subprodutos de reagdes paralelas, que demandam cuidadosa purificagao do
produto obtido. O dacido sulfurico pode promover a desidratacdo dos alcoois em altas
temperaturas, levando-os a éteres ou a alcenos, reagdes de eliminacdo com 4cidos
carboxilicos formando anidridos organicos, ¢ também catalisar a oligomerizacao dos acidos

organicos ou dos ésteres formados (Lotero et al., 2005).

2.5 Biocatalise aplicada a sintese de ésteres

Uma das principais desvantagens da catalise por acido sulfurico/cloridrico em reagdes
de esterificagdo — a formagdo de subprodutos de reacdes paralelas (baixa seletividade),
levando a ésteres de baixa pureza — pode ser superada utilizando-se lipases, biocatalisadores
de origem bioldgica com especificidade e seletividade superiores aos catalisadores
convencionais. Lipases sdo enzimas — um tipo especial de proteinas com fung¢ao catalitica nos
organismos vivos — cuja fun¢do natural € catalisar a hidrolisar de lipidios até acidos graxos,
que poderdo servir tanto para o catabolismo (geracdo de energia) quanto para o anabolismo
(formacdo de macromoléculas e constituintes de organelas celulares e tecidos) (Kapoor e
Gupta, 2012; Nelson e Cox, 2004). Quando isoladas de microrganismos (bactérias, fungos,
leveduras) ou tecidos vegetais e animais, as enzimas mantém sua atividade catalitica e podem
ser utilizadas em reacdes de interesse industrial, constituindo-se como biocatalisadores
(Chandra et al., 2020; Kruis et al., 2019). Em um meio com baixa concentra¢do de agua, as
lipases catalisam reacdes de esterificacao/transesterificacdo com grande eficiéncia, sem
formagao de subprodutos (Adlercreutz, 2013; Hari Krishna e Karanth, 2002; Kapoor e Gupta,
2012). Assim, a producdo de ésteres pode ser facilitada utilizando-se biocatalise, ja que se
obtém um éster com minima concentragdo de contaminantes apos a reacdo (Ansorge-
Schumacher e Thum, 2013). Esta especificidade catalitica pode gerar uma simplificagdo de
etapas de processo para purificagdo do produto e, por conseqiiéncia, reduzir custos
operacionais e de investimento nas plantas de produg¢do, conforme mostrado

simplificadamente na Figura 3.
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Figura 3: Comparacgao das etapas de processo de obtengao e purificagdo de ésteres
pela via quimica e pela via enzimatica.
Fonte: Adaptado de Ansorge-Schumacher e Thum, 2013

Como as lipases sdo enzimas que atuam em organismos vivos e, estes, de modo geral
estdo em condigdes ambiente de temperatura e pressdo, a atividade catalitica dos
biocatalisadores se da em condi¢cOes brandas, bem abaixo das usualmente adotadas em
reacdes de esterificagdo com catalisadores quimicos (em torno de 150 — 200 °C). A literatura
cientifica em sintese enzimatica de ésteres, em sua maioria, descreve altos rendimentos em
¢ésteres em temperaturas de 40 a 70 °C (Coelho e Orlandelli, 2020; Khan e Rathod, 2015; Sa
et al., 2017; Sousa et al., 2021c). Temperaturas brandas como estas representam menor
demanda energética no processo, minimizam o risco de reagdes paralelas, aumentam a vida
util de equipamentos de processo, aumentam a seguranga ocupacional das plantas industriais
para trabalhadores e comunidades do entorno e reduzem a severidade dos danos em caso de
acidentes. Estas vantagens estdo em plena consonancia com varios dos principios da Quimica
Verde compilados por Anastas & Eghbali (2010) (Anastas e Eghbali, 2010), conforme
também apontado nos trabalhos de Sheldon & Woodley (2018) (Sheldon e Woodley, 2018) e
Serrano-Arnaldos e co-autores (2020) (Serrano-Arnaldos ef al., 2020).

As lipases podem ser utilizadas como biocatalisadores em duas formas — livre (em

solugdo ou liofilizada) ou imobilizada em um suporte sélido. Em uma reacao de esterificacao
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em meio liquido, como usualmente ocorre, uma lipase em solugdo constitui-se como um
catalisador homogéneo e uma lipase imobilizada como um catalisador heterogéneo. Dentre as
lipases mais estudadas, destacam-se as lipases obtidas da levedura Candida antarctica e do
fungo mezofilico Rhizomucor miehei. Os artigos de revisao de Ortiz e co-autores (2019)
(Ortiz et al., 2019), Khan & Rathod (2015) (Khan e Rathod, 2015) e Rodrigues & Fernandez-
Lafuente (2010) (Rodrigues e Fernandez-Lafuente, 2010) mencionam dezenas de aplicacdes
destas lipases nas sinteses de ésteres, tanto na forma livre como na forma imobilizada. Uma
analise bibliométrica conduzida por Dutra e co-autores (2022) (Dutra et al., 2022) revelou
que, na sintese enzimdtica de biodiesel, a lipase B de Candida antarctica é a mais
amplamente estudada, correspondendo a 55% dos 1480 estudos avaliados entre 1998 ¢ 2020;
os estudos envolvendo a lipase de Rhizomucor miehei correspondem a 13% deste total.

Lipases, tanto em forma livre como em forma imobilizada, estdo disponiveis
comercialmente para aplicagdes industriais. Dentre os maiores fabricantes de lipases estdo
empresas como Novozymes (Dinamarca), DuPont (EUA), DSM (Holanda), Megazyme
(Irlanda) e Amano (Japao). As lipases comerciais mais descritas na literatura para sintese de
ésteres sao as produzidas pela Novozymes A/S — Novozym 435, Lipozyme RM IM,
Lipozyme TL-IM e Eversa Transform 2.0 (Dutra et al., 2022; Ortega-Requena et al., 2024;
Ortiz et al., 2019). Ainda que as reacdes de esterificacdo/transesterificagdo sejam uma das
aplicagdes mais Obvias para lipases, ha poucos processos industriais implementados para
sintese de ésteres por biocatalise. Dentre eles, a produgdo de ésteres de cadeia longa para fins
cosméticos pela Evonik (Alemanha), os processos da Eastman (EUA) e alguns poucos
exemplos de produc¢do de biodiesel por via enzimatica.

O principal obstaculo para a ampla adocdo da biocatalise neste campo ¢ o custo
(elevado) dos biocatalisadores em comparagdo ao valor agregado relativamente baixo da
maioria dos ésteres alifaticos produzidos em larga escala (Sheldon, 2014; Sousa et al., 2023;
Woodley, 2019), fato amplamente apresentado pela literatura cientifica (Girelli, Astolfi e
Scuto, 2020; Junior et al., 2022; Nielsen, Brask e Fjerbaek, 2008; Serrano-Arnaldos et al.,
2019; Sousa et al., 2023a). Todavia, grandes companhias quimicas detém patentes de
processos biocataliticos para a sintese de ésteres, como ¢ o caso da Basf AG (Alemanha),
Buckman Chemicals (EUA), Fuji Oil (Japao), Samsung Fine Chemicals (Coréia do Sul) e
Hoechst AG (Alemanha) ou da propria Novozymes A/S (Dinamarca), um dos maiores
produtores mundiais de enzimas (“OMPI — Pesquisa nas cole¢des internacionais e nacionais
de patentes”, [s.d.]). As aplicac¢des industriais mais relevantes das lipases sdo a formulagdo de

detergentes e de produtos de limpeza, ja que as lipases podem catalisar a hidrolise de gordura
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(triacilglicerideos) facilitando os processos de limpeza de tecidos e superficies (“OMPI —

Pesquisa nas colec¢des internacionais e nacionais de patentes”, [s.d.]).

2.6 Lipases — caracteristicas, propriedades e fontes de obtencao

Lipases constituem uma classe especial de enzimas hidroliticas, com a classificagao
EC 3.1.1.3 (triacilglicerol hidrolases) de acordo com a classificacdo dada pela Unido
Internacional dos Bioquimicos (IUB). De modo geral, sdo enzimas que possuem estrutura
composta de um nucleo de fitas  predominantemente paralelas rodeada de a-hélices (Kapoor
e Gupta, 2012; Ollis ef al., 1992; Schrag et al., 1997). Lipases tem tamanhos variados, entre
20 e 60 KDa (Yahya ef al, 1998), e tem como peculiaridade a presenca de uma cadeia
polipeptidica recobrindo o sitio ativo, chamada de “tampa” (Anobom et al., 2014; Fernandez-
Lafuente, 2010; Kapoor e Gupta, 2012; Malcata et al., 1992; Paiva, Balcao e Malcata, 2000).
Conforme classificacdo proposta por Pleiss e co-autores (1998) a respeito da estrutura das
lipases, trés subgrupos podem ser identificados: as lipases que possuem um sitio de ligacao
hidrofébico préximo da superficie proteica, similar a uma fenda; as lipases com um sitio de
ligagdo similar a um funil e; as lipases com um sitio de ligacdo em formato de tunel (Kapoor e
Gupta, 2012; Pleiss, Fischer e Schmid, 1998).

As lipases sdo produzidas na natureza majoritariamente nas células mamadrias, nas
plantas e nos microrganismos (Malcata et al., 1992; Yahya et al.,, 1998). A obtengdo de
lipases para usos em pesquisas e/ou aplicagdes comerciais €, na maior parte de casos, de
origem microbiana (Robinson, 2015), com maior destaque para as lipases oriundas de fungos
e leveduras. As lipases microbianas tem como vantagem o fato de ndo precisarem de
coenzimas para sua atividade catalitica (Adlercreutz, 2013). Dentre a grande variedade de
fungos produtores de lipases descritas na literatura, destacam-se as lipases dos fungos
Rhizomucor miehei, Thermomyces lanuginosus € Rhizopus oryzae, da bactéria Burkholderia
cepacia, e das leveduras Candida antarctica e Candida rugosa.

A fungdo natural das lipases ¢ catalisar a hidrolise das ligagdes ésteres em
triglicerideos, levando-os a formas menos hidrofébicas —  diacilglicerideos,
monoacilglicerideos e acidos graxos (Adlercreutz, 2013). A atividade catalitica das lipases
deve-se a acdo da triade catalitica serina-histidina-aspartato/glutamato (Anobom et al., 2014;
Noble et al., 1993; Yahya et al., 1998). A reacdo de hidrolise se d& pelo ataque nucleofilo da

serina sobre a carbonila da ligagdo éster (doador de acila), liberando um alcool; o acil-



44

intermediario formado reage entdo com a agua, liberando o 4acido carboxilico (Adlercreutz,
2013; Gandhi et al., 2000). Como muitos compostos podem atuar como doadores de acila
(incluido os acidos carboxilicos) e como nucleofilos (incluindo os dalcoois), as lipases
possuem ampla especificidade ao substrato; em meios organicos com baixa concentragao de
dgua, as lipases passam entdo a catalisar reagdes de esterificacdo e transesterificacdo
(Adlercreutz, 2013; Rangheard, Triantaphylides e Baratti, 1989). Neste caso, um
intermediario tetraédrico ¢ formado pelo ataque nucleofilo da serina da triade catalitica sob o
acido carboxilico; este intermedidrio perde agua e forma o complexo acil-enzima, que sofre
um ataque nucledfilo pelo dlcool e forma um novo intermedidrio tetraédrico. Este, finalmente,
libera a molécula do éster e a enzima em sua forma nativa (Anobom et al., 2014; Gandhi et
al., 2000). Cineticamente, a esterificagdo por lipases ¢ descrita pelo mecanismo do tipo Ping-
Pong bi-bi reversivel (Chulalaksananukul ef al., 1990; Gandhi ef al., 2000; Hari Krishna e
Karanth, 2002), em decorréncia da aplicagdo do modelo de Michaelis-Menten, que se mostra

valido para a maioria das reagdes enzimaticas (Figura 4)
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Figura 4: Mecanismo de atuagdo da triade catalitica das lipases.
Fonte: Adaptado de Castillo et al., 2015.
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As lipases podem sofrer inibicdo pelos substratos. A inibi¢ao geralmente observada
em lipases ¢ uma inibi¢ao do tipo competitiva, na qual um substrato de estrutura similar ao
substrato esperado em determinado passo do mecanismo da reacao se liga ao sitio ativo da
enzima (Nelson e Cox, 2004; Robinson, 2015), resultando em uma redugdo (reversivel) da
atividade catalitica. Diversos estudos na literatura atestam este fato experimentalmente,
identificando inibigdes tanto pelo alcool (Chulalaksananukul et al., 1990; Garcia-Alles e
Gotor, 1998; Garcia, T. et al., 1999; Ghamgui, Karra-Chaabouni e Gargouri, 2004; Sandoval
et al., 2002; Yadav e Thorat, 2012) quanto pelo acido carboxilico (Bélafi-Bako et al., 2003;
Hari Krishna, Sattur e Karanth, 2001; Nordblad e Adlercreutz, 2008; Parikh, Lanjekar e
Rathod, 2019), ou simultaneamente pelo &cido e pelo dlcool (Lopresto et al., 2014; Sousa,et
al.,2021c). Alcoois de cadeia curta, como o metanol e o etanol, tem forte efeito denaturante e
podem levar as lipases a inativagdo, dependendo da concentragdo (Mangiagalli et al., 2022).
Alcoois de cadeia curta podem causar o desdobramento parcial da estrutura proteica das
lipases, pelo rompimento de interagcdo hidrofobicas intra-proteicas (Gandhi et al., 2000; Lotti
etal.,2015)

Assim como a inibi¢do enzimatica pelos substratos pode reduzir a atividade catalitica
das lipases, alteracoes na camada de hidratagdo que rodeia as lipases também podem
promover restricdes cinéticas. A existéncia de uma camada de agua ao redor das proteinas
vem sendo apontada desde os anos 1950 e confirmada experimentalmente ao longo das
décadas seguintes por diferentes técnicas analiticas (Rupley e Careri, 1991). De acordo com
os estudos de Zaks & Klibanov sobre enzimologia em meios nao-aquosos (Zaks e Klibanov,
1985, 1988), a camada de agua que envolve as enzimas atua como uma espécie de
“lubrificante”, favorecendo alteracdes conformacionais, incluindo as que sdo necessarias para
a atividade catalitica. Desta forma, a interacao de um solvente ou um meio reacional com esta
camada de agua tem grande impacto na atividade catalitica da enzima (lipase, nesse caso
especifico); um solvente (ou meio reacional) hidrofilico tende a remover esta camada, ao
passo que um solvente hidrofobico tende a preservé-la, o que justifica o melhor desempenho
(maior atividade enzimatica) das lipases em meios hidrofobicos do que em meios hidrofilicos
(Bezbradica et al., 2007; Hari Krishna et al., 2001; Klibanov, 2001; Malcata et al., 1992;
Yahya et al., 1998). Apesar das lipases naturalmente atuarem em meios aquosos, a restricao
de 4gua ocasionada na presenca de solventes hidrofobicos anidros torna a estrutura enzimatica
menos flexivel e menos propensa a denaturacdo, fendmeno que também exige alteragdes

conformacionais intensas (Klibanov, 2001). Considerando a variedade de lipases microbianas,
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o ponto 6timo de hidratagio do meio reacional (associado a magnitude da camada de
hidratagdo) varia amplamente para cada lipase — enquanto a lipase de Burkholderia cepacia
tem seu 6timo de hidratagdo em alta atividade termodinamica de agua, a lipase B de Candida
antarctica tem seu 6timo em atividade termodinamica de agua proxima a zero (Adlercreutz,
2013).

O pH 6timo de atuagdo das lipases ¢ bastante variavel, oscilando entre 5,0 e 8,0 para
lipases de origem microbiana, podendo se deslocar mais para a regido acida dependendo do
meio reacional, da presenca de sais e/ou substancias emulsificantes (Hari Krishna e Karanth,
2002; Malcata et al., 1992; Stergiou et al., 2013). O pH pode gerar protonacdo nos
aminodcidos que integram o sitio ativo das enzimas, alterando sua atividade catalitica;
variacoes extremas de pH podem alterar drasticamente as interagdes intra-estruturais da
proteina, levando a alteragdes conformacionais na estrutura tridimensional desta (Robinson,
2015). A lipase B de Candida antarctica tem pH 6timo em 7,0, mas mantém sua estabilidade
catalitica em uma faixa mais ampla de pH, de 3,5 a 9,5 (Tassel, Moilanen e Ruddock, 2020);
jé a lipase de Rhizomucor miehei tem pH 6timo entre 6,8 e 7,4 (Tako et al., 2017) e a lipase
de Thermomyces lanuginosus tem pH 6timo 6,5 (Ogundero, 1987).

Embora a literatura cientifica dé destaque a versatilidade das lipases e sua capacidade
de catalisar reacdes com uma ampla variedade de substratos (comportamento descrito por
alguns autores como “promiscuidade catalitica”) (Kapoor e Gupta, 2012), ha diferencas
significativas na preferéncia das diferentes lipases pelos diferentes substratos. A capacidade
de converter diferentes substratos pode ter relacdo com a necessidade fisiologica dos
organismos de hidrolisar triglicerideos (ou seus derivados) com grande variedade de acidos
graxos em sua composi¢do (Rodrigues et al., 2019). A seletividade €, basicamente, uma
preferéncia da enzima em prol de um substrato dentre diversos substratos que competem pelo
sitio ativo (Rangheard, Triantaphylides e Baratti, 1989). Essas preferéncias estdo relacionadas
ao grupo funcional e a reagdo que ¢ catalisada (quimioseletividade), ao tamanho do substrato
(tiposeletividade), a posicdo do grupo funcional no caso da hidrolise dos triglicerideos
(regioseletividade, posicdo sn-1 ou sn-3) e a posicdo espacial de diferentes isomeros em uma
mistura racémica (enantioseletividade). Dentre estas, a tiposeletividade ¢ de particular
interesse quando se trabalha com matrizes complexas, como misturas de acidos e alcoois de
diferentes tamanhos de cadeia em reagdes de esterificacdo. Os substratos naturais das lipases
sdo os triglicerideos e os acidos de cadeia longa (Park e Park, 2022; Yahya et al., 1998), ja
que triglicerideos de cadeia curta ndo sdo tdo frequentes na natureza, sendo a gordura do leite

e alguns 6leos de plantas notaveis excegdes (Fleta, 2010; Schonfeld e Wojtczak, 2016). Neste
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sentido, a literatura descreve a tiposeletividade de varias lipases por acidos graxos e alcoois
de cadeia média e longa (Fernandez-Lafuente, 2010; Gandhi, Sawant e Joshi, 1995; Kapoor ¢
Gupta, 2012; Kirk et al., 1992; Laudani, Giovanna e Porta, 2006; Lee e Parkin, 2001; Park e
Park, 2022; Shin e Seo, 2023). A despeito de uma grande variedade de substratos serem
capazes de se ligar ao sitio ativo das lipases, apenas alguns destes substratos promovem a
energia de ligacdo apropriada para as alteragdes conformacionais necessarias a catalise, como
¢ o caso dos substratos de cadeia curta e pouco insaturados (Malcata et al., 1992). Uma parte
desta energia de ligagdo ¢ também utilizada para ajustar a conformacao do proprio substrato
em relagdo ao sitio ativo, de acordo com a teoria do ajuste induzido (Koshland, 1958; Peters e
Bywater, 1999). Alguns trabalhos na literatura descrevem esforgcos para incrementar a
tiposeletividade de lipases em relagdo a substratos de cadeia curta por meio de técnicas de
biologia sintética (Quaglia ef al., 2019; Schmitt et al., 2002; Shin e Seo, 2023).

Para o estudo da tiposeletividade das lipases geralmente se adotam misturas de
diversos substratos em um meio reacional, para avaliar quais substratos serdo
preferencialmente convertidos ao longo de um determinado tempo. Essas misturas sdo
chamadas de sistemas multicompetitivos, nos quais diferentes substratos “competem” pelo
sitio ativo da enzima. Estudos desse tipo foram desenvolvidos nos anos 1980, com as
defini¢des conceituais e matematicas dos fatores de competicdo em lipases nos trabalhos de
Chen e co-autores (1982) (Chen et al., 1982), Deleuze e co-autores (1987) (Deleuze et al.,
1987) e Rangheard e co-autores (1989) (Rangheard, Triantaphylides e Baratti, 1989), com
estudos relevantes realizados pelo grupo de pesquisa de Parkin e co-autores (Arsan e Parkin,
2000a; Arsan e Parkin, 2000b; Fu e Parkin, 2004; Kuo e Parkin, 1996; Lee ¢ Parkin, 2001,
2000). Estes estudos discutem que a seletividade das lipases por um determinado substrato ¢
influenciada tanto por fatores intrinsecos (estrutura proteica, sitio ativo, dentre outros) quanto
por fatores extrinsecos (atividade de 4gua do meio reacional, natureza do solvente ou meio
reacional, dentre outros). As taxas reacionais relativas de um substrato em relacdo a um
substrato de referéncia dao o parametro para a tiposeletividade da lipase, conforme mostrado
na Eq. 8 (Berger e Schneider, 1991; Fu e Parkin, 2004; Park e Park, 2022), em que o substrato
A ¢ considerado o substrato de referéncia e B o substrato competitivo. Os valores de o
determinam o progresso da reatividade de cada substrato competitivo em relacdo ao de
referéncia, sendo a inclinagdo da curva em um grafico log-log desta equagdo para cada par de
substratos. Na Eq. 8, Co ¢ a concentragdo inicial e Cx a concentragdo em um determinado

intervalo de tempo. Assim, um valor o acima de 1 para qualquer substrato competitivo indica
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maior seletividade da lipase por este substrato do que para o substrato de referéncia (Fu e

Parkin, 2004).

Eq. 8 log ([COC_OCx])A = alog ([coc—ocx])B

Uma caracteristica marcante da maioria das lipases ¢ a presen¢a de uma regido flexivel
que recobre o sitio ativo, similar a uma tampa; a face voltada para o sitio ¢ composta de
cadeias hidrofobicas, enquanto a face voltada para o meio ¢ hidrofilica, estabilizada por
interagdes com a superficie da proteina (Gandhi ef al., 2000; Malcata et al., 1992; Uppenberg
et al., 1994; Yahya et al., 1998). Estudos cristalograficos realizados a partir dos anos 1990
demonstram as fomas “aberta” e “fechada” de diversas lipases (Anobom et al., 2014; Hari
Krishna e Karanth, 2002; Uppenberg et al., 1994). Outra peculiaridade comum a varias
lipases ¢ a sua alta capacidade de atuar em interfaces organico-aquosas, ja& que nos
organismos vivos as lipases estdo em meio aquoso e seus substratos naturais (triglicerideos)
sdo insoluveis em agua (Adlercreutz, 2013). Este fendmeno ¢ chamado de ativagdo interfacial,
e a hipotese mais aceita ¢ a de que a ativagdo se da justamente pelas alteragdes
conformacionais relacionadas a movimentacdo da tampa, que expde o sitio ativo da enzima
(forma “aberta”), permitindo o acesso do substrato (Adlercreutz, 2013; Gandhi et al., 2000;
Hari Krishna e Karanth, 2002; Verger, 1997; Yahya et al., 1998). Essa propriedade ¢ utilizada
como estratégia de imobilizagao e hiperativacao, ja que € possivel hiperexpor o sitio ativo da
lipase, favorecendo a forma ‘“aberta” e imobilizd-la neste estado de hiperativacao,
particularmente em suportes hidrofobicos (Fernandez-Lafuente ef al., 1998; Rodrigues et al.,
2013; Verger, 1997). Desta forma, a imobilizagdo pode contribuir decisivamente para
incrementar a atividade catalitica das lipases em favor de aplicagdes sintéticas (Adlercreutz,

2013; Rodrigues et al., 2013; Sheldon, 2007).

2.7 Lipases imobilizadas — caracteristicas, vantagens e desvantagens

A imobilizacdo consiste no confinamento das enzimas em um determinado espaco,
com o proposito de recuperd-las e reutilizd-las apoés uma determinada reacdo (Adlercreutz,
2013; Bolivar, Woodley e Fernandez-Lafuente, 2022; Sheldon e Pelt, van, 2013). Na forma

imobilizada, as lipases constituem-se como um catalisador heterogéneo para a sintese de
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¢ésteres, com as ja citadas vantagens de facil separagdo e recuperacdo do meio liquido para
reuso. Além disso, a imobilizagdo de enzimas pode trazer importantes beneficios — aumento
da estabilidade operacional, aumento da atividade catalitica por uma superexposi¢ao do sitio
ativo na conformag¢do mais apropriada para a catalise, reducdo da possibilidade de
contamina¢do do catalisador pelo meio, facilidade de manuseio e redu¢do de potencial
alergénico para quem manuseia, ja que um biocatalisador imobilizado terd maior dificuldade
em penetrar a pele do que um biocatalisador liquido (Adlercreutz, 2013; Sheldon e Pelt, van,
2013). Em alguns casos, a imobilizacdo de enzimas ¢ ndo apenas vantajosa, como
indispensavel para catalisar certas reagdes diferentes das funcdes naturais de uma dada
enzima com determinados substratos ¢ em certas condigdes reacionais (Bolivar, Woodley e

Fernandez-Lafuente, 2022).

A imobilizacdo de lipases ¢ um tema amplamente estudado na literatura cientifica,
como atestam os vastos artigos de revisdo e livros disponiveis sobre o tema (Adlercreutz,
2013; Bolivar, Woodley e Fernandez-Lafuente, 2022; Datta, Christena e Rajaram, 2013;
Filho, Silva e Guidini, 2019; Garcia-Galan et al., 2011; Girelli, Astolfi e Scuto, 2020;
Rodrigues et al., 2019; Sheldon, 2007; Sheldon e Pelt, van, 2013; Shuai ef al., 2017). Um dos
primeiros relatos sobre o tema € o trabalho de Nelson & Griffin em 1916, que observaram a
adsor¢do de uma invertase na superficie de alguns materiais solidos (Nelson e Griffin, 1916;
Zucca, Fernandez-Lafuente e Sanjust, 2016). A imobiliza¢do pode ser feita por diferentes
técnicas — adsor¢do, encapsulacdo, confinamento, ligacdo covalente, reticulagdo cruzada
(crosslinking) — utilizando uma grande variedade de materiais. Os suportes de imobiliza¢do
podem ser divididos em trés grandes grupos de materiais — inorganicos, organicos naturais e
organicos sintéticos (Adlercreutz, 2013; Datta, Christena e Rajaram, 2013; Filho, Silva e
Guidini, 2019; Girelli, Astolfi e Scuto, 2020; Patti et al., 2024). Os diferentes materiais e
técnicas podem ser utilizados para incrementar as propriedades das lipases, quer seja
aumentar sua atividade catalitica em um determinado meio reacional, melhorar sua
estabilidade, favorecer a transferéncia de massa de substratos e produtos, favorecer a
separacao pos-reacao, dentre outros aspectos. Todavia, quanto mais sofisticado o material e o
método de imobilizagdo, maior o impacto do custo da imobilizacgio no custo do
biocatalisador, sendo necessaria uma adequada analise de custo-beneficio (Bolivar, Woodley
e Fernandez-Lafuente, 2022; Tufvesson et al., 2011a; Tufvesson et al., 2011b; Woodley,
2019).
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A comparagdo entre estudos de imobilizacdo de lipases evidencia as diferencas entre
materiais e técnicas no que tange o impacto destas no custo do biocatalisador. O trabalho de
Cipolatti e co—autores (Cipolatti et al., 2018) imobilizou a lipase B de Candida antarctica em
suportes de polimetilmetacrilato pela técnica de adsorgdo. Ja o trabalho de Bayramoglu e co-
autores (Bayramoglu et al., 2011), imobilizou a lipase de Candida rugosa em membrana
funcionalizada de polipropileno aminado pela técnica de ligagdes covalentes. O primeiro
trabalho adotou em seu protocolo de imobilizagdo apenas 3 reagentes (incluindo o préprio
material do suporte) em unica etapa; ja o segundo trabalho utilizou 5 reagentes, além do
material do suporte e sua preparacdo, e 3 etapas em seu protocolo de imobilizagdo. Assim, ¢
intuitivo pensar que o método de imobilizagdo por ligagdes covalentes tende a ser mais caro e
demandar mais tempo do que a imobilizacdo por adsor¢do, mesmo levando em conta a
limitagdo de uma tUnica comparagdo entre estudos de imobilizacdo. A técnica de adsorcao ¢
amplamente descrita na literatura como uma metodologia simples, escalavel e relativamente
barata para imobilizacdo de enzimas (Adlercreutz, 2013; Filho, Silva e Guidini, 2019; Shuai
et al., 2017). A adsor¢ao consiste basicamente no contato da enzima com a superficie do
material adsorvente, que se ligam através de interacdes fracas, como as forcas de Van der
Waals (Adlercreutz, 2013; Filho, Silva e Guidini, 2019). A adsor¢do ¢ o método utilizado
para imobilizacdo de alguns dos biocatalisadores comerciais mais estudados — Lipozyme TL
IM, Lipozyme RM IM e Novozym 435 (Fernandez-Lafuente, 2010; Ishak e Lajis, 2018; Ortiz
et al., 2019; Rodrigues e Fernandez-Lafuente, 2010).

O trabalho de Tufvesson e co-autores (Tufvesson et al., 2011b) traz informacdes sobre
o custo de suportes de imobilizagdo frequentemente utilizados em estudados na literatura — as
resinas comerciais Amberlite, Duolite, Accurel e Lewatit — com custos que variam de 40 a 90
euros kg'!, em estimativas da época. Os custos destes suportes de imobilizacdo (sem incluir os
custos da propria lipase purificada em si) superam amplamente os valores de venda da
maioria dos ésteres alifaticos (sem levar em conta a carga de lipase imobilizada utilizada em
um dado processo), reforcando a magnitude do desafio econdmico para viabilizar a
biocatélise na producdo de commodities e especialidades quimicas (Tufvesson et al., 2011b;
Woodley, 2022). Para ilustrar a variedade de materiais utilizados para imobilizac¢do de lipases
e as propriedades gerais das diferentes classes de materiais de suporte, a Tabela 6 mostra

alguns exemplos descritos na literatura.
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Tabela 6: Tipos de suporte de imobilizagdo para lipases, caracteristicas gerais e exemplos de
aplicagdo para lipases comumente estudados.

Tipo de suporte de imobilizagio

Inorgénicos Organicos Naturais Organicos Sintéticos
Caracteristicas gerais Resisténcia Biodegradabilidade ¢ ~ Superficie quimica
mecanica, alta &rea  biocompatibilidade; controlada;
superficial, propriedades fisico- propriedades
resisténcia a pH e quimicas muito estruturais
temperaturas variaveis manipulaveis; alto
extremas; suscetivel a custo
inativacao
Imobilizada por Imobilizada por Imobilizada por
Lipase B de Candida ligagdes covalentes adsor¢do em leitos de adsor¢ao em
antarctica em alumina e silica. octil-agarose. Testada estireno-
Testada na na hidrélise da divinilbenzeno.
esterificagdo do (r,s)- triacetina. Testada na sintese do
ibuprofeno (Arana-Pefia ef al.,  acetato de butila em
(Arroyo, Sanchez- 2019) n-hexano.

Montero ¢ Sinisterra,

(Graebin et al., 2012)

1999)
Lipase de Imobilizada por
Rhizomucor miehei adsor¢ao em
montmorilonita.

Testada na hidrélise
da p-nitrofenil

Imobilizada por
adsor¢do em leitos de
octil-agarose com
crosslink fisico.
Testes de estabilidade

Imobilizada por
ligagdees covalentes
em nanoparticulas
magnéticas. Testada
em reagoes de

palmitato. em presenga de transesterificagao
(Babavatan et al., surfactantes, altas para obtencao de
2020) temperaturas e ésteres etilicos do
solventes. 6leo de babacu.
(Fernandez-Lopez et (Moreira et al., 2020)
al.,2017)
Lipase de Imobilizada por Imobilizada por Imobilizada por
Thermomyces adsorcdo em silica. adsorcdo em cascade  adsor¢do em poli-
lanuginosus Testada na sintese do ~ arroz. Testada na metaacrilato

salicilato de metila
em DMSO.
(Kumar et al., 2013)

sintese do laurato de

mesoporoso. Testada

hexila em meio sem na sintese do butirato

solvente.
(Lira et al., 2021)

de isoamila em
heptano.
(Todero et al., 2015)

Fonte: Adaptado de Patti et al., 2014.

Tanto a técnica de imobilizagdo quanto o material de imobilizagdo podem alterar

drasticamente as propriedades de uma enzima. O trabalho de Persson e co-autores (2002), por
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exemplo, estudou diferentes tipos de imobilizagdo da lipase de Thermomyces lanuginosus ¢
comparou-0s com a enzima livre também em diferentes formas, obtendo resultados muito
diferentes de atividade em cada um deles, conforme mostrado na Tabela 7 (Persson et al.,
2002). Ja o trabalho de revisao de Ortiz e co-autores (2019) (Ortiz et al., 2019) destaca que as
propriedades da lipase B de Candida antarctica variam muito com os diferentes suportes e
técnicas de imobilizacdo. O artigo de revisdo de Rodrigues e co-autores (2013) (Rodrigues et
al., 2013) lista algumas das principais modificagdes que podem vir a ser obtidas com a

imobilizacao de lipases, dispostas na Tabela 8.

Tabela 7: Variacdo da atividade catalitica de esterificacdo da lipase de Thermomyces
lanuginosus em reagdes de esterificacdo do acido hexanodico com 1-fenil-etanol em n-hexano.

Método de preparacio Atividade catalitica relativa

Lipase sem
modificacdo (livre, ndo 0,25
imobilizada)
Lipase liofilizada 1,1
Lipase livre revestida
com surfactante 2,1
(aerosol AOT)
Lipase liofilizada (éter) 10
Lipase livre revestida
com surfactante (Span 10
65)
Lipase liofilizada
(KCI)
Lipase livre revestida
com surfactante(Span 38
60)
Lipase imobilizada por
confinamento em sol- 79
gel
Lipase imobilizada por
adsor¢ao em 100
polipropileno
Fonte: Adlercreutz, 2013; Persson et al., 2002.

11
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Tabela 8: Modificagdo das propriedades das enzimas potencialmente obtidas pela
imobilizagao.
Efeito causado Justificativa

Em alguns casos, pode haver
modificac¢des estruturais em
sitios onde a inibic¢ao
usualmente ocorre sem
interferéncia no sitio ativo.

Prevencao/reducao da
inibi¢ao enzimatica

Efeitos protetivos (quimicos ou

Aumento/manutengao mecanicos) trazidos pelo
da atividade em suporte de imobilizagdo, a
condigdes severas depender de sua composigao,

nas enzimas

Na forma imobilizada, as
enzimas tem maior “rigidez”,
Aumento da ficando menos suscetiveis a
estabilidade estrutural alteracdes que afetem sua
atividade catalitica

O suporte de imobilizagdo pode
ter natureza hidrofilica ou
hidrofobica, interagindo com o
meio ¢ alterando as
caracteristicas das diferentes
fases do meio reacional

Particionamento de
reagentes/produtos no
meio reacional

Fonte: Rodrigues et al., 2013

A natureza do suporte de imobilizacdo ¢ fundamental para as propriedades finais do
biocatalisador imobilizado, sendo este uma resultante das propriedades da lipase em si com as
propriedades do suporte de imobilizagdo. Um material para suporte de imobilizacdo de
enzimas deve atender, preferencialmente, alguns critérios — ser um material quimicamente
inerte, estavel (quimicamente e microbiologicamente), ter alta &area superficial, alta
porosidade, ter adequado tamanho de particula para a aplicacdo e ter resisténcia mecanica
compativel com a aplicacdo pretendida (Adlercreutz, 2013; Zucca, Fernandez-Lafuente e
Sanjust, 2016) — além de outros atributos relacionados a custo e facilidade de obtencdo. Como
as lipases livres sdo instaveis em meios hidrofobicos, suportes de natureza hidrofilica podem
ser, a primeira vista, a alternativa efetiva para a imobilizacdo das lipases (Zucca, Fernandez-
Lafuente e Sanjust, 2016). Amido e celulose, por exemplo, sdo suportes hidrofilicos

amplamente disponiveis e de baixo custo, mas apresentam sérios problemas nestas aplicagoes:
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o amido ¢ suscetivel a degradacdo microbiana, e apresenta baixa resisténcia mecanica; ja a
celulose ¢ um material de baixa porosidade, demandando tratamentos adicionais para preparo
da superficie e utilizagdo em imobilizagdo (Zucca, Fernandez-Lafuente e Sanjust, 2016).
Suportes de silica mesoporosa também ja foram estudados para imobilizagdo de lipases, bem
como outros materiais relativamente hidrofilicos (Adlercreutz, 2013; Foresti et al., 2008;
Kumar et al., 2013; Kumari et al., 2008; Mendes et al., 2012; Oliveira, Pereira e Santos,
2022; Oliveira, de et al., 2019). Contudo, um dos protocolos mais usuais ¢ a imobiliza¢ao
utilizando suportes hidrofobicos, valendo-se da propriedade da ativagao interfacial, ja que a
tampa das lipases ¢ hidrofobica e esta, quando na conformagao aberta, adsorve-se facilmente
a materiais hidrofobicos (Rodrigues et al., 2019). Muitos trabalhos na literatura se dedicam ao
tema da imobilizagdo por ativagdo interfacial (Arana-Pefa et al., 2021; Fernandez-Lorente et
al., 2011; Manoel ef al., 2015; Reetz, Zonta e Simpelkamp, 1996; Virgen-Ortiz et al., 2017)
(Tacias-Pascacio et al., 2017). Além disso, suportes hidrofobicos para imobilizar lipases
podem minimizar a ocorréncia indesejada do acumulo de &gua/glicerol nos suportes
hidrofilicos em reagdes de esterificagcdo/transesterificacdo (Rodrigues et al., 2019; Tacias-
Pascacio et al., 2017). Este acamulo pode levar a limitagdes de transferéncia de massa quando
a reacdo envolve reagentes hidrofobicos (Colombi¢ et al., 1998; Condoret et al., 1997; Mart
ins, Schein, et al., 2013; Sandoval et al., 2002; Sousa et al., 2021b). Em reagdes de
esterificagdo que envolvem dacidos e alcoois de cadeia curta, a hidrofilicidade do suporte de
imobilizagdo pode afetar o equilibrio quimico da reagdo, propiciando a ioniza¢do do acido
(reduzindo o pH do microambiente enzimatico e a disponibilidade da espécie ndo-ionizada
que participa do equilibrio) ou favorecendo os efeitos desnaturantes dos alcoois sob as lipases
(Colombié et al., 1998; Martins et al., 2011; Ortiz et al., 2019; Sousa et al., 2021b).
Diferentes graus de hidrofobicidade e morfologia dos materiais levam a propriedades bem
diferentes em termos de atividade, especificidade e estabilidade (Arana-Pefa et al., 2020;
Tacias-Pascacio et al., 2017). Alteragdes estruturais no suporte que adicionem grupos
hidrofobicos favorecem a interacao do suporte com a lipase (Bernal, Illanes e Wilson, 2014;
Rodrigues et al., 2013). Um balango entre hidrofobicidade e hidrofilicidade do suporte de
imobilizagdo pode ser interessante em alguns casos, tais como as reagdes em meios
microemulsionados (sintese de ésteres de agucares, por exemplo), ou em diversos exemplos
bem-sucedidos de aplicacdes de agarose modificadas como suporte de imobilizacao
(Abellanas-Perez et al., 2023; Adlercreutz, 2013; Arana-Pefa et al., 2019; Lokha et al., 2020;
Rios et al., 2019; Zucca, Fernandez-Lafuente e Sanjust, 2016).
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A resisténcia das lipases imobilizadas ¢ discutida em alguns trabalhos da literatura
(Aguieiras, Erika C.G. et al., 2016; Garcia-Galan et al., 2011; Ortiz et al., 2019; Santos et al.,
2015b; Skoronski et al., 2014; Wiemann et al., 2009), considerando a necessidade de agitacao
do meio reacional para efetivo contato deste com o biocatalisador. O atrito ocasionado pela
agitacdo, somado aos efeitos do ambiente quimico do meio reacional e a temperatura,
contudo, pode romper as ligagdes (fracas, em boa parte das vezes) entre o suporte e a lipase
ou afetar a estrutura da particula, compactando-a e reduzindo seu tamanho (Adlercreutz,
2013; Aguieiras, Erika C.G. et al., 2016; Ortiz et al., 2019). Neste sentido, pode-se adotar
tanto materiais rigidos (silicatos ou 6xidos inorganicos, por exemplo) para resistir a pressoes
como no caso de reatores de leito fixo, quanto materiais flexiveis (celulose ou agarose, por
exemplo) aptos a absorver o impacto como no caso dos reatores de agitacdo mecanica
(Garcia-Galan et al., 2011; Santos et al., 2015b). O rompimento das ligacdes, mesmo que
parcial, leva a uma redu¢do do rendimento da reagdo devido a desestruturacdo do
biocatalisador e perda de suas propriedades, com menor atividade geral do biocatalisador no
meio e/ou reducdo da sua capacidade de reuso (Ortiz et al., 2019). Alguns trabalhos destacam
a relativa fragilidade das resinas comerciais Lewatit e Duolite, que se encontram em um
patamar intermediario entre rigidez e flexibilidade (Ortiz et al., 2019; Santos et al., 2015b;
Wiemann et al., 2009). Neste sentido, a imobilizagao das lipases precisa se equilibrar entre a
utilizacdo de materiais robustos com as caracteristicas quimicas/morfoldgicas necessarias para
um bom desempenho e de custos relativamente baixos.

Apesar das vantagens da imobilizagdo, poucos trabalhos na literatura lidam com o
escalonamento e a avaliacdo técnico-econdmica da imobilizacdo como etapas de um processo
de obtengao de ésteres (Collago et al., 2020; Séverac et al., 2011), ainda que alguns trabalhos
afirmem se tratar de processos simples e de baixo custo (Cavallaro, Ercoli e Tonetto, 2017;
Oliveira, de et al., 2019). Deve-se considerar ndo apenas o custo do suporte de imobilizacdo
em si, mas também: 1) os demais produtos quimicos necessarios no processo de imobilizacao
e formulacdo do biocatalisador (tampdes, estabilizantes, etc.), ii)) o tempo do processo de
imobilizagdo e, iii) o rendimento de imobilizacdo (a quantidade de enzima suportada no
material) (Séverac et al., 2011). A maior parte dos estudos de avaliacdo técnico-econdmica
preliminar para ésteres por biocatdlise lida com lipases imobilizadas comerciais como um
insumo fornecido hipoteticamente a um determinado custo (Andrade et al., 2019; Serrano-
Arnaldos et al., 2019; Taher et al., 2020). Os custos de lipases imobilizadas sdo elevados,
orbitando entre 100 ¢ 1000 USD kg™ (Al-Zuhair S, Almenhali A, Hamad I, Alshehhi M e
Mohamed, 2011; Andrade et al., 2019; Nielsen, Brask e Fjerbaek, 2008; Serrano-Arnaldos et
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al., 2019; Sousa et al., 2021a; Tufvesson et al., 2011a). A imobilizacdo, ainda que utilizando
protocolos simples e materiais relativamente baratos, embute custos que superam amplamente
o custo estimado de lipases em sua forma livre, como por exemplo a comparagdo entre os
custos da lipase liquida comercial Eversa Transform 2.0 (15 USD kg™!) e a lipase imobilizada
comercial Novozym 435 (1000 USD kg™!) na estimativa adotada por Andrade e co-autores
(2019) (Andrade et al., 2019).

Dentre as lipases imobilizadas mais estudadas, destaca-se a lipase B de Candida
antarctica imobilizada em resina acrilica (Lewatit VP OC 1600), comercialmente conhecida
como Novozym 435. Este biocatalisador ¢ o mais amplamente estudado na sintese de ésteres
compostos relacionados; uma pesquisa simplificada na base de dados Web of Science revela
132 artigos contendo o termo “Novozym 435” no titulo do trabalho nos ultimos 20 anos
(“Portal Periddicos CAPES. CAPES”, 2024). A Novozym 435 tem como caracteristicas
marcantes: 1) alta atividade enzimatica em uma grande variedade de condigdes reacionais; ii)
inespecifica em estereosseletividade; iii) tolerancia a altas temperaturas (até proximas de 100
°C) por ser origindria de levedura extremofila (Candida antarctica); iv) ampla
tiposeletividade. Por outro lado, trabalhos na literatura apontam para sua baixa estabilidade
operacional sob agitacdo mecanica (cisalhamento), possibilidade de dissolucdo de seu suporte
de imobilizacdo na presenca de alguns dalcoois e moléculas com estrutura tensoativa
(Aguieiras, Erika C.G. et al., 2016; Hirata et al., 2016a; Hirata et al., 2016b; Ortiz et al.,
2019). A lipase de Rhizomucor miehei imobilizada em resina anionica (Duolite ES 562) e
comercializada pela Novozymes com o nome de Lipozyme RM IM também ¢é amplamente
estudada, sendo mais aplicada em estudos de producao de biodiesel € melhoramento de dleos
e gorduras. A Lipozyme RM IM ¢ um biocatalisador 1,3-especifico, de alta atividade de
esterificacdo e estabilidade em diversas condi¢des reacionais (Rodrigues e Fernandez-
Lafuente, 2010). Outra lipase bastante estudada ¢ a formulacdo comercial da lipase de
Thermomyces lanuginosus, um biocatalisador também 1,3-especifico, imobilizada em silica —
Lipozyme TL IM (Fernandez-Lafuente, 2010). Esta lipase ¢ conhecida pela
enantioseletividade e regioseletividade, sendo muito estudada em resolugdo de misturas
racémicas, processos de transesterificacdo e producdo de lipidios estruturados, hidrélise de
ésteres proquirais e producao de biodiesel (Fernandez-Lafuente, 2010). A Tabela 9 compila as

principais caracteristicas destes 3 biocatalisadores comerciais.
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Tabela 9: Caracteristicas das lipases imobilizadas comerciais Novozym 435, Lipozyme RM
IM e Lipozyme TL IM.

Tamanho de
particula
médio
Novozym Lewatit VP OC 1600 (resina Moderadamente 450 - 470 um

435 acrilica, baseada em divinil- hidrofébico [a], indo de 350

Lipase . R Carater do
imobilizada Suporte de imobilizaciao suporte

benzeno em crosslinking com - 1000 um [b]
metacrilato)
Lipozyme Duolite ES 562 (resinade = Moderadamente 590 pm [c]
RM IM troca i6nica macroporosa a hidrofilico
base de copolimeros de

fenol-formaldeido)

Lipozyme Silica granulada Hidrofilico 510 um [c]
TL IM
Fontes: Zhao et al., 2015; [a] Haigh ef al., 2012; [b] Tufvesson et al., 2011b; [c] Jenab
etal.,2014

Em suma, a imobilizagdo das lipases ¢ uma estratégia de processo fundamental para
viabilizagdo técnica da producao de ésteres por biocatalise, permitindo a catalise heterogénea
e consequentemente o reuso do biocatalisador. Além disso, a imobilizacdo promove o
incremento tanto da atividade catalitica quanto da estabilidade do biocatalisador, permitindo
que todo o potencial das lipases seja aproveitado em meios organicos com altas concentragoes
de substratos, bem diferente do ambiente natural em que atuam nos organismos vivos. A
grande variedade de materiais e técnicas que podem ser adotadas para imobilizagdo e os
aspectos da engenharia do processo envolvidos, tornam o estudo deste topico crucial para o
desenvolvimento de processos biocataliticos de produgdo de ésteres e de outros compostos

quimicos relevantes.

2.8 Aspectos gerais de engenharia quimica na rota biocatalitica para produciao de

ésteres

Geralmente, os estudos de sintese biocatalitica de ésteres em escala laboratorial
utilizam o mesmo aparato que o utilizado em sinteses convencionais com catalisadores

heterogéneos, tais como frascos agitados mecanicamente ou reatores do tipo STR (Stirred
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Tank Reactor). Esta pratica, ao mesmo tempo em que desconsidera algumas peculiaridades
das lipases imobilizadas, pode ser interessante para mostrar o potencial dos biocatalisadores
em substituir tecnologias ja consolidadas sem demandar modificagdes profundas nas

instalagoes industriais.

As etapas comuns neste tipo de estudo envolvem inicialmente a mistura ou dissolucdo
dos reagentes (dependendo se a sintese ocorre com ou sem solvente), o condicionamento
destes até a temperatura desejada e os ajustes relacionados a agitagdo apropriada do meio
reacional. A partir de entdo, o (bio)catalisador ¢ adicionado de uma Unica vez ao meio
reacional para o inicio da reagdo, que normalmente ¢ conduzida sob temperatura e agitacao
constantes até um tempo determinado. Ao término deste tempo, a agitacdo ¢ desligada para
apropriada separagao do (bio)catalisador do meio e separacao/purificacao do éster formado,
se pertinente (Cipolatti et al., 2018; Hari Krishna, Sattur e Karanth, 2001; Kuperkar et al.,
2014; Martins et al., 2013a; Serrano-Arnaldos et al., 2018; Sousa et al., 2020; Vadgama,
Odaneth e Lali, 2015). As etapas pos-reagdo (downstream, no jargdo da engenharia quimica)
geralmente ndo sdo incluidas nos estudos de sintese em escala laboratorial, ainda que grande
parte dos desafios do escalonamento de um processo e de sua economicidade sejam
relacionados a separacdo/purificacdo do produto do meio reacional (Fellechner, Blatkiewicz e
Smirnova, 2019; Seader, 2011; Zhao et al., 2015). A modificacdo de apenas um grupo
funcional em uma molécula, em geral, ndo ocasiona uma mudanga tdo drastica de
propriedades fisico-quimicas que permita uma facil separagdo de misturas entre produto e
reagentes nao-reagidos (Woodley, 2022), como ¢ que o ocorre por exemplo no caso da sintese
do acetato de etila a partir do acido acético e do etanol; etanol e acetato de etila tem pontos de
ebulicdo muito similares (77 e 78 °C, respectivamente) e uma separagdo destes por destilacao

¢, em certo grau, desafiadora (Gadekar-Shinde et al., 2023).

Sendo um processo termodinamicamente controlado que necessita de excesso
estequiométrico para atingimento de alto rendimento, uma reagdo de esterificacdo sem
solvente tem ao fim do processo o produto formado e seu subproduto (a dgua), os reagentes
nao reagidos (em sua maioria 0 excesso estequiométrico utilizado para deslocamento do
equilibrio) e o biocatalisador (Ansorge-Schumacher e Thum, 2013; Sousa et al., 2021b). A
efetividade de separacdo e reaproveitamento destes depende, basicamente, de i) as
caracteristicas fisico-quimicas das espécies quimicas presentes e, ii) das quantidades destas
espécies quimicas no meio (Towler e Sinnott, 2013; Turton ef al., 2018). A Figura 5 compila

as possibilidades para separacao e purificagdo do éster formado do meio reacional.
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( Destilacao/Evaporacéao Flash

L Quando ha diferengas significativas de pontos de

ehulicao/pressao de vapor entre os componentes

b =
Extracéao
Reator (lig-lig/sol-lig/gas-liq)

Ester Quando um dos componentes da mistura pode interagir
Asidswr Alcool seletivamente com uma outra substancia
Nao reagido

Decantacao
_4 Quando um dos componentes da mistura tem notavel
diferenga de densidade com os demais componentes

Cristalizacao
Quando ha diferengas significativas nas temperaturas de
solidificacao entre os componentes, e temperaturas de

resfriamento passiveis de serem atingidas industrialmente,
ou possibilidade de precipitagao diferencial entre os
componentes da mistura.

Figura 5: Operagdes unitarias passiveis de serem adotadas nas etapas pds-reacao em
processos de produgdo de ésteres.

Fonte: O autor. Adaptado de Towler ef al. (2013)

A remocao da agua, além de necessdria para a purificagdo do produto, também ¢
fundamental para aumentar o rendimento da reacao, ja que o equilibrio quimico também pode
ser deslocado para uma dada dire¢do pela remog¢do de um dos produtos formados segundo o
principio de Le Chatelier (Gadekar-Shinde ef al., 2023; Sandoval et al., 2002; Sousa et al.,
2021Db). Os trabalhos na literatura cientifica e patentaria destacam para este fim a utilizagao de
peneiras moleculares ou sais higroscopicos, a evaporagdo por aquecimento ou pressao
reduzida, e a separacdo natural da 4gua particionada em uma fase aquosa macroscopica
(Gubicza et al., 2000; Kempers et al., 2016; Ortega-Requena et al., 2024; Wang e Jiang,
2005; Xu, 2013). Estas estratégias tem vantagens e desvantagens; peneiras moleculares, por
exemplo, permitem efetiva remogao da agua in situ, contudo, tem reuso limitado, ao passo

que as técnicas de pervaporagdo permitem operagdo continua in situ, mas tem custo elevado

(Xu, 2013).

Se a reagao de esterificacdo ndo atingir a completa conversao dos acidos carboxilicos a
ésteres, a concentragdo de acido residual pode vir a ser neutralizada com solugdes alcalinas,

mas tendo como inconveniente a formacdo de uma corrente de sais, que ao ser descartado
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diretamente em corpos d’4gua ou no solo gera preocupagdes com eutrofizacdo, a depender da
concentragdo e dos ions envolvidos (Khan et al., 2021; Xu, 2013). O excesso estequiométrico
utilizado (geralmente de alcool) para deslocamento do equilibrio pode ser separado por
destilacao, ja que geralmente os ésteres tem ponto de ebulicdo diferente do alcool
correspondente, e recirculado no processo como ocorre tipicamente nos processos de
producdo de biodiesel (Szczesna Antczak et al., 2009; Xu, 2013). Todavia, ha varios casos em
que as diferengas de ponto de ebulicdo entre éster e alcool sdo discretas, particularmente na
sintese de ésteres de cadeia curta, sendo o caso mais emblematico a separagdo acetato etila-
etanol, que forma uma mistura azeotropica, acarretando maior complexidade na separacao

(Gadekar-Shinde et al., 2023).

Uma preocupacdo na sintese biocatalitica ¢ o comportamento das lipases de acordo
com a composi¢cdo do meio reacional, ja que estas podem ser afetadas pela hidrofilicidade do
meio, pela acidez no microambiente enzimatico, e por efeitos de inibi¢do e inativagcdo dos
reagentes presentes (Bélafi-Bako ef al., 2003; Diaz et al., 2010; Halling, 1990; Hari Krishna
et al., 2001; Hari Krishna e Karanth, 2002; Mangiagalli ef al., 2022; Sandoval et al., 2002;
Valivety et al., 1991). As sinteses de ésteres oriundos de acidos e alcoois de cadeia
média/longa geram um meio reacional hidrofébico, no qual a camada de hidratacdo das
lipases (responsavel pela flexibilidade necesséria para a atividade catalitica) ndo ¢ afetada;
ademais, acidos e alcoois de cadeia média/longa ndo apresentam intenso potencial de inibi¢ao
de lipases como atestam estudos de modelagem cinética em sintese enzimatica (Alves, Cren e
Mendes, 2016; Chowdhury e Mitra, 2015; Foresti et al., 2008; Lima, Peres e Mendes, 2018;
Serrano-Arnaldos et al., 2020; Silva, da et al., 2020). Como a hidrofobicidade inicial do meio
reacional ja ¢ elevada nestes casos, e aumenta ainda mais a medida em que o éster ¢ formado,
ocorre naturalmente um particionamento da 4gua formada, que limita a ocorréncia da reagao
inversa da esterificagdo, a hidrélise (Sandoval ef al., 2002; Sousa et al., 2021b). Assim,
mesmo as sinteses de ésteres de cadeia média/longa sem deslocamento do equilibrio pelo
excesso estequiométrico ou remog¢do da dgua formada j& atingem conversdes relativamente
altas (acima de 70%), como atestado experimentalmente por diversos estudos (Garcia, T. et
al., 1999; Gawas, Jadhav e Rathod, 2016; Rocha, Gil e Garcia, 1999; Sandoval et al., 2002;
Serrano-Arnaldos ef al., 2018; Sousa ef al., 2020; Sousa et al., 2021a; Yadav e Thorat, 2012).
Desta forma, as sinteses de ésteres de cadeia média e longa podem ser realizadas com relativa
facilidade por lipases imobilizadas, j& que estes meios reacionais favorecem a atividade

catalitica das lipases e tem uma termodinamica favoravel. J& nas sinteses envolvendo acidos e
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alcoois de cadeia curta, estes reagentes podem interagir fortemente com a camada de
hidratacdo das lipases devido ao carater hidrofilico, levando a distor¢des que podem gerar
restrigdes cinéticas na reagdo (reducdo da atividade catalitica) ou inativagao do biocatalisador
(Banik et al., 2016; Bezbradica et al., 2007; Hari Krishna et al., 2001; Idris e Bukhari, 2012;
Laane et al., 1987; Marty, Dossat e Condoret, 1997). Contrariamente ao caso das sinteses de
¢ésteres de cadeia média e longa, o meio reacional na sintese de ésteres de cadeia curta fica
apenas moderadamente hidrofobico ao longo da reagdo, tornando o processo mais dependente
das estratégias de deslocamento do equilibrio para atingimento de altas conversdes. E, por
ultimo, acidos e alcoois de cadeia curta sdo amplamente discutidos na literatura como
inibidores potentes da atuacdo das lipases (Claon e Akoh, 1993; Couto et al., 2011; Gawas,
Jadhav e Rathod, 2016; Giiveng, Kapucu e Mehmetoglu, 2002; Hari Krishna ef al., 2001;
Ikeda e Kurokawa, 2001; Kuperkar et al., 2014; Lotti et al., 2015; Sandoval et al., 2002;
Sousa et al., 2021c¢). Portanto, as sinteses de ésteres de cadeia curta com lipases imobilizadas

demandam maior esfor¢o de otimizagao.

As questdes acima levantadas acerca da sintese de ésteres de cadeia curta podem levar
a adocdo de estratégias como as bateladas alimentadas, nas quais evita-se a concentragdo
excessiva de um determinado reagente no meio, como ¢ o caso da obtencdo de ésteres
metilicos ou etilicos (FAME ou FAEE) para biodiesel (Aguieiras et al., 2017; Szczesna
Antczak et al., 2009; Watanabe et al., 2003). Em decorréncia do possivel efeito danoso do
meio sobre as lipases, também podem ser adotadas estratégias para controle da atividade
termodinamica da 4gua e a adi¢do de baixas quantidades de 4gua ao meio (para atingimento
do 6timo de hidratagdo de cada lipase) (Adlercreutz, 2013; Colombié et al., 1998; Foresti et
al., 2007; Ghamgui, Karra-Chaabouni e Gargouri, 2004; Goldberg, Thomas e Legoy, 1990;
Halling, 1990; Halling et al., 2004). Em ultima instancia, pode ser conduzida a sintese em
presenca de solvente, na qual virtualmente se eliminam os problemas acima citados (Laane et
al., 1987; Tacias-Pascacio et al., 2017). Contudo, a presenga de solventes ¢ indesejavel, pois
reduz a produtividade do processo como um todo, demandando etapas e equipamentos
adicionais para separagdo e reciclo do solvente ao meio (Nielsen, Brask e Fjerbaek, 2008;
Ortega-requena et al., 2024; Sandoval et al., 2002; Sousa et al., 2021b; Towler e Sinnott,
2013). Para exemplificar a probleméatica do uso de solventes, o trabalho de Salah e co-autores
(2007) (Salah, Ben et al., 2007) avaliou a sintese do acetato de butila catalisada por lipase de
Rhizopus oryzae imobilizada em presenga de n-heptano e em meio sem solvente. Com

solvente, a reacdo atinge conversao de 80% apds 12 h; em meio sem solvente nas mesmas
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condi¢des reacionais, atinge 60% de conversdo. Apesar de significativa redu¢do da conversao,
calculando a concentragdo de produto obtido nas duas condi¢des, chegamos a concentragdes
de 18,6 g L' e 334,0 g L', respectivamente. Por consequéncia, a produtividade volumétrica
da sintese nos dois casos é de 1,5 g L' h' ¢ 27,8 g L' h'!, respectivamente, demonstrando a

dréstica reducdo da produtividade do processo em meios com solvente (18 vezes menor).

A produtividade, expressa em termos massicos ou em termos volumétricos, ¢ apenas
uma das métricas possiveis para a avaliagdo de um processo quimico (Tufvesson et al.,
2011a). Nos estagios iniciais de desenvolvimento de um processo, a economia atdémica, a
eficiéncia massica de carbono, e o indice de valor agregado, sdo importantes parametros para
definicdo da rota de producdo a ser escolhida (Lima-Ramos, Tufvesson e Woodley, 2014); ja
no desenvolvimento em escala laboratorial, a conversao da reagdo, a concentracao de produto
obtido ao fim da reacdo, a produtividade madssica/volumétrica e a produtividade
(bio)catalitica, sao primordiais para o atingimento de condi¢des otimizadas de reagdo
(Konzock e Nielsen, 2024; Lima-Ramos, Tufvesson e Woodley, 2014; Woodley, 2022). A
Figura 6 compila os indicadores principais, sua utilidade e formula de célculo,
frequentemente chamado de indicadores chave de desempenho (KPI — Key Performance
Indicators) ou métricas de processo, que podem ser adotados tantos para um processo como
um todo ou apenas para etapas especificas deste, como o caso da reacdo quimica em si,
englobando diferentes aspectos — econdmicos, energéticos, ambientais, regulatorios, de
seguranca operacional, dentre outros (Lindberg et al., 2015). Em nivel industrial, nos quais
altos investimentos em capital estdo envolvidos, as métricas econdmicas sdao preponderantes e
orientam as metas para os demais indicadores operacionais durante o desenvolvimento do

processo (Towler e Sinnott, 2013; Turton ef al., 2018).
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produto acabado, com menores massas de residuo gerado
por ciclo.
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Figura 6: Compilagdo de métricas de processo, formulas de célculo e principal
informacao obtida com cada uma.

Fonte: Adaptado de Lima-Ramos, Tufvesson e Woodley ef al., 2014.

O reuso do catalisador ¢ desejavel do ponto de vista operacional e econdmico, por
reduzir os custos de aquisi¢do bem como evitar sucessivas etapas de recarregamento de
catalisador a cada ciclo no reator e descartes freqlientes (Aguieiras, Erika C.G. et al., 2016;
Nielsen, Brask e Fjerbaek, 2008; Sousa et al., 2021a; Tufvesson et al., 2011a). O reuso ¢

\

diretamente proporcional a produtividade catalitica do processo. A separagao do
biocatalisador imobilizado, para posterior reuso, pode se dar geralmente por operagdes
simples de separacdo solido-liquido como filtragdo, peneiramento ou centrifugacao (Balcao,
Paiva e Malcata, 1996; Nielsen, Brask e Fjerbaek, 2008; Tacias-Pascacio et al., 2017). O
dimensionamento da opera¢do unitaria mais adequada depende essencialmente do tamanho da
particula do biocatalisador e sua densidade. A Figura 7 mostra esquematicamente a relagao
entre tamanho de particula e a operacdo unitdria mais indicada. Os biocatalisadores
comerciais mais estudados — Novozym 435, Lipozyme RM IM e Lipozyme TL IM — tem
tamanhos de particula diversos, que vao de 400 a 600 pm, conforme mostrado na Tabela 10.
As caracteristicas fisicas e quimicas do suporte de imobilizagdo do biocatalisador sdo muito
importantes neste aspecto, ainda que poucos trabalhos na literatura estudem a imobilizacao
sob a perspectiva da maior ou menor facilidade de separagdo do biocatalisador do meio

reacional (Moreira et al., 2020; Silva, da et al., 2020). Adicionalmente, podem ser necessarias
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etapas de lavagem e secagem do biocatalisador imobilizado, a depender da natureza do meio
reacional, ja que a presenca de residuos nas particulas do biocatalisador pode levar a efeitos
danosos diversos, como a dissolu¢do do suporte de imobilizacdo, alteragdes na morfologia e
porosidade do suporte, ou a inativagao deste (Aguieiras, Erika C.G. et al., 2016; Martins et
al., 2011; Xu, 2013). Todavia, etapas adicionais para tratamento do biocatalisador pés-reagao
trazem custos adicionais em um contexto no qual o catalisador, via de regra, ja tem um custo
elevado. Assim, a capacidade de reuso do biocatalisador em repetidos ciclos de reacao (ou em
horas continuas de operagdo) deve ser tdo alta quanto possivel sem demandar processos

adicionais de tratamento.

Tamanho de Particula

1nm 1um 1mm

Coloidal | Suspensao

Atomos, moléculas| Macromoléculas Bactérias
Virus Algas
Argilas Lodo Areia

Osmose Microfiltracao Sedimentacao
Reversa

Ultrafiltracao Filtracao

Método de separacao

Figura 7: Relacdo entre tamanho de particula e operagdo de separagdo mais adequada.

Fonte: Adaptado de Wakeman, 2011 (Thermopedia.com)

Um processo biocatalitico para sintese de ésteres com lipases imobilizadas deve
garantir que a reagdo de esterificacdo ocorra sob altas taxas reacionais mantendo a
estabilidade operacional do biocatalisador e permitindo seu reuso. Estas demandas dependem
fortemente da natureza do meio reacional, das caracteristicas do biocatalisador e do tipo de

reator no qual reagentes e biocatalisador estdo em contato.
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2.8.1 Reatores do tipo STR

Reatores sdo equipamentos industriais nos quais se ddo as reagdes quimicas, com
variadas geometrias e tamanhos, garantindo que reagentes e (bio)catalisador estejam em
adequado contato, vencendo as limitagdes difusionais de transferéncia de massa e criando as
condi¢des hidrodinamicas 6timas para a reagdo (Hartmeier, 1986; Towler e Sinnott, 2013). Os
reatores agitados (Stirred Tank Reactors, ou STR) consistem basicamente em um vaso
cilindrico com um dispositivo central de agitacao (impelidor) que uniformiza a distribuicdo de
calor e massa no meio (Balcao, Paiva e Malcata, 1996; Poppe ef al., 2015). Sao equipamentos
de construgdo simples, baixo custo, aplicdveis a uma grande gama de compostos quimicos,

seja em modo batelada ou continuo, e amplamente estudados (Hartmeier, 1986).

Reatores agitados sdo amplamente utilizados na inddstria quimica, com grande
variedade de tipos de impelidores de acordo com as caracteristicas do meio reacional
(particularmente a viscosidade e a presenga de solidos em suspensdo). Na literatura sobre
sintese enzimatica de ¢€steres ha uma ampla variedade de estudos que utiliza reatores do tipo
STR, a grande maioria em modo batelada (Balcao, Paiva e Malcata, 1996; Tufvesson et al.,
2010; Wierschem et al., 2017), conforme demonstrado no artigo de revisdo publicado por
Ortega-Requena e co-autores (2024) (Ortega-Requena et al., 2024). Em escala laboratorial, os
STR sao frascos de vidro agitados orbitalmente em shakers ou com bastdes magnéticos no
fundo, ou ainda vasos estaticos com impelidores mecanicos em determinada velocidade de
agitacdo (rotagdes por minuto). Todavia, este tipo de reator tem contraindicagdes quando
utilizado com biocatalisadores imobilizados sob agitacdo intensa, ja que possiveis efeitos
abrasivos e de cisalhamento podem afetar a estabilidade operacional destes (Balcdo, Paiva e

Malcata, 1996; Hartmeier, 1986; Poppe et al., 2015; Zhao et al., 2015).

A agitacdo de qualquer meio reacional deve propiciar adequado contato entre as
diferentes fases do sistema para que a reacdo quimica aconteca. Em reacdes de esterificagdo, a
agitacdo do meio ndo ¢ reportada na literatura como um fator critico. Em um processo
biocatalitico utilizando-se lipases imobilizadas, ha dois tipos de transferéncia de massa —
interna e externa. A interna € controlada por difusdo molecular dos substratos da reagao
dentro do material do suporte de imobilizagdo, sem estar sujeita aos efeitos da agitacdo
mecanica; ja a transferéncia de massa externa ¢ afetada pela agitacdo mecanica (Bolivar,
Woodley e Fernandez-Lafuente, 2022; Hartmeier, 1986; Parikh, Lanjekar e Rathod, 2019;

Zhao et al., 2015). Porém, dentre os estudos consultados poucos se dedicaram a explorar
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experimentalmente o assunto; atingida uma velocidade suficiente para promover boa
dispersdao do biocatalisador no meio, observa-se que a influéncia da agitagdo no rendimento
da reacdo passa a ser minima, indicando que nao ha limitagdes significativas de transferéncia
de massa externa, como nos casos da sintese de propionato de isobutila estudada por
Kuperkar e co-autores (2014) (Kuperkar et al., 2014), na sintese de laurato de etila estudada
por Gawas e co-autores (2012) (Gawas, Jadhav e Rathod, 2016), na sintese de acetato de
1soamila estudada por Guveng e co-autores (2002) (Giiveng, Kapucu e Mehmetoglu, 2002), na
sintese de caprato de propila estudada por Parikh e co-autores (2019) (Parikh, Lanjekar e
Rathod, 2019) e na obtencao de ésteres metilicos via transesterificacdo por Ognjanovic e co-
autores (2009) (Ognjanovic, Bezbradica e Knezevic-Jugovic, 2009). Para operacdo de um
STR em modo batelada, o biocatalisador precisa ser separado (geralmente por filtracdo) ao
término da reagdo e, em modo continuo, o biocatalisador precisa ser retido através de uma
peneira dentro do reator ou continuamente realimentado junto com os reagentes (Balcao,

Paiva e Malcata, 1996; Hartmeier, 1986; Poppe et al., 2015).

A agitagdo em um reator do tipo STR ¢ tanto mais efetiva quanto mais turbulenta, e
para tal existem diversos dispositivos que torna a mistura do conteudo do reator mais efetiva,
a depender da composi¢ao do meio reacional (Towler e Sinnott, 2013). A movimentagdo dos
impelidores se d4 pela acdo de um motor elétrico. Uma preocupacdo decorrente disto em um
processo em batelada ¢ o tempo de reacdo, que demandard continuo consumo de energia
elétrica para movimentacdo dos impelidores e agitacdo do meio (Serrano-Arnaldos et al.,

2019).

Ainda que a velocidade e a forma de agitacdo em reatores agitados ndo sejam objetos
de estudo comuns em sinteses de ésteres catalisadas por lipases imobilizadas, a questdo do
reuso do biocatalisador quase sempre ¢ estudada. Contudo, ndo se estabelece uma associagao
explicita entre elas, como o preconizado por Woodley & Titchener-Hooker (1996) ao
definirem as “janelas de operacao” (Woodley e Titchener-Hooker, 1996). A janela de
operacdo ¢ uma faixa de valores correlacionados de duas ou mais variaveis que favorece um
determinado parametro operacional, como por exemplo na agitagdo, em que um balanco deve
ser encontrado entre a poténcia de agitagdo e a carga de biocatalisador, para promover
simultaneamente uma adequada suspensdo do biocatalisador evitando limitagdes de
transferéncias de massa com minimos danos a sua integridade (Woodley e Titchener-Hooker,
1996; Xu, 2013; Zhao et al., 2015). Ognjanovic e co-autores (2009) (Ognjanovic, Bezbradica

e Knezevic-Jugovic, 2009) sugeriram que a agita¢ao foi a causa primadria para a inativacao da
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Novozym 435 em um processo de transesterificagdo, contornando a baixa estabilidade
operacional da lipase imobilizada em tanque agitado com a adog¢do de um reator de leito fixo.
O artigo de revisdo de Ortiz e co-autores (2019) (Ortiz et al., 2019) discorre a respeito da
fragilidade mecanica da resina Lewatit, que ¢ o material de suporte da Novozym 435. Ainda
que na escala laboratorial — com velocidades e poténcias dos dispositivos de agitacdo
relativamente baixas — o problema nao fique tdo evidente, em escala industrial a questao pode
se tornar mais drastica, tanto do ponto de vista operacional (finas particulas do suporte podem
gradativamente entupir filtros, por exemplo), quanto do ponto de vista econdmico (menor
capacidade de reuso implica em maior dispéndio de biocatalisador em reposi¢des frequentes
no processo) (Garcia-Galan et al., 2011; Ortiz et al., 2019; Santos et al., 2015a). As
perspectivas de novas tecnologias para agitagdo em reatores agitados,bem como a adogdo de
outros tipos de reatores, sao mencionadas na tese de Yuan Xu (2013) visando aumentar a

produtividade catalitica dos processos com lipases imobilizadas (Xu, 2013).

2.8.2 Reatores multifasicos — reator de coluna de bolhas

Os reatores multifasicos sdo aqueles em que as fases solida, liquida e gasosa agem
simultaneamente no mesmo meio reacional, contemplando os reatores de leito fixo, leito
empacotado e leito fluidizado (Dudukovic, Larachi e Mills, 2007, 1999; Kashid e Kiwi-
minsker, 2009). Um dos primeiros exemplos de uso de reatores de leito fluidizado com
enzimas imobilizados ¢ o trabalho de Liebermann & Ollis (1975) (Lieberman e Ollis, 1975),
que estudaram a hidrolise da tributirina com uma lipase pancredtica imobilizada (Guisan,
2006). Dentro dos reatores de leito fluidizado, um dos modelos possiveis de reator € o reator
de coluna de bolhas (BCR). Reatores de coluna de bolhas sdo, basicamente, vasos cilindricos
nos quais um gas, injetado pela base por um dispositivo distribuidor (borbulhador), entra em
contato com um meio reacional liquido, que pode ou ndo conter solidos em suspensio
(Kantarci, Borak e Ulgen, 2005; Youssef, Al-Dahhan e Dudukovic, 2013). Os reatores de
colunas de bolhas geralmente tem relacdo de aspecto (didmetro x altura) de 1:2 a 1:10; sao
equipamentos de construg¢do e operacao simples por ndo possuirem equipamentos adicionais
para agitacdo em seu interior, tal como os reatores agitados que possuem impelidores
(Kulkarni e Joshi, 2011; Rollbusch et al., 2015; Youssef, Al-Dahhan e Dudukovic, 2013). A
agitacdo do meio reacional ¢ promovida pela ascensdo das bolhas de géas (um gas inerte ou

mesmo um dos reagentes em estado vapor) pelo vaso. Esta agitacdo promovida pelas bolhas
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de gés propicia transferéncia de massa e calor eficientes, permitindo a eficaz utilizagdo do
(bio)catalisador (Kashid e Kiwi-minsker, 2009), superiores as observadas em sistemas
bifasicos (Yu et al., 2019) ou reatores de leito fixo/empacotado (Guisan, 2006; Zhao et al.,
2015).

Reatores multifasicos sdo também amplamente utilizados na industria quimica; uma
das aplicacdes mais populares sao os reatores de leito fluidizado usados no craqueamento
catalitico de fragdes pesadas do petrdleo para geracdo de fragdes leves como a gasolina
automotiva (Weimer, 1997). Mais especificamente, reatores de coluna de bolhas sdo
utilizados industrialmente em reacdes de Fischer-Tropsch, em processos de oxidagdo,
clorinacao, alquilagdo, polimerizacdo, fermentagdo, cultivo de microalgas para fins industriais
e aplicagdes variadas em bioprocessos (Youssef, Al-Dahhan e Dudukovic, 2013). Uma
pesquisa simplificada na plataforma WIPO Patentscope, utilizando o termo “bubble column
reactor” na pagina inicial do documento patentario, revelou 933 patentes de processos
quimicos e biotecnoldgicos utilizando reatores de coluna de bolhas (“OMPI — Pesquisa nas
cole¢des internacionais e nacionais de patentes”, [s.d.]). Os estudos do grupo de pesquisa em
biocatalise da Universidade Técnica de Hamburgo (Alemanha) com reatores de coluna de
bolhas e lipases imobilizadas foram a base para a implantagdo de uma das poucas aplicagdes
industriais da biocatalise aplicada a ésteres — a producdo de ésteres emolientes (cadeia longa e
ramificada) pela Evonik Industries AG. Para o caso especifico dos ésteres ha outras duas
vantagens decisivas — uma cinética e outra termodinamica: a ascensiao das bolhas na coluna
permite a agitagdo do meio com um baixo impacto na estabilidade operacional do
biocatalisador, preservando a integridade das particulas e sua atividade catalitica (Ortega-
requena et al., 2024; Yu et al., 2019), e também auxilia na remog¢ao da 4gua formada no meio
reacional, deslocando o equilibrio quimico da reacao no sentido da sintese permitindo maiores
rendimentos em ésteres (Baum et al., 2016). Por outro lado, reatores de coluna de bolhas tem
como desvantagens a dificuldade no controle no tamanho e formato das bolhas, caracteristica
decisiva para a efetividade transferéncia de massa, e a dificuldade em separar o
(bio)catalisador do meio e fluidos com pequenas diferencas de densidade (Kashid e Kiwi-

minsker, 2009).

Os reatores de coluna de bolhas precisam, em uma reagdo de esterificacdo, atender
simultaneamente aos seguintes objetivos: agitar o meio reacional, manter o (bio)catalisador
em suspensao, permitir adequada difusividade dos reagentes no (bio)catalisador e, remover a

dgua formada do meio reacional. O atingimento destes objetivos ¢ limitado por algumas
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caracteristicas do meio reacional (viscosidade, por exemplo) e do (bio)catalisador (tamanho
de particula e porosidade, por exemplo), que vao ditar a quantidade de energia requerida pelo
sistema por volume e os coeficientes de transferéncia de massa (Baum et al., 2016). O estudo
da hidrodinamica do meio reacional e da transferéncia de massa em um reator de coluna de
bolha é complexo e dependente da natureza do fluxo dentro do reator (laminar ou turbulento).
O regime de admissdo de gas ¢ estudado geralmente através da analise do formato, tamanho e
velocidade das bolhas, que por sua vez ¢ dependente das condigdes de operacao do reator —
vazao de gas, concentracdo de solidos, diametro das particulas, etc. — e do desenho do reator —

forma do borbulhador, diametro da coluna, etc. (Forret ef al., 2006).

Estudos de sintese biocatalitica de ésteres com reatores de coluna de bolhas ndo sdo
frequentes na literatura. O recente artigo de revisdo publicado por Ortega-Requena (2024)
(Ortega-requena et al., 2024) a respeito de reatores para processos biocataliticos de obtencao
de ésteres cita apenas 2 trabalhos que utilizam reatores de coluna de bolhas e dedica poucas
mengdes a este tipo de reator para esta aplicacdio ao longo do texto. Uma pesquisa
simplificada na plataforma Web of Science revelou apenas 5 estudos contendo os termos
“BUBBLE COLUMN” e “LIPASE” no titulo dos artigos e, destes, apenas 3 referiam-se a
estudo de sintese de ésteres (‘“Portal Periddicos CAPES. CAPES”, 2024). Todavia, conforme
destacado por Liu e co-autores (2016) (Liu et al., 2016) e Baum e co-autores (2016) (Baum et
al., 2016), os reatores de coluna de bolhas, além das ja citadas vantagens, tem como atributo
principal contribuir com o aumento do reuso das lipases imobilizadas, que sdo

biocatalisadores de custo elevado.

2.9 Reuso do biocatalisador

Um dos aspectos mais importantes em catalise heterogénea ¢ o reaproveitamento do
catalisador em seguidos ciclos de reacdo. Em muitas situagdes, os catalisadores sdo materiais
de maior valor agregado do que o produto da reagdo em que participa, tendo um potencial de
impactar severamente o custo operacional de um processo. O reuso do -catalisador
heterogéneo (catalisador solido em um meio reacional liquido) € possivel nas situagdes em
que sua estabilidade operacional e sua atividade catalitica se mantém ao término da reagdo em
um processo batelada ou por repetidas horas em um processo continuo (Tufvesson et al.,

2011a; Tufvesson et al., 2011Db).
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No caso dos biocatalisadores, particularmente lipases imobilizadas de alto
desempenho e elevado custo de aquisicdo, o reuso passa a ser condi¢do crucial para a
viabilidade economica do processo (Ognjanovic, Bezbradica e Knezevic-Jugovic, 2009;
Séverac et al., 2011; Sousa et al., 2021a; Zhao et al., 2015). Um nimero vasto de estudos de
sintese enzimatica de ésteres na literatura reporta a possibilidade de reuso das lipases
imobilizadas e determina experimentalmente a quantia de reusos possiveis sem perda
significativa de atividade enzimatica (limitada geralmente a até 10% da atividade inicial). De
modo geral, observam-se reusos inferiores a 10 ciclos sequenciais de reacdo em frascos

agitados, conforme mostrado na Tabela 10.

Tabela 10: Compilagdo de estudos de sintese enzimatica de ésteres com lipases
imobilizadas que incluem avaliacdo do reuso do biocatalisador na condi¢do reacional
considerada como 6tima.

: . . Conversao N° reuso
Ester Condi¢ao reacional .o . . Ref
atingida (%) sequenciais

Frasco agitado (150 rpm), 40 °C,
razdo molar acido:alcool 1:7, 1 h

Formato de de reagao. 96.5 10 (Baek et
Octila Biocatalisador: Novozym 435 (15 ’ al., 2020)
gL?
Solvente: 1,2 dicloroetano
Frasco agitado (200 rpm), 40 °C,
razdo molar acido:alcool 1:3,2,5h
Acetato de de reagao. 00.0 s (Mtartlms
Butila Biocatalisador: Novozym 435 ’ ; Otlzl' 3
(7,5% m/m)
Solvente: n-hexano
Frasco agitado (300 rpm), 40 °C,

, razao molar 4cido:alcool 1:3, 10 h (Kuperka
Propionato de - de reaggo. 92,5 7 retal,
Isobutila . .

Biocatalisador: Novozym 435 (5% 2014)
m/m)
Frasco em banho de ultrasom (40 (Fallaven
Butirato de KHz, 220 W), 45 °C, razao molar
) . oy, ~ 86,0 4 aetal.,
Isobutila acido:alcool 1:1, 2,5 h de reagao. 2014)

Biocatalisador: Lipozyme RM IM




(14% m/m)

Solvente: n-hexano

Frasco em microondas (50 W), 60

°C, razdo molar acido:alcool 1:1, (Bhavsar
Valerato de Etila 0,7 h de reagéo. 69,2 2 e Yadav,
Biocatalisador: Novozym 435 (10 2018)
gL™h
Frasco agitado (250 rpm), 60 °C, (Sose,
Caprilato de razao molar acido:alcool 1:2, 5 h 95 5 Bansode
butila de reagdo. Biocatalisador: ’ ¢ Rathod,
Novozym 435 (2% m/v) 2017)
Frasco agitado, 65 °C, razdo molar
Caprilato de acido:alcool 1:1,3, 3 h de reagao. 99.3 4 (Sousa et
octila Biocatalisador: Novozym 435 ’ al., 2020)
(1,5% m/m)
Frasco agitado (300 rpm), 60 °C, (Parikh,
Caprato de razdo molar acido:alcool 1:3, 5 h 338 4 Lanjekar
propila de reagdo. Biocatalisador: Fermase ’ e Rathod,
CALB 1000 (2% m/m) 2019)
Fra~sco agltad’o‘(20(’) rpm), 50 °C, (Sousa et
Caprato de razao molar acido:alcool 1:1,3, 24
. . o . 96,0 - al.,
octila h de reagdo. Biocatalisador: 2021a)
Novozym 435 (4% m/m)
Frasco agitado (200 rpm), 60 °C, (Gawas,
., razao molar acido:alcool 1:1,4 h Jadhav e
Laurato de etila de reagdo. Biocatalisador: Fermase 92,4 3 Rathod,
CALB 1000 (2% m/m) 2016)
Fra~sco agltad’o‘(20(’) rpm), 50 °C, (Sousa et
., razdo molar acido:alcool 1:1,3,2 h
Laurato de octila N . . 99.0 2 al.,
de reagdo. Biocatalisador: 20214a)
Novozym 435 (4% m/m)
Laurato de
hexadecila 93,1
Miristato de Frasco agitado sob vacuo, 70 °C, 973 (Serrano-
hexadecila razdo molar acido:alcool 1:1, 1 h ’ 15 Arnaldos
de reacdo. Biocatalisador: etal.,
Palmitato de Lipozyme RM IM (5% m/m) 2018)
. 97,1
hexadecila
Estearato de 95,8
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hexadecila
Frasco agitado (150 rpm), 50 °C, (Va;lgam
Miristato de razdo molar acido:alcool 1:15,5h ’
. ! N . . 87,7 Odaneth
isopropila de reagdo. Biocatalisador: e Lali
0 b
Novozym 435 (4% m/m) 2015)
Frasco em microondas sob
. agitacdo (50 W, 400 rpm), 60 °C, (Yadav e
?S/I;rles;agi)ade razdo molar acido:alcool 1:1, 1 h 96,0 Thorat,
p de reacdo.Biocatalisador: 2012)
Novozym 435 (0,38% m/v)
Frasco agitado (600 rpm), 77 °C, .
) ~ ey, (Garcia,
Palmitato de razao molar acido:alcool 1:1,2 h
. ) N . . 88,0 Tetal,
isopropila de reacdo. Biocatalisador: 1999)
Novozym 435 (7% m/m)
Frasco agitado (250 rpm), 60 °C, .
Estearato de razdo molar acido:alcool 1:5,5h (Pereira
. N . . 92,0 et al.,
etila de reacdo. Biocatalisador: 2018)
Novozym 435 (1% m/m)
Fra~sco agltaQO‘(25(’) rpm), 60 °C, (Pereira
Estearato de razao molar acido:alcool 1:2,5h
. N . . 92,0 et al.,
butila de reacdo. Biocatalisador: 2018)
Novozym 435 (1% m/m)
Frasco agitado, 40 °C, razdo molar
acido:alcool 4:1, 5 h de reacao (Sandova
Oleato de etila  25'90-21€001 %1, - §ao. 99,0 letal,
Biocatalisador: Lipozyme (200
mg) 2002)
Frasco agitado, 37 °C, razdo molar (Rocha,
Oleato de octila agldozalgool 1:.3,5‘, 10 h de reagao. 82.0 Gil e
Biocatalisador: Lipozyme Garcia,
imobilizada (50 mg) 1999)

Dada a grande variedade de condigdes reacionais, ndo € possivel correlacionar

diretamente maior ou menor capacidade de reuso das lipases imobilizadas na sintese de

¢ésteres de diferentes tamanhos de cadeia ou na presenga/auséncia de solventes, ainda que a

literatura aponte para a dificuldade de diversas lipases tolerar altas concentracdes de acidos e

alcoois de cadeia curta por um nimero longo de horas (Aguieiras, Erika C.G. ef al., 2016;

Babaki et al., 2015; Herndndez-Martin e Otero, 2008; Mangiagalli et al., 2022; Marin-Suérez
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et al., 2019; Ognjanovic, Bezbradica e Knezevic-Jugovic, 2009). Adicionalmente, dentre os
trabalhos consultados mostrados na Tabela 10, a maior capacidade de reuso identificada foi
na sintese de ésteres de cadeia longa (15 reusos) com Lipozyme RM IM estudada por
Serrano-Arnaldos e co-autores (2018) (Serrano-Arnaldos ef al., 2018). A avaliagdao da reuso
das lipases imobilizadas na literatura ¢ descrita em abordagens do tipo “caso a caso” ¢ a
maioria dos estudos trata o reuso apenas no ambito descritivo, limitando-se a constatar
brevemente quantos reusos sao possiveis na condi¢ao reacional considerada como 6tima, sem
considerar em profundidade a causa do niimero baixo/alto de reusos (Alves, Cren e Mendes,
2016; Gawas, Jadhav e Rathod, 2016; Kuperkar et al., 2014; Pereira et al., 2018; Serrano-
Arnaldos et al., 2018; Sousa et al., 2020; Vadgama, Odaneth e Lali, 2015). Contudo, a
compreensdo das possiveis causas que ocasionam a redugdo da atividade enzimatica,
desativagdo enzimatica e desnaturagdo proteica podem levar a observagdes mais amplas sobre
o reuso das lipases imobilizadas, considerando: i) agregacdo de enzimas e/ou agregagdo de
particulas do suporte (Lima, de et al., 2018; Mangiagalli et al., 2022; Ortiz et al., 2019;
Wilson et al., 2006); ii) exposicdo prolongada a ambiente 4cido, reagentes desnaturantes,
reagentes que afetem a camada de hidratagdo das enzimas ou que afetem o suporte (Aguieiras,
Erika C.G. et al., 2016; Marin-Suarez et al., 2019; Ognjanovic, Bezbradica ¢ Knezevic-
Jugovic, 2009); e 1i1) exposi¢ao prolongada a agitacao intensa e altas temperaturas (Babaki et
al., 2016; Balcao, Paiva e Malcata, 1996; Ognjanovic, Bezbradica e Knezevic-Jugovic, 2009;
Zhao et al., 2015). A despeito da existéncia de diversos estudos de estabilidade de lipases
imobilizadas disponiveis na literatura, estudos mais aprofundados sobre o reuso de lipases
imobilizadas ainda sdo escassos na literatura (Aguieiras, Erika C.G. ef al., 2016; Marin-

Suarez et al., 2019; Sousa et al., 2021a).

Sendo as lipases imobilizadas insumos de alto custo, toda a economicidade de um
processo biocatalitico se apoia em um cuidadoso processo de selecdo do biocatalisador, de
equipamentos e de condi¢des reacionais que favorecam o maximo do desempenho do

biocatalisador e sua capacidade de reuso.

2.10 Aspectos econdomicos da rota biocatalitica

As rotas quimicas para produgdo de ésteres sdo bastante consolidadas na industria
quimica, tendo em vista a ampla disponibilidade de catalisadores aplicaveis e expertise em

processos de separagdo comuns a varios outros processos industriais (Gadekar-Shinde ef al.,
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2023; Khan et al., 2021). A adogdo de novas rotas de producdo para ésteres depende de um
conjunto robusto de vantagens que permitam agregacdo de valor na produgdo, ganhos
mercadologicos especificos, ganhos ambientais e/ou superagao de barreiras legais, mantendo
tanto quanto possivel as infraestruturas disponiveis (Gadekar-Shinde et al., 2023; Sheldon e

Woodley, 2018).

A substituigdo de catalisadores por biocatalisadores na sintese de ésteres, neste

contexto, mostra-se ao mesmo tempo atrativa e desafiadora, pelos seguintes pontos,

compilados na Tabela 11.

Tabela 11: Vantagens e desafios da biocatalise aplicada a produgao de ésteres

Vantagens

Desafios

Produtos de maior pureza

Economia potencial em processos de
separagao e tratamento de efluentes

Economia de energia (condi¢des brandas
de reacgdo)

Redug¢do de emissoes de gases de efeito
estufa, pegada de carbono e pegada
hidrica

Aumento da seguranga ocupacional para
funcionarios e entorno da planta, redugdo
de riscos de acidentes e de sua severidade

Reaproveitamento do biocatalisador
(quando comparado com catalisador
convencional em fase liquida)

Viabilidade técnica de sinteses sem

Alto custo das enzimas imobilizadas

Custo potencialmente elevado do biocatalisador
em relacdo a possiveis produtos de baixo-médio
valor agregado (commodities, especialidades
quimicas)

Menor disponibilidade de fornecedores de
biocatalisadores em comparagao com
catalisadores convencionais

Reposigdo de biocatalisador devido a perdas de
estabilidade/atividade catalitica

Inibigdo enzimatica pelos reagentes
(especialmente &cidos e alcoois de cadeia curta)

Engenharia de reatores que conciliem elevada
estabilidade operacional, reusabilidade e altas
taxas reacionais
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solvente com altos rendimentos (ésteres

de cadeia média ou longa)
Biodegradabilidade do biocatalisador depende
também da biodegradabilidade do suporte de

Biocatalisador biodegradavel e de origem ! N :
imobilizacdo da enzima

renovavel; ciclo de vida mais sustentavel

Possibilidade de marketing verde,
ambiental/sustentavel para nichos de
mercado especificos de maior valor
agregado

Afirmagdes a respeito das vantagens da biocatalise na literatura incluem, além dos
aspectos tecnoldgicos, os aspectos economicos (Lima-Ramos, Tufvesson e Woodley, 2014).
Contudo, os aspectos econdmicos ndo sao usualmente abordados quantitativamente nos
estudos (Sousa ef al., 2023a). A vantagem mais contundente ¢ associada a especificidade das
lipases, que leva a obtengdo de ésteres mais puros, com remota possibilidade de reacdes
paralelas e formacdo de subprodutos. Esta maior pureza tende a simplificar as operagdes de
downstream do processo, com consequente reducdo de custos de capital e custos
operacionais. Porém, esta potencial economia precisa ser avaliada dentro do contexto do
processo — se 0 processo estudado ndo atinge o rendimento maximo da reagdo, se ultrapassa o
limite méximo de reagentes ndo reagidos permitidos para certa aplicacdo, e/ou se € utilizado
grande excesso estequiométrico de um dos reagentes na sintese, o downstream do processo
ndo serda nem tdo simples nem tdo econOmico quanto preconizado. Outra vantagem
mencionada ¢ a menor demanda energética, ja que processos biocataliticos tendem a ocorrer
em temperaturas mais brandas do que os processos conduzidos com catalisadores quimicos,
passando da ordem de 150-200 °C para 40-70 °C na reagdo. Todavia, em estudos de
modelagem e simulagdo de processos € comum observar que o custo com utilidades — energia
elétrica, vapor e dgua de processo para trocas térmicas — oscile entre 10% e 20% dos custos
operacionais de uma planta industrial (SuperPro Designer, 2025). Nestes casos, mesmo que
um processo biocatalitico gere economia de energia de 80%, essa economia estard restrita
apenas a esta fatia dos custos operacionais de producdo. O trabalho de Thum & Oxenbgll
(2008) (Thum e Oxenbell, 2008) compara a produg¢do do éster miristato de miristila por
processo quimico e processo enzimatico usando ferramentas de analise de ciclo de vida; neste
estudo, identificaram redugdes de 62% no dispéndio de energia, dentre outros beneficios

ambientais da rota enzimatica (Thum e Oxenbgll, 2008). Todavia, em um estudo de andlise
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técnico-econdmico da produgdo de biodiesel com catalisadores quimicos conduzido por Sakai
e co-autores (2009) (Sakai, Kawashima e Koshikawa, 2009), o custo com utilidades para fins
energéticos (vapor e energia elétrica) varia de 10 a 17% dos custos operacionais totais em
quatro diferentes cendrios estudados. Nem sempre a economia de energia por si sO ¢
significativa a ponto de viabilizar a substitui¢do de uma tecnologia ja consolidada por outra
tecnologia emergente. As demais vantagens ambientais da rota biocatalitica citadas — o
atendimento aos principios da Quimica Verde, biodegradabilidade do biocatalisador, redugao
de emissdes de gases de efeito estufa — ndo sao quantificadas e precificadas de forma apurada

nos estudos.

Assim como as vantagens econdmicas da biocatédlise s3o mencionadas genericamente,
ha também uma lacuna de dados quantitativos a respeito dos gargalos econdmicos desta. A
principal desvantagem ¢ o custo dos biocatalisadores, particularmente as lipases em sua forma
imobilizada, como ja mencionado anteriormente. O maior desafio, neste sentido, ¢ a
viabilizagdo da biocatélise para obtencao de produtos de baixo-médio valor de venda, que
mesmo produzidos em larga escala, ainda apresentam contribui¢do percentual muito elevada
do biocatalisador no custo geral de producdo (Woodley, 2022). Uma diretriz para avaliar o
custo do biocatalisador em relagdo aos ésteres obtidos pode ser obtida no trabalho de
Tiifvesson e colaboradores (2011) (Tufvesson et al., 2011a). Esteres podem vir a se enquadrar
como commodities ou especialidades quimicas; no caso de especialidades quimicas, com
custo de venda orbitando em torno de 5 USD kg™, o desejavel é que o custo do biocatalisador
esteja limitado a 5% deste montante (0,25 USD kg™ de produto). Para atingir esta meta, é
crucial trabalhar com cargas de biocatalisador reduzidas, o que requer um biocatalisador de
alta atividade enzimatica e/ou baixo custo e/ou que permita um elevado numero de reusos
(Tufvesson et al., 2011b). As possiveis desvantagens dos biocatalisadores, relacionadas a
estabilidade operacional das lipases e reuso, sao também negligenciadas no que tange os
aspectos econdmicos da rota biocatalitica. No caso dos reusos, ainda que boa parte dos
estudos de sintese inclua uma avaliagdo deste topico, ndo se conhecem profundamente os
impactos da temperatura, da agitacdo, da carga de biocatalisador ¢ do tempo de reagdo na
capacidade de reuso no meio reacional. Uma anélise econdmica simplificada pode revelar a
insuficiéncia do nimero de reusos que geralmente sdo reportados na literatura, dado que os
custos de lipases imobilizadas orbitam entre 100 e 1000 USD kg' e as cargas de
biocatalisador orbitam entre 1 a 5% da massa dos reagentes. Tomando como exemplo o

estudo publicado em Sousa e co-autores (2021) (Sousa et al., 2021a), tem-se a sintese do éster
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laurato de octila catalisada por Novozym 435 (1,5% m/m 4cido), na qual se observam 4
reusos sem perda significativa de atividade para ciclos de 3 h; considerando que o valor de
venda do laurato de octila ¢ 5 USD kg™!' e que o biocatalisador custa 1000 USD kg™, 4 lotes
de 1 ton de produto consomem 9,8 kg de biocatalisador, de acordo com as condigdes
reacionais 6timas alcancadas no estudo. Esta quantidade de produto pode auferir 20000 USD
em receitas, carregando um custo de 9800 USD de biocatalisador (49% do valor de venda),
mostrando o impacto da baixa capacidade de reuso para um biocatalisador de tao alto custo

(Sousa et al., 2021a; Tufvesson et al., 2011a).

A avaliagdo das vantagens e desvantagens sob uma perspectiva econdomica e apoiado
em dados quantitativos ¢ crucial para que as tecnologias desenvolvidas em laboratorio sejam
escalonadas e cheguem aos processos industriais. Estudos de viabilidade técnico-econdmica
de processos sdo o caminho seguro para o escalonamento de tecnologias. Um estudo de
viabilidade técnico-econdmico baseia-se no desenho (modelagem), mais ou menos detalhado,
de um processo de producao com suas etapas, entradas e saidas em uma determinada escala
de producdo (Turton et al., 2018). Esta modelagem pode ser feita com o auxilio de recursos
computacionais em softwares comerciais de simulagdo de processos como o SuperPro
Designer ou Aspen. O processo modelado e sua escala permitem obter uma estimativa do
dimensionamento dos equipamentos, e, consequentemente, de seus custos de instalagdo,
operacdo e mao-de-obra requerida. Definidas estas condicionantes, adotam-se premissas dos
custos de entrada — custos de matérias-primas, custos de utilidades (energia elétrica, vapor,
agua de processo) e custos de mdo-de-obra — e dos custos de saida — valor de venda do(s)
produto(s). Com estas informacgdes, entdo, ¢ possivel calcular uma estimativa dos custos de
producdo (OPEX) e de instalacio (CAPEX) em uma determinada escala de producdo e as
receitas auferidas pela venda dos produtos. Ao comparar os custos com as receitas, 0s
principais parametros econdmicos de viabilidade podem ser estimados — valor presente
liquido (NPV em inglés, ou VPL) e tempo de retorno do investimento (Towler e Sinnott,
2013). A Figura 8 apresenta esquematicamente o desenvolvimento de um estudo de

viabilidade técnico-econdmica a partir de modelagem e simulagdo de processos.
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Desenho de um processo
industrial simulado
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Figura 8: Estruturacdo de um estudo de viabilidade técnico-econdmica a partir de
modelagem e simulag@o de processos.

Estudos como este em um processo quimico demandam o levantamento de um amplo
conjunto de dados fisico-quimicos, para os balangos de massa e energia, e de dados de custos
e valor de venda, para os calculos que indicam viabilidade econémica ou ndao do processo. Ao
passo que dados fisico-quimicos sdo amplamente disponiveis na literatura, 0 mesmo nao se
pode dizer a respeito de dados econdmicos, que sdo de dominio privado por envolver relagdes
de confidencialidade entre industrias, fornecedores, distribuidores e consumidores finais.
Ainda que seja possivel contatar fornecedores de produtos quimicos na infernet, cotagdes nao
sdo enviadas apenas para consulta de um ente ndo-industrial/comercial ou para fins de
pesquisa e desenvolvimento. Neste contexto, os dados econdmicos apresentam consideravel
incerteza. O calculo das receitas anuais de uma planta industrial depende da quantidade
produzida e do valor de venda do produto neste tipo de andlise; o calculo do custo operacional
depende, em grande parte, da quantidade de matéria-prima e do custo destas matérias-primas
e, por fim, os calculos para viabilidade dependem do balango entre receitas e despesas.
Apoiado sobre premissas de grande incerteza, os célculos de viabilidade também carregam
grande incerteza. Assim, ¢ crucial adotar um cuidadoso processo de levantamento de
dadose/ou encontrar um parceiro industrial em estudo de caso especifico, de modo a reduzir

tanto quanto possivel as incertezas econdmicas.
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3 JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA

Muito se tem estudado sobre reagdes de esterificagdo catalisadas por lipases. Contudo,
o diferencial desta proposta ¢ produzir, em uma Unica etapa e dispensando o uso de solventes,
¢ésteres de cadeia curta, média e longa uteis para diversos setores industriais aproveitando as
vantagens da biocatalise e estudando estratégias que garantam a viabilidade técnico-
econdmica dessa rota. Sistemas multicompetitivos sdo adotados para o estudo da seletividade
das lipases, mas at¢ o momento, ¢ inédita na literatura a aplicacdo deste conceito para o
desenvolvimento de um processo biocatalitico de obtencdo de ésteres usando lipases

imobilizadas.

A utilizagdo de reagdes em sistemas multicompetitivos vem de encontro a
disponibilidade de residuos/co-produtos agroindustriais ricos tanto em 4acidos carboxilicos
como em alcoois, visando seu melhor aproveitamento para produgdo de ésteres. Residuos do
refino de 6leos vegetais, como os destilados de desodorizagdo do 6leo de palma e soja, 6leos
de fritura residuais, ou hidrolisados de Oleos ndo-comestiveis sdo fontes de acidos
carboxilicos de cadeia média-longa com destinagdes de baixo valor agregado. Residuos da
producdo do etanol e do agticar, como o dleo fusel e/ou a vinhaga, sdo fontes de alcoois de
cadeia curta e média, bem como os co-produtos da gaseificagdo da biomassa em sinteses de
Fischer-Tropsch (Choudhurry, Chakma e Moholkar, 2015). A combinacdo de residuos acidos
e alcodlicos de diferentes tamanhos de cadeia, ou a utilizacdo de um destes para reagdes com
reagentes puros em sistema multicompetitivo, pode representar importante atributo

econOmico € ambiental.

Ha na literatura consideraveis lacunas sobre estudos preliminares de viabilidade
técnico-econdmica e que avaliem detalhadamente as métricas de processo. Também sdo
escassos estudos sobre escalonamento e comparacdo entre diferentes reatores no topico de
esterificagdo enzimatica. A auséncia destes estudos limita drasticamente a identificagdo dos
gargalos dos processos biocataliticos. Diferentemente do que se observa em estudos sobre
biodiesel por via enzimatica, a produgdo biocatalitica de outros ésteres tem recebido menor
atencao sob as perspectivas tecnoldgicas e de processo industrial, apesar da grande relevancia

comercial.
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No caso particular aqui estudado, o sistema multicompetitivo envolve a formagao dos
¢ésteres dos dacidos acético (C2), caprico (C10) e oleico (C18) com etanol (C2) e n-
octanol(C8), formando 6 ésteres de aplicagdes variadas como solventes, plastificantes,
aromas, emolientes, emulsificantes e lubrificantes. Ao término da reacao, estes ésteres podem
ser separados e destinados cada um a sua aplicacdo especifica. O acetato de etila formado na
sintese aqui estudada, por exemplo, ¢ um composto de grande interesse industrial, sendo um
solvente verde muito util no mercado de tintas e resinas, plasticos e industria farmacéutica;
sua obten¢do por biocatalise tem potencial para acrescentar maior valor agregado a este, ja
que seria um produto verde obtido por um processo verde. Esteres com propriedades
flavorizantes, como é o caso do acetato de octila (aroma de laranja) e o caprato de etila
(aroma de magd), quando obtidos por rota biocatalitica podem ser rotulados como “naturais”
ou “verdes” (Ansorge-Schumacher e Thum, 2013; Khan e Rathod, 2015), atingindo nichos
especificos de mercado. Os ésteres de cadeia média e longa, amplamente utilizados como
emolientes em formulagdes cosméticas também pode se valer dos apelos mercadologicos de
obtidos por processos verdes ou sustentaveis, com um nicho de publico consumidor propenso

a adquirir produtos com este apelo.

O sistema multicompetitivo estudado pretende provar o conceito em relacdo a
obtencdo simultanea de ésteres de cadeia curta, média e longa, a partir dos acidos e alcoois
citados acima. O estudo deste sistema multicompetitivo em reagdes catalisadas por lipases
imobilizadas comerciais visa facilitar a compreensdo dos fendmenos envolvidos e o estudo
preliminar de viabilidade técnico-econOmica, ja que ha farta literatura sobre o comportamento
destas lipases em diferentes meios reacionais e informagdes sobre seu custo no contexto
industrial. Como os ésteres formados atendem aplicacdes de mercados diferentes, um
eventual processo baseado nesta tecnologia demanda, obrigatoriamente, a separagcdo destes
por uma sequéncia de operagdes unitarias. Contudo, € possivel também desenhar sistemas
multicompetitivos que gerem misturas de ésteres que ndo demandem separagdao de todos os
seus componentes, como pode ser o caso na industria cosmética, que demanda ésteres de
diferentes tamanhos de cadeia (ésteres de cadeia curta como fragrancias e €steres de cadeia
média-longa como emoliente, umectante ou emulsificante), levando a potenciais produtos

inovadores obtidos por processos verdes, o que traria um interessante apelo mercadologico.
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4 OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi desenvolver um processo biocatalitico com potencial

viabilidade técnico-econdmica para a obtengdo de ésteres de cadeia curta, média e longa

simultaneamente no mesmo meio reacional, sem solventes, por meio do uso de lipases

imobilizadas.

4.1 Objetivos especificos

Os objetivos especificos desta tese foram:

>

Comparar as conversdes das reagcdes em sistemas multicompetitivos (reagao
simultanea entre acidos ¢ alcoois de diferentes tamanhos de cadeia) em relagdo a
sintese individual de cada éster (1 acido e 1 alcool), utilizando um sistema
multicompetitivo de esterificagdo dos acidos acético, caprico € oleico com etanol e
n-octanol empregando lipases imobilizadas comerciais;

Estudar as métricas de processo — conversao, concentracdo de produtos,
produtividade volumétrica e produtividade catalitica — do sistema
multicompetitivo em comparagdo com as reagdes individuais e dados de outras
sinteses de ésteres descritas na literatura;

Estudar o reuso do biocatalisador no processo;

Melhorar o desempenho dos pardmetros reacionais mais relevantes para
incremento das métricas de processo e desenvolver um protétipo de reator de
coluna de bolhas para a sintese de ésteres em sistema multicompetitivo;

Modelar e simular um processo industrial baseado no processo desenvolvido com
apoio de ferramentas computacionais;

Avaliar preliminarmente a viabilidade técnico-econdmica dos diferentes cenarios

estudados na simulagdo, identificando eventuais gargalos do processo.

5. METODOLOGIA

Esta tese dividiu-se em trés etapas, conforme mostrado na Figura 10: a primeira,

visando comprovar que as reagdes simultdneas entre varios acidos e varios alcoois (cadeia

curta, média e longa) podem atingir conversdes mais altas que reagdes individuais entre um
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acido e um alcool (particularmente os de cadeia curta) em meios sem solvente, investigando
0s aspectos principais da reagdo e do comportamento das lipases imobilizadas nestes meios; a
segunda, estudar as métricas de processo e estratégias para atingir as condi¢des reacionais
mais favoraveis dos parametros reacionais (razdo molar &cidos:alcoois, tempo de reagao,
reuso do biocatalisador); e a terceira etapa visando a modelagem e simulagdo de um processo
baseado na tecnologia desenvolvida e a avaliacdo técnico-econdmica preliminar deste
processo. Para fins deste trabalho, consideram-se reagentes/produtos de cadeia curta aqueles
com tamanho de cadeia inferiores a 8 carbonos e de cadeia média/longa aqueles com tamanho

de cadeia superiores a 8 carbonos.

Etapa I:
Obtengao de ésteres de
cadeia curta, média e
longa em sistema
multicompetitivo e em
reagoes individuais sem
solventes

Estudo comparativo das conversdes nas

i em sist multicompetitivo (3
acidos + 2 lcoois) e reagdes individuais
(1 acido + 1 lcool)

Estudo comparativo dos efeitos de
deslocamento do equilibrio quimico
nestes meios (excesso estequiométrico
e remogdo da agua formada) nestes
meios

Estudo comparativo do desempenho de
diferentes lipases imobilizadas
comerciais nestes meios

Estudo comparativo de hidrofobicidade,
acidez e concentragao de inibidores nas
reagdes em sistema multicompetitivo e
reagdes individuais

Etapa 2:
Avaliacdo das métricas de
processo e estratégias de

otimizagdo

Etapa 3:
Modelagem e simulagdo de
processo, avaliagao técnico-
econdmica

O

Célculo das métricas de processo -
concentragao de produto, produtividades
volumétrica e catalitica - nas sinteses em
sistema multicompetitivo e reagdes
individuais

Estudo da reusabilidade das lipases
imobilizadas comerciais

Desenvolvimento de um protétipo de
reator de coluna de bolhas e estudo
comparativo com as reagdes em frasco
agitado

Estudo de variagdes de razdo molar
acidos:élcoois, tempo de reagao,
reusabilidade e impactos destes nas
métricas de processo das reagdes em
sistema multicompetitivo

Modelagem de um processo de obtengdo
de ésteres de cadeia curta, média e longa
em sistema multicompetitivo mediado por
lipase imobilizada em reator de coluna de
bolhas

Levantamento de dados de custo de
matérias-primas e valor de venda de
produtos e definigdo de premissas de
escalonamento

Simulagao de processos, calculos
econdmicos e avaliagdo preliminar de
viabilidade econémica

Identificagdo de gargalos de processo e/ou
econdmicos para obtencéo de ésteres por
biocatélise em sistemas multicompetitivos

Figura 9: Etapas conceituais da tese.

5.1 Reagentes e enzimas

Acido caprico, acido oleico, acido nonanoico, acido palmitico, n-octanol, n-pentanol,
acetato de etila e peneira molecular 3 A foram adquiridos da Merck S/A; 4cido acético, etanol,
isobutanol e hidroxido de potassio foram adquiridos da Synth. Todos os reagentes sdo de grau
analitico (P.A.). As lipases imobilizadas Novozym 435, Lipozyme RM IM e Lipozyme TLIM

foram gentilmente doadas por Novozymes Latin America.
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5.2 Reacoes de esterificacdo em frasco agitado e em reator de coluna de bolhas

Dois tipos distintos de reacdes de esterificacdo catalisadas por lipase imobilizada
foram estudados: reagdes entre um acido ¢ um alcool (chamadas neste texto de reagdes
individuais) e reagdes entre uma mistura de dcidos e uma mistura de dlcoois (chamadas neste
texto de reagcdes em sistema multicompetitivo).

Para as reagdes individuais, a metodologia de sintese se deu a partir da pesagem em
balanga analitica de uma massa apropriada de apenas um acido (acido acético ou acido
caprico ou acido oleico) e apenas um alcool (etanol ou n-octanol) em Erlenmeyers de 50 mL
com tampa. Reacdes individuais tipicas partiram de quantidade equivalente a 0,01 mol de
cada 4cido. Contudo, variacdes nas quantidades em mol de 4cido foram adotadas para os
reagentes de menor massa molecular (4cido acético ou etanol) para manter o volume reacional
total entre 3 e 3,5 mL. Testes comparativos com volumes reacionais maiores (10 e 15 mL)
foram realizados, identificando que ndo houve diferenca estatisticamente significativa
(ANOVA p < 0,05) entre os resultados de conversio da mesma sintese. As reagdes
individuais foram estudadas em duas condigdes de razdo molar acidos:alcoois: 1:1
(equimolar) e 1:2 (excesso estequiométrico do alcool), em temperatura fixa de 50 °C, agitagao
orbital constante de 200 rpm em shaker, e carga de biocatalisador fixa em 100 U de atividade
de esterificacdo (determinada experimentalmente, vide subitem 5.1.5) para os trés
biocatalisadores testados — Novozym 435 ou Lipozyme RM IM ou Lipozyme TL IM. Nas
reacoes em condicdo equimolar e excesso estequiométrico também foi adicionada peneira
molecular 3A (Merck) (30% m/m total) para absorcdo da agua formada na sintese. Desta
forma, quatro condi¢des reacionais foram avaliadas: 1:1 sem peneira molecular (1:1 sp), 1:1
com peneira molecular (1:1 cp), 1:2 sem peneira molecular (1:2 sp) e 1:2 com peneira
molecular (1:2 cp).

Para as reagdes em sistema multicompetitivo, as sinteses se deram a partir da pesagem
em balanga analitica de uma massa apropriada da mistura dos 4cidos (4cido acético, acido
caprico e acido oleico) e da mistura dos alcoois (etanol e n-octanol) em Erlenmeyers de 50
mL com tampa. Reacdes tipicas em sistema multicompetitivo partiram de quantidade
equivalente a 0,01 mol da mistura 4cida, dividida igualmente por cada 4cido (0,00333 mol de
acido acético + 0,00333 mol de acido caprico + 0,00333 mol de acido oleico); a mesma
divisdo aconteceu em cada alcool estudado (por exemplo: 0,01 mol de mistura alcoolica

corresponde a 0,005 mol de etanol e 0,005 mol n-octanol). O meio reacional contendo as
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misturas 4cida e alcoolica acima descritas possui volume reacional de aproximadamente 3
mL. As reagdes multicompetitivas foram estudadas em condigdes de razdo molar
acidos:alcoois: 1:1 (equimolar), 1:2 (excesso estequiométrico da mistura alcodlica) e em
razoes molares intermediarias a estas (1:1,1, 1:1,2, etc.) e carga de biocatalisador 100 U para
os trés biocatalisadores testados — Novozym 435 ou Lipozyme RM IM ou Lipozyme TL IM.
De forma andloga as reagdes individuais, também foram testadas reacdes na presenca de
peneira molecular, utilizando as mesmas notagdes citadas acima — 1:1 sp, 1:1 ¢p, 1:2 spe 1:2
cp.

Visando melhorar o desempenho geral da sintese dos ésteres em sistemas
multicompetitivos, os diferentes acidos e alcoois foram misturados em um prototipo de reator
de coluna de bolhas, mantendo o volume reacional no mesmo nivel do estudado no frasco
agitado (cerca de 3 mL). O reator consiste em uma coluna vertical de vidro, com relacao
diametro x altura 1:4 e volume util de 30 mL. Na base desta coluna ¢ injetado ar comprimido
através de uma bomba de deslocamento positivo de ar. Este gas ¢ dispersado por meio de uma
placa de vidro sinterizado, de diametro igual ao da coluna do reator, com didmetro de poro
inferior a 20 um. No topo da coluna foi acoplado um leito fixo de peneira molecular 3A, que
absorve a agua formada no meio reacional carreada pelas bolhas de ar. Este prototipo de
reator foi construido em vidro dentro de um frasco cilindrico de mesma altura, no qual foi
adicionado 4gua mantida a temperatura constante, conforme Figura 13. Tanto as rea¢des em
frasco agitado quanto em reator de coluna de bolhas foram realizadas em batelada.

Os tempos de reagdo estudados variaram de 2 a 24 horas de reacdo, dependendo da
carga de biocatalisador adotada e do topico estudado. Considera-se que as reagdes chegaram
ao término quando o indice de acidez do meio permanece inalterado, com o atingimento do
equilibrio quimico da esterificacao.

Reacdes controle, sem a presenga de biocatalisador foram realizadas misturando-se os
reagentes (reagdes individuais ou reagdes multicompetitivas) em condi¢do equimolar a 50 °C,
para certificar que os reagentes ndo reagem sem a presenca do biocatalisador nos intervalos

estudados (até 24 h).

5.3 Analises quantitativas — indice de acidez e cromatografia gasosa

As reacdes de esterificacdo, tanto individuais quanto em sistema multicompetitivo,
foram monitoradas em intervalos periddicos por meio da determinagdo do indice de acidez

(IA). O indice de acidez mede, através da titulagdo dos acidos com uma base forte, a
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concentragdo dos acidos presentes. A redugdo do indice de acidez ao longo da reacdo, entdo,
representa a conversdo dos acidos. Como ¢ sabido que lipases imobilizadas s3o catalisadores
de alta especificidade, admite-se que a conversdo dos acidos se da apenas em ésteres, sem
formagao de subprodutos. Desta forma, o acompanhamento da reducao do indice de acidez do
meio ¢ uma medida indireta da conversao dos acidos e do rendimento da reacao.

A determinacdo do indice de acidez foi realizada por titulagdo acido-base com
hidréxido de potéassio (KOH) 0,008 M, de acordo com o descrito em trabalho anteriores do
grupo (Sousa et al., 2020). Aliquotas de 60 uL foram retiradas do meio reacional e pesadas
em balanga analitica. Ap6s pesagem, foram dissolvidas em 5 mL de etanol 95%, com a adicao
de 5 gotas do indicador fenolftaleina. Sob agitagdo magnética, o frasco com a aliquota
dissolvida foi titulado até viragem do indicador (de incolor para roéseo). O volume de KOH
gasto e a massas da amostra foram empregados para se obter o indice de acidez a cada ponto,
de acordo com os calculos descritos na metodologia da American Oil Chemical Society

(AOCS) Cd 3d-63, conforme Equagao 9:

Vkon X [KOH] x56,1

Eq. 9 IA =

Mamostra

Na qual TA ¢ o indice de acidez (% em massa), Vkon € o volume de KOH consumido
na titulacdo (mL), [KOH] é a concentragio molar da solucio de KOH (mol L), 56,1 é a
massa molecular de KOH (g mol™!) e “m” é a massa da amostra (g).

O calculo da conversao dos acidos ¢ baseado na reducao do indice de acidez em um
dado intervalo de tempo (por exemplo, entre o inicio € o fim da reagdo), conforme mostrado

na Equagdo 10:
Eq. 10 Conversao (%) = 100 — [(=£) x 100]

Onde IAr € o indice de acidez no final da reacdo de esterificacdo e IA; é o indice de
acidez no inicio da reagdo. As analises foram realizadas tipicamente em duplicata.

A determinacdo das concentragdes de cada produto formado se deu por cromatografia
gasosa. Utilizou-se um cromatografo em fase gasosa Agilent 7890B com injetor automatico,
equipado com detector de ionizacdo de chama (FID). As metodologias de separacdo e
quantificagdo dos ésteres foi desenvolvida com a coluna capilar SupelcoWax10 (Merck

KGaA, Darmstadt, Alemanha), de polietilenoglicol modificado, de dimensdes 30 m x 0,53
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mm x 0,25 um, utilizando nitrogénio (N2) ultrapuro como gas de arraste. As amostras foram
analisadas sem derivatizagdo por diluicdo em isobutanol. Devido as diferentes faixas de
concentracdo dos analitos presentes na amostra e visando a melhor resolu¢do dos picos
cromatograficos, métodos especificos para os diferentes tamanhos de cadeia dos analitos —
curta, média ou longa — foram adotados. Notas de aplicacdo constantes no banco de dados
ScanView, software de apoio disponibilizado pela Agilent em seu website (“Scanview
Application 2025”7, 2025), serviram como base para definicdo das condi¢des das corridas
cromatograficas.

Para os analitos de cadeia curta — etanol, n-octanol, acetato de etila e acetato de octila,
as condigdes estabelecidas do método foram: temperatura inicial do forno de 45 °C, sendo
mantida por 2 minutos e entdo aquecida a 5 °C min! até 60 °C, mantida por 2 minutos e
novamente aquecida até 150 °C a 5 °C min’!. Esta temperatura foi mantida por 4 minutos e
aquecida até 250 °C sob taxa de 20 °C min™' e mantida nesta temperatura por mais 1 minuto,
totalizando o tempo de andlise em 29 minutos. O fluxo do gas de arraste foi de 10 mL/min,
injecdo em modo Split 2:1 e volume de inje¢do 1 pL, e as temperaturas do injetor e do
detector foram fixadas em 250 °C e 280 °C, respectivamente. As faixas utilizadas para a
construcdo das curvas analiticas foram de 0 a 5000 ppm de cada analito. Acetato de etila grau
espectroscopico foi utilizado para a curva analitica. J4 o padrdo para a curva analitica do
acetato de octila foi sintetizado em laboratorio, por meio de reagdo entre o acido acético e n-
octanol nas seguintes condigdes: razdo molar acido:alcool 1:2, 50 °C, 200 rpm de agitagao,
com 1,3% (m/m total dos substratos) de carga de biocatalisador Novozym 435, com 30%
(m/m total dos substratos) de peneira molecular 3A para remocio da 4gua formada, por 1 hora
de reacdo. Por meio do calculo da conversdao obtido com o indice de acidez, determinou-se
que este padrio continha 185,2 g L™ de acetato de n-octila, equivalente a uma conversdo de
40,1% do acido acético apos 1 h de reagdo.

Para os analitos de cadeia média/longa — caprato de etila e caprato de octila — as
condicOes estabelecidas foram: temperatura inicial do forno de 45 °C, sendo mantida por 1
minuto e entdo aquecida a 5 °C min™! até 65 °C, mantida por 1 minuto e aquecida até 120 °C a
25 °C min’'. Por fim, foi novamente aquecida até 200 °C sob taxa de 5 °C/min, totalizando o
tempo de andlise de 24 minutos. As demais condi¢gdes foram idénticas ao método anterior,
com excecao do volume de amostra injetado (0,3 pL). As faixas utilizadas para a construgao
das curvas analiticas foram de 0 a 5000 ppm de cada analito. Os padrdes de caprato de etila e
caprato de octila foram sintetizados no laboratdrio, por meio de reagcdo entre os respectivos

acidos e alcoois nas seguintes condicdes razdo molar acido:alcool 1:1, 50 °C, 200 rpm de
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agitacdo, com 1,3% (m/m total dos substratos) de carga de biocatalisador Novozym 435, com
30% (m/m total dos substratos) de peneira molecular 3A para remocio da agua formada, por
1 hora de reacdo. Por meio do calculo da conversdo obtido com o indice de acidez,
determinou-se que estes padrdes continham, respectivamente, 603,2 g L' de caprato de etila e
671,7 g L' de caprato de octila, equivalente a conversdes de 76,1% e 83,0% do 4cido caprico,
respectivamente, apds 1 h de reacdo.

Para os analitos de cadeia longa — oleato de etila e oleato de octila - as condi¢des
estabelecidas foram: temperatura inicial do forno de 45 °C, sendo mantida por 1 minuto e
entdo aquecida a 5 °C min™! até 65 °C, mantida por 1 minuto e novamente aquecida até 250
°C a 50 °C min™!. Esta temperatura foi mantida por 20 minutos, totalizando o tempo de anélise
de 26 minutos. As demais condi¢des foram idénticas ao método para ésteres de cadeia curta,
com excecdo do volume de amostra injetado (0,3 pL). As faixas utilizadas para a construcao
das curvas analiticas foram de 0 a 5000 ppm de cada analito. Os padrdes de oleato de etila e
oleato de octila foram sintetizados no laboratério, por meio de reacdo entre os respectivos
acidos e alcoois nas seguintes condi¢des razdo molar acido:alcool 1:1, 50 °C, 200 rpm de
agitagdo, com 1,3% (m/m total dos substratos) de carga de biocatalisador Novozym 435, com
30% (m/m total dos substratos) de peneira molecular 3A para remogio da agua formada, por
1 hora de reagdo. Por meio do calculo da conversdo obtido com o indice de acidez,
determinou-se que estes padrdes continham, respectivamente, 532,1 g L™ de oleato de etila e
523.4 g L' de oleato de octila, equivalente a conversdes de 64,5% e 62,9% do 4cido oleico,
respectivamente, apds 1 h de reacdo.

A Figura 10 compila as metodologias reacionais e analiticas adotadas ao longo deste

estudo.
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1 4cido + 1 alcool —> 1 Ester + Agua

[ Reacao Individual J

Acido
Acido Acético ou Lipase imobilizada
Acido Caprico ou

i g Novozym 435 ou
Acido Oleico

Lipozyme RM IM ou
Alcool Lipozyme TL IM

Conversao (%)
Etanol ou . . /
- OFtaTL \ Indice de acidez

/ Cromatografia \
Mistura dos Gasosa Concentragao de

Acidos produtos (g L)
Acido Acético e Lipase imobilizada l
Acido Céprico e Novozym 435 ou

ARidaClols Li*i?zyme R":L”‘I"MOU Produtividade

Mistura dos RS volumeétrica (gL' h")

Alcoois l

Etanole
n-Octanol Produtividade catalitica

[ Reacgao em sist. multicompetitivo

3 4cidos + 2 alcoois —> 6 Esteres + Agua

] (g g™ biocatalisador)

Figura 10: Metodologias reacionais e analiticas principais da tese.

5.4 Caracterizacio dos ésteres formados

A identificacdo dos produtos formados nas reagdes multicompetitivas foi realizada
pela técnica de espectrometria de massas (MS) acoplada ao cromatdgrafo em fase gasosa. As
amostras foram separadas por meio de cromatografia gasosa, utilizando-se um cromatografo
Shimadzu CGMS QP2010 SE incluindo um auto-amostrador AOC-201, com detec¢do por
espectrometria de massas quadrupolar. A separacdo dos analitos se deu por meio de uma
coluna capilar Quadrex DB-5 MS (5% difenil-dimetilsiloxano, 30,0 m x 0,25 mm, 0,25 um).
Tal como nas analises quantitativas, os ésteres de cadeia curta, média e longa foram separados
para identificagdo em 3 programagodes de aquecimento do forno da coluna diferentes, tendo
todos eles temperatura de injegdo de 250 °C em modo split e utilizando He como gas de
arraste. Para ésteres de cadeia curta, utilizou-se a seguinte programagdo de temperatura do
forno: temperatura inicial do forno de 45 °C, sendo mantida por 2 minutos e entdo aquecida a
5 °C min! até 60 °C, mantida por 2 minutos e aquecida até 150 °C a 5 °C min’!, sendo
mantida neste patamar por mais 4 minutos. Por fim, foi novamente aquecida até 250 °C sob
taxa de 20 °C min! e mantida assim por 1 minuto. Para ésteres de cadeia média-longa,

utilizou-se a seguinte programagao de temperatura do forno: temperatura inicial do forno de
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45 °C, sendo mantida por 1 minuto e entdo aquecida a 5 °C min’! até 60 °C, mantida por 1
minuto e aquecida até 120 °C a 25 °C min"' e novamente aquecida até 200 °C sob taxa de 5
°C min' e mantida assim por 1 minuto. Para ésteres de cadeia longa, utilizou-se a seguinte
programacao de temperatura do forno: temperatura inicial do forno de 45 °C, sendo mantida
por 1 minuto e entdo aquecida a 5 °C min™! até 60 °C, mantida por 1 minuto e aquecida até

250 °C a 50 °C min™! e mantida neste patamar por 20 minutos.

O detector de espectrometria de massas foi operado pela técnica de ionizacdo por
impacto de elétrons a 70 eV, e a varredura se deu na faixa de 40 a 500 m/z. Os produtos
foram identificados comparando os espectros de massa obtidos com os espectros da biblioteca
do NIST — National Institute of Standard and Technology (EUA) — versao 5. As
identificacdes nas reagdes em sistema multicompetitivo que nao coincidiram com os ésteres
teoricamente esperados foram confirmadas com analises das amostras de reagdes individuais

e/ou dos reagentes puros.

5.5 Determinacao da atividade enzimatica

As atividades enzimaticas de esterificacdo (U g!') foram determinadas para lipases
imobilizadas comerciais Novozym 435, Lipozyme RM IM e Lipozyme TL IM, a partir da
reacao entre acido oleico e etanol em condicao equimolar (1:1) conforme descrito no trabalho
de Sousa e co-autores (2021) (Sousa et al., 2021a) com modificagdes. As reagdes para
determinagdo da atividade foram conduzidas em temperatura de 40 °C, partindo-se de 0,0142
mol de &cido oleico (4 g), adicionando-se quantidade fixa de 0,1 g de cada biocatalisador. A
analise do progresso da reagdo se deu por titulagdo acido-base do meio reacional ao longo de
intervalos curtos de reagdo (0, 5, 10, 20 e 30 minutos), no qual uma aliquota do meio
reacional (100 pL) ¢ retirada do meio reacional em duplicata. As aliquotas foram diluidas em
etanol 95% e adicionadas 5 gotas do indicador fenolftaleina. A titulagdo foi realizada com
solucao NaOH 0,02 M. O volume gasto de NaOH foi registrado e utilizado para o calculo da
atividade enzimatica de esterificacdo, conforme Eq. 11. Uma unidade de atividade enzimatica
(1 U) ¢ definida como a quantidade de enzima necessaria para produzir 1 umol de oleato de

etila por minuto.

(Vo— Ve)Naon X [NaOH] X1000 X Vyeqeao

t X Menz X Vaiig

qul Ug_lz
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Na qual “(Vo — Vinaon” € a diferenca do volume de NaOH gasto para titular o meio
reacional antes da adi¢do do biocatalisador ¢ o volume de NaOH gasto na titulagdo em
determinado intervalo de tempo da reacdo (mL), “[NaOH]” ¢ a concentracdo molar da
solucdo de NaOH (mol L), Vieacao € 0 volume total do meio reacional (mL); t é o tempo de
reacdo (min), menz ¢ a massa de biocatalisador utilizada na determinagdo (g) € Vaigq € 0

volume da aliquota coletada para a titulagao (uL).

5.6 Estudo do reuso do(s) biocatalisador(es)

Para avaliar o reuso dos biocatalisadores estudados, uma sequéncia de reagdes de
esterificacdo foi avaliada, nas quais a mesma carga de biocatalisador foi mantida no
frasco/reator de coluna de bolhas. Escolhidas as condi¢des reacionais a serem estudadas —
temperatura, razdo molar, carga de biocatalisador, velocidade de agitacdo, esquema reacional
e biocatalisador adotado — estas foram mantidas constantes em toda a sequéncia de reagdes
para o estudo de reuso. Os reagentes e o biocatalisador foram adicionados ao frasco de reagao
para o primeiro ciclo de reagdes sequenciais e, apds o término da reagdo, o conteudo liquido
do frasco foi retirado cuidadosamente com o auxilio de uma pipeta de Pasteur e descartado. O
biocatalisador da rea¢do foi mantido no fundo frasco sem nenhum tratamento posterior € um
novo meio reacional (acido(s) e alcool(is)) foi adicionado ao frasco/reator para inicio de um
novo ciclo nas mesmas condi¢des. A pratica de manter o biocatalisador sem lavagem no
frasco visou estudar a capacidade de reuso em relacdo ao nimero de horas de operacdo que o
biocatalisador consegue manter o mesmo nivel de atividade no reator. As reagdes sequenciais
foram monitoradas pela reducdo do indice de acidez do meio; a sequéncia de reagdes ¢
encerrada quando se observam variagdes negativas superiores a 10% da conversdao observada
no primeiro ciclo de reagdo. Assim, se uma dada reacao de esterificagdo apresenta conversao
de 90% dos 4cidos e apds 5 reagdes sequenciais, com o mesmo biocatalisador sendo
reutilizado, a conversdo cai a 75%, considera-se que este biocatalisador pode ser reusado 5

vezes na mesma condi¢ao reacional.

5.7 Calculo das métricas de processo

O desempenho geral das reagdes individuais e em sistema multicompetitivo foi

avaliado através das métricas de processo, também chamados de indicadores chave de
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desempenho (Key Performance Indicators — KPI) na literatura de engenharia quimica. As
avaliagdes incluiram os seguintes pardmetros: conversao da reacdo (equivalente a conversao
dos acidos, considerando a especificidade catalitica das lipases que ndo leva a formacao de
produtos de reacdes paralelas), produtividade catalitica, produtividade volumétrica (Space-
Time Yield — STY) e concentracdo de produto. As concentragdes de produto(s) foram
determinadas por meio de cromatografia gasosa, conforme descrito no subitem 5.3, ou a partir
de calculos estequiométricos, conforme mostrado na Figura 11. Os calculos das métricas
foram feitos conforme apresentado na Figura 6 e utilizados para comparagao entre as reacoes
individuais e as em sistema multicompetitivo, ou entre diferentes condi¢des das reagdes em

sistemamulticompetitivo.

R-COOH + R:»OH = Ri-COO-R: + H.O  80%de

conversao
Inicio dareagao:

Fim dareagao:

0,0080 mol de ésteres

6 ésteres formados, sem formacao preferencial

0,00133 mol de cada éster

~3 mL de meio reacional

2,67 mol/L de ésteres 0,443 mol/L de cada éster

ey l ™

1 1 B 4
gtg’tgtogdle- Etila Zcee’tastogd!; Octila 33,?;3 §e %cma 317934&;8‘1 egol":ma
g A
gg:’thngE Etila glse,Zt::sdcg Elt-ila

Figura 11. Exemplo de calculo estequiométrico da concentracdo de produtos em sistema
multicompetitivo.

5.8 Modelagem, simulacio de processos e estudo preliminar de viabilidade técnico-

econdmica

Apo6s a consolidagdo dos parametros reacionais considerados mais favoraveis para a
sintese dos ésteres de cadeia curta, média e longa em sistema multicompetitivo, um processo
de producdao em escala industrial foi desenhado com o auxilio do software comercial
SuperPro® Designer (v.13, Intelligen Co., Estados Unidos). Como premissa geral e

simplificacdo, foi considerado que os resultados obtidos em escala laboratorial se manteriam
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0s mesmos com o aumento de escala de producdo. O modelo de processo incluiu as etapas
anteriores (upstream) e posteriores (downstream) a reagdo. O diagrama de fluxo de processo
apresentado na Figura 12 mostra a modelagem do processo. As operagdes unitarias de
evaporacao flash e destilagdo foram modeladas com o auxilio do software ChemSep (v. 8,
Harry Kooijman & Ross Taylor, Estados Unidos), utilizando os modelos de equilibrio
termodindmico Gamma-Phi, equagdes de estado de Redlich-Kwong (1949) e modelo de
coeficientes de atividade termodinamica UNIFAC (1975), considerando a indisponibilidade
na literatura de acesso aberto de todos os parametros termodindmicos dos 6 ésteres formados

no sistema multicompetitivo estudado necessarios para os calculos.
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Figura 12. Diagrama simplificado de fluxo de processo para obtencao biocatalitica de
acetato de etila, acetato de octila, caprato de etila, caprato de octila, oleato de etila e oleato de
octila em sistema multicompetitivo em reator de coluna de bolhas com Novozym 435.

Os fluxos de entrada de materiais e insumos foram estimados tendo por base as
quantidades utilizadas em laboratério, adotando-se um conjunto de premissas detalhadas nas
Tabela 12 e 13. Neste trabalho, buscou-se encontrar dados de custo de matérias-primas e
produtos finais em quantidades industriais (embalagens de no minimo 25 kg/litros). As fontes
de pesquisa foram sites de comercializagdo de produtos quimicos e ingredientes para
aplicagdes especificas (p.ex: cosméticos) e sites com informagdes sobre comércio exterior.
Quando os dados de comércio exterior encontrados referiam-se a valores anteriores a 2022,
foi feita uma corre¢do do valor pela inflagdo norte-americana, utilizando-se a ferramenta
online US Inflation Calculator (US INFLATION CALCULATOR, 2019). E, por fim, na

auséncia destes, buscou-se os dados de custos em catdlogos laboratoriais, divididos por um
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fator de 10, conforme proposto no trabalho de Tiifvesson et al., 2011 (Tufvesson et al.,
2011a).

Os dados de custo de utilidades — vapor, energia elétrica e agua de processo — foram
levantados a partir de outros estudos de andlise técnico-econdmico disponiveis na literatura.
Os dados foram compilados em uma planilha e padronizados na mesma unidade de medida. A
média destes foi utilizada na modelagem e simulacao deste estudo. Os dados disponiveis na
base de dados do SuperPro Designer também foram incluidos nesta compilagdo, conforme a
Tabela 13. Os dados de energia elétrica industrial no contexto brasileiro foram obtidos da

Camara de Comércio de Energia Elétrica (CCEE).

Os dados de custo de mao-de-obra foram feitos com base no contexto brasileiro,
utilizando dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) de remuneragdo da
mao-de-obra assalariada no pais para diferentes profissdes em 2024 e dados da Associagdo

Brasileira da Industria Quimica (ABIQUIM).

Tabela 12: Custos de matérias-primas e valor de venda dos produtospara modelagem e
simulagdo do processo de obtencao biocatalitica de ésteres dos acidos acético, caprico e
oleico com etanol e n-octanol em sistema multicompetitivo

Qtdes. Qtdes. Média
industriais  laboratoriais (USD kg™)
(USD kg™) (USD kg™)
Acido Acético 1,28l 1P [c] - 12
Acido Caprico 3,0001: [d] ; 3.0
Acido Oleico 3,218k o). [e] - 32
Etanol 0,4L] - 0,4
n-Octanol 3,30k [e] 5,710 [el 45
Acetato de Etila 3,5k [Pk h] - 3.5
Acetato de 13,1000 [ek [f 13.51%%: [e] 13,3
Octila ’ ’
Caprato de Etila 5,1 % [ek: [f] 9,411 72
Caprato de L _— 6,7
gctila 9,0l [l 4,31l K
Oleato de Etila 3,2(b1: €] 12,510 el 7.8
Palmitato de . . 6,3
Etila 5,0 7,7
Oleato de Octila 20,01 13,01 16,5
Novozym 435 9240 - 924,0
Fontes:

[a] ChemCentral: (““Chemical Distribution and Ingredient Supplier | ChemCentral

Marketplace | ChemCentral.com”, 2025)
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[b] Zauba: (“Import Export Data | Zauba”, 2021)

[c] Made in China: (MADE-IN-CHINA, 2019)

[d] AliBaba: (ALIBABA, 2025)

[e] USP/ESALQ/CEPEA: (IMAGENET TECNOLOGIA, 2025)

[f] Chemical Book: (CHEMICALBOOK, 2016)

[g] Sigma-Aldrich: (“Sigma-Aldrich: Analytical, Biology, Chemistry & Materials
Science products and services.”, 2016)

[h] Pochtecha Chemical: (“Pochteca Coremal - Distribuidora de Produtos Quimicos”,
[s.d.])

[i] World of Aromas: (“World of Aromas”, 2025)

[j]] ASECHEM: (ASESCHEM, 2024)

[k] Formulator Samples Shop: (“Formulator Samples Shop”, 2025)

[1] Global Labor: (“Global Labor”, 2025)

Tabela 13: Itens de custo operacional e premissas técnicas/econdmicas para modelagem e
simulagdo do processo para obtengao biocataliticade ésteres dos acidos acético, caprico e
oleico com etanol e n-octanol em sistema multicompetitivo

Item Valor (unidade)

Mao-de-obra h/h 6 (USD h'!)

Vapor (média 15 (USD ton™)
pressao)

Vapor (alta (g o1
pressao)

Energia elétrica 90 USD MWh
Agua de 0,10 USD m"
processo ’

Agua de 0,50 USD m"
refrigeracdo ’

Salmoura para 0.80 USD m?>

refrigeracdo ’
Modo (}e Continuo
operacao
Operagioda 2956 (1 ano)
planta
Tempo do 15 (anos)
projeto
Taxa de o
atratividade 7 (%)
Taxa de o
depreciagdo 10 (%)

Impostos 40 (%)
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Prova de conceito e investigacdo de hipoteses - comparacio entre reacoes individuais
e sistema multicompetitivo na sintese biocatalitica de ésteres utilizando lipases

imobilizadas

A primeira questdo a ser respondida neste estudo se refere a comparagdo entre a
eficiéncia das reagdes individuais de 1 acido e 1 alcool e as reagdes em sistema
multicompetitivo. A eficiéncia do sistema em questdo aqui € entendida e avaliada de forma
ampla, englobando as taxas reacionais (conversdo dos acidos em ésteres e sua variagdo ao
longo do tempo), as métricas de processo (concentracdo de produto, produtividade catalitica,

produtividade volumétrica), reuso e questdes econdmicas.

Para responder a esta pergunta, ¢ necessario avaliar as conversdes atingidas pelas
reacoes individuais e compard-las com as conversdoes alcancadas pelas reagdes
multicompetitivas no mesmo intervalo de tempo. Além disso, ¢ preciso identificar a extensao
dos efeitos de deslocamento de equilibrio, quer seja pelo excesso estequiométrico de um dos
reagentes, quer seja pela remog¢do de um dos produtos da reacdo, nas conversdes das reagoes
nos dois sistemas avaliados. O interesse por esse aspecto decorre de que as reagdes com 0s
reagentes de cadeia longa (mais hidrofobicos) tendem a depender menos de estratégias de
deslocamento do equilibrio para atingir altas conversdes do que as com reagentes de cadeia
curta (menos hidrofobicos), conforme demonstrado amplamente na literatura (Gawas, Jadhav
e Rathod, 2016; Ghamgui, Karra-Chaabouni e Gargouri, 2004; Martinez-Garcia et al., 2024;
Sandoval, Marty e Condoret, 2001; Serrano-Arnaldos et al., 2018; Sousa et al., 2020; Sousa
et al.,2023b; Sousa et al., 2021c; Yadav e Thorat, 2012).

Neste sentido, avaliaram-se as reagdes individuais em condi¢do equimolar (razdo
molar dcido:alcool 1:1) e excesso estequiométrico do alcool (razdo molar 4cido:alcool 1:2), na
auséncia ou na presenca de peneira molecular para absor¢ao da agua formada na esterificacao,
com os biocatalisadores listados na Tabela 14. Estes experimentos foram realizados em
reacoes sem solvente, catalisadas pelos trés biocatalisadores comerciais testados, cujos
resultados de conversdo estdo apresentados na Tabela 15. A temperatura de sintese nesse
conjunto de experimentos foi padronizada em 50 °C, por ser uma temperatura que engloba a
faixa otima dos trés biocatalisadores testados, e também pela discreta influéncia das varia¢des

de temperaturas na constante de equilibrio da reagcdo dentro deste contexto (Flores et al.,
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2000; Sandoval et al., 2002). A carga de biocatalisador nestes estudos foi padronizada em 100
U para todos os biocatalisadores testados. Considerando os dados de atividade enzimatica de
esterificagdo da Tabela 14, temos a carga de biocatalisador massica (em relagdo a massa total
dos substratos) de 1,3% de Novozym 435, 1,4% para Lipozyme RM IM e 2,4% para
Lipozyme TL IM. A padronizagdo por atividade enzimdtica iguala a comparacdo entre a
quantidade de enzimas ativas no meio reacional, contudo, acarreta diferentes teores de s6lidos
no meio. Isto, por sua vez, pode exercer alguma influéncia no equilibrio quimico da reacao
devido a interagdo destes materiais com a adgua formada na reagao (Colombié et al., 1998;
Sandoval et al., 2002; Solaesa et al., 2016; Sousa et al., 2021b), ja que os suportes de
imobilizagdo da Lipozyme RM IM e Lipozyme TL IM tem relativa hidrofilicidade (Jenab et
al.,2014; Solaesa et al., 2016).

A carga de peneira molecular 3A foi padronizada em 30% em relagio a massa total
dos substratos. Testes preliminares indicaram aumento da conversdo da reagdo em testes
realizados com 10, 20 e 30% m/m de peneira molecular no meio, passando de 80,1 a 85,7%
nas reagdes em sistema multicompetitivo de razdo molar 1:2 e 1,5% m/m de biocatalisador
Novozym 435 (dados ndo mostrados). Ainda que o aumento tenha sido discreto, preferiu-se
adotar a maior carga para que a remoc¢ao da dgua formada ndo viesse a ser um fator limitante
nas reacdes estudadas. Testes anteriores do nosso grupo de pesquisa (resultados ndo
mostrados) indicaram que concentragdes menores que 10% m/m nao sdo eficazes na remogao
da agua formada em reacgdes de esterificagao conduzidas em frasco agitado. Esta diferenca de
desempenho tem relagdo também com a capacidade absortiva da peneira molecular, estimada
em cerca de 20% do seu peso (Lin e Ma, 2021). Considerando que reacdes tipicas se baseiam
em cerca de 0,01 mol de 4cidos e cerca de 3 g de meio reacional, a quantidade méaxima tedrica
de agua formada seria de 0,01 mol (0,18 g de agua) para cerca de 0,3 a 0,9 g de peneira
molecular no meio (10 a 30%, respectivamente), observa-se que apenas a carga de 0,9 g seria

capaz de absorver o maximo tedrico de dgua formada.

Tabela 14: Atividade enzimatica de esterificagdo para as lipases comerciais Novozym 435,
Lipozyme RM IM e Lipozyme TL IM medidas a partir de reacdo 1:1 entre acido oleico e
etanol a 40 °C. Os dados de atividade enzimatica de esterificacdo foram obtidos a partir de
experimentos em triplicata.

Lipase imobilizada | Atividade enzimatica de esterificacio (U g)

Novozym 435 2904 + 242



Lipozyme RM IM
Lipozyme TL IM

2367 + 125
1128 297
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Tabela 15: Comparacao das reagdes individuais dos acidos acético, caprico e oleico com o0s
alcoois etanol e n-octanol e as reacdes em sistema multicompetitivo destes acidos e alcoois
reagindo simultaneamente, em condi¢do equimolar e excesso estequiométrico do(s) alcool(is)
com diferentes biocatalisadores em meios sem solvente. Os dados de conversao das reacdes

foram obtidos a partir de experimentos em triplicata.

Conversao apos 4 h (%)

Reacao . Li[-)z-lse
imobilizada 1:1sp I:lcp 1:2sp 1:2 cp

Novozym 435 98+2,1 17,7+£3,0 59+1,8 7,527

Acido Acético + Etanol Lipozyme RM IM - - - -

Lipozyme TL IM - - - -
Novozym 435 45,7£0,9 51,0+2,4 80,4+1,3 89,6+ 14

Acido Acético + n-Octanol  Lipozyme RM IM - - - -
Lipozyme TLIM 24,9+84 38,9+33 36,6+2,7 53,1+2,0
Novozym 435 83,4+27 86,6+1,2 87,5+1,3 93,1+1,8
Acido Caprico + Etanol Lipozyme RMIM 51,832 599+56 04+0,1 1,7+1,0
Lipozyme TLIM  0,8+0,7 58,4+0,2 7,612 29,1+34
Novozym 435 86,5+ 1,1 90,6+1,4 92,6+0,8 92,8+ 1,1
Acido Céprico + n-Octanol  Lipozyme RM IM 853+ 1,8 80,6 +2,0 89,7+22 87,4+3,1
Lipozyme TLIM 69,9+2,7 90,1 £1,1 86,1 +2,4 927+ 1,2
Novozym 435 81,5+2,8 78,5+4,1 86,3+1,3 774+1,6
Acido Oleico + Etanol Lipozyme RMIM 499+34 583+14 556+1,7 76,5+2,0
Lipozyme TLIM 333+24 80,3+44 24,6+2,0 282+33
Novozym 435 84,5+1,2 87,3+1,7 89,5+£2,0 87,3+1,3
Acido Oleico + n-Octanol Lipozyme RMIM 89,4+3,4 91,6 £4,0 90,5+22 95,1+24
Lipozyme TLIM 83,1 £1,1 88,5+23 87,8+1,8 92,3+0,7
Novozym 435 77,1 £2,0 88,0+ 1,1 84,8+1,4 89,1+0,6
Sistema multicompetitivo  Lipozyme RM IM  15,7+3,9 309+25 50,4+3,3 529+1,2
Lipozyme TL IM - - - 53,7+5.9

sp = sem peneira molecular ; cp = com peneira molecular (30% m/m total)



98

Ao analisar apenas os dados obtidos nas reagdes sem abordagens que possibilitem o
deslocamento de equilibrio (1:1 sp) mostrados na Tabela 15, é possivel perceber que a
posicao de equilibrio das reacdes individuais gradativamente aumenta (maiores conversdes) a
medida que o tamanho da cadeia dos &cidos e/ou dos alcoois envolvidos aumenta. Esta
observacdao ¢ indistinta em relagdo ao biocatalisador adotado nas sinteses, ja& que o
biocatalisador ndo participa do equilibrio quimico, agindo apenas nas taxas (cinética) da
reacdo. Apesar desta tendéncia ser observada nas reagdes catalisadas pelos trés
biocatalisadores estudados, ha diferengas substanciais nas conversoes dos acidos nas reagdes
catalisadas por estes em 4 h de reagdo, o que reflete as diferentes suscetibilidades dos
biocatalisadores a efeitos inibitorios dos reagentes envolvidos. Flores e colaboradores (2000)
(Flores et al., 2000) discutem que ao longo das esterificagdes com acidos e alcoois de cadeia
longa, os ésteres formados — hidrofébicos (apolares) — estdo muito solvatados pelos reagentes
ndo convertidos. Em decorréncia da forte solvatacdo, os ésteres de cadeia longa tem baixa
atividade termodindmica, ¢ assim, sd3o muito pouco suscetiveis a sofrerem hidrélise. Os
¢ésteres de cadeia curta s3o menos hidrofobicos que os de cadeia longa, mas ainda sim sdo
mais hidrofobicos que seus respectivos acidos e alcoois de origem, tendo atividades
termodinamicas mais altas (Flores et al., 2000). Desta forma, a posicao de equilibrio quimico
da reagdo com reagentes de cadeia longa estd mais no sentido da sintese do que da hidrolise
apenas e tao somente pela natureza dos reagentes envolvidos. Os experimentos apresentados
na primeira coluna da Tabela 15, conduzidos sem abordagens para o deslocamento do
equilibrio — 1:1 sem peneira molecular — corroboram essa tese. Esta tendéncia ¢ melhor
observada com a Novozym 435, biocatalisador mais estavel e de melhor desempenho em
presenca de reagentes de cadeia curta (acido acético e etanol) (Herndndez-Martin e Otero,

2008; Martins et al., 2014).

Nas reagdes do sistema multicompetitivo foram identificados, por detector de
espectrometria de massas acoplada a cromatografia gasosa, todos os ésteres preconizados
teoricamente — acetato de etila, acetato de octila, caprato de etila, caprato de octila, oleato de
etila e oleato de octila. Picos e espectros adicionais observados no sistema multicompetitivo
referem-se as impurezas dos reagentes de origem, cuja existéncia foi comprovada através de

analises dos reagentes isoladamente ou em reagdes individuais.

As discussdes especificas sobre as reagdes individuais e as reagdes em sistema

multicompetitivo foram divididas em trés partes: uma dedicada a sintese dos ésteres de cadeia
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curta, outra dedicada a sintese dos ésteres de cadeia média-longa e outra as reagdes em
sistema multicompetitivo, nos quais ésteres de cadeia curta, média e longa sdo sintetizados

simultaneamente.

6.1.1 KEsteres/reagentes de cadeia curta - reacées individuais

Os resultados mostrados na Tabela 15 demonstram que as reagcdes com os reagentes
de cadeia curta (4cido acético e etanol, C2) atingem as menores conversdes dentre todos os
testes realizados — inferiores a 20% em 4 h de reagdo. Estes resultados estdo de acordo com
Belafi-Bakoé e colaboradores (2003), que afirmam que as conversdes em sintese enzimaticas
do acetato de etila estdo entre as menores reportadas na literatura. Em um estudo comparativo
dos trés biocatalisadores aqui testados, Martins e colaboradores (2014) (Martins et al., 2014)
obtiveram conversdes inferiores a 10% na sintese do acetato de etila catalisadas por Lipozyme
RM IM e Lipozyme TL IM em presenca de n-hexano como solvente (0,1 mol L' de
concentragdo de acido acético e etanol), utilizando cargas de biocatalisador elevadas — 10%
m/m ¢ 30% m/m, respectivamente — em 2 h de reagdo. De forma similar, Baek e
colaboradores (2020) (Baek et al., 2020) obtiveram conversdes inferiores a 10% na reacdo do
acido formico (C1) com n-octanol catalisadas por Lipozyme RM IM e Lipozyme TL IM em

presenca de n-hexano como solvente.

Esta observagdo sobre a sintese do acetato de etila ¢ igualmente valida para os 3
biocatalisadores testados, que diferem consideravelmente em termos de estrutura proteica e
suporte de imobilizacdo, embora ocorra em diferentes graus de intensidade para cada um
deles. Na estrutura proteica da lipase B de Candida antarctica, o sitio ativo tem a forma de
canal e ¢ rodeado por uma grande regido hidrofobica, com a presenca de uma pequena
“tampa” recobrindo o sitio ativo, o que leva a sugerir que esta lipase realiza alteragdes
conformacionais menos intensas que as demais lipases que possuem tampas grandes. Além
disso, o suporte de imobilizagdo (Lewatit VP 1600 OC) ¢ moderadamente hidrofobico
(Martinelle e Hult, 1995; Ortiz et al., 2019; Villalba et al., 2016). A lipase de Rhizomucor
miehei possui uma tampa em formato de hélice cobrindo o sitio ativo, sendo muito suscetivel
a variagdes no pH e na atividade termodinamica da agua; o suporte de imobiliza¢do da versao
comercial Lipozyme RM IM ¢ relativamente hidrofilico (Rodrigues e Fernandez-Lafuente,
2010). A lipase de Thermomyces lanuginosus também possui uma tampa cobrindo o sitio

ativo, um 6timo de atividade em pH alcalino (9,0), e um residuo de triptofano na tampa, que
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auxilia a eficiéncia de sua atividade hidrolitica, tendo um suporte de imobiliza¢ao hidrofilico
— particulas de silicato (Fernandez-Lafuente, 2010). Em suma, mesmo lipases com
caracteristicas muito distintas entre si, elas apresentam tendéncias similares em relagdo ao
desempenho frente a substratos de cadeia curta. Embora o sitio ativo das lipases estudadas — a
triade catalitica composta pelos aminodcidos serina, histidina e asparagina — seja
relativamente polar, hd pouca afinidade deste pelos substratos de menor tamanho de cadeia ja
que os sitios de ligacao ao redor do sitio ativo das lipases sao geralmente hidrofobicos (Park e
Park, 2022; Pleiss, Fischer e Schmid, 1998). Isto pode ser associado com o fato de que, dentre
os substratos naturais das lipases, predominam compostos altamente hidrofébicos de cadeia
longa (Park e Park, 2022; Shin e Seo, 2023). O trabalho de Huang e colaboradores (1998)
discute que o acido acético pode reagir preferencialmente com os residuos de serina do sitio
ativo antes de sofrer o ataque nucledfilo pelo 4lcool na reagdo de esterificacdo (Huang, Chang
e Goto, 1998). Esta observagdo também ¢ mencionada por outros trabalhos reportadas na

literatura (Hari Krishna et al., 2001; Lépez-Fernandez et al., 2022).

Nao apenas a estrutura proteica proxima ao sitio ativo ajuda a explicar a dificuldade
das lipases em converter tais substratos. Os reagentes de cadeia curta, sendo polares e capazes
de realizar liga¢des de hidrogénio com grupos polares das lipases, tem consideravel afinidade
por agua. Isso os leva a interagir fortemente com a camada de hidratagdo que circunda as
proteinas (Banik et al., 2016; Bezbradica et al., 2007; Idris e Bukhari, 2012; Laane et al.,
1987; Marty, Dossat e Condoret, 1997). Tal camada ¢ responsavel por dar flexibilidade para
que as lipases (bem como outras enzimas) realizem alteragdes conformacionais necessarias
para a atividade catalitica (Banik ef al., 2017; Branco et al., 2009; Klibanov, 2001; Malcata et
al., 1992). Em meios organicos isentos de dgua, esta flexibilidade ¢ bastante limitada baseada
no fato de que apenas a agua de hidratacdo ao redor da enzima permanece, sem nenhuma
outra agua livre no meio (Klibanov, 2001). O trabalho de Laane e colaboradores (1987)
(Laane et al., 1987) sugeriu que substratos polares podem vir a se acumular na camada de
hidratacdo das enzimas, chegando a um nivel de concentracdo que pode levar a desnaturagao
das enzimas; o trabalho de Hari-Krishna e colaboradores (2001) atesta isso
experimentalmente, observando que apds a lavagem com 4gua da lipase imobilizada
Lipozyme IM-20, utilizada na sintese de acetato de isoamila, observa-se uma acidez residual
na adgua de lavagem, com o biocatalisador sendo desativado ap6s 72 h mesmo em presenca de
solvente (n-heptano) (Hari Krishna et al., 2001). Neste sentido, a presenca de reagentes que

afetem a camada de hidratacdo tende a diminuir ainda mais a flexibilidade enzimatica,
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modificando a estrutura proteica (Branco et al., 2009) e, portanto, reduzindo a atividade

enzimatica.

Esta redugdo de atividade, somada aos efeitos inibitérios proprios de cada reagente,
leva a longos tempos de reacdo na sintese enzimatica de ésteres de cadeia curta com
diferentes biocatalisadores, como demonstrado na literatura nas sinteses sem solvente de
acetato de butila (12 h) (Salah, Ben et al., 2007), de acetato de isopentila (6 - 10 h) (Ghamgui
et al., 2006; Giiveng, Kapucu e Mehmetoglu, 2002; Lorenzo et al., 2023; Narwal et al., 2016),
propionato de butila (10 - 24 h) (Dai et al., 2014; Kuperkar et al., 2014), butirato de butila (6 -
10 h) (Rahman et al., 2017; Sharma et al., 2024), valerato de etila (24 h) (Bayramoglu ef al.,
2011; Hussin ef al., 2021) e propionato de benzila (6 - 24 h) (Meneses, de et al., 2019; Sa et
al., 2018). Uma excecdo ¢ a sintese do valerato de etila conduzida por Cébrian-Garcia e
colaboradores (2018) (Cebrian-Garcia, Balu e Luque, 2018), que resultou em 90% de
conversao em sistema sem solvente em apenas 2 h de reacdo com a lipase B de Candida
antarctica imobilizada em tetraetilortosilicato. Contudo, este resultado foi obtido utilizando-
se elevada carga de biocatalisador no meio (12% m/v). Os efeitos de reducdo da atividade
enzimatica pela hidrofilicidade do meio foram, entdo, compensados neste estudo por uma alta
carga de biocatalisador (da qual o tempo de reacdo depende diretamente). Esta estratégia,
contudo, ndo € efetiva economicamente dado o custo alto dos biocatalisadores em
comparagdo com o valor de venda do produto obtido. Com excegdo dos estudos de Sa e co-
autores (2018) (Sa et al., 2018) e Meneses e co-autores (2019) (Meneses, de et al., 2019),
todos os estudos acima citados ndo adotaram estratégias de remog¢ao da dgua formada para
deslocamento do equilibrio da reagdo de esterifica¢do; ainda que ndo discutido explicitamente
por estes estudos, a 4gua formada na reagdo de esterificagdo pode auxiliar na reposi¢do da
camada de hidratacdo das lipases, ajudando a manter a atividade enzimatica e permitindo que
a reacdo atinja rendimentos razoaveis ao longo do tempo (Sousa et al., 2021c). Outro fator
importante a ser citado: todos estes estudos citados envolvem pelo menos 1 reagente com
tamanho de cadeia superior a 3 carbonos, o que ja torna a sintese menos desafiadora que o
caso estudado nesta tese, seja pela menor polaridade/hidrofilicidade, seja pela menor forga
acida (pKa) do acido envolvido. No caso dos alcoois, Chen & Wu (2003) (Chen e Wu, 2003)
reportam que n-propanol e n-butanol (3 e 4 carbonos) tem efeitos deletérios menos intensos
do que metanol e etanol (1 e 2 carbonos) em reagdes de transesterificacdo catalisadas por

Novozym 435 (Chen e Wu, 2003).
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Acido acético e etanol sdo amplamente descritos na literatura como reagentes com
forte poder inibitorio sobre as lipases (Aguieiras et al., 2014; Chulalaksananukul et al., 1990;
Diaz et al., 2010; Foresti e Ferreira, 2005; Gawas, Jadhav e Rathod, 2016; Giliveng, Kapucu e
Mehmetoglu, 2002; Hernandez-Martin e Otero, 2008; Lorenzo et al., 2023; Mangiagalli ef al.,
2022; Marin-Suarez et al., 2019; Martins et al., 2011; Oliveira et al., 2001; Poppe et al.,
2015; Rodrigues et al., 2010; Salah, Ben et al., 2007), atuando como inibidores competitivos
(Claon e Akoh, 1993; Couto et al., 2011; Gawas, Jadhav e Rathod, 2016; Giiveng, Kapucu e
Mehmetoglu, 2002; Hari Krishna et al., 2001; Ikeda e Kurokawa, 2001; Lotti et al., 2015;
Sandoval et al., 2002). Nas sinteses de acetato de butila estudadas por Salah e co-autores
(2007) (Salah, Ben et al., 2007) e Martins e co-autores (2011) (Martins et al., 2011) em n-
hexano, as concentragdes de 4cido acético foram inferiores a 0,4 mol L' (24 g L!). Nas
sinteses de acetato de iso e m-pentila com Novozym 435 sem solventes, estudadas
respectivamente Lorenzo e co-autores (2023) (Lorenzo et al., 2023) ¢ Guveng e co-autores
(2002) (Giiveng, Kapucu e Mehmetoglu, 2002), as concentragdes de 4cido acético foram de
3,6 mol L' (216 g L), reforcando o argumento exposto acima em relagio ao tamanho de
cadeia do alcool envolvido na sintese. Os dados obtidos neste trabalho e mostrados na Tabela
15 também reforgam esta tendéncia — a sintese do acetato de octila catalisada por Novozym
435 atingiu conversoes superiores a 80% em condic¢ao 1:2, com concentracao de acido acético
igual a 2,7 mol L' (162 g L', respectivamente); esta mesma sintese catalisada por Lipozyme
TL IM, na mesma condi¢do 1:2, atingiu conversdo de 36,6% apdés 4 h de reacdo. As
concentragdes de acido acético estudadas, se avaliadas isoladamente, foram toleradas pela

Novozym 435 e parcialmente pela Lipozyme TL IM (no caso da sintese do acetato do octila).

A literatura reporta as dificuldades com as sinteses enzimaticas de ésteres utilizando
o0 acido acético (Bélafi-Bako et al., 2003; Giiveng, Kapucu e Mehmetoglu, 2002; Hari Krishna
et al., 2001; Martinez-Garcia et al., 2024), também devido a sua relativa for¢a acida (pKa =
4,7), que reduz o pH dos arredores da enzima afastando-o da faixa otima de atividade
enzimdtica (Cambou e Klibanov, 1984; Giiveng, Kapucu e Mehmetoglu, 2002; Hari Krishna
et al., 2001; Ikeda e Kurokawa, 2001). Os efeitos deletérios da acidez elevada no meio
reacional foram estudados experimentalmente por Hasegawa e co-autores (2008) (Hasegawa,
Azuma e Takahashi, 2008) na esterificagdo do acido lactico (pKa = 3,8) com o etanol
catalisada por diferentes lipases imobilizadas, atestando a necessidade do uso de solventes
(polares, neste caso) para atenuar a acidez do meio reacional. O trabalho de Langrand e co-

autores (1990) (Langrand et al., 1990) ao estudar as sinteses de ésteres de cadeia curta
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catalisadas por diferentes lipases em presenca de solvente (n-heptano) observou que as
sinteses dos acetatos apresentaram os menores rendimentos quando comparadas aos ésteres
dos acidos propionico, butirico, valérico e capréico com alcoois de 1 a 10 carbonos (Langrand
et al., 1990). Observacdes similares também se encontram no trabalho de Claon e co-autores
(1993) (Claon e Akoh, 1993), que avaliaram uma série de reacdes entre acidos carboxilicos e
alcoois terpénicos (geraniol e citronelol). Neste sentido, a utilizagdo de razdes molares
acido:alcoois elevadas ou a adogao de solventes sao usuais nas sinteses de ésteres envolvendo
o acido acético (Bélafi-Bako et al., 2003; Couto et al., 2011; Giiveng, Kapucu e Mehmetoglu,
2002; Ikeda e Kurokawa, 2001; Langrand et al., 1990; Langrand, Triantaphylides e Baratti,
1988; Martins et al., 2011, 2014; Mehta et al., 2020; Zhang et al., 2021).

A acidez do meio reacional causada pelo acido acético também varia de acordo com
o0 alcool presente no meio reacional. A determinacdo experimental da acidez de 0,00333 mol
de 4cido acético com 0,005 mol de etanol equivale a cerca de 1065 mg KOH g™! de amostra.
Ja a acidez dos mesmos 0,00333 mol de acido acético com 0,005 mol de n-octanol equivale a
cerca de 860 mg KOH g! de amostra. Isso indica que o meio reacional da sintese do acetato
de etila ¢ mais 4acido que o meio da sintese do acetato de octila, ainda que ambos tenham a
mesma quantidade molar de acido acético, trazendo um obstidculo adicional para os
biocatalisadores atuarem nesta sintese. Esta diferenga de acidez no meio pode ser explicada
pelas diferencas de basicidade do etanol e do n-octanol, expressas pelo coeficiente B da
equagdo de Kamlet-Taft ou ainda pela maior possibilidade de dissociagdo do etanol em ions
H" e H3CCH2O" (ion alcoxido) em relagdo ao n-octanol (Kiitt et al., 2018; Sousa et al.,
2021b). A diferenca de acidez do meio reacional acido acético e etanol e o meio acido acético
e n-octanol contribui para justificar o fato de que duas sinteses com a mesma concentragdo de
acido acético atingem conversdes tdo dispares no mesmo intervalo de tempo, como o que
ocorre com as sinteses do acetato de etila e do acetato de octila catalisadas por Lipozyme TL

IM (0% e 38,9% na condicao 1:1 sp).

Outra caracteristica importante do meio reacional na sintese enzimatica do acetato de
etila ¢ a capacidade deste de solubilizar agua. Esta capacidade tem grande impacto na posi¢ao
de equilibrio da reacgdo (Flores et al., 2000; Goldberg, Thomas e Legoy, 1990; Halling, 1994;
Kuo e Parkin, 1996; Svensson et al., 1994; Valivety et al., 1991). Tanto o acido acético
quanto o etanol possuem ampla afinidade por agua e o acetato de etila pode dissolver até 3%
em peso de dgua (PUBCHEM, 2004). Se considerarmos uma conversdao de 20% de acido

acético em acetato de etila partindo de 0,01 mol de acido acético e 0,02 mol de etanol,
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teremos a formagdo de 0,002 mol de acetato de etila (0,1762 g) e 0,002 mol de agua
(0,03602); a quantia de 4gua formada equivale a 20% em peso de acetato de etila e, ainda que
esteja acima da capacidade de absorcao deste, estara dissolvida no excedente de etanol € no
acido acético nao reagido, constituindo uma unica fase no meio reacional. Desta forma, a
hidrolise tende a ser favorecida em detrimento da esterificagdo, justificando a dificuldade

destas sinteses ocorrerem em meios sem solvente.

Para o etanol, a literatura reporta com frequéncia adigdes seriadas deste, visando
manter o nivel de concentragdo baixo para reduzir os efeitos inibitorios/desnaturantes
(Aguieiras et al., 2014; Aguieiras, Erika C.G. et al., 2016; Chen e Wu, 2003; Mangiagalli et
al., 2022; Pereira et al., 2018; Rodrigues et al., 2010) (Hidayat et al., 2014; Lotti et al., 2014).
O etanol liga-se aos dominios ndo cataliticos das lipases, modificando a estrutura proteica e
reduzindo sua atividade e também pode ligar-se ao complexo acil-enzima formado durante a
reacdo (Foresti et al., 2008; Oliveira et al., 2001). O estudo de José e co-autores (2011) com a
Novozym 435 aponta que o etanol tem capacidade de afetar a estrutura secundaria da lipase B
de Candida antarctica (José et al., 2011). No estudo conduzido por Gao e co-autores (2010)
aponta que, quando comparado com alcoois de 3 e 4 carbonos, o etanol desfavorece a
exposi¢do dos residuos hidrofobicos ao redor do sitio ativo da CALB, afetando sua
conformagdo tridimensional e reduzindo sua atividade enzimatica de hidrolise do o6leo de
oliva (Gao et al., 2010). O estudo de Mangiagalli e co-autores (2022) (Mangiagalli et al.,
2022) investigou os efeitos do etanol sob a Novozym 435, identificando dois principais
mecanismos pelos quais o biocatalisador sofre efeitos deletérios causados pelos alcoois de
cadeia curta em altas concentragdes — 1) mudangas conformacionais da enzima que levam a
agregacdo proteica e inativagdo irreversivel do biocatalisador; e ii) enfraquecimento das
interacdes enzima-suporte que resulta na dessor¢do da enzima meio reacional. Ressalta-se que
este estudo foi conduzido apds o biocatalisador ter passado por um processo de liofilizacao,
para isolar os efeitos decorrentes da camada de hidratagdo da enzima e avaliar apenas as
mudancgas conformacionais e as relacionadas ao suporte de imobilizacdo. Adicionalmente,
frisa-se que estas observagdes foram feitas com o biocatalisador mais robusto e tolerante a
reagentes de cadeia curta testado neste trabalho (Novozym 435), sugerindo que efeitos
deletérios como estes possam ter ocorrido com os outros biocatalisadores (Lipozyme RM IM
e Lipozyme TL IM). Outros trabalhos na literatura destacam a capacidade dos alcoois de
cadeia curta de dissolver suporte de imobilizacdo das lipases e a consequente desorcdo da

enzima do suporte (Aguieiras et al., 2016; José et al., 2011; Mangiagalli et al., 2022). O
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trabalho de Aguieiras e colaboradores (2016) mostra que a incubagdo dos biocatalisadores
Novozym 435, Lipozyme RM IM e Lipozyme TL IM em etanol por 2 h resultou em reducdo
da atividade enzimatica de esterificagcao/transesterificacao; além disso, observaram dessor¢ao
das enzimas do suporte para os 3 casos e dissolucdo/alteracao textural dos suportes de
imobilizagdo para Novozym 435 e Lipozyme TL IM na incubacdo com etanol (Aguieiras,
Erika C.G. et al., 2016). Nas sinteses realizadas com acido acético e etanol catalisadas tanto
por Lipozyme RM IM quanto por Lipozyme TL IM, observou-se intenso turvamento do meio
reacional ao término do periodo avaliado, sugerindo possivel dissolu¢do do suporte de
imobilizacdo dos biocatalisadores. A dissolu¢do do suporte de imobilizagdo, ainda que
parcial, desestrutura o biocatalisador na reagdo e traz prejuizos para o processo — perda da
estabilidade operacional (e potencialmente redug¢ao da capacidade de reuso) e contaminagao

do produto formado, levando a necessidade de etapas adicionais de purificacao.

Por fim, vale a pena destacar a diferenga entre atividade enzimatica de esterificacdo e
de hidrélise. Ainda que os trés biocatalisadores apresentem atividades de esterificagcdo entre
1000 e 4000 U g'!, as atividades hidroliticas destes sdo muito diferentes, conforme reportado
nos trabalhos de Hernandez-Martin & Otero (2008) e¢ Martins e co-autores (2014)
(Hernandez-Martin e Otero, 2008; Martins et al., 2014). A atividade enzimatica de hidrolise
da tributirina (triglicerideo com cadeia graxa curta) é de 3000 U g! para a Novozym 435, 40
U g'! para a Lipozyme RM IM e 20000 U g para a Lipozyme TL IM (Herndndez-Martin e
Otero, 2008). Quando considerada as atividades hidroliticas baseadas na hidrélise do 6leo de
soja, tem-se para 3,6 U g™! para Novozym 435, 13,6 U g'! para Lipozyme RM IM e 16,6 U g’!
para Lipozyme TL IM, indicando que a Lipozyme TL IM tem atividade hidrolitica 4,6 vezes
maior que a Novozym 435 nas condi¢des avaliadas (Martins et al., 2014). Quando
consideradas as atividades hidroliticas baseadas na hidrélise do 6leo de oliva, tem-se 37,2 U
g’! para Novozym 435, 67,4 U g”! para Lipozyme RM IM e 1290 U g'! para Lipozyme TL IM,
indicando que a Lipozyme TL IM tem atividade hidrolitica 34,9 vezes maior que a Novozym
435 nas condigoes testadas (Freitas et al., 2007; Soares et al., 1999). Esses dados demonstram
dois aspectos importantes: a baixa afinidade da Lipozyme RM IM por substratos de cadeia
curta e a alta atividade hidrolitica da Lipozyme TL IM. No caso das sinteses de ésteres de
cadeia curta, além de todas as questdes ja discutidas sobre as dificuldades das lipases atuarem
nesses meios, a Lipozyme TL IM possui maior atividade de hidrolise dos ésteres do que
atividade de sintese. Isto ndo significa, todavia, que a Lipozyme RM IM e Lipozyme TL IM

sejam biocatalisadores inapropriados para a sintese de ésteres, como pode ser verificado por
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varios exemplos de suas aplicagdes com este fim (Anschau et al., 2021; Hari Krishna et al.,
2001; Martins et al., 2013a; Paludo et al., 2014; Richetti et al., 2010; Serrano-Arnaldos et al.,
2020) além dos dados da Tabela 15 para ésteres de cadeia longa. Todavia, a conjuncao de
fatores intrinsecos (baixa afinidade enzimatica pelos substratos de cadeia, alta atividade
hidrolitica) e extrinsecos (reagentes hidrofilicos capazes de solubilizar a dgua na fase

organica) levam a um resultado insatisfatorio para o processo biocatalitico aqui estudado.

Considerando todos os efeitos deletérios dos reagentes de cadeia curta sobre as
lipases, ¢ desejavel que as concentragdes destes sejam relativamente baixas. Contudo, para
evitar o uso de solventes e todas as implicagdes negativas destes para o processo, as reacdes
em sistema multicompetitivo se mostram como alternativa promissora, ja que ¢ possivel
sintetizar os ésteres de cadeia curta de forma conjugada a outros ésteres de interesse, contanto
que as concentragdes dos reagentes de cadeia curta sejam toleradas pelo biocatalisador
selecionado. As esterificagdes dos acidos estudados com o etanol (C2) atingem menores
conversdao do que as com o n-octanol (C8), o que pode ser exemplificado pela grande
diferen¢a das conversodes atingidas nas sinteses do oleato de etila (49,9%) e do oleato de octila
(89,4%) catalisadas por Lipozyme RM IM em condi¢do equimolar. De forma similar, as
esterificacdes do acido acético (C2) também apresentam menores conversdes do que as

esterificacdes dos acido céprico (C10) e oleico (C18), de acordo com os dados mostrados na

Tabela 15.

6.1.2 KEsteres/reagentes de cadeia média e longa — reacées individuais

Para as reagdes individuais com os reagentes de cadeia média e longa (4cido caprico,
acido oleico, n-octanol), observaram-se conversdes superiores a 50% em 4 h de reacdo, em
concordancia com o que se observa na literatura de modo geral (Aguieiras et al., 2019;
Jaiswal e Rathod, 2019; Kuo et al., 2012; Madras, Kumar e Modak, 2004; Pereira et al., 2018;
Rocha, Gil e Garcia, 1999; Serrano-Arnaldos et al., 2019; Sose, Bansode e¢ Rathod, 2017;
Sousa et al., 2020; Sousa et al., 2021a). A medida que a hidrofobicidade inicial do meio
reacional aumenta devido a presenca de reagentes de cadeia média ou longa, as conversoes
aumentam, mesmo quando avaliadas as reacdes sem deslocamento do equilibrio quimico
(equimolar, sem peneira molecular). Em outras palavras, a posicdo de equilibrio dessas
reacoes situa-se mais na direcdo da esterificacdo do que na direcdo da hidrélise, conforme

indica o ja mencionado estudo de Flores e co-autores (2000) (Flores et al., 2000). Efeitos
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mais intensos de solvatagdo dos ésteres de cadeia longa (hidrofébicos) sdo esperados em
meios cujo acido e/ou alcool de origem também sdo hidrofobicos, o que nido ocorre tdo
intensamente com ésteres de cadeia curta (relativamente hidrofobicos, pouco hidrofilicos)
com dacidos e alcoois de cadeia curta (mais hidrofilicos). Esta intensificacdo da solvatagdo
diminui a atividade termodindmica dos ésteres e, somada a um particionamento natural da
dgua formada em sistemas livre de solventes, leva o processo a ser menos suscetivel a
hidrélise, o que significa estar mais deslocado em dire¢ao a sintese (Flores et al., 2000;

Sandoval et al., 2002; Sousa et al., 2021b).

Para evidenciar o efeito da presenca de reagentes de cadeia média e longa, pode-se
avaliar o caso das sinteses com 4cido acético e n-octanol (C8), que em condi¢do de excesso
estequiométrico (1:2) superaram 80% de conversdo em 4 h de reac¢do, chegando a um méaximo
de cerca de 89,0% na presenga de peneira molecular com Novozym 435. A mesma condi¢ao
reacional (1:2 cp) na sintese com acido acético e etanol (C2) catalisada por Novozym 435
atingiu apenas 7,5% de conversdo. Comparagdo equivalente pode ser feita com a Lipozyme
TL IM, que na condi¢do 1:2 cp na sintese do acetato de octila atingiu 53,1% de conversado e
ndo apresentou nenhuma conversao apés 4 h de reagdo na sintese do acetato de etila sob a
mesma condi¢do reacional. Observagoes similares a esta foram obtidas no trabalho de Markus
e colaboradores (2017) comparando a sintese dos acetatos de etila, propila, n-butila, n-pentila,
n-hexila, n-heptila e n-octila, com conversdes crescentes a medida que o tamanho de cadeia
do alcool aumenta (de 31,4% a 76,4% de conversao, respectivamente, usando n-hexano como
solvente) (Markus et al., 2017). O excesso estequiométrico do n-octanol contribuiu para o
deslocamento do equilibrio no sentido da sintese, ao passo que O mesmo excesso
estequiométrico de etanol ndo ocasionou este efeito, considerando que em ambos os casos
tem-se uma menor concentragdo de acido acético comparada a condi¢do equimolar. O excesso
de m-octanol provoca um aumento da hidrofobicidade do meio, favorecendo o
particionamento da dgua formada, reduzindo a probabilidade de hidrdlise e levando a maiores
conversdes do que observado em condi¢do equimolar. Neste caso, os efeitos deletérios do

acido acético (cadeia curta) foram atenuados pelo n-octanol (cadeia média).

Raciocinio similar — atenuagao dos efeitos deletérios dos reagentes de cadeia curta —
aplica-se em algumas das sinteses envolvendo o etanol, como visto nas reagdes com o acido
caprico (cadeia média) e o acido oleico (cadeia longa), que atingiram conversdes superiores a
80% em condigdo equimolar e auséncia de peneira molecular (sem deslocamento do

equilibrio) nas sinteses catalisadas por Novozym 435 (Tabela 15). J4 com a Lipozyme RM
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IM, a mesma concentragdo de etanol nas reagdes com acido céprico e acido oleico resultou,
na maioria dos casos, em conversdes inferiores a 60% no intervalo avaliado (4 h de reagdo),
como no caso das sinteses do caprato de etila e oleato de etila em condicao 1:1, e com a
Lipozyme TL IM, conversodes inferiores a 40%. Estas observacdes sugerem que a Lipozyme
TL IM ¢ mais suscetivel aos efeitos danosos do etanol sob sua atividade enzimética do que
pelos efeitos do 4cido acético. Ja a Lipozyme RM IM foi mais suscetivel aos efeitos danosos

do acido acético do que do etanol nas condi¢des estudadas.

As observacgdes a respeito do comportamento da Lipozyme RM IM e Lipozyme TL
IM podem estar associadas a dois fatores principais: i) hidrofilicidade do suporte de
imobilizacdo, que pode levar a dissolucdo/dessorcdo pelo etanol, ou pode restringir a
transferéncia de massa com o acumulo de dgua adsorvida no suporte (Lipozyme TL IM >
Lipozyme RM IM > Novozym 435) e ii) tolerancia ao etanol (Novozym 435 > Lipozyme RM
IM > Lipozyme TL IM). A literatura confirma essas tendéncias, como afirmado nos trabalhos
de Hernandez-Martin & Otero (2008) e de Aguieiras e co-autores (2016) (Aguieiras, Erika
C.G. et al., 2016; Hernandez-Martin ¢ Otero, 2008). Neste sentido, ainda que reagdes
multicompetitivas possam contornar os gargalos da sintese de ésteres de cadeia curta requer-
se, para o bom desempenho do processo, biocatalisadores suportados em materiais
relativamente hidrofobicos e tolerantes a altas concentragdes de alcoois e acidos de cadeia
curta. Para biocatalisadores com suportes hidrofilicos e menos tolerantes, faz-se necessario
reduzir as concentracdes dos reagentes de cadeia curta ou adotar batelada alimentada destes,

ou ainda aumentar sobremaneira o tempo de reagdo para atingimento de conversdes altas.

J& nas reagdes individuais dos 4cidos caprico e oleico com o n-octanol observa-se
pelos dados da Tabela 15 uma menor dependéncia de estratégias de deslocamento do
equilibrio para atingimento de altas conversdes (acima de 80%), com excecdo da sintese do
caprato de n-octila catalisada por Lipozyme TL IM em condi¢do equimolar sem remocao da
adgua formada (1:1 sp), que atingiu 69,9% de conversdo. Esses resultados podem ser
atribuidos tanto a maior hidrofobicidade dos meios reacionais iniciais quanto a
tiposeletividade dos biocatalisadores estudados. A literatura reporta a preferéncia da lipase de
Rhizomucor miehei por substratos de cadeia longa, como atestado no estudo Selmi e co-
autores (1998) (Selmi et al., 1998) e de Arsan & Parkin (2000) (Arsan e Parkin, 2000a), e
revisado no artigo de Rodrigues & Fernandez-Lafuente (2010) (Rodrigues e Fernandez-
Lafuente, 2010), destacando particularmente as sinteses com o acido oleico; ja a lipase de

Thermomyces lanuginosus ¢ amplamente estudada em processos de alcoodlise de triglicerideos
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de cadeia longa (Choong et al., 2018; Fernandez-Lafuente, 2010; Khor et al., 2010; Noro et
al., 2020; Rodrigues et al., 2010; Rodrigues e Ayub, 2011).

6.1.3 KEsteres de cadeia curta, média e longa — sistema multicompetitivo

As reagdes em sistema multicompetitivo atingiram conversdes similares as observadas
nas sinteses dos ésteres de cadeia média e longa para as reagdes catalisadas por Novozym
435. As reagdes em sistema multicompetitivo catalisadas por Lipozyme RM IM atingiram
conversdes similares as observadas em algumas condi¢des reacionais nas sinteses dos ésteres
etilicos (caprato e oleato de etila). Contudo, os resultados de conversdo nas reagdes
individuais dos ésteres octilicos (caprato e oleato de octila) foram superiores aos observados
em sistema multicompetitivo, indicando que as concentragdes de acido acético e etanol foram
prejudiciais para o desempenho da Lipozyme RM IM nas condigdes testadas. De forma ainda
mais intensa, as concentragdes dos reagentes de cadeia curta foram prejudiciais para as
reacdes em sistema multicompetitivo catalisadas por Lipozyme TL IM. As reagdes em
sistema multicompetitivo catalisadas por Lipozyme TL IM tiveram desempenho similar ao
observado nas reagdes individuais com os reagentes de cadeia curta — inferiores a 10% no
tempo de reacdo estudado (4 h), com excecdo da condigdo 1:2 cp, que concilia as duas
estrategias de deslocamento do equilibrio da reacdo — excesso estequiométrico e remogao de
um dos produtos. Neste sentido, ¢ possivel sugerir que, nas reagcdes em sistema
multicompetitivo catalisadas por Lipozyme RM IM ou Lipozyme TL IM, os fatores
intrinsecos — baixa afinidade destas lipases pelos substratos de cadeia curta, alta atividade
hidrolitica destas lipases e baixa tolerancia a altas concentra¢des de acido acético e etanol —
foram mais preponderantes para estes biocatalisadores do que para a Novozym 435. Por sua
vez, os fatores extrinsecos supostamente mais favoraveis para o bom desempenho das lipases
— aumento da hidrofobicidade do meio e reducao da concentragao dos reagentes de maior
potencial inibidor/desativador — tiveram menor influéncia para o resultado geral com
Lipozyme RM IM e Lipozyme TL IM. Desta forma, os sistemas multicompetitivos
apresentam como limitagdo a necessidade do biocatalisador tolerar concentragdes
relativamente altas (ainda que menores do que em reagdes individuais sem solvente) dos

reagentes de cadeia curta envolvidos (neste caso especifico, acido acético e etanol).

As reagdes em sistema multicompetitivo catalisadas por Novozym 435 sofreram maior

impacto da retirada da dgua formada do que do excesso estequiométrico, como pode ser visto
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na Tabela 15 ao comparar a conversao obtida nas condi¢des 1:1 sp (77,1%) e 1:1 cp (88,0%).
A comparacdo entre as condic¢des 1:1 sp e 1:2 sp também ocasionou ganho de conversao (de
77,1% para 84,8%), mas inferior ao observado entre 1:1 sp e 1:1 cp. J&4 a comparacdo entre a
condicdo 1:1 cp e 1:2 cp revela resultados similares de conversdo (88,0% e 89,3%),
reforcando que o sistema foi mais sensivel a remog¢ao da 4gua no deslocamento do equilibrio
do que ao excesso estequiométrico. Analises das concentragdes de agua por Karl Fisher
revelaram maiores concentracdes de dgua na condi¢do 1:2 do que na condigdo 1:1, sugerindo
que o meio reacional 1:2 tem maior capacidade de solubilizar a agua formada no meio
organico do que o meio reacional 1:1, conforme mostrado na Figura 13 (b). Esta capacidade

pode estar associada ao excedente de etanol presente na condigdo 1:2.

Pela analise da Figura 13 (a), € possivel observar que a condi¢do 1:1 cp € que atinge a
maior conversdo em 1 h de reacdo. As condi¢des com excesso estequiométrico (1:2 sp e 1:2
cp) possuem maior concentracdo de etanol no meio reacional e, sendo este um inibidor da
atuacao da lipase imobilizada estudada, tende a reduzir os valores de conversao. A presenga
de maior concentracdo de agua no meio reacional nas condigdes sem peneira molecular (1:1
sp e 1:2 sp) sdo as que apresentam as menores conversdes, o que pode estar associado com a
maior dissociacdo do acido acético presente (redu¢do do pH do microambiente enzimatico),
reduzindo a disponibilidade da forma ndo-ionizada deste acido que participa da reagdo de

esterificagao.
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Figura 13: (a) Evolucdo da conversdo (%) dos acidos a ésteres e (b) concentragdo de 4gua no meio
organico ao longo do tempo nas reagdes em sistema multicompetitivo dos acidos acético, caprico e oléico com
etanol e n-octanol catalisadas por Novozym 435 em frasco agitado (200 rpm), 50 °C, 100 U de carga de
biocatalisador, em 4 diferentes condi¢des reacionais — 1:1 e 1:2 sem peneira molecular (sp) e com peneira
molecular (cp).

A menor concentragdo de agua apresentada pela condi¢do 1:1 cp (Figura 13 (b))

coincide com as maiores taxas reacionais apresentadas por esta condi¢do (Figura 13 (a)) em
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comparagdo com as demais condi¢des testadas, reforcando que a remocao da dgua neste caso
tem efeitos positivos tanto no aspecto termodinadmico (deslocamento do equilibrio pela
remogao da dgua formada na rea¢do) quanto no aspecto cinético (maior atividade catalitica da
Novozym 435). A literatura descreve que a lipase B de Candida antarctica (Novozym 435,
mantém seu desempenho catalitico mesmo em meios com baixa atividade termodinamica da
agua, o que ja ndo ocorre com as lipases que formam os demais biocatalisadores — lipase de
Rhizomucor miehei (Lipozyme RM IM) e a lipase de Thermomyces lanuginosus (Lipozyme
TL IM), com o6timos de atividade de agua em 0,55 e 0,77, respectivamente (Adlercreutz,
2013; Valivety et al., 1992). O impacto da retirada da 4gua do meio reacional também fica
bastante evidente ao comparar a condicdo 1:2 sp e 1:2 cp nas reagdes catalisadas por
Lipozyme TL IM, conforme dados da Tabela 15. Neste caso, soma-se a essa discussdo os
efeitos das concentragdes dos reagentes de cadeia curta no meio — em 1:2, temos menores
concentragdes de acido acético (efeito cinético positivo), maiores concentragdes de etanol
(efeito cinético negativo, efeito termodindmico positivo) e maior teor de agua (efeito cinético
positivo, efeito termodindmico negativo), sendo o resultado obtido (53,7% de conversdo apds

4 h de reagdao) uma provavel resultante destes fatores.

Tendo em vista que as reagdes em sistema multicompetitivo com Novozym 435
mostraram conversdes similares ou superiores as obtidas nas reagdes individuais
(particularmente as que envolvem reagentes de cadeia curta), trés possibilidades foram
levantadas para discussdo mais ampla: i) a hidrofobicidade inicial do meio; ii) a concentragao
dos reagentes com potencial inibidor/desativador no meio; e iii) combinagdes destas. Para
auxiliar a investigacdo destas hipoteses, a Tabela 16 compila os dados relacionados ao logP
(medida da hidrofobicidade) dos meios reacionais e concentracdo dos reagentes de cadeia

curta nas diferentes reacdes individuais e em sistema multicompetitivo.

Tabela 16: Caracteristicas dos meios reacionais nas esterificacdes individuais entre acidos e alcoois e na
esterificacdo em sistema multicompetitivo

i Razio Indice de Concentracao | Concentracao
Reacao molar logP acidez médio de acido de etanol
(mg KOH g) | acético (g L) (gL

Acido Acético+ | 1:1 -0,2 595 520 399

Etanol 1:2 -0,3 360 346 530
Acido Acético +n- | 1:1 1,4 284 280 -
Octanol 1:2 1,9 167 162 -

Acido Caprico + 1:1 1,9 347 - 183
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Etanol 1:2 1,2 266 - 297
Acido Caprico +n- | 1:1 3,5 233 - -
Octanol 1:2 3,4 132 - -
Acido Oleico + 1:1 3,7 180 - 123
Etanol 1:2 2,3 156 - 212
Acido Oleico + n- I:1 53 133 - -
Octanol 1:2 4,5 102 - -
Sistema 1:1 2,6 205 67 78
Multicompetitivo 1:2 3,0 176 50 114

A questdo da hidrofobicidade do meio reacional pode ser estudada tanto sob o
aspecto termodinamico — o equilibrio quimico da reagdao de esterificacdo — quanto pelo
aspecto cinético — o desempenho dos biocatalisadores no meio. Como o meio reacional inicial
em sistema multicompetitivo ja é hidrofobico (logP > 2,0), a 4gua formada no inicio da reagao
tem baixa solubilidade neste e essa solubilidade tende a se reduzir ainda mais a medida que os
produtos, mais hidrofobicos que os reagentes, vao se formando. Assim, ainda que a agua
possa estar pouco solvatada no meio reacional e com alta atividade termodinamica (Flores et
al., 2000), tal hidrofobicidade do meio tende a formar uma segunda fase (distinta da fase
organica) aquosa microscopica no meio, reduzindo a probabilidade de hidrolise, levando a
altas conversdes dos acidos e alcoois aos respectivos ésteres. Ao estudar a sintese de oleato de
etila em SFS, Foresti e colaboradores (2007) observaram, por meio de modelagem
termodindmica, a formacdo de uma segunda fase (aquosa) no meio quando a reagdo atingiu
15% de conversao de acido oleico (Foresti et al., 2007); devido a alta hidrofobicidade da fase
orginica, apenas uma fracdo muito pequena de agua ¢ capaz de ser solubilizada nesta,
insuficiente para deslocar o equilibrio da reacdo no sentido da hidrolise. Desta forma, pode-se
sugerir que um meio reacional hidrofobico, tal como a reagdo em sistema multicompetitivo,
se comporte de maneira similar, particionando a dgua formada em uma fase microscopica
distinta, reduzindo a probabilidade de hidrolise e favorecendo a reacdo no sentido da sintese.
Esta suposicdo se adequa bem aos dados obtidos nas reacdes individuais com o par mais
hidrofébico estudado (4acido oleico e m-octanol), que atingem altas conversdes em éster
mesmo em condi¢do equimolar sem remo¢do da agua formada, independente do
biocatalisador estudado — 84,5% com Novozym 435, 89,4% com Lipozyme RM IM e 83,1%
com Lipozyme TL IM (Tabela 15).

Sob a perspectiva cinética, a hidrofobicidade inicial do meio tende a contribuir com a

preservacdo da camada de hidratagdo das lipases, que lhes permite a flexibilidade necessaria
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para a atividade catalitica (Adlercreutz, 2013; Klibanov, 2001). Por outro lado, a presenga de
reagentes hidrofilicos no meio, como o acido acético e o etanol, pode levar a distor¢des nesta
camada, prejudicando a atividade enzimatica (Banik et al., 2017; Bezbradica et al., 2007;
Branco et al., 2009; Idris e Bukhari, 2012; Laane et al., 1987; Marty, Dossat ¢ Condoret,
1997). Com a redugdo da atividade enzimatica a cinética reacional fica prejudicada, pois a
lipase tera uma menor capacidade de converter os substratos em ésteres em um dado intervalo
de tempo. No estudo de esterificagdes com diferentes acidos e alcoois, varios autores
demonstram a relagdo entre o aumento do tamanho de cadeia de um dos reagentes (ou
hidrofobicidade do meio) e o aumento das conversdes ao longo do tempo (Chen et al., 2023;
Diaz et al., 2010; Flores et al., 2000; Markus et al., 2017; Martins et al., 2014; Rosset et al.,
2013; Varma e Madras, 2010; Vaysse et al., 2002; Woodcock et al., 2008). A mistura dos
reagentes de cadeia curta, média e longa resulta em um meio reacional inicial hidrofébico
(logP 2,6 na condicao equimolar), ao passo que as reagdes individuais do acido acético e
etanol, acido acético e n-octanol e acido céaprico e etanol sdo consideradas hidrofilicas (logP <
2,0) tanto na condi¢do equimolar quanto em excesso dos alcoois, variando de -0,2 a 1,9
(Tabela 16). A reagdo individual do acido acético com o n-octanol catalisada por Novozym
435 na condigdo 1:2 (logP 1,9) atingiu conversdao proxima de 90% em 4 horas de reacgio; as
reacoes do acido caprico com o etanol também alcancou similar conversdao, com especial
destaque para a condi¢dao 1:2, de logP 1,2, que atingiu 93,1%. Por outro lado, reagdes com
logP hidrofobico, como as reagdes individuais do 4cido oleico com o etanol catalisadas por
Novozym 435 atingiram conversdes inferiores a 80%, conforme mostrado na Tabela 15.
Ainda que os dados da Tabela 15 mostrem uma tendéncia de aumento das conversoes das
reacoes individuais a medida que aumenta o tamanho de cadeia dos reagentes,
independentemente do biocatalisador utilizado, o logP isoladamente ndo parece ser um
parametro adequado para mensurar esta tendéncia, hipotese apontada por Halling (1990;
1994; 2004) que sugere que outras propriedades do solvente (ou, de forma extrapolada, do
meio reacional) possam se correlacionar mais efetivamente com os efeitos observados nas

enzimas em reacdes em equilibrio (Halling, 1990, 1994; Halling et al., 2004).

A influéncia da hidrofobicidade inicial do meio reacional nos sistemas
multicompetitivos, independentemente dos componentes do meio, foi avaliada pela
comparagdo com uma rea¢do individual de mesmo logP que a reagdo em sistema
multicompetitivo. Para tal, utilizou-se adcido nonanoico (C9) e n-pentanol (C5), cuja mistura

em razdo molar 1:1 resulta no logP 2,6 para compara-la com a reagdo em sistema
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multicompetitivo 1:1. Utilizando-se a mesma carga dos biocatalisadores Novozym 435,
Lipozyme RM IM e Lipozyme TL IM (100 U), mesmo volume reacional, agitagdo e
temperatura que as reagdes em sistema multicompetitivo atingiram-se conversoes de 86,2%,
81,8% e 82,2%, respectivamente, apds 4 h de reacdo. Tanto o &cido nonandico quanto o n-
pentanol ndo s3o descritos na literatura como reagentes de efeito inibitorio pronunciado, ja
que sinteses em meios sem solvente envolvendo estes reagentes atingem altos rendimentos
em tempo curto de reacdo (Gliveng, Kapucu e Mehmetoglu, 2002; Lopez-Fernandez et al.,
2022; Narwal et al., 2016). Isto evidencia mais intensamente os efeitos da hidrofobicidade
inicial do meio sobre o desempenho das lipases. Sem considerar os efeitos deletérios causados
pelos reagentes de cadeia curta, um meio reacional tdo hidrofoébico quanto a reagdo em
sistema multicompetitivo aqui estudada, levaria a reagdo a atingir niveis de conversdao
similares com os trés biocatalisadores testados. A abordagem de considerar uma mistura de
acidos como um unico acido, assim como uma mistura de alcoois como um unico alcool para
fins de simplificacdo, ndo ¢ inédita na literatura (Flores et al., 2000; Serrano-arnaldos et al.,
2021). Sendo o logP um pardmetro limitado para a comparar a reagdo em sistema
multicompetitivo com uma suposta “reacdo modelo”, a utilizagdo de tal reacdo para
simplificar o estudo de aspectos termodindmicos e cinéticos relevantes (como atividade
termodindmica dos produtos ou parametros cinéticos de Michaelis-Menten) fica inviabilizada.
Estes resultados apenas reforcam a hipotese sugerida anteriormente — ainda que a
hidrofobicidade geral do meio reacional favoreca a atividade enzimatica de esterificacdo dos
biocatalisadores, a presenga de reagentes com possiveis efeitos deletérios e os efeitos

particulares destes sobre cada biocatalisador continua sendo muito relevante para o caso.

A concentragdo dos reagentes de maior potencial inibitdrio sobre as lipases
imobilizadas diz respeito a cinética reacional, mas também diz respeito a propria viabilidade
técnica da sintese, devido a possivel inativacdo do biocatalisador na presenca destes. Dentre
todos os meios reacionais avaliados, conforme dados da Tabela 16, as concentragdes de acido
acético variaram de 50 a 520 g L'! e as de etanol variaram de 78 a 530 g L. Para a Novozym
435, os impactos mais relevantes na conversao apdés 4 h se deram nas reagdes com
concentragdes superiores a 280 g L' de 4cido acético e concentragdes superiores a 399 g L™!
de etanol. Ja para a Lipozyme RM IM, concentragdes mais baixas destes dois reagentes — 162
g L de 4cido acético e 123 g L' de etanol — j4 tiveram impacto drastico na conversdo apos 4
h de reacdo. Para a Lipozyme TL IM, ainda que as concentragdes de acido acético na sintese

do acetato de n-octila tenham sido maiores que as do sistema multicompetitivo e ainda que as
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concentragdes de etanol na sintese do oleato de etila também tenham sido maiores que as do
sistema multicompetitivo, a presenga conjunta destes dois reagentes pode ter contribuido para
as conversdes proximas ou iguais a zero observadas com este biocatalisador nas reagdes do
sistema multicompetitivo no intervalo estudado (Tabela 15). Alguns poucos trabalhos da
literatura envolvendo esterificagdes com o acido acético sdo conduzidos em sistemas livres de
solvente (Giiveng, Kapucu e Mehmetoglu, 2002; Lorenzo et al., 2023; Nyari et al., 2018),
obtendo altos rendimentos em reagdes catalisadas por Novozym 435 com concentragdes de
até 216 g L' de 4cido acético. Os tempos de reagdo nestes trabalhos foram de 6 até 8 h de
reacdo. Em outros trabalhos consultados, as concentragdes de acido acético foram menores
que 30 g L' (Alves et al., 2014; Diaz et al., 2010; Graebin et al., 2012; Markus et al., 2017;
Martins et al., 2014; Salah, Ben et al., 2007), inferiores ao estudado aqui, particularmente o
sistema multicompetitivo. Dentre estes trabalhos citados, apenas o trabalho de Salah e co-
autores (2007) utiliza um biocatalisador distinto (lipase imobilizada de Rhizopus oryzae) dos
estudados neste trabalho (Salah, Ben et al., 2007). Na condi¢do 1:1, o meio reacional para
sintese individual do acetato de etila possui concentracio de 4cido acético de 520 g L' e
indice de acidez inicial 595 mg KOH g''; na condigio 1:2, este meio reacional apresenta 346
g L' e indice de acidez inicial 360 mg KOH g'!. Quanto mais elevada a concentracio de
acido acético e/ou etanol, maior a probabilidade de inibicdo enzimatica das lipases. A reagdo
entre acido acético e n-octanol em condi¢do equimolar com Novozym 435 atinge apenas
22,0% de conversdao em 1 h, ao passo que as demais reagdes individuais com acido céprico e
acido oleico estudadas superam a marca de 50% de conversdo no mesmo tempo com a mesma
carga de biocatalisador Novozym 435 (100 U), conforme pode ser visto na Figura 11. Isto
indica o efeito inibitério do dcido acético sob a Novozym 435 nesta concentracio (162 g L™);
a mesma concentragdo, por outro lado, inativou a Lipozyme RM IM e permitiu alcangar
conversao similar (24,9%) apenas apds 4 h de reacdo para a reagdo catalisada por Lipozyme

TL IM.

A natureza especifica de cada meio reacional — ou mais especificamente, as
concentragdes de acido acético e etanol — parece ter maior impacto para o desempenho da
Lipozyme RM IM e Lipozyme TL IM do que a hidrofobicidade resultante do meio. Para
sustentar tal afirmacgdo, estudaram-se sistemas multicompetitivos com concentracdes
inferiores a 50 g L' de 4cido acético e 114 g L'! de etanol, utilizando 100 U de carga de
biocatalisador a 50 °C, em presenca de peneira molecular 3A. Adotaram-se as concentragdes

de 25 g L! de 4cido acético e 57 g L™ de etanol para os testes, compensando o sistema com
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quantidades adicionais dos outros 4cidos e do n-octanol para manter a mesma razao molar
acidos:alcoois (1:1). O logP calculado deste meio reacional ¢ de 3,3 (hidrofobico), superior
aos das condigoes 1:1 e 1:2 nas reagcdes em sistema multicompetitivo (2,6 e 3,0,
respectivamente). As conversoes foram avaliadas em 4 h e 24 h de reacdo. A reagdo do
sistema multicompetitivo catalisada por Lipozyme RM IM nesta condi¢do resultou em
conversao de 49,4% apdés 4 h e 64,0% apds 24 h de reacdo; ja a reacdo em sistema
multicompetitivo catalisada por Lipozyme TL IM resultou em conversao de 47,1% apds 4 h e
69,4% apos 24 h de reagdo. As diferengas de conversao observadas entre 4 e 24 h (14 e 22%
de aumento) com os dois biocatalisadores testados atestam os efeitos inibitorios do acido
acético e do etanol, que neste caso, estdo em um nivel de concentracdo toleravel por estes
biocatalisadores. O maior ganho de conversao nesta avaliacdo foi para a reagdo catalisada por
Lipozyme TL IM que, na condic¢do 1:1 do sistema multicompetitivo (concentragio de 50 g L™!
de 4cido acético e 114 g L! de etanol), ndo tinha apresentado nenhuma conversdo observavel
apos 4 h de reagdo. Para a Lipozyme RM IM, contudo, uma diferenca bem menos
pronunciada foi observada — em concentragdes maiores de acido acético e etanol, a conversao
apds 4 h de reagdo havia sido de 40,0%. Os resultados confirmam o descrito na literatura
sobre a menor tolerancia destes biocatalisadores ao acido acético e ao etanol em relacdo a
Novozym 435 (Aguieiras, Erika C.G. ef al., 2016; Aljawish et al., 2019; Hernandez-Martin e
Otero, 2008; Martins et al., 2014). Contudo, nestes casos nem a redu¢do da concentracao do
acido acético e do etanol e nem o consequente aumento da hidrofobicidade inicial do meio
foram suficientes para obter conversdes acima de 80% no intervalo estudado. Para aplicar
estes biocatalisadores no sistema multicompetitivo aqui estudado, seria necessario reduzir
ainda mais as concentracoes destes reagentes, obtendo concentracdes muito reduzidas dos
respectivos ésteres, ou adotar sistemas de bateladas alimentadas. Outras possibilidades seriam
aumentar o tempo de reagdo ou aumentar o excesso estequiométrico dos alcoois. Estas
estratégias, contudo, ndo foram consideradas por prejudicar as métricas de processo em busca

de uma potencial viabilidade técnico-economica.

Estes resultados indicam que, ainda que a reacdo em sistema multicompetitivo no
geral seja favoravel a atividade do biocatalisador e ao atingimento de altas conversdes em
ésteres, a natureza especifica de cada componente das misturas acida e alcoolica tem grande
impacto no desempenho dos biocatalisadores € no processo como um todo. Ainda neste
sentido, realizaram-se experimentos customizando o sistema multicompetitivo para investigar

mais os efeitos do acido acético e do etanol nas sinteses. Como as reagdes catalisadas por
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Lipozyme RM IM pareceram muito suscetiveis aos efeitos do acido acético, estudou-se qual
seria 0 desempenho deste biocatalisador na reagdo em um sistema multicompetitivo composto
de acido caprico, acido oleico, etanol e n-octanol (sem acido acético) em condigdo 1:1 cp.
Analogamente, como as reagdes catalisadas por Lipozyme TL IM pareceram muito
suscetiveis aos efeitos do etanol, estudou-se qual seria o desempenho deste biocatalisador na
reacdo em um sistema multicompetitivo composto de acido acético, acido caprico, acido
oleico e n-octanol (sem etanol) em condicao 1:1 cp. E por fim, como as reagdes catalisadas
por Novozym 435 demonstraram maior tolerancia ao acido acético em concentragdes
relativamente altas, mas ndo tdo altas quanto nas sinteses individuais, estudou-se qual seria o
desempenho deste biocatalisador na sintese de um sistema multicompetitivo com uma
concentracdo bastante elevada de 4cido acético (216 g L', conforme o méaximo descrito na
literatura). O sistema multicompetitivo sem acido acético em reagdo catalisada por Lipozyme
RM IM atingiu 88,3% de conversdo apo6s 4 h de reacdo confirmando os efeitos deletérios do
acido acético, que provavelmente levou a inativacdo do biocatalisador nas concentragdes
estudadas. Este resultado também indica que seria possivel adotar reagdes em sistema
multicompetitivo com a Lipozyme RM IM, contanto que estes ndo tenham acido de cadeia
curta (podendo conter apenas alcool de cadeia curta) sobre este biocatalisador. O sistema
multicompetitivo sem etanol em reagdo catalisada por Lipozyme TL IM atingiu 44,5% de
conversao apos 4 h de reagdo. Este resultado se aproxima do obtido com este biocatalisador
na sintese do acetato de octila em condi¢do 1:1 cp (38,3%), indicando que neste caso a
presenca do 4acido acético (57,7 g L'!) continua limitando a cinética reacional no intervalo
estudado. A reagcdo em sistema multicompetitivo com concentracdo mais elevada de acido
acético (216 g L) catalisada por Novozym 435 atingiu 55,6% de conversdo apos 4 h de
reacdo. Esta conversao ¢ similar a observada na sintese do acetato de octila em condigao 1:1
cp (51,0%) no mesmo intervalo de tempo estudado, que tem concentragdo de acido acético de
280 g L"!. Este resultado indica que as altas concentracdes de acido acético reduzem as taxas

reacionais promovidas pela Novozym 435 no intervalo estudado, provavelmente por inibigao.

Considerando que a Novozym 435 foi o Unico biocatalisador apto a obter conversdes
proximas a 90% com o sistema multicompetitivo proposto (com quantidades equivalentes dos
trés acidos e dois alcoois) no intervalo estudado, estudou-se a evolugao da conversao ao longo
do tempo do sistema multicompetitivo em comparagdo com as rea¢des individuais, conforme
mostrado na Figura 14. Nota-se, pela andlise do grafico (Fig. 14) que o comportamento

cinético da reagdo em sistema multicompetitivo foi similar ao comportamento cinético das
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reacdes de sintese dos ésteres de cadeia mais longa (caprato de etila, caprato de octila, oleato

de etila e oleato de octila).
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Figura 14. Evolucao da conversdo (%) dos acidos a ésteres ao longo do tempo nas reagoes individuais de sintese
do acetato de octila, caprato de etila, caprato de octila, oleato de etila e oleato de octila e em sistema
multicompetitivo dos acidos acético, caprico e oléico com etanol e n-octanol. Todas as reagdes foram catalisadas
por Novozym 435 em frasco agitado (200 rpm), 50 °C, 100 U de carga de biocatalisador, na condi¢ao de razio
molar 4cidos:alcoois 1:1 ¢p (com peneira molecular).

Um estudo cinético mais detalhado do sistema multicompetitivo, visando a
determinagdo da velocidade maxima da reagao e as constantes cinéticas de Michaelis-Menten,
nao seria trivial tal como o € para esterificagdes (individuais) catalisadas por lipases
imobilizadas (Chowdhury e Mitra, 2015; Foresti et al., 2008; Garcia, T. et al., 1999; Kuperkar
et al., 2014; Lorenzo et al., 2023; Paiva, Balcao e Malcata, 2000; Silva, da et al., 2021; Zhang
et al., 2021). Neste estudo tem-se um meio reacional complexo com multiplos substratos em
uma reagao sem solvente. Alguns trabalhos da literatura ao estudar os parametros cinéticos de
Michaelis-Menten em reagdes envolvendo matrizes complexas, como por exemplo, 6leos
vegetais (mistura de triglicerideos), consideram o 6leo como sendo um Unico substrato (uma
unica molécula). Esta premissa soa razoavel para o caso dos 6leos que tem uma composi¢ao
de triglicerideos de tamanho de cadeia similar, como por exemplo o 6leo de coco, rico em

triglicerideos de 12 a 14 carbonos. O trabalho de Serrano-Arnaldos e co-autores (2021)
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desenvolveu um modelo cinético simplificado para estudar a sintese de ésteres cetilicos a
partir de uma mistura de acidos de 12 a 18 carbonos no qual a mistura, para fins cinéticos, foi
considerada como um unico acido (Serrano-arnaldos et al., 2021). Contudo, a literatura nao
descreve (até onde foi pesquisado para esta tese) casos como a mistura acida estudada (C2 -
C10 - C18 em propor¢des equimolares) na qual hd uma variagdo ampla de tamanho de cadeia,
0 que traz um obstaculo para o entendimento se a mistura gera alteragdes consideraveis na
afinidade da enzima (K) pelos substratos no meio. Nossa tentativa de comparar a reagao em
sistema multicompetitivo com uma reacdo modelo baseada na hidrofobicidade (acido
nonanoico, C9, e n-pentanol, C5) atingiu resultado diretamente comparavel apenas quando
mediado por Novozym 435 devido a sua ampla tiposeletividade, mas ndo para as outras
lipases imobilizadas testadas. O aprofundamento desta questdo, contudo, esta fora dos
objetivos desta tese, que visou, essencialmente, identificar se as reagdes em sistema
multicompetitivo podem ser mais eficientes que as reagdes individuais para obtencdo de
¢ésteres de diferentes tamanhos de cadeia por via biocatalitica, propondo um processo a partir
deste conceito. Uma descri¢do mais aprofundada destes sistemas, tanto sob o aspecto cinético

quanto pelo aspecto termodinamico, pode ser estudada futuramente.

Em suma, baseado nos resultados discutidos pode-se sugerir que a reagdo em sistema
multicompetitivo catalisada por Novozym 435 resultou em altas conversdes devido a
conjuncdo destes fatores — aumento da hidrofobicidade inicial do meio reacional e redugdo da
concentracdo dos reagentes de cadeia curta com potencial efeitos danosos para a atividade
enzimatica. Estes efeitos sdo similares aos que podem ser obtidos nas sinteses com solventes
hidrofébicos. Desta forma, sistemas multicompetitivos tem potencial para conciliar a sintese
de ésteres de cadeia curta sem solventes, beneficiando-se das vantagens das sinteses sem
solventes para as métricas do processo. At€ o momento, a discussdo sobre as reagdes em
sistema multicompetitivo e as reagdes individuais girou em torno da conversdo dos acidos em
¢ésteres, sem levar em conta as concentragdes de cada éster obtido. Sob a perspectiva da
concentracdo dos ésteres formados, as reagdes em excesso estequiométrico resultam em
concentracdes menores de produto(s), ainda que atinja(m) conversao igual ou superior as
reacoes em condi¢do equimolar, j& que o volume reacional €, em boa parte, ocupado pelo(s)
alcool(is) excedente. Neste sentido, a avaliacdo desta métrica de processo estard focada em

condi¢des proximas da equimolaridade.
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6.2 Sistema multicompetitivo e reacdes individuais — métricas de processo

O sistema multicompetitivo mediado por Novozym 435 apresentou conversdes
superiores a 70% em todas as condic¢Oes testadas, comportamento similar ao observado nas
reacdes com os acidos mais hidrofobicos — acido caprico e oleico. Esta observagao reforca a
hipotese de que a mistura dos acidos e dos alcoois de diferentes tamanhos de cadeia,
resultando em um meio reacional hidrofébico e com concentragdo moderada dos reagentes de
cadeia curta, propicia boa condi¢do para a atuacdo desta lipase imobilizada, viabilizando a
sintese do éster de cadeia mais curta (acetato de etila) sem solventes. A andlise
cromatografica da reagdo em sistema multicompetitivo na condigdo 1:1 com remogao da dgua
formada (1:1 cp) revela a formacao de todos os ésteres previstos nas seguintes concentragdes:
30,1 g L! de acetato de etila, 56,9 g L' de acetato de octila, 94,2 g L' de caprato de etila,
204,6 g L' de caprato de octila, 217,8 g L'! de oleato de etila e 243.2 g L! de oleato de octila.
Ja na condi¢do 1:2, a reacdo em sistema multicompetitivo obteve as seguintes concentragdes
de produto: 19,0 g L' de acetato de etila, 47,4 g L' de acetato de octila, 55,0 g L''de caprato
de etila, 131,2 g L! de caprato de octila, 93,5 g L' de oleato de etila e 193,0 g L™! de oleato

de octila.

Como esperado, as concentragdes de €steres em 1:1 cp sdo superiores as observadas
em 1:2 cp devido ao excesso estequiométrico dos alcoois nesta condicdo. Em 1:1 cp, as
concentracdes em g L' foram crescentes, do éster de cadeia mais curta (acetato de etila) até o
de cadeia mais longa (oleato de octila). A grande variacdo das concentracdes se da pela
diferenca de massa molar das moléculas em questio. Se consideradas em mol L, as
concentracdes seriam, respectivamente: 0,34 mol L de acetato de etila, 0,33 mol L' de
acetato de octila, 0,47 mol L' de caprato de etila, 0,74 mol L' de caprato de octila, 0,74 mol
L' de oleato de etila e 0,68 mol L' de oleato de octila. J4 em 1:2 cp, percebe-se um
favorecimento da formacao dos ésteres octilicos em detrimento dos ésteres etilicos, ja que a
concentracdo do caprato de octila (0,46 mol L) foi superior a do oleato de etila (0,30 mol L-
1) e a concentragio do acetato de octila foi igual a concentragdo do caprato de etila (0,27 mol
L' para ambas). Este conjunto de resultados esta de acordo com o discutido nos trabalhos de
Parkin e co-autores (Arsan e Parkin, 2000b; Kuo e Parkin, 1996; Lee e Parkin, 2001, 2000),
que discute que as diferencas de tiposeletividade das lipases também dependem de fatores
extrinsecos (como por exemplo, a composi¢do do meio reacional), ndo apenas da afinidade da
lipase por um determinado substrato. Ainda que em 1:2 tenhamos a mesma quantidade molar

de cada alcool, quando comparados entre si, a concentragdo de etanol no meio em 1:2 ¢
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superior a presente em 1:1. Como o etanol tem alto potencial inibidor sobre as lipases,
ligando-se reversivelmente com as lipases — inibigdo competitiva (Mangiagalli et al., 2022;
Robinson, 2015) — sua presenca em maior quantidade no meio propiciou a formag¢ao mais
lenta dos ésteres etilicos, favorecendo a formagao dos ésteres octilicos no intervalo de tempo
estudado (4 h). Neste sentido, a condi¢do 1:1 cp ¢ mais interessante para o processo por: i)
maiores concentragdes de ésteres; ii) melhor balango entre a formagdo dos ésteres etilicos e

octilicos.

Em uma situacdo ideal na qual ndo haja diferenca de tiposeletividade pelo
biocatalisador, seria esperada a formacdo da mesma quantidade de mol de cada um dos
¢ésteres formados, conforme mostrado na Figura 6, no qual € possivel ver qual seria a
concentracdo maxima teorica de cada éster em uma situacao hipotética de 80% de conversao
dos acidos a ésteres sem diferenca de tiposeletividade pelo biocatalisador. Comparando as
concentragdes de cada éster determinadas por CG e convertendo-as em mol, temos uma forma
simplificada de identificar quais produtos foram formados em maior quantidade, expressando
quais substratos foram preferencialmente convertidos e quais reagdes foram favorecidas no
meio. O total de ésteres formados no meio ¢ entdo, a soma das concentragdes individuais de
cada éster formado, permitindo comparar as reagcdes em sistema multicompetitivo (que
formam varios ésteres simultaneamente) com as reacdes individuais (que formam um tUnico

éster).

Baixas conversdes podem eventualmente estar associadas a altas concentragdes de
produto devido a auséncia de solventes no meio. No entanto, ndo apenas a conversao ou a
concentragdo do produto sdo importantes, mas também ¢ preciso levar em conta a
produtividade catalitica e a produtividade volumétrica. Por exemplo, na sintese do acetato de
etila em reacdo individual, catalisada por Novozym 435 na condi¢do 1:1 cp, atingiu-se
conversdo de 17,7%, que resulta em concentragdo de acetato de etila de 135 g L. Ainda que
esta concentragao seja relativamente alta por se tratar de reacao sem solvente, 85% do volume
total ao término da reagcdo sdao ocupados por reagente ndo-reagido, resultando em
produtividade volumétrica (STY) de apenas 0,04 L L' h! de acetato de etila por litro de
reator. A produtividade catalitica desta sintese, conduzida com 100 U de Novozym 435
(equivalente a 1,3% em massa de carga de biocatalisador em rela¢do a massa total do meio), é

de apenas 9,1 g produto g! biocatalisador.

Condigdes proximas a equimolaridade sdo desejaveis em termos de métricas de

processo, ndo apenas em relacdo a concentragdo do(s) produto(s). Na condi¢do equimolar (1:1
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cp), a reacdo em sistema multicompetitivo alcanca concentragio total de 3,3 mol L de
produtos, produtividade volumétrica de 0,23 L L h! e produtividade catalitica de 77,9 g g’
por ciclo de reagdo; ja na condig¢do 1:2 (cp), o sistema multicompetitivo alcanga concentracao
2,0 mol L de produtos, produtividade volumétrica de 0,16 L L h'! e produtividade catalitica
de 63,3 g g! por ciclo de reacdo. As demais métricas comparando rea¢des individuais e as

reacdes em sistema multicompetitivo estdo apresentadas na Tabela 17.

Tabela 17: Métricas de processo das reacdes individuais entre 4acidos e alcoois e das reagdes
em sistema multicompetitivo catalisadas por Novozym 435 (100 U) em frasco agitado.

Reacao Razdao Conversiao Concentracio Produtividade
molar (%) de éster catalitica por STY
ciclo

(gL @molL") (gg") (@molg') (LL'h') (molL!h")

Acido 1:1 17,7 135,0 1.5 9.1 0,10 0,04 0,38
oo s
Acético 12 7.5 38,1 0,4 3.8 0,04 0,01 0,10
Etanol
Acido 1:1 51,0 4134 24 378 022 0,12 0,60
it
Acetico 1:2 89.6 4169 24 449 026 0,12 0,60
n-Octanol
Acido 1:1 86,6 688,4 3.4 756 037 0,20 0,85
Céprico +
Etanol 122 93,1 6016 3.0 542 027 0,17 0,75
Acido 1:1 90,6 7364 2.6 749 026 021 0,65
N
Caprico 1:2 92.8 5202 1.8 614 022 0,15 0.45
n-Octanol
Acido 1:1 78.5 6500 2.1 708 023 0,19 0,53
Oleico + 1:2 77.4 554.6 1.8 629 0,20 0,16 0,45
Etanol
Acido 1:1 87.3 726.9 1.8 1002 025 021 0,45
e
Oloe‘co A P 87.3 5455 1.4 60,1 0,15 0,16 0,35
ctanol
Sistemna 1:1 88.0 801,7 29 69.8 026 0,23 0,72
Multicom-  1:2 89.1 5391 22 633 026 0,16 0,55
-petitivo

Os dados referem-se apenas as sinteses estudadas com peneira molecular (1:1 cp e 1:2 cp) no meio reacional.

E possivel observar que o sistema multicompetitivo apresenta métricas de
desempenho superiores as dos ésteres de cadeia mais curta (acetato de etila e acetato de
octila) individualmente e similares a dos ésteres de cadeia média e longa. Deve ser ressaltado
que todas as métricas calculadas sdo influenciadas pela massa molar dos compostos

envolvidos; logo, ésteres de cadeia média e longa geram indicadores numericamente maiores
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em g L', o que torna necessaria a comparagdo em mol. A Tabela 17 também revela mais
explicitamente o impacto do excesso estequiométrico nas métricas do processo, como em
sinteses que alcangam conversdes similares nas condi¢des 1:1 e 1:2 — caprato de octila, oleato
de etila, oleato de octila e as reacdes em sistema multicompetitivo. Ainda que a condicao 1:2
na sintese do acetato de octila tenha atingido conversdo muito superior a observada na
condi¢do 1:1, os indicadores de concentragdo de produto, produtividade catalitica e STY
pouco se alteraram. Neste sentido, o ganho em conversao, isoladamente, nao representa uma
melhoria no processo. Na literatura ¢ possivel encontrar diversos estudos nos quais altas
conversdes de reagentes sdo atingidas mas em condigdes de excesso estequiométrico tao altas
ou superiores a 1:3 (Aljawish et al., 2019; Baek et al., 2020; Corréa et al., 2016; Dai et al.,
2014; Nyari et al., 2018; Pereira ef al., 2018; Sharma et al., 2024; Vadgama, Odaneth e Lali,
2015) e que, se calculadas, indicariam métricas pouco atrativas para um processo industrial.
Adicionalmente, as sinteses em que a diferenca de conversdo entre a condigdo 1:1 e 1:2 foi
pequena (em torno de 5% ou inferior), reforcam a necessidade de se adotar razdes molares
proximas (ou igual) a equimolaridade para favorecer as métricas de concentracdao de produto e

STY.

A maioria dos trabalhos na literatura reportam apenas a conversao obtida, o que
dificulta a comparagdo direta entre as métricas mostradas na Tabela 17 e as obtidas em outros
estudos da literatura. A Tabela 18 retine alguns estudos de sintese enzimatica de ésteres de
cadeia curta, média e longa, e as métricas calculadas a partir dos dados apresentados nestes

estudos.

Tabela 18: Comparativo de métricas de processo(em base molar) de sinteses enzimaticas de
ésteres descritas na literatura utilizando lipases imobilizadas comerciaiscom as reagdes em
sistema multicompetitivo.

Concentracio Prod.cat. STY

Reagio Biocat. COI;Z’/EI)‘SZIO de éster por ciclo (molL-  REF.
° (mol L) (molg’)  'h)
Acido Férmico Novozym (Seo et al.,
+ n-Hexanol* 435 98,2 0,10 0,006 0,07 2021
Acido Acético+ Novozym (Martins et
n-Butanol* 435 90,0 0,27 0,042 0,13 al.,2011)
Acido Acético+ Novozym (Lorenzo et
iso-Pentanol 435 89,0 3,05 0,15 0,38 al., 2023)
Acido N (Kuperkar et
Propandico + ozggym 92,5 2,62 0,063 0,26 al., 2014)

iso-Butanol
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Acido Butirico+  Lipozyme (Anschau ef
iso-Pentanol* TL IM 96,1 1,63 0,016 0,27 al.,2021)
, d 1 (Sose,
Acido Caprilico  Novozym Bansode e
+ n-Butanol 435 92,0 2,73 0,14 0,54 Rathod,
2017)
Acido Linozvimee (Muniandy
Nonanoéico + n- pozy 86,1 0,75 0,21 0,30 etal.,2019)
RM IM
Pentanol
Acido (Parikh,
. Lanjekar e
Decanoico + n- Fermase 83,8 2,04 0,12 0,20 Rathod,
Propanol 2019)
Acido N Zvm (Corréa et
Decanodidico + O vorY 99,0 1,03 0.10 041  al-2016)
435
n-Octanol
. (Gawas,
Acido Laurico+  Fermase Jadhav e
Etanol CALB 92,4 2,68 0,13 0,67 Rathod,
2016)
Acido Laurico+  Lipozyme (Chang et
n-Hexanol* IM-77 92,2 0,09 0,020 0,07 al., 2005)
(Vadgama,
; Odaneth e
Acido Miristico ~ Novozym Lali,
+ iso-Propanol 435 87,6 0.62 0,020 012 5015 vadga
ma et al.,
2015
A ci ; (Martinez-
Acido Oleico +  Novozym 98,0 2,60 040 0.1  Garciaer
Metanol 435 al.. 2024)
Acido Estearico ~ Novozym (Pereira et
+ Etanol 435 92,0 1,54 0,18 0,06 41,2018
Acido Estearico Novozym (Pereira et
+ n-Butanol 435 92,0 1,90 0,21 0,08 al., 2018)
Sistema Novozvim Este
Multicompetitiv Jrvid 88,0 2,96 0,26 072  trabalho
0

*Sinteses em presenca de solventes

Pelos dados da Tabela 18 ¢ possivel notar que a reagdo em sistema multicompetitivo
aqui estudado tem métricas de processo superiores as descritas na literatura nas sinteses
individuais de ésteres de cadeia curta, média ou longa. A coleta de estudos para esta
comparag¢do, ainda que ndo englobe moléculas iguaisas obtidas no presente estudo, priorizou
moléculas de diferentes tamanhos de cadeia sintetizadas apenas com lipases imobilizadas
comerciais. Este critério foi adotado para facilitar a comparacdo dos dados de produtividade
catalitica, ja que a carga de biocatalisador tem grande impacto no custo dos processos
biocataliticos. A produtividade catalitica por ciclo da reagcdo observada em sistema
multicompetitivo na condi¢do 1:1 cp (0,26 mol g™!) s6 é superada pelo estudo de Martinez-
Garcia e co-autores (2024) na sintese do oleato de metila (0,40 mol g!). Contudo, como este

estudo adota uma carga de biocatalisador bastante reduzida (0,75% m/m total dos substratos),
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o tempo de reacdo para atingimento do maximo de conversao ¢ bastante longo (> 24 h) o que
impacta a produtividade volumétrica (Martinez-Garcia et al., 2024). O estudo conduzido por
estes autores ndo explora em maior profundidade este aspecto, mas ¢ possivel verificar pelos
dados mostrados no trabalho que as métricas de processo seriam bastante favorecidas caso a
reacdo fosse interrompida antes (por exemplo, em 5 h de reacdo, com cerca de 89% de
conversao). As maiores conversdes nao estdo diretamente associadas aos melhores resultados
de métricas de processo, ja que as métricas dependem diretamente da razdo molar
acido:alcool, da carga de biocatalisador e do tempo de reagdo. Para exemplificar, pode-se
mencionar o estudo de Correa e co-autores (2016), que obtiveram 99% de conversdo na
sintese do sebacato de dioctila; esta marca foi alcancada com excesso estequiométrico
4cido:élcool (1:5), o que levou a uma concentragio de produto de 1,03 mol L! com carga de
biocatalisador elevada (5% m/m do 4cido empregado como reagente, acido sebacico),
resultando em uma produtividade catalitica de apenas 0,10 mol g™ (Corréa et al., 2016). Estes
resultados demonstram que ainda que uma determinada sintese possa ser considerada
matematicamente otimizada em termos de conversdo, as demais métricas nao apontam para

processos potencialmente viaveis, pois dependem de outros parametros reacionais.

Ainda que a comparagdo da reagcdo em sistema multicompetitivo com os dados da
literatura demonstrem a eficiéncia deste sistema em relagdo as reagdes individuais, € preciso
também estabelecer uma base comparativa com a realidade industrial. Tiifvesson e
colaboradores (2011) sugerem que para a produgdo de especialidades quimicas (com valor de
venda em escala industrial a partir de 5 USD kg™!), a produtividade catalitica deve ser superior
a 400 g de produto por g de biocatalisador imobilizado (Tufvesson ef al., 2011a). Ainda que
as produtividades cataliticas calculadas nesta etapa do trabalho estejam bem abaixo do
patamar sugerido, ressalta-se que as produtividades calculadas nao consideraram o reuso do
biocatalisador, contando apenas um tunico ciclo de reagdo, ou seja, um uso Unico da mesma
carga de biocatalisador. Desta forma, para a reacdo em sistema multicompetitivo 1:1 cp
ultrapassar o nivel minimo de produtividade catalitica preconizado, seriam necessarios 6
reusos sequenciais da mesma carga de biocatalisador. Considerando os dados de reuso da
literatura apresentados na Tabela 10, vé-se que o atingimento desta meta de reuso nao ¢
distante da realidade observada na maioria dos estudos de sintese enzimatica. Tendo em vista
esta meta de produtividade catalitica, ndo foram investigadas cargas de biocatalisador
superiores a 1,3% m/m de Novozym 435 (100 U), ja que estas levariam a uma redugdo da

produtividade catalitica do processo por ciclo e a um aumento da necessidade de
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reusossequenciais do biocatalisador. Ao desconsiderar a produtividade catalitica, muitos
trabalhos na literatura adotam cargas de biocatalisador tao altas como 5% m/m ou superiores
(Chowdary, Ramesh e Prapulla, 2000; Corréa et al., 2016; Friedrich et al., 2012; Garcia, T et
al., 1999; Giiveng, Kapucu e Mehmetoglu, 2002; Ikeda e Kurokawa, 2001; Kuperkar et al.,
2014; Lorenzo et al., 2023; Santos et al., 2007; Sjoblom et al., 2017) em condicdes
consideradas como otimizadas, que se mostram pouco realistas quando analisadas sob uma
otica de processo industrial, tendo em vista o custo médio de lipases imobilizadas comerciais.
O aumento de carga de biocatalisador, teoricamente, ndo influencia a conversao atingida pela
reacdo, afetando apenas a cinética da rea¢do. Contudo, varios estudos medem a conversao da
reacdo em intervalos de tempo anteriores ao atingimento do equilibrio da reacdo e, dentro
destes intervalos de tempo, variacdes da carga de biocatalisador representam na pratica uma
variacdo na conversao medida, por ocasido da variagdo da taxa reacional. No entanto,
diversos estudos mostram que aumentos na carga de biocatalisador acima de determinado
nivel ndo representam ganhos em conversao para o processo estudado (Aljawish et al., 2019;
Kuperkar et al., 2014; Parikh, Lanjekar e Rathod, 2019; Sousa et al., 2020; Vadgama,
Odaneth e Lali, 2015; Yu et al., 2019). Por outro lado, a redugdo da carga a niveis muito
baixos, aumenta o tempo de reacdo e pode gerar alguma redugdo observavel na conversiao
dentro do intervalo estudado, devido a maior suscetibilidade do biocatalisador sofrer inibi¢ao,
J& que este esta em baixa concentracdo em um meio com alta concentracdo de substratos,
como nos casos das sinteses sem solvente (Sousa ef al., 2021c). O aumento da carga de
biocatalisador precisa representar claras vantagens em termos da redugdo do tempo de reagdo
e/ou do aumento da capacidade de reuso, conforme discutido no artigo de Sousa e co-autores

(2021) (Sousa et al., 2021a).

O artigo de Tiifvesson e colaboradores (2011) também sugere que a contribui¢do
percentual do biocatalisador no custo do produto deve estar limitada a 5%, o que para uma
especialidade quimica que custa 5 USD kg!, representaria 0,25 USD de biocatalisador por kg
de produto (Tufvesson et al., 2011a). Tendo em vista o custo de mercado da Novozym 435
(Tabela 12) e a carga de biocatalisador estudada até entdo, neste contexto seriam necessarios
50 reusos sequenciais da mesma carga de biocatalisador, uma meta bastante desafiadora. Em
frasco agitado, foram observados apenas 3 reusos sequenciais sem perda de atividade da
Novozym 435 (Fig. 15) como biocatalisador do sistema multicompetitivo na condi¢ao

acidos:alcoois 1:1.
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Para verificar a influéncia da composi¢cdo do meio reacional na capacidade de reuso
da Novozym 435, o reuso em sistema multicompetitivo foi comparado com duas reacdes
individuais — a sintese do acetato de octila e a sintese do oleato de octila, em condicao de
razao molar &cido:alcool 1:1 para a reacao do oleato de octila e 1:2 para a reagdao do acetato
de octila, 100 U de carga de biocatalisador, 50 °C, 200 rpm, 30% m/m de peneira molecular e
4 horas de reacdo para ambas (Figura 15). Tanto na sintese do acetato de octila quanto na do
oleato de octila, observou-se queda na conversdo superior a 10% apds 3 reagdes sequenciais.
A presenca da peneira molecular em todos os testes pode ter sido preponderante para que os 3
meios reacionais avaliados, bastante diferentes entre si, tivessem resultados iguais de reuso.
Desta forma, os testes foram refeitos sem a presenga da peneira molecular, revelando que a
sintese do acetato de octila apresentou grande queda na conversdo final logo no segundo
experimento (passando de 51,0% inicialmente para 17,8% na segunda reagdo sequencial), o
que na pratica significa que o biocatalisador nao pode ser reusado nesta sintese. Ja na sintese
do oleato de octila, 8 reacdes sequenciais sem consideravel queda da conversdo foram
possiveis de serem realizadas com a mesma carga de biocatalisador. Esse teste simples indica
que as sinteses dos ésteres de cadeia longa representam uma condi¢cdo menos severa para a
atuacdo catalitica da Novozym 435, permitindo a manutengdo de sua atividade por um

numero maior de ciclos reacionais.

A concentragao elevada do acido acético na sintese individual do acetato de octila,
somada aos efeitos da temperatura da reacdo e dos choques mecanicos entre as particulas do
biocatalisador, pode ter sido responsavel por ndo permitir o reuso da Novozym 435 nesta
sintese e neste esquema reacional. Além disso, a 4gua formada no meio reacional pode ter
contribuido para a redugdo do pH do microambiente do biocatalisador, prejudicando a
atividade catalitica da Novozym 435. Se por um lado, a presenca da peneira molecular
dificultou o reuso do biocatalisador por um niimero maior de ciclos, por outro lado, sua
auséncia também prejudicou a atuagdo do biocatalisador na presenga do acido acético. Um
teste realizado com a reagdo em sistema multicompetitivo 1:1 sp também apresentou grande
variacdo de conversdo ja na segunda reag¢ao sequencial, passando de 70,7% para 54,6%, o que
significa que nesta condi¢ao, a Novozym 435 também nao pode ser reusada (Fig. 15), cuja
justificativa possivelmente esta associada com a 4gua que permanece no meio e contribui para
a dissociacdo do acido acético. Adicionalmente, o reuso na sintese do caprato de etila também
foi estudado na auséncia de peneira molecular (1:1 sp), revelando grande queda na conversao

logo na segunda reagdo sequencial (de 82,4% para 16,3%), tal como no caso da sintese do
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acetato de octila. Isto indica mais um aspecto desafiador das sinteses de ésteres de cadeia
curta (e nas de cadeia média/longa que envolvam um reagente de cadeia curta) em meios sem
solvente — os efeitos da concentragdo elevada de reagentes de cadeia curta sobre a capacidade
de reuso do biocatalisador. Desta forma, as reagdes em sistema multicompetitivo, ao reduzir a

concentragdo destes podem vir a favorecer o reuso das lipases imobilizadas em certos casos.

Em todas as reagdes estudadas na presenga de peneira molecular foi observado que o
meio reacional ficou amarelado ao término da reagdo, conforme mostrado na Figura 16. A
propria peneira molecular, ao ser adicionada ao meio reacional ja adquire uma coloracdo
marrom clara, e esta coloragdo aos poucos vai passando para o meio reacional. J4 nas reagdes
sem peneira molecular, contendo apenas o biocatalisador imobilizado, o meio reacional
permaneceu incolor e transparente. Este fato representa uma desvantagem deste esquema
reacional (frasco agitado orbitalmente) com a peneira molecular utilizada (Merck), ja que o
amarelamento dos ésteres significa uma contaminag@o destes. Como ésteres podem vir a ser
parte de formulagdes (cosméticos, alimentos, resinas), o ideal ¢ que eles ndo afetem a
coloracdo final do produto, que ¢ provida por corantes ou pigmentos (Ansorge-Schumacher e
Thum, 2013; Khan e Rathod, 2015). Esta contaminac¢do da coloragdo ¢ antagonica a um dos
objetivos da biocatalise aplicada a ésteres, que pretende a obten¢do de produtos de maior

pureza e processos mais simples pds-reagdo do que os obtidos por catdlise quimica.

Assim, a presenca de peneira molecular no meio reacional em frasco agitado ¢
necessaria para permitir o reuso do biocatalisador tanto nas reagdes em sistema
multicompetitivo com em reag¢ao individual com acido de cadeia curta estudada. Contudo, sua
presenca limita a capacidade de reuso (abaixo do necessario para as métricas do processo) e
prejudica o aspecto do meio reacional final. Logo, outras formas de remocao da agua formada

na reacdao devem ser estudadas para superar estes gargalos.
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Figura 15. Variagdo da conversao (%) dos acidos a ésteres em reacdes seqiienciais
com a mesma carga de biocatalisador para avaliagdo do reuso da Novozym 435 em frasco
agitado (200 rpm) em diferentes condi¢des reacionais, com dados de concentragdo dos
reagentes de cadeia curta e produtividade catalitica em cada caso. (a) Reagdo em sistema
multicompetitivo 1:1 cp (b) Sintese do acetato de octila 1:2 cp (c) Sintese do oleato de octila
1:1 cp (d) Reagdo em sistema multicompetitivo 1:1 sp (e) Sintese do acetato de octila 1:2 sp;
(f) Sintese do oleato de octila 1:1 sp; (g) Sintese do caprato de etila 1:1 sp. Todas as reagdes
foram catalisadas por Novozym 435 em frasco agitado (200 rpm), 50 °C, 100 U de carga de

biocatalisador.
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Figura 16. Aspecto do meio reacional ao término das reagdes (ap6és 4 h) em sistema
multicompetitivo dos acidos acético, caprico, oléico com etanol e n-octanol nas condigdes 1:1
e 1:2 com e sem presenca de peneira molecular 3A catalisadas por Novozym 435.

Em suma, a avaliacdo das métricas do processo nos levam aos seguintes objetivos de
desempenho do processo: 1) aumentar o reuso da Novozym 435; ii) garantir remog¢ao eficiente
da 4gua formada sem contamina¢do do meio reacional; iii) aumentar o rendimento da reagdo
e/ou reduzir o tempo de reacdo. O atingimento destes trés objetivos € capaz de incrementar
todas as métricas de processo avaliadas. O caminho escolhido para tal foi, entdo, estudar um
novo esquema reacional para as reagdes em sistema multicompetitivo, a saber, o reator de

coluna de bolhas.

6.3 Desempenho do sistema multicompetitivo — desenvolvimento de prototipo de reator

de coluna de bolhas e variacao de parametros reacionais

Como o reuso do biocatalisador ¢ um fator critico para a viabilidade econdmica de
um processo biocatalitico, os reatores de coluna de bolhas sdo descritos na literatura como
alternativas simples e de baixo custo para favorecer o reuso das lipases imobilizadas
(Ansorge-Schumacher e Thum, 2013; Baum et al., 2016; Hilterhaus, Thum e Liese, 2008).
Baseado no trabalho de Liu et al. (2016) (Liu et al, 2016), um prototipo de reator foi
desenhado e confeccionado em vidro, conforme mostrado na Figura 17. Sua confecgdo foi

realizada pela empresa Vidroquimica Ltda. (Rio de Janeiro, RJ). A coluna de vidro foi
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desenhada com relacdo de aspecto (base:altura) 1:4 e volume 1til de 30 mL, considerando que
a literatura a respeito destaca como adequadas para bioprocessos as relacdes de aspecto entre
1:2 a 1:5. A manutencdo da temperatura do reator ¢ realizada por meio de um recipiente
externo cilindrico de vidro, dentro do qual a coluna de bolhas estd montada. Este recipiente ¢
preenchido com agua, encamisando a coluna de bolhas e, sob uma placa de aquecimento e
agitacdo, a temperatura do banho pode ser ajustada. Testes realizados mostram que a variacao
de temperatura do meio reacional dentro da coluna de bolhas com a agitacio em
funcionamento ¢ a da agua no recipiente externo ¢ de cerca de = 2 °C. A base do reator
contém vidro sinterizado com tamanho de poro ndo uniforme, variando de 4 a 20 um,
responsavel por formar as bolhas de gas na coluna. A entrada do gas (ar comprimido) ¢ feita
por um tubo de vidro, com uma véalvula de teflon similar a de uma bureta. O topo do reator foi
acoplado a um tubo de vidro, preenchido com peneira molecular 3A (ou outro material
adsorvente) para absor¢do da agua formada na reacdo que ¢é carreada pelas bolhas
ascendentes. Cerca de 4 g de peneira molecular sdo necessarias para preencher este tubo.
Acima do tubo, por meio de uma conexdo em vidro esmerilhada, foi colocado um
condensador de bolas, para permitir o refluxo dos componentes mais volateis (etanol e acetato

de etila) para o reator.

Peneira Molecular
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Figura 17. (a) Diagrama esquematico do prototipo de reator de coluna de bolhas
desenvolvido no LABIC/INT ; (b) prototipo de reator de coluna de bolhas em utilizagao

O primeiro teste realizado no protoétipo de reator de coluna de bolhas foi na condig¢ao
considerada mais promissora da rea¢do em sistema multicompetitivo — razao molar 1:1, carga
de biocatalisador 1,3% (m/m total) Novozym 435, a 50 °C por 4 h de rea¢do, utilizando-se o
mesmo volume reacional (cerca de 3 mL) que nos frascos agitados. Este teste foi realizado em
sistema sem refluxo. A intensidade da agita¢do foi controlada manualmente, de modo a evitar
a formacdo de zonas mortas sem agitagdo do biocatalisador pelo liquido. Foram coletadas
amostras periodicamente para avaliagdo do indice de acidez ao longo da reacdo e para
determinagdo das concentracdes dos reagentes e produtos por CG. Apods 1 h de reagdo,
atingiu-se conversdo de 57,2% no prototipo, ao passo que em frasco agitado as conversdes
médias apds 1 h de reagdo na mesma condi¢do reacional chegaram proximas em 64,3% . Ao
final de 4 h de reagdo, a reagdo no protdtipo chegou a 70,7% enquanto no frasco agitado
chegou a 88,8% com presenga de peneira molecular no meio. A avaliagdo das concentragdes
dos reagentes e produtos por CG, contudo, revelou um problema — ap6s 1 h de reacdo
praticamente ndo havia mais etanol no meio reacional; sua concentragao reduziu-se a 10% do
valor inicial e nao foi identificado o pico correspondente ao acetato de etila na reacdo em

nenhum dos intervalos de tempo avaliados. As perdas do etanol e do acetato de etila, que tem
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pontos de ebuligdo menores que a agua, pode ter sido causada pela combinacdo da
temperatura da reag@o (50 °C) com o borbulhamento do sistema. A perda do etanol limitou as
conversoes parciais e final da reacdo, fazendo com que o n-octanol fosse o reagente limitante
da reacdo — a 4rea do pico do n-octanol no CG reduziu-se em 99% entre o tempo inicial e
final da reag¢do — deixando a mistura dos 4cidos em excesso estequiométrico, o que pode ser

prejudicial para a atividade enzimatica devido a redu¢do do pH do microambiente enzimatico.

A condigao reacional 1:1, a 50 °C, com 1,3% de Novozym 435 foi entdo reproduzida
no prototipo com o sistema de refluxo acoplado, partindo do mesmo volume reacional
anteriormente estudado. Ap6s 4 h, a reagdo atingiu 71,5% de conversdo, marca ainda inferior
a observada em frasco agitado. A presenca de etanol e acetato de etila foram confirmadas por
analise em CG apés 1 h de reagdo (10,7 g L), indicando que o sistema de refluxo foi eficaz
em reter os compostos mais volateis no sistema reacional. Os resultados de conversao obtidos
foram similares aos obtidos no frasco agitado na condicdo 1:1 sem peneira molecular
(75,7%), o que nos levou a investigar a efetividade da remog¢do de 4gua no protdtipo e o
deslocamento do equilibrio quimico na dire¢do da sintese. Alteragdes na coluna de liquido,
com volumes reacionais de 7 ¢ 15 mL, resultaram respectivamente em 75,4% e 73,0% de
conversao apods 4 h de reagdo, indicando que a alteragdo do volume reacional nao influenciou
sobremaneira o desempenho do processo no protdtipo de reator de coluna de bolhas. A
alteragdo do material absorvente no topo da coluna (CaCl, ao invés de peneira molecular 3A)

também manteve a conversao apos 4 h no mesmo patamar — 71,3% ap6s 4 h de reagao.

A diferenca de desempenho da reacdo nos dois esquemas reacionais foi entdo
avaliada a partir da eficiéncia da remocdo da agua formada no meio. Foram analisados os
teores de agua por titulagdo Karl Fisher ao longo das reacdes conduzidas nos dois esquemas
reacionais — prototipo de reator de coluna de bolhas e no frasco agitado (com peneira
molecular) — na condicdo 1:1. Enquanto no frasco agitado (1:1 cp), o teor de adgua presente
apos 1 h de reacdo foi de 5898 ppm, no prototipo de reator de coluna de bolhas o teor de agua
foi 0 ppm (analise em duplicata); ap6s 2 h em frasco agitado houve uma redugao para 3497
ppm, enquanto no prototipo de reator de coluna de bolhas o teor de 4gua manteve-se em zero.
Estes dados atestam a eficacia do protdtipo em remover a agua formada, contudo a completa
auséncia de dgua no meio reacional pode ter sido a responsavel pela diferenga na conversao
da mesma reacdo nos dois esquemas reacionais estudados. A literatura discute que um teor
minimo de 4gua em meio orginico € necessario para manter a atividade catalitica das lipases

(Adlercreutz, 2013; Colombié et al., 1998; Halling, 1990; Halling et al., 2004; Klibanov,
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2001). No caso da Novozym 435, o trabalho de Duan e co-autores (2010) demonstrou
rendimentos crescentes na sintese de dioleina com atividades termodindmicas de agua
crescentes até certo nivel em que o favorecimento da hidrolise comecou a ser observado
(Duan, Du e Liu, 2010). J& o trabalho de Banik e co-autores (2017) estudando a sintese do
butirato de etila em MTBE demonstrou que a atividade catalitica da Novozym 435 foi mais
alta no nivel mais baixo de atividade termodindmica de agua testado (0,1), citando outros
exemplos na literatura com tendéncia similar (Banik et al., 2017). O trabalho de Lue e co-
autores (2005) na sintese de cinamato de oleila com Novozym 435 também demonstrou a
maior atividade catalitica de Novozym 435 nas mais baixas atividades termodinamicas de
agua testadas (0,05 e 0,11) (Lue et al., 2005). Contudo, nenhum destes estudos considerou
avaliar meios reacionais anidros, o que refor¢a a hipdtese aqui levantada sobre a necessidade
de um teor minimo de 4gua no meio reacional para manuten¢do da atividade catalitica da

Novozym 435.

Tendo em vista a dificuldade em se atingir conversdes proximas ou superiores a 90%
na condi¢ao reacional estudada no prototipo de reator de coluna de bolhas — razdo molar
acidos:alcoois 1:1 — avaliou-se entdo razdes molares intermediarias entre 1:1 e 1:2. Esta
avaliagdo visou aumentar a conversdo geral do sistema multicompetitivo pelo deslocamento
mais efetivo do equilibrio em direcdo a sintese, de forma conjugada com a manutengdo de
métricas de processo satisfatorias (altas concentracdes de produtos, alta STY e alta
produtividade catalitica). Neste sentido, estudou-se razdes molares acidos:alcoois entre 1:1,1
e 1:1,5, que representam excessos estequiométricos de 10 a 50% dos alcoois em relagao aos

acidos, bem como a propria condi¢do 1:2. Os dados obtidos sdo mostrados na Figura 18.
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Figura 18. Variacdo da conversao em fun¢do da razao molar nas reagdes em sistema
multicompetitivo no prototipo de reator de coluna de bolhas. Reagdes conduzidas por 3 h, a
50 °C, carga de biocatalisador Novozym 435 1,3% m/m.

A Figura 18 revela que a condigdo 1:2 do sistema multicompetitivo no prototipo de
reator de coluna de bolhas supera a marca atingida no frasco agitado, chegando a 95,5% de
conversao em 3 h de reacdo, enquanto em frasco agitado o maximo atingido foi 89,1% foi em
4 h de reacdo. O teor de dgua na condicao 1:2 ao término da reagdo no prototipo de reator de
coluna de bolhas foi de apenas 911 ppm, ao passo que no frasco agitado foi de 9125 ppm com
peneira molecular e 14163 ppm sem peneira molecular (Figura 13 (b)). Neste sentido, atesta-
se a eficdcia do prototipo de reator de coluna de bolhas na remocdo da dgua formada na
reacdo em sistema multicompetitivo. Nota-se que, diferentemente da condi¢do 1:1, na
condi¢do 1:2 o teor de 4gua nao chega a zero, o que pode estar relacionado com o excedente
de etanol no meio reacional, que tem capacidade de dissolver a dgua formada, dificultando
sua remocao completa do reator. O atingimento de conversdes proximas as obtidas no frasco
agitado nas condi¢des 1:1 cp, 1:2 sp e 1:2 cp (>84,0%) s6 se deram a partir da razdo molar

acidos:alcoois 1:1,2 no protdtipo de reator de coluna de bolhas. Ou seja, a despeito da
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eficiéncia do prototipo, o atingimento do mesmo nivel de conversdo que o obtido em frasco
agitado requer excesso estequiométrico dos alcoois. O excesso estequiométrico dos alcoois
(mais especificamente do etanol) provavelmente permitiu maior dissolucao da agua formada
nomeio reacional e permanéncia de tragos de 4gua no meio, colaborando com a manutengao
da atividade catalitica da Novozym 435 durante a reacdo. Observagdes similares sdo
discutidas nos trabalhos de Colombie e co-autores (1998) (Colombié et al., 1998) e Sandoval
e co-autores (2002) (Sandoval et al., 2002) para a Lipozyme RM IM, nas quais excedentes de
etanol nas sinteses de oleato de etila colaboraram com a manutencao de niveis de hidratagao

mais elevados e maior atividade catalitica.

E possivel verificar, pelos dados mostrados na Figura 18, que a condigdo 1:1,5
atingiu a maior conversdo dentre as condi¢oes testadas (95,7%) ligeiramente superior a obtida
em 1:2. Contudo, a adocdo de excesso estequiométrico prejudica as métricas de processo
como ja mostrado nasTabela 17 e 18. Os impactos do excesso estequiométricodos alcoois
neste estudo de variagao da razao molar no prototipo de reator de coluna de bolhas foram

calculados e apresentados na Tabela 19.

Tabela 19: Métricas de processo das reagdes em sistema multicompetitivo catalisadas por
Novozym 435 em prototipo de reator de coluna de bolhas apds 3 h de reagdo e em frasco
agitado ap6s 4 h de reagao.

~ ~  Produtivida
Conversao Concentracao

~ Razao ~ , de catalitica STY

Reacao da reacao de ésteres . 1 -1

molar (%) (mol L) por ciclo (mol L™ h™)
(mol g")
1:1 71,5 2,4 0,21 0,80
Sistema 1:1,1 74,1 2,4 0,21 0,80
Multicompetitivo 1:1,2 83,2 2,6 0,23 0,87
(protétipo de 1:1,3 90,1 2,7 0,25 0,91
reator de coluna 1:1,4 93,5 2,8 0,25 0,92
de bolhas) 1:1,5 95,7 2,7 0,23 0,91
1:2 95,5 2,4 0,22 0,79
Sistema

Multicompetitivo 1:1 88,0 2,9 0,26 0,72

(frasco agitado)

Os dados foram apresentados em mol ao invés de massa (g) ou volume (L) por ndo terem sido
analisadas as concentragdes de cada um dos 6 ésteres formados em cada uma das condi¢des reacionais testadas
no protdtipo de reator de coluna de bolhas.
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Fica novamente evidente, pelos dados da Tabela 19, que o simples aumento da
conversao nao implica melhoria das demais métricas de processo, afetadas pela diluigdo da
concentragdo dos ésteres formados em decorréncia do excesso estequiométrico. E possivel
avaliar o impacto positivo do STY pela reducao de 1 h de reacdo no prototipo de reator de
coluna de bolhas (3 h) em relacdo ao frasco agitado (4 h), no qual todas as condigdes com
excesso estequiométrico superaram, neste quesito, a condi¢ao equimolar conduzida no frasco
agitado. Isso se deve ao equilibrio quimico da reacgdo ter sido atingido mais rapidamente no
protétipo de reator de coluna de bolhas do que no frasco agitado — ap6s 3 h de reagdo nao se
observou mais alteragdes na conversdo dos acidos — em consonancia com o que reporta a
literatura a respeito da melhoria nas taxas reacionais observadas neste reator quando
comparado com reatores agitados (Baum ef al., 2016; Liu et al., 2016). Este incremento
cinético pode estar relacionado tanto com a efetiva dispersdo do biocatalisador no meio
reacional, favorecendo o contato entre as fases quanto pela eficiente remogdo da agua
formada no meio reacional (Liu et al., 2016). A condi¢ao 1:1,3 situa-se em um patamar
intermediario que concilia um excesso estequiométrico relativo (30%) com concentracdo de
produto e produtividade volumétrica dentre as mais altas no conjunto de condigdes testadas.
Neste sentido, esta condicdo foi escolhida para os estudos posteriores no prototipo de reator

de coluna de bolhas.

A condi¢do 1:1,3 quando avaliada em intervalos de 1 h, revelou que a conversao
atinge a marca de 87,8% de conversdo ap6s 2 h de reacdo. Na hora seguinte atinge 90,1% de
conversdao. Tendo em vista a pequena variacdo da conversdo dos acidos a ésteres neste
intervalo, os calculos das métricas referentes a 2 h de reagdo ¢ conversao de 87,8% revelam
que uma ligeira redugio da concentracio de produto, passando de 2,73 para 2,67 mol L
(redugio de 2,2%) e um grande aumento da STY, passando de 0,91 para 1,33 mol L' h’!
(aumento de 46,2%). Este ganho em produtividade volumétrica tende a impactar
positivamente os estudos preliminares de viabilidade, permitindo a ado¢do de reatores de
menor capacidade e, consequentemente, de menor custo de instalacdo e de operacdo, para
uma mesma escala de producao de ésteres. Neste sentido, definiu-se o tempo de reacao de 2 h
para esta reagdo para estudo do reuso do biocatalisador, na modelagem e simulacdo do
processo e no estudo preliminar da viabilidade técnico-econdmica. A condi¢do 1:1,3 apds 2 h
de reacdo resultou nas seguintes concentracdes de ésteres: 26,7 g L' de acetato de etila, 82,5
g L' de acetato de octila, 94,2 g L' de caprato de etila, 1974 g L' de caprato de octila, 128,7

g L' de oleato de etila e 217.2 g L' de oleato de octila. E possivel observar que na condi¢io
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avaliada hd um favorecimento da formacdo dos ésteres octilicos em relacdo aos ésteres
etilicos, sendo que estes ultimos sdo formados mais lentamente devido aos efeitos inibitorios

do etanol.

Para complementar a comparagao entre as reagdes em frasco agitado e o prototipo do
reator de coluna de bolhas, foram avaliadas as reagdes dos sistemas multicompetitivos nas
condigdes 1:1 e 1:2 catalisadas por Lipozyme RM IM e Lipozyme TL IM, utilizando
proporcionalmente as mesmas cargas de biocatalisador estudadas nas reagdes em frasco
agitado. As reagdes na condicdo 1:1 atingiram, respectivamente, 45,6% e 0,0% de conversao
apos 4 h com Lipozyme RM IM e Lipozyme TL IM. Com a Lipozyme RM IM, observou-se
aumento de 14,7% da conversdo em relacdo ao frasco agitado (condi¢do 1:1 cp), e com a
Lipozyme TL IM o resultado manteve-se sem conversdo nos dois esquemas reacionais. Ja as
reacdes em sistema multicompetitivo na condi¢do 1:2 atingiram, respectivamente, 86,6% e
59,0% com Lipozyme RM IM e Lipozyme TL IM. Com a Lipozyme RM IM, observou-se
aumento de 33,7% da conversdo e com a Lipozyme TL IM observou-se aumento de 6,3% na

conversdao ao comparar ambos resultados com o obtido em frasco agitado (condi¢ao 1:2 cp).

A reagdo em sistema multicompetitivo conduzida em frasco agitado e condicdo 1:1
apresentou meétricas de concentracdo de produto e produtividade catalitica (por ciclo)
superiores ao reator de coluna de bolhas na condi¢do de excesso estequiométrico 1:1,3,
conforme mostrado na Tabela 19. Porém, este esquema reacional mostra desvantagens
contundentes em relagdo ao prototipo de reator de coluna de bolhas — baixa capacidade de
reuso do biocatalisador, dificuldade de separacdo da peneira molecular e do biocatalisador e
contamina¢do (amarelamento) dos produtos formados. As duas ultimas desvantagens citadas
podem ser superadas quando as reacdes ocorrem no prototipo de reator de coluna de bolhas.

Assim, um estudo de reuso nesta condicao foi realizado nos dois esquemas reacionais.

6.4 Estudo do reuso do biocatalisador em sistema multicompetitivo com reator de coluna

de bolhas

Esta etapa visou identificar se a ado¢do tanto do sistema multicompetitivo para
sintese de ésteres de diferentes tamanhos de cadeia, quanto a conducao deste processo em um
protétipo de reator de coluna de bolhas propiciam alt capacidade de reuso do biocatalisador
em bateladas sequenciais ou elevado numero de horas de operagdo em sistemas continuos.

Para identificar este pardmetro, ¢ necessario combinar a quantidade de reusos com o custo do
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biocatalisador ¢ o tempo de reagdo, pois a questdo principal do reuso ¢ identificar a
contribuicdo do custo do biocatalisador no custo total de produgdo. Neste sentido, pode ser
razoavel a escolha de um biocatalisador de baixa capacidade de reuso contanto que este tenha
um baixo custo; em reacoes curtas, € esperado que o biocatalisador possa ser reutilizado por
um numero elevado de ciclos de reacdo, para evitar frequentes recarregamentos/substituicao

deste no processo.

A meta de contribuicdo do custo do biocatalisador no produto ¢ de 5%, de acordo
com o sugerido no trabalho de Tufvesson et al. (2011) (Tufvesson et al, 2011a). Para
especialidades quimicas com valor médio de 5 USD kg!, temos que o biocatalisador deve
equivaler a 0,25 USD kg'! produto. Assim, para identificar esta contribui¢io de custo do
biocatalisador ¢ necessario multiplicar a produtividade catalitica em ciclo unico pelo nimero
de reusos sequenciais, multiplicar o resultado pelo valor de venda do produto e comparar

percentualmente com o custo de 1 kg de biocatalisador, conforme mostrado na Eq. 12.

(Custo biocat. kg x 100)
(Prod. Catalitica X N ° reusos x Valor de venda kg prod )

Eq.12 Contribuigdo % do biocat =

Para ilustrar a insuficiéncia do nimero de reusos sequenciais (3) observados no
sistema multicompetitivo 1:1 em frasco agitado com a Novozym 435 (1,3% m/m de carga de
biocatalisador), tem-se que a produtividade catalitica ¢ de 219,9 kg produto kg' de
biocatalisador, que multiplicado pelo valor de venda médio de especialidades quimicas chega
a 1099,5 USD auferidos com o que foi produzido com 1 kg de biocatalisador. Este valor de
receita de produto produzido com 1 kg de biocatalisador ¢ apenas ligeiramente superior ao
valor do custo de 1 kg de Novozym 435 (924 USD kg'), o que mostra a inviabilidade
econdmica do processo, ja que o biocatalisador ¢ apenas um dos insumos da producdo. Para
limitarmos a contribuicao do catalisador a 5% do valor de venda por kg, seria necessario um
grande aumento da produtividade catalitica, passando de 2199 kg produto kg' de
biocatalisador para 3627,9 kg produto kg™ de biocatalisador, com pelo menos 50 reusos
sequenciais sem perda de atividade, ou seja, um aumento de 16,4 vezes na produtividade

catalitica.

Um aspecto pouco discutido nos estudos de reuso de biocatalisadores ¢ a relacdo

entre o tempo de reagdo e a carga de biocatalisador, pardmetros proporcionalmente
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relacionados. Como ja mencionado anteriormente, os estudos de reuso sdo feitos baseados na
condicdo considerada 6tima para o processo, sem que se verifique diretamente a influéncia
dos parametros reacionais na reuso, mas como uma resultante das condigdes de processo
como um todo. Outro aspecto negligenciado ¢ a relagdao entre o tempo de reagdo e o meio
reacional — se temos um biocatalisador trabalhando continuamente sob agitagdo intensa,
temperatura, presencial de potencial inibidores e/ou compostos que podem afetar o suporte de
imobilizacdo do biocatalisador, € intuitivo pensar que reacdes longas resultardao em baixo
desempenho de reusabilidade do biocatalisador. Por outro lado, o inverso também pode ser

dito — reagdes curtas podem potencialmente favorecer a capacidade de reuso.

Os estudos no prototipo de reator de coluna de bolhas indicaram 13 reusos com
reacdes de 3 h de duracdo (Figura 19), o que representa um incremento de 4,3 vezes na
capacidade de reuso em relagdo ao obtido em frasco agitado. A mesma marca, 13 reusos, foi
alcangada com 2 h de reagdo. O resultado obtido, contrariamente ao esperado, pode ter
relacdo com a auséncia de etapas de lavagem do biocatalisador e o acimulo de reagentes nao
reagidos no suporte de imobilizagdo. Ainda que o nimero de reusos seja inferior ao
necessario para atingir a meta estabelecida de contribui¢do do custo do biocatalisador no
custo médio das especialidades quimicas produzidas (5%), € preciso levar em conta que este
resultado foi obtido com um prototipo ainda bastante simples de reator de coluna de bolhas,
cujo dispositivo de borbulhamento (vidro sinterizado) pode ser amplamente aprimorado ou
substituido por borbulhadores que: 1) minimizem o entupimento dos poros; i1) uniformizem o
formato das bolhas; ii1) reduzam o tamanho das bolhas, diminuindo o impacto dos choques
destas no biocatalisador ¢ favorecam a transferéncia de massa. Um reator de coluna de bolhas
com desenho mais aprimorado e equipamento com dispositivos de monitoramento continuo
da reagdo poderia levar este resultado mais proximo ao alcance da meta de 50 reusos. A
quantidade de reusos sequenciais (13) obtida no reator de coluna de bolhas para a reagdo em
sistema multicompetitivo, contudo, ¢ suficiente para atingir a meta de produtividade catalitica
pretendida — 878,5 kg produto kg! biocatalisador, acima do minimo preconizado no trabalho
de Tufvesson et al. (2011), de 400 kg de produto por kg de biocatalisador (Tufvesson et al.,
2011a), enquanto no frasco agitado, com apenas 3 reusos sequenciais, esta marca nao ¢

atingida.
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Figura 19. Variagdo da conversao dos acidos a ésteres em reacdes seqiienciais, para estudo de
reuso da Novozym 435 na reacdo em sistema multicompetitivo dos acidos acético, caprico e
oléico com etanol e m-octanol conduzida em protétipo de reator de coluna de bolhas.
Condigdo reacional: carga de biocatalisador 1,3% m/m, 50 °C, razdo molar acidos:alcoois
1:1,3, em ciclos de 3 h e 2 h de reagao.

6.5. Vantagens e desvantagens do sistema multicompetitivo para produc¢ao biocatalitica

de ésteres

O questionamento mais imediato sobre os sistemas multicompetitivos diz respeito ao
fato de que os produtos saem misturados do reator. Separagdes de misturas podem vir a ser
complexas e custosas, tanto em nivel laboratorial quanto em nivel industrial. Outro
questionamento, em decorréncia do primeiro, envolve as concentracdes dos produtos pods-
reacdo: por serem varios produtos misturados no meio ao término da reacdo, a concentracao
de um produto individualmente, em sistema multicompetitivo, serd menor do que a
concentragdo deste mesmo produto em uma reagao individual sem solvente. A resposta para
essas duas questdes estd apoiada na premissa de que o sistema multicompetitivo mostra-se
mais atrativo para os casos que envolvem as sinteses de ésteres de cadeia curta. Como estas
frequentemente demandam solventes para sua viabilizagdo, o sistema multicompetitivo ¢ uma
forma de dispensar a utilizacdo de solventes, conjugando a sintese do éster de cadeia curta
com a sintese de outros ésteres. Desta forma, melhora-se a produtividade volumétrica do

reator. Somado a isso, este trabalho apontou indicios de que meios reacionais com altas
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concentragdes de reagentes de cadeia curta tendem a desfavorecer o reuso das lipases
imobilizadas. Logo, os sistemas multicompetitivos ao atenuarem estas concentragdes, tendem
a favorecer o reuso das lipases imobilizadas, impactando positivamente a produtividade
catalitica do processo em relacdo as reagdes individuais dos ésteres de cadeia curta (ou de

cadeia média/longa que envolvam um reagente de cadeia curta).

Um sistema multicompetitivo contendo apenas ésteres de cadeia média ou longa nao
parece ser tdo interessante ja que estas sinteses, individualmente, podem atingir altas
conversdes em meio sem solvente. Contudo, mesmo a sintese de ésteres de cadeia média ou
longa pode vir a envolver algum reagente de cadeia curta com intenso efeito inibitério, como
o etanol, exemplo aqui estudado. O sistema multicompetitivo, nesse sentido, pode viabilizar a
utilizacdo de algum biocatalisador de baixa tolerancia a um acido ou élcool de cadeia curta,
evitando o uso de solventes, cujas implicacdes levam a métricas de processos inviaveis,

conforme previamente discutido.

A respeito da separagdo dos ésteres obtidos em sistema multicompetitivo, também ja
anteriormente mencionada, o caso estudado nesta tese ¢ propositalmente complexo para
robustecer a prova de conceito e o estudo preliminar de viabilidade técnico-economica. Mas
um sistema multicompetitivo ndo necessariamente precisa envolver tantos componentes
simultaneamente, podendo ser um sistema formado a partir da mistura de dois acidos e um
alcool, um acido e dois alcoois, dois acidos e dois alcoois, etc. O estabelecimento destas
misturas pode, além da hidrofobicidade inicial, prever combinacdes que facilitem a separacao
dos produtos, como por exemplo a utilizagdo de misturas com grande varia¢do de tamanho de
cadeia entre os diferentes acidos/alcoois. Além disso, os sistemas multicompetitivos podem
ser estabelecidos de forma a gerar misturas que nao demandem a separacao completa de todos
os componentes da mistura gerada, o que pode ser vislumbrado no caso dos ésteres
cosméticos, em cujas formulagdes sdo demandados ésteres de diferentes tamanhos de cadeia
(fragrancias — ésteres de cadeia curta, e emolientes/umectantes — ésteres de cadeia média e
longa). Para exemplificar o exposto acima, estudou-se um sistema multicompetivo formado
pela mistura de acido acético (C2) e acido palmitico (C16) reagindo com etanol (C2). Neste
caso, a combinagdo dos dois dcidos com um alcool pode gerar apenas dois ésteres — acetato de
etila e palmitato de etila. A reacdo foi estudada na condi¢do 1:1 em frasco agitado a 60 °C
(por conta do ponto de fusdo do acido palmitico, 61 °C), com batelada alimentada de acido
acético. Apos 3 h de reagdo, a conversdao do acido palmitico foi de 90,1%; neste meio

reacional foi adicionado 4cido acético, cuja conversdo em mais 2 h de reagdo foi de 45,0%,
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com carga de biocatalisador 1,3% m/m Novozym 435. Este sistema multicompetitivo ¢
relativamente hidrofilico (logP 1,6) com concentragdes altas de acido acético e etanol
(respectivamente 126,6 ¢ 1942 g L' em condi¢io equimolar). Os ésteres formados tem
grande diferenca de ponto de ebuli¢do (77 °C e 303 °C). As andlises do meio reacional em
CG revelaram concentragdes de 50,6 g L' de acetato de etila e 673,7 g L' de palmitato de
etila. A concentracdo de acetato de etila obtida ¢ superior as reportadas por estudos que
tentam obter acetato de etila de origem bioldgica (por via fermentativa), cujas concentragdes
sdo inferiores a 20 g L™! (Bohnenkamp et al., 2020; Jankovi, Straathof e Kiss, 2025; Zhang et
al., 2020). O acido acético nado-reagido, o etanol ndo-reagido e o acetato de etila formado
podem ser removidos por extracdo com agua em contracorrente, ¢ depois separados por
destilacdo azeotropica; ja o acido palmitico e o palmitato de etila podem ser separados
diretamente por destilagdo a vacuo, considerando a diferenca de ponto de ebuli¢ao (acido
palmitico: 351 °C e palmitato de etila: 303 °C). Ressalta-se que as condi¢des reacionais dessa
sintese em sistema multicompetitivo podem ser exploradas mais profundamente para otimizar
o resultado de conversao e as métricas de processo. As concentragcdes menores de cada éster
obtidas em sistema multicompetitivo de fato representam uma desvantagem em relagdo as
reacdes individuais. Mas o sistema multicompetitivo pode ser atrativo para plantas
multiproposito que produzem uma variedade grande de diferentes ésteres como
especialidades quimicas, com menores volumes de producao individual para cada éster. Este
pode vir a ser o caso de industrias que produzem ésteres como realcadores de sabores, aromas

e fragrancias, com vasto portfolio de produtos.

Se avaliado sob a perspectiva de formacdo de cada éster individualmente, os sistemas
multicompetitivos podem gerar concentracdes destes ésteres isoladamente similares as obtidas
em reagdes com solventes. Contudo, deve se avaliar sob a o6tica do processo como um todo,
que ao invés de demandar a separagdo e o reciclo de um solvente misturado ao produto

(custo), requer a separagdo produto-produto (receitas).
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E possivel argumentar que a separagdo e o reciclo de solventes sejam operagdes de
baixa complexidade e de custo menor do que separagdes entre diversos produtos; contudo, ha
situagdes em que solventes bastante difundidos nas sinteses enzimatica de ésteres, como o n-
hexano, o cicloexano ou o tolueno, tem pontos de ebulicdo proximo a ésteres de cadeia curta
como o formato de etila, formato de propila, acetato de etila ou acetato de n-propila, o que
torna a separacao entre estes ésteres e estes solventes bem mais desafiadora. Como ja exposto,
a utilizagdo de solventes acarreta uma série de problemas, mas no caso da rota biocatalitica
torna-se dificil defender um processo supostamente “verde” que se vale de solventes toxicos,

inflamaveis e de origem fossil.

6.6 Modelagem, simulacdo do processo e avaliacio preliminar da viabilidade técnico-

econdmica
6.6.1 Premissas de escalonamento e modelagem do processo

Atualmente, alguns sites na internet atuam como marketplaces de produtos quimicos
em grandes quantidades, nos quais € possivel encontrar os custos de certas matérias-primas. A
disponibilidade desses dados contribui com a redug¢do das incertezas na definicdo das
premissas econdmicas, ja que sdao dados comerciais correntes em valores atualizados.
Contudo, dados de especialidades quimicas e de compostos de menor volume de producao
nao sao encontrados com facilidade. Sendo assim, ¢ necessario lancar mao de dados de custo
destes reagentes em escala laboratorial. O trabalho de Tufvesson et al. (2011) sugere utilizar
um fator de divisdo, de 10 a 30, para fazer equivaléncia entre dados de custo em escala
laboratorial e industrial (Tufvesson et al., 2011a). O levantamento realizado para esta tese
contemplou tanto informagdes sobre custos e valor de venda em quantidades industriais
quanto laboratoriais, conforme mostrado na Tabela 12. Na Tabela 12 pode-se observar que o
valor de venda da maioria dos ésteres aqui obtidos ¢ superior ao valor médio de 5 USD kg'!
mencionado no estudo de Tufvesson e co-autores (2011) (Tufvesson et al., 2011a), com

excecdo do acetato de etila, que tem valor de venda médio de 3,5 USD kg™

Com relacao a escala de producdo para o estudo, a premissa adotada para defini¢ao
da escala baseou-se em informacgdes sobre a capacidade de producdo de plantas industriais de
¢ésteres, ou de compostos relacionados a aromas e realgadores de sabores (flavor esters). A

partir das informacdes obtidas, foi definida a escala inicial de estudo na modelagem,



146

considerando que a planta modelada para produgdo de ésteres por via biocatalitica em sistema
multicompetitivo representaria uma fracao das plantas de maior tamanho, por exemplo, entre
15 e 20% da capacidade da maior planta. A motivagdo para estudar plantas de média ou
pequena escala € robustecer a andlise preliminar de viabilidade técnico-econdmica, ja que um
indicativo de viabilidade em pequenas escalas certamente resulta em viabilidade em escalas
maiores, devido ao efeito de economia de escala. Neste sentido, a Tabela 20 compila as
informacodes coletadas. A partir destes dados, entdo, definiu-se como escala inicial de estudo

uma planta com capacidade para produgdo média de 6000 ton métricas de ésteres ao ano.

Tabela 20: Capacidade de producao de plantas industriais de ésteres

Planta industrial Capacidade

Produgdo de ésteres emulsificantes no Japao 2000 ton/ano
— Mitsubishi Chemicals 1)

Planta de produgdo de resinas poliéster na 18800 ton/ano
China - BASF 2!

Planta de produgdo de flavor esters na india 36000 ton/ano
— IFF Inc. P!
Planta de producdo de acetato de vinila na 40000 ton/ano

India — Dow Chemicals !

(11 https://www.mcgc.com/english/news_release/01877.html

(21 https://www.basf.com/global/en/media/news-releases/2025/03/p-25-058

B3 https://sricity.in/en/events/iff-breaks-ground-for-flavorsfragrances-site-in-sri-city/
(4] https://environmentclearance.nic.in/ABC/DOW/PFR/VER2.0

O modelo de processo para obtencdo biocatalitica de ésteres em sistema
multicompetitivo foi desenhado para opera¢do continua, com 7920 horas de operagao por ano,
prevendo a obtencdo dos 6 ésteres — acetato de etila, acetato de octila, caprato de etila, caprato

de octila, oleato de etila e oleato de octila — separadamente para comercializagao.

O processo inclui operagdes basicas de mistura e transporte dos reagentes até o reator
(upstream), a reagdo em reator de coluna de bolhas com a remocgao da 4gua formada na reacao
e as operacdes de separagdo (downstream). O reator de coluna de bolhas foi alimentado com

ar comprimido seco na base, para formagdo das bolhas e promoc¢do da agitagdo do meio
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reacional, sendo langado na atmosfera como ar umido apds a passagem pelo reator. As secoes

de upstream e reagao estdo mostradas na Figura 20.
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Figura 20: Secdes de upstream e reacdo na modelagem da obtencdo de ésteres por via
biocatalitica em sistema multicompetitivo dos acidos acético, caprico e oleico com etanol e n-
octanol utilizando o software SuperPro Designer v13.

Apoés a reagdo, o meio reacional ¢ bombeado até a primeira etapa de separagdo.
Considerando as recomendagdes de Towler e co-autores (2013), as operacdes de separagdo
priorizam inicialmente os compostos mais leves e de menor custo (Towler e Sinnott, 2013).
No caso estudado, os compostos mais leves sdo também os de menor custo, a saber, etanol,
acido acético e acetato de etila, conforme dados das Tabela 4, 5 e 12. Neste sentido, adotou-se
uma coluna de stripping (absor¢ao por arraste em contracorrente, C-301) para remover 4cido
acético, etanol e acetato de etila (compostos mais hidrofilicos do meio reacional) com vapor
de agua. Esta operagdo unitaria ¢ geralmente adotada para remover compostos volateis de
meios fermentativos por arraste com N> ou CO; (Jin et al., 2011; Qureshi, 2014). As colunas
de stripping também sdo adotadas em etapas de desodorizacdo de 6leos vegetais (remogao de
acidos graxos livres por vapor pressurizado) (Usseglio, Salvadori e Siri, 2019). Na base da
coluna injeta-se uma corrente de vapor de alta pressao (S-132), que sobe ao longo da coluna
em contracorrente com o meio reacional, absorvendo os compostos hidrofilicos, que sao
removidos no topo da coluna (S-106). A corrente de topo (S-106) ¢ uma mistura de agua,

acido acético, etanol e acetato de etila, cujos componentes sdo separados por uma sequéncia
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de colunas de destilagdo (C-302, C-303 e C-304). A mistura azeotrdpica etanol-acetato de
etila ¢ separada segundo a metodologia de destilacdo por troca de pressao (Shuhan et al.,
2023; Yang et al., 2017), nas quais se obtém o acetato de etila em pureza de 99%. As
correntes S-164 e S-167 sdo compostas por agua, etanol e acido acético ndo-convertidos,
consideradas como agua residual para tratamento. No fundo da coluna de stripping, retira-se o

meio reacional remanescente (S-107), conforme mostrado na Figura 21.
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Figura 21: Secdo de downstream para remocao dos componentes leves e separagdo do
acetato de etila na modelagem da produg@o obtengdo de ésteres por via biocatalitica em
sistema multicompetitivo dos acidos acético, caprico e oleico com etanol e n-octanol
utilizando o software SuperPro Designer v13.

O meio reacional remanescente, que sai do fundo da coluna de stripping (S-107) ¢
submetido a uma sequéncia de separagdes usando evaporadores flash sob vacuo (V-301, V-
302, V-303) e destilagdes a vacuo (C-305, C-306, C-307). O primeiro estagio da evaporagao
flash a vacuo gera uma corrente de fundo (S-112) com oleato de octila (17,9% em fragao
massica) e caprato de octila (14,3% em fragdo méssica) no fundo e outra corrente com acetato
de octila (33,3% em fracdo maéssica) e caprato de etila (29,5%) no topo (S-111), além dos
reagentes nao-convertidos e n-octanol em excesso. Esta corrente de topo (S-111) passa por
um segundo estdgio de destilacdo flash, sendo enriquecida em acetato de octila (49,2% em
fracdo massica), que depois em uma coluna de destilacdo a vacuo (C-306) chega a 99% de
pureza de acetato de octila no topo. A corrente de fundo da coluna de destilagdo a vacuo (C-
306) possui 72,7% em fragao massica de caprato de etila que, em um segundo estagio de
destilagdo a véacuo (C-307) € separado no topo com 99% de pureza, saindo uma corrente de
fundo (S-158) rica em acido caprico que € reciclado para o tanque de mistura acida (V-101).
A corrente de fundo (S-112) do primeiro evaporador flash (V-301) tem alta concentragdo de
n-octanol (23,1%) além dos ésteres de cadeia média e longa acima citados; esta corrente passa

por uma sequéncia de evaporadores e colunas de destilacao (C-305, V-303, C-308, V-304 ¢
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C-309) para recuperar parte do n-octanol e retorna-lo ao tanque de mistura alcoolica (V-102).
A corrente de fundo da C-305 (S-105) ¢ uma mistura rica em oleato de octila e 4cido oleico,
sendo resfriada por meio de um trocador de calor do tipo casco-tubo e encaminhada para
separacao. As correntes de fundo (S-125, S-136) dos evaporadores flash citados sao
novamente misturadas, também resfriadas em trocadores de calor e encaminhadas para
separagdo, assim como a corrente de fundo (S-128) da coluna de destilagdo C-308. Estas
correntes saem em temperaturas altas (entre 117 e 183 °C) e trocam calor com o vapor que
alimenta (S-132) a coluna de stripping, reduzindo a demanda energética da planta. A

representacao grafica da modelagem destas etapas de separagao ¢ apresentada na Figura 22.
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Figura 22: Se¢do de downstream para remogao dos componentes de cadeia média e
separacao do acetato de octila e caprato de etila na modelagem da obten¢do de ésteres por via
biocatalitica em sistema multicompetitivo dos acidos acético, caprico e oleico com etanol e n-

octanol utilizando o software SuperPro Designer v13.

As correntes de fundo dos evaporadores flash V-302 e V-303 que foram novamente
misturadas tem 36,2% de caprato de octila, 25,1% de oleato de etila, 6,0% de caprato de etila
e reagentes ndo-reagidos (16,2% de acido céprico e 12,0% de acido oléico). Como estes
acidos e o caprato de octila tem pontos de fusdo iguais ou maiores que 0 °C, esta corrente € a
mistura oleato de octila/acido oléico (S-128), seguem para uma sequéncia de etapas de
resfriamento e centrifugagdo a frio com centrifugas do tipo cesta — BC-301, BC-302, BC-303,
BC-304 e BC-305) (Eyskens et al., 2020). Nestas etapas, obtém-se oleato de octila, oleato de
etila (parcial) e caprato de octila com 99% de pureza (Figura 23), bem como acidos céaprico e

oleico para realimentar o tanque de mistura acida (V-101).
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Figura 23: Se¢do de downstream para remogao dos componentes de cadeia média/longa e
separagdo do oleato de etila, caprato de octila e oleato de octila na modelagem da obten¢ao de
ésteres por via biocatalitica em sistema multicompetitivo dos acidos acético, caprico e oleico

com etanol e n-octanol utilizando o software SuperPro Designer v13.

A corrente de saida do BC-305 (S-139) ¢ misturada com as correntes de fundo do
evaporador flash V-304 (S-117) e a coluna de destilagdo C-309 (S-137), resultando em uma
mistura de oleato de etila (29,0%), n-octanol (28,8%), acido caprico (22,8%), caprato de etila
(14,6%) e acetato de octila (4,6%). Esta corrente ¢ resfriada e centrifugada para separar o
acido céprico e retornd-lo ao tanque de mistura 4cida. A corrente remanescente da
centrifugacdo a frio ¢ passa por mais uma bateria de colunas de destilagao (C-310, C-311, C-
312 e C-313), nas quais se como corrente de fundo destas colunas as concentragdes
remanescentes de oleato de etila, de caprato de etila e de acetato de octila, conforme mostrado
na Figura 24. A corrente de fundo da C-312 (S-171) e a corrente de topo da C-313 (S-169)

sdo ricas em n-octanol e sdo recicladas ao tanque de mistura alcodlica (V-102).
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Figura 24: Secao de downstream para remocao dos componentes de cadeia curta/média/longa
e separacao das concentragdes remanescentes de acetato de octila, caprato de etila e oleato de
etila na modelagem da obtencao de ésteres por via biocatalitica em sistema multicompetitivo

dos acidos acético, caprico e oleico com etanol e n-octanol utilizando o software SuperPro
Designer v13.

Ressalta-se que o sistema multicompetitivo aqui estudado constitui-se como um
exemplo complexo e desafiador para a modelagem e simulacdo de um processo, dado que ao
término da reagdo tem-se 11 componentes distintos (os 6 produtos formados + 5 reagentes
ndo-convertidos em menor concentragdo), dos quais forma-se pelo menos uma mistura
azeotrdpica bastante conhecida (etanol-acetato de etila). Este modelo de maior complexidade
foi definido para tornar mais robusta a prova de conceito do sistema multicompetitivo como
estratégia técnico-economicamente viavel para obtencdo de ésteres de diferentes tamanhos de
cadeia. Todavia, ¢ importante novamente ressaltar que sistemas multicompetitivos muito mais
simples que o inicialmente proposto podem ser adotados, como o exemplo estudado do
sistema AC2-AC16-Alc2, no qual se forme apenas acetato de etila e palmitato de etila

(sistema com 3 reagentes e 2 produtos, além da agua formada).
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6.6.2 Simulacdo de processos, avaliacio preliminar da viabilidade econdémica e

identificacao de gargalos operacionais

Apos definido o modelo de processo para obtencdo de 6000 ton/ano de ésteres
(cenario base) por meio de reagdo em sistema multicompetitivo dos acidos acético, caprico e
oleico com etanol e n-octanol em modo continuo, estudou-se a avaliacdo preliminar da

viabilidade técnico-economica a partir da estimativa de receitas, CAPEX e OPEX.

Considerando a utilizagdo de Novozym 435 como biocatalisador em um reator de
coluna de bolhas e uma se¢do de downstream contendo um numero elevado de etapas de
separacdo, a analise econdmica revelou um CAPEX estimado de USD 30,5 milhdes para
construcdo da planta e um OPEX estimado de USD 37,5 milhdes anuais para sua operagao,
conforme mostrado na Tabela 23. As receitas anuais foram estimadas em USD 61,7 milhdes,
superando em USD 24,2 milhdes anuais os custos operacionais, considerando a separag¢ao dos
6 ésteres formados e sua venda com os valores apresentados na Tabela 12. O balanco entre
receitas anuais e custos operacionais ¢ positivo, resultando em um calculo de NPV de USD
90,5 milhdes de dolares ao longo de 15 anos de operagdo da planta industrial. Para cobrir o
CAPEX investido neste panorama de receitas sdo necessarios 1,8 anos (payback time), dentro
do padrdo usualmente adotado para investimentos na industria quimica (Turton et al., 2018).
As Tabelas 21 e 22 compilam as informagdes avaliadas no cenario-base. Ainda que estudos
como estes tenham elevado grau de incerteza e estejam apoiados em estimativas de custo de
aquisicdo e instalagdo de equipamentos, € possivel verificar a potencial viabilidade técnico-

econdmica preliminar deste processo com base nas premissas adotadas.

Tabela 21: Balancos de massa e energia da modelagem e simulagdo da obtengdo de ésteres
por via biocatalitica em sistema multicompetitivo dos acidos acético, caprico e oleico com
etanol e n-octanol, em produgio continua (7920 h de operacgdo ano™) e capacidade média de

producio de 6000 ton ano™
Item Valor/ano
Acido acético 951,2 ton métricas
Acido caprico 1601,1 ton métricas
Acido oléico 2196,5 ton métricas
Etanol 1422,9 ton métricas

n-Octanol 1791,2 ton métricas



Novozym 435
Agua de processo

Ar comprimido

Vapor (média pressao)

Vapor (alta pressao)

Energia elétrica

Salmoura para resfriamento

Acetato de etila
Acetato de octila
Caprato de etila
Caprato de octila
Oleato de etila

Oleato de octila

Residuos (4gua, acido acético, etanol, biocatalisador

gasto)
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5,4 ton métricas
8782,2 m?
1200000 kg
788 ton métricas
21888 ton métricas
122 MWh
535 ton métricas
175,0 ton métricas
659,2 ton métricas
754,5 ton métricas
1597,5 ton métricas
1026,9 ton métricas
1738,0 ton métricas

9527,7 ton métricas

Tabela 22: Parametros economicos de avaliagao preliminar de viabilidade técnico-economica
da obtencao de ésteres por via biocatalitica em sistema multicompetitivo dos acidos acético,
caprico e oleico com etanol e n-octanol, em producio continua (7920 h de operagio ano™) e

capacidade média de producio de 6000 ton ano™!

Indicador Valor
CAPEX total USD 30,5 mi
OPEX total (anual) USD 37,5 mi
NPV USD 90,5 mi
Tempo de retorno do investimento (payback) 1,8 anos
IAV 2,85
Margem bruta 39,2%
Retorno do investimento 55,8%
Taxa interna de retorno (apos taxas) 39,9%
Lucro bruto (anual) USD 24,2 mi
Taxas (40%) USD 9,6 mi
Lucro liquido (anual) USD 17,0 mi

Uma avaliagdo mais detalhada dos custos operacionais revela que os custos de

matéria-prima contribuem com 70,6% do total dos custos operacionais, j& que sao
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consumidos reagentes em grandes quantidades e estes tem considerdvel custo de aquisi¢do
(Tabela 12). A utilizagdo de varias matérias-primas no processo pode ser um fator de risco e
incerteza para a viabilidade técnico-econdmica do processo, ja que flutuagdes no custo das
matérias-primas podem gerar indicadores econdmicos negativos. Contudo, considerando-se
um cenario de aumento de 30% no custo médio de cada um dos 3 acidos e dos 2 alcoois
utilizados, mantendo fixa a escala de produgdo, tem-se que o NPV ainda ¢ positivo (passando
de USD 90,5 milhoes para USD 59,3 milhdes) e o tempo de retorno de investimento ainda

situa-se em patamar aceitavel (passando de 1,8 anos para 2,4 anos).

Neste panorama de custos elevados de matérias-primas, o reciclo dos reagentes nao-
reagidos mostrou-se crucial para a viabilidade econdmica do processo. O reciclo dos
reagentes ndo demandou etapas adicionais no processo (o que significaria maior CAPEX), ja
que os equipamentos destinados a recuperar os reagentes ndo-reagidos também sdo
necessarios na separagao dos produtos, como ¢ o caso das colunas C-307, C-309, C-312 ¢ C-

313 e das centrifugas BC-301, BC-303, BC-304 ¢ BC-306.

Do total do CAPEX do processo, 90,4% deste — USD 27,6 milhdes — esta alocado na
secdo de downstream do processo, evidenciando o quanto a separagao dos 6 ésteres estudados
¢ complexa. A complexidade da separacdo dos ésteres também se reflete na elevada
contribui¢do dos custos operacionais referentes ao processo, descritos no SuperPro Designer
como “facility-dependent costs” no CAPEX total (13,4%) e no elevado consumo de vapor de
alta de pressdo e de agua nas operagdes de separacdo (Tabela 22). Todavia, as utilidades
representaram apenas 1,5% do OPEX total, devido a integracdo energética entre correntes
frias e quentes de maior vazdo no processo simulado. A alegada vantagem da redugdo do
consumo de energia em processos biocataliticos sO se observa na secdo de reagdo, ja que a
secdo de downstream no caso estudado ¢ intensiva em energia. Ainda que muitas etapas de
separacdo tenham sido necesséarias, o processo modelado desconsiderou a formagdo de
produtos de reacdes paralelas, ja que a possibilidades destas em sinteses enzimaticas ¢ remota.
Isto dispensa etapas de purificacdo (tais como desodorizacdo e branqueamento) no processo,
conforme discutido por Ansorge-Schumacher & Thum (2013) (Ansorge-Schumacher e Thum,
2013). Como ja afirmado anteriormente, o caso estudado ¢ propositalmente complexo por
envolver a obtencdo e a separagdo de 6 ésteres. Assim, se neste caso complexo, modelado em
uma escala de producdo relativamente pequena, ja se obtém indicadores econdomicos positivos

que apontam para uma viabilidade preliminar, a tendéncia ¢ que em sistemas mais simples
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(com menor nimero de componentes) e/ou em maior escala de produgdo também se atinja a

viabilidade econOmica.

O custo do biocatalisador, frequentemente apontado como um dos grandes gargalos
dos processos biocataliticos, neste caso teve contribuicdo em torno de 18,7% do custo das
matérias-primas e 13,2% do OPEX total. Esta contribuicdo do custo do biocatalisador nos
custos operacionais totais ¢ relativamente baixa, considerando a grande diferenca de custos
por kg do biocatalisador (924 USD kg!) em relagdo as matérias-primas (inferiores a 5 USD
kg!) e produtos acabados (inferiores a 20 USD kg!). Isso se d4 particularmente pela baixa
carga de biocatalisador estudada (1,3% m/m total dos substratos) conciliada com o
atingimento de altas conversdes (> 80%) em tempo curto de reacdo (2 h), e a consideravel
capacidade de reuso alcangada com o reator de coluna de bolhas (13 ciclos de 2 h, 26 h de
operacdo). A conjun¢do destes fatores resulta em alta produtividade catalitica, reduzindo o
impacto do custo do biocatalisador nos custos operacionais totais. Tendo em vista o valor de
venda médio dos ésteres obtidos — 9,1 USD kg — a contribui¢io do custo da Novozym 435
no valor de venda dos produtos na reacdo em sistema multicompetitivo foi de 11,5%,
conforme detalhado na Equacdo 13. O valor obtido € superior ao preconizado no estudo de
Tufvesson e co-autores (2011) (Tufvesson et al., 2011a) — 5% — mas mesmo nesta condigdo ¢é

possivel alcancar indicadores econdmicos positivos no caso-base estudado.

(924 USD/kg x 100)

Eq. 13 Contribuicdo % do biocat = (7.6 ka/kg X 13 X 9.1 USD/Fg)

=11,5%

A elevada produtividade volumétrica do processo resulta em um reator de volume
relativamente pequeno (5 m®) e custo baixo (estimativa de 65 mil dolares para reator
construido em aco inox SS316). A se¢do de reacdo contribui com apenas 6,2% do total do
CAPEX e com 14,1% do OPEX. A 4gua removida da reacdo pode ser reaproveitada como
4dgua de resfriamento no processo, reduzindo a elevada pegada hidrica do processo (8782,2 m?
de agua por ano, equivalente ao consumo diario de uma cidade de 50000 habitantes) e

trazendo mais um importante atributo de sustentabilidade ao processo.

Ao analisar detalhadamente as receitas auferidas no processo € possivel avaliar o
impacto da presenga dos reagentes de cadeia longa (oleato de etila e oleato de octila) no

processo como um todo. Devido a massa molecular elevada, a quantidade massica destes
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¢ésteres produzida na planta ¢ superior a dos ésteres de cadeia curta e média (Tabela 22).
Somado a isso, o oleato de octila é o éster de maior valor de venda dentre os 6 ésteres
produzidos (16,4 USD kg), conforme os dados levantados e apresentados na Tabela 12,
gerando uma receita de USD 28,6 milhdes ao ano (46,3% do total das receitas). Ao simular
um célculo econdmico com o oleato de octila sendo comercializado por metade do valor aqui
utilizado (8,2 USD kg!), observa-se grande impacto nos indicadores econdmicos — ainda que
o balanco entre receitas e custos operacionais por ano seja ligeiramente positivo, o NPV fica
negativo em USD 1.71 milhdes. Por outro lado, o éster de cadeia mais curta estudado, o
acetato de etila, tem o menor valor de venda dentre os 6 ésteres produzidos (3,5 USD kg!) e é
o éster produzido em menor quantidade na planta (174 ton métricas ano). Isto pode
representar um outro aspecto interessante dos sistemas multicompetitivos: a sintese de €steres
de cadeia longa favorece (tecnicamente) a sintese dos ésteres de cadeia curta em meios sem
solvente, mas também pode favorecer economicamente a obtengdo dos ésteres de cadeia curta
por biocatalise, que por si sO, tendem a ser inviaveis. Os dados de producao massica e valor
de venda podem auxiliar na defini¢do de sistemas multicompetitivos de produgao de ésteres

que atinjam viabilidade técnico-econdmica.
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7 CONCLUSOES

Neste trabalho demonstrou-se que ¢ possivel obter ésteres de diferentes tamanhos de
cadeia simultaneamente — reacdo em sistema multicompetitivo — em uma Unica etapa e sem
solventes, utilizando lipases imobilizadas comerciais. Ao comparar o desempenho de reagdes
de esterificagdo em sistema multicompetittivo dos acidos acético, caprico, oleico com etanol e
n-octanol com as reagdes individuais de cada um deste acidos com cada um destes alcoois,
pudemos atingir em sistema multicompetitivo conversdes iguais ou superiores as atingidas
individualmente nas reagdes com a lipase imobilizada comercial Novozym 435. Baixas
conversoes em reacdo individual foram obtidas para a sintese de ésteres de cadeia curta —
17,7% na sintese do acetato de etila em razao molar 1:1, 4 h de reacao, ¢ 51,0% na sintese do
acetato de octila em razdo molar 1:1, 4 h de reacdo — e conversdes altas para a sintese de
ésteres de cadeia média/longa — p.ex: 90,6% na sintese do caprato de octila em razdo molar
1:1, 4 h de reacdo. As reagdes em sistema multicompetitivo, por outro lado, atingiram
conversdo total de 88,0% nas mesmas condicdes reacionais € mesmo intervalo de tempo. Em
termos de métricas de processo, a concentragdo total de ésteres obtidos na reagdo em sistema
multicompetitivo foi de 2,9 mol L, enquanto que nas sinteses individuais dos ésteres de
cadeia mais curta, as concentragdes de produto oscilaram entre 0,4 e 2,4 mol L' A
produtividade volumétrica da reacdo em sistema multicompetitivo foi de 0,72 mol L' h'!, ao
passo que nestas sinteses individuais do acetato de etila e acetato de octila as produtividades
foram inferiores a 0,60 mol L' h'!.

Considerando o balango entre conversao e métricas de processo, ¢ possivel afirmar que a
reagdo em sistema multicompetitivo € um processo mais eficiente para a obtengao de ésteres
de cadeia curta, j& que esta ¢ conjugada com a dos ésteres de cadeia média e longa. Os
reagentes de cadeia média e longa acarretam efeitos equivalentes aos obtidos com solventes
hidrofébicos no meio — reducdo da concentragdo dos acidos e alcoois de cadeia curta (que
possuem notavel efeito inibidor sobre as lipases), reducdo da hidrofilicidade geral do meio
(que pode ser nociva para a integridade da camada de hidratacdo das enzimas e sua atividade
catalitica) e atenuacdo da acidez do meio.

Em frasco agitado foi possivel observar que a concentracao de reagentes de cadeia curta
(acido acético e etanol), bem como a remo¢dao da adgua do meio reacional, tem influéncia
sobre o reuso da Novozym 435. Com a presen¢a de peneira molecular para remogdo da agua

formada, as sinteses individuais do acetato do octila, do oleato de octila e a reacdo em sistema
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multicompetitivo indicaram igualmente a possibilidade de reutilizar a mesma carga de
Novozym 435 (1,3% m/m total) em 3 reagdes sequenciais. Quando o reuso foi estudado sem
a presenga de peneira molecular, o meio reacional mais hidrofobico (sintese do oleato de
octila) foi o que favoreceu maior capacidade de reuso do biocatalisador (10 reagdes
sequenciais) enquanto ndo foi possivel reutilizar a Novozym 435 nas reagdes individuais
contendo acido acético ou n-octanol, nem na reacdo em sistema multicompetitivo.

Quando a reagdo em sistema multicompetitivo foi estudada em um protétipo de reator de
coluna de bolhas, a remog¢ao da dgua formada no meio reacional foi mais efetiva do que a
observada em frasco agitado, levando a necessidade de se adotar ligeiro excesso
estequiométrico (1:1,3 ou maior) para atingimento de altas conversdes. Por outro lado, foi
possivel observar um grande ganho em produtividade volumétrica no processo (passando de
0,72 mol L' h'! para 1,33 mol L' h'!') em relagdo ao frasco agitado, j4 que uma conversdo de
87,0% dos acidos a ésteres foi observada em apenas 2 h de reagdo, e um grande ganho em
produtividade catalitica (passando de 209,8 kg kg™! para 878,8 kg kg™!) foi obtido, devido a
possibilidade de reutilizar a mesma carga de Novozym 435 em 13 reac¢des sequenciais.

A condigdo reacional considerada mais favoravel para a reacdo em sistema
multicompetitivo foi a razdo molar acidos:alcoois 1:1,3, carga de biocatalisador 1,3% m/m
total, temperatura 50 °C, 2 h de reagdo, em reator de coluna de bolhas. Ao término da reagao
nesta condi¢dio, as analises de cromatografia gasosa indicaram a presenca de 26,7 g L de
acetato de etila, 82,5 g L'! de acetato de octila, 94,2 g L' de caprato de etila, 197,4 g L! de
caprato de octila, 128,7 g L' de oleato de etila e 217,2 g L*! de oleato de octila. Esta condigio
reacional foi utilizada como base para modelar um processo industrial no software SuperPro
Designer para obtencao simultanea de acetato de etila, acetato de octila, caprato de etila,
caprato de octila, oleato de etila e oleato de octila, em modo continuo e escala de producao
6000 ton ano™!. A modelagem indicou que, para esta produgao, atinge-se um balango positivo
entre custos operacionais e receitas suficiente para retornar o valor investido em menos de 2
anos, com valor presente liquido positivo ao longo do tempo do projeto. Com isto, demonstra-
se o potencial de viabilizar economicamente a sintese de ésteres por biocatalise com sistemas

multicompetitivos.
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8 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Dada a complexidade dos sistemas multicompetitivos e tendo como objetivo neste
trabalho o desenvolvimento de um processo com potencial viabilidade técnico-econdmica,

varios aspectos de exploragdo cientifica deste objeto de estudo ainda nao foram cobertos.

Uma avaliacdo mais aprofundada da cinética enzimadtica, englobando a modelagem
cinética da reagcdo e a determinacdo dos pardmetros de Michaelis-Menten, ajudaria no
dimensionamento mais apurado dos reatores para estes processos. A modelagem cinética
também poderia também responder se as misturas de acidos e de alcoois em sistemas
multicompetitivos podem afetar a afinidade da lipase pelos substratos em relagdo as reagdes

com os substratos isoladamente.

Uma avaliacdo mais aprofundada da termodindmica do meio reacional em sistema
multicompetitivo também poderia auxiliar na compreensdo dos efeitos de solvatagdo e
atividades termodindmicas das espécies quimicas do meio, cuja implicacdo tem relacdo direta
com a conversdo dos reagentes em produtos. Um maior entendimento deste topico ajudaria no
estabelecimento assertivo de outras reagdes em sistema multicompetitivo uteis para

aplicagdes industriais.

Uma avaliagdo mais aprofundada da dinamica reacional, utilizando outras técnicas
analiticas além das aqui adotadas, lancaria luzes sobre a seletividade das lipases em sistemas

multicompetitivos e os efeitos de inibi¢ao dos reagentes sobre as lipases imobilizadas.

Um estudo mais apurado da engenharia de reatores e o desenvolvimento de um reator
de coluna de bolhas mais sofisticado (com controles de vazio e velocidade de gas, bem como
um dispositivo de borbulhamento capaz de produzir bolhas mais uniformes) poderia levar a

otimizac¢ao do processo aqui estudado e de outras reagdes em sistema multicompetitivo.

Um estudo mais apurado do reuso das lipases imobilizadas em diferentes condig¢des
reacionais, verificando a influéncia dos parametros reacionais na capacidade de reuso, pode
ajudar na superacao de um dos principais gargalos operacionais/econdmicos da biocatalise —
seu custo elevado — aplicada a ésteres, bem como a outros compostos quimicos de baixo-

médio valor de venda.
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Um estudo com lipases imobilizadas nao-comerciais, englobando uma analise
preliminar técnico-econdmica de sua obten¢do para estimativa de seu custo, pode ajudar na
obtenc¢do de biocatalisadores aptos a suportarem os efeitos dos reagentes de cadeia curta nos
sistemas multicompetitivos com suportes de imobilizacdo aptos a garantir alta capacidade de

reuso em diferentes esquemas reacionais.
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Titulo da Invengdo ou Modelo de PROCESSO DE OBTEN(;AO DE ESTERES POR VIA ENZIMATICA
Utilidade (54): EM SISTEMA MULTICOMPETITIVO E MEIO SEM SOLVENTE
Resumo: A presente invengé@o fomece um processo enzimatico para a

obtengdo simultdnea de ésteres de cadeia curta, média e longa, sem
o uso de solventes. O processo utiliza lipases imobilizadas como
biocatalisadores, superando a baixa especificidade dos catalisadores
convencionais e resultando em ésteres mais puros e obtidos em
condi¢des brandas. Ainda, € utilizado um sistema reacional
multicompetitivo, onde acidos e alcoois de diferentes tamanhos de
cadeia (curta, média e longa) reagem simultaneamente, sem a
necessidade de solventes. A tecnologia torna o processo mais viavel
economicamente, gerando uma mistura separavel de ésteres Uteis
para diversos setores industriais, eliminando as limitagdes de custo e
produtividade associadas ao uso da via enzimatica em sistema com
solvente. Consequentemente aumentando a sustentabilidade do
processo.
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Abstract

A suitable immobilized lipase for esters syntheses should be selected considering not only its cost. We evaluated five biocata-
lysts in syntheses of octyl caprylate, octyl caprate, and octyl laurate, in which conversions higher than 90% were achieved.
Novozym® 435 and non-commercial preparations (including a dry fermented solid) were selected for short-term octyl laurate
syntheses using different biocatalysts loadings. By increasing the biocatalyst’s loading the lipase’s reusability also raised,
but without strict proportionality, which resulted in a convergence between the lowest biocatalyst loading and the lowest
cost per batch. The use of a dry fermented solid was cost-effective, even using loadings as high as 20.0% wt/wt due to its
low obtaining cost, although exhibiting low productiveness. The combination of biocatalyst’s cost, esterification activity,
stability, and reusability represents proper criteria for the choice. This kind of assessment may help to establish quantitative

goals to improve or to develop new biocatalysts.

Keywords Lipases - Emollients - Enzymes immobilization - Octyl esters - Economic assessment

Introduction

The advantages of biocatalysis applied to esters produc-
tion include consuming less energy. reducing environ-
mental impacts, and improving the quality of the products.
compared to conventional esters syntheses due to the high
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specificity of enzymes [ 1. 2]. In immobilized forms, biocata-
Iytic processes present a heterogeneous catalysis rationale.
which means that the enzymes can be easily separated from
the medium after reaction and reused [3-5]. Additionally,
some enzymatic properties may be improved by the immo-
bilization process. such as activity, selectivity. stability,

Denise Maria Guimarges Freire
freire@iq.ufry br

' Biocatalysis Laboratory, Ministry of Science, Technology,
and Innovations, National Institute of Technology.
Rio de Janeiro, RJ 20081-312, Brazil

Federal University of Rio de Janeiro, Chemical Engineering
Program, COPPE, Rio de Janeiro, RJ 2194 1-972, Brazil

7 Department of Biochemistry, Federal University of Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, RJ 21941-909, Brazil

*  Federal University of Rio d2 Janeiro Campus, UFRJ
- Duque de Caxias, Prof. Geraldo Cidade. Dugue de Caxias,
RJ 25240005, Brazil

*  Pharmaceutical Bioechnology Program, Faculty
of Pharmacy, Federal University of Rio de Janeiro,
Rio de Janeiro, RJ 21941-972, Brazil

¥



193

3) Artigo: Solvent-free esterifications mediated by immobilized lipases: a review from
thermodynamic and kinetic perspectives (Catalysis Science and Technology, 2021,
RSC)

Catalysis

1 ' » ROYAL SOCIETY
_? g::ehnncoel g‘gy e OF CHEMISTRY
MINI REVIEW pumgobie bt

Solvent-free esterifications mediated by
immobilized lipases: a review from
thermodynamic and kinetic perspectives

Ronaldo Rodngues Sousa, (0 fyls SanfAns Siva™
Roberto Fernandez-Latuente 0" and Visdana Santano Fermra-Laitio

M) Chuck for updates

150 Unpeeted Licane.

Qw e DO 101099 \akey00 490

FYWoL)

O'ﬁ

Sstwrs w4 PRy revect clos of compound Im e Pl coroes, e Blocesyni aspled o e
A EEsces & drwecy o red by for aorw chemicd comparien TERE yrttecen 0 vt S cyte s e
roobiined lpows Fow mary ecanaric and ervirorrreetd adversees Howswr, corslde iy e
Comphe ity e e Wty of Sw o bew s PR oo [rvolaed, e ot Eeon o eactions B e
Ay s & chlbrgrg [0 A solrt e xynte e ol 1o of S e & of Lot Impodec e,
Aefiriryg tw Bebaior o e teection mwdue 0 ey of polaty, mutue solbity, et water ec iy
Furfwaroos T ke D OF rwegerio dete TrInes. S s vioorrent i wiic P e lereobl e [pos wil
A, are e roersky of (5P AREOe e, Or e Do st loade g TR e seioe of e ol o el
Blocasdrst owdrg, saertid pareeben 0 be desrired [0 e optmiieion eudy, wil sgrifcetly e
e Parrodrweios e o of Sw o arthel (0 e cartet, S stew irteed o Jow e o
Pt sk AOr Aol £ e W ST ot iG] O froes Sermatyrweeic wd ket pengec e

Rncaved 195 Aol 221
Accagtad & 24y 021

DO 10 1058 Mloy0 06 9%g

mclloniygs

schoct ivity and spesificiy and mdd reiction condi ton where

Introduction AN .
Sy can perform their fancton ™' For cer symhesiz, 2

Thir artelo  licamad unwder » Creatve O

Accom Amice Pubidwd oo 06 July 01 Deoandowded oo S 01 10,8200 2.

Patera have a4 wide range of wpplicitions in day dy-dey
prodos. B o shatduin ceboybe asdi, diphate
enterd, are appliad & Srgpance and Bwvord i o, coenetic,
and pharemosaticad prafoctt e of mid o longchain
aliplog i carbaylic acidn we pémarily wied an emollions,
mm.uem.mmamgw
chuin esters fnd appl

Tindads Tt
an

parsieular chuss of Mydrolytie ey, lipaes ((facylglyeerd
ener hydoises BC 11.03), & weally adgred A4
Comtidering thelr smbiliy, drond specificiy, and vesadlzy,
Tipses (in many ingances in an munddilized fosn) ae
among the most sodied YW s in appli o
seerificeion mactionn ' However, the hp oot of
n L and thelr low activity d to chemicd

haﬂ-lu”m' levance lisk ner only in muﬂv-’nyd
Mratumi and apphceini bt abo in e cormnt wodd
mariet i wel @ the prje Soms of the ir gewd 4

4

my—annenja&“hehohmd&au
apphicaton of b walyis in dwese pr 1T i dia sene,
-ammnhmnnfﬂumﬁmm

m-a,. at dhe u“d level, s am generally u&h. ind q v sdyie foed o be st Sor de
& wiing ch 1 L lile minerd asdi or  ink al wse of b ay
mem Gue bk good -&My, reguifing lash reicton lxpm the high pna: of cammencid entymes, impodand
conditions  and pd e o e moch 43 BASF, Bvonik, Crak, aanm
doct "0 Fioea s byste P hukneﬁdng 3. cn wine d by &

parificaon of the p
Eerrative & S e prod ﬂqdmb-pnu

* Mocaties JaNvaey Nocbad! N fcul of Techndapy Misay of X #ack,
Trchadogy and Seccias, aoeraze, Kb & fonkire K kad.
Bl vidbna N g X

* Focard s by of Ko & Jaw o, Dup Y ) Mo
& fonirg A el

* Kasealyak Inportean, KICHNG Cans DANCIN Maid Do, Pain
focl. Wik

SCmen off Re Wi & I Koo % 4 Rece ICX, Reanal Scmefic sdvkory
Aol ek &, Koo ARGTE LA WSOy NS 2158, Tl mode

Thxowrd ix0 Thw 2omiZocst y o (wmadry 200

in their p d thae h- ,n;\a
hemn and the scwch S moe sssimbic foras of
Manammwﬁ&cuﬂ!«ﬁndh‘u
@iy prodocs will i et ind 1 pesdaction by
enysute casdysi in e fllwing yeas " The global cer
srmaries was vaload & USD 1 billion in 2009 and 3 estioued
bm:hlmshlnnbym In 2018, She ghobul sk of
ind d e sy was ed at USD 5.3 billion with 2
coen paund wn el groweh ree (CAGR) of 4.9% ™ in dica ing
2 corvergence between the guweh of bodh madkes.

efodio S ™ e 2
o

. N Tachool



194

4) Artigo: Simplified Method to Optimize Enzymatic Esters Syntheses in Solvent-Free
Systems: Validation using Literature and Experimental Data (Catalysts, 2021, MDPI)

\catalysts

by

Article

Simplified Method to Optimize Enzymatic Esters Syntheses in
Solvent-Free Systems: Validation Using Literature and
Experimental Data

Ronaldo Rodrigues de Sousa 120, Ayla Sant’Ana da Silva -2, Roberto Fernandez-Lafuente 34* and
Viridiana Santana Ferreira-Leitio 2 *0

check for

updates
Citation: Sousa, RRA; Silva, ASd;
Femandes Lafuente, R;
Fernan Leitio, VS Sunphfied
Mo thad to Optimaze Enoymatic
Eaters Synthess = Sobvent-Pae
Systeme Validation Usang Likeratus
and Experionental Data. Caaysts
2021, 10, 139, httpse/ / doi ooy
1033%)/ catall 111138

Evangelos Topakus, David D Boulyr
and Koland Woblgemuth

Roarmved: 25 October 2021
Acarpied: 8 November X021
Fubluhed 12 November 221

Publisher’s Notbe MDPI stays neutral
with agard to jusisdictionn) daiss in
publiaded maps and institational affl-
mbons

Copyright © 221 by the suthos
Licnwe MDPI, Bawl Switzerdand
This article = an open soxss artick
distrduted under te rms and
condations of e Coeative Comumivs
Attrdution (CC BY) Bane (Mtpe//
caaly eroaamons oy lomsesy by /
40/).

t Biocatalysis Laboratory, National 1 logy, Ministry of Sdence, Technology, and Innovations,
Rio de Janeiro 20081-312, Brazil; ronaldo.rodrigues@int gov.br (R.R.d S.); ayla santana@int gov.br (A S.d5)
2 Department of Biochemistry, Federal University of Rio de Janeiro, Rio de Janeiro 21941-909, Brazil
& Biocataly sis Department, ICP-CSIC, Campus UAM-CSIC, 28049 Madrid, Spain
4 Center of Excellence in Bi sence R h, Fxternal Scientific Advisory Acxdemics,
King Abdulaziz University, jeddah 21589, Saudi Arabia
*  Correspondence: rifiicp.csic.es (R E-L f; viridiana leitao@int. gov.br (V.S.E-L.)

of Tech

Abstract: The adoption of biocatalysis m solvent-free systems is an altemative to establish a greener
esters production. An interesting correlation between the acid:alcohol molar ratio and biocatalyst
(xmmobilzed hpase) loading in the optimzation of ester syntheses m solvent-free systems had been
observed and explored. A simple mathematical tool named Substrate-Enzy me Relation (SER) has
been developed, indicating a range of reaction conditions that resulted in high conversions. Here,
SER utility has been validated using data from the hiterature and experimental assays, totalizing
39 different examples of solvent-free enzy matic esterthications. We found a good correlation between
the SER trends and neaction conditions that promoted high conversions on the syntheses of short, mid,
of long-chain esters. Momreover, the predictions obtained with SER ane coherent with thermodynamic
and kinetics aspects of erzymatic esterification in solvent-free systems. SER is an easy-to-handle tool
to predict the reaction behavior, allowing obtaming optimum reaction conditions with a feduced
number of experiments, ncluding the adoption of reduced biccatalysts loadings.

Keywords: immobilzed lipases; solvent-faze reactions; enzymatic esterification; esters

L Introduction

Solvent-free systems (SFS) are becoming popular for enzymatic esterifications. These
systems have many advantages because the reaction media is formed only by the reactants,
increasing the volumetric productivity of the process and avoiding complex downstream
and hazardous wastes [1-3]. The adoption of solvent-free systems may contribute to
achieving the feasibility of biocatalytic ester syntheses on a large scale in both technical
and economic aspects, in consonance with the principles of Green Chemistry.

Immobilized lipases have been utilized successtully for esterification reactions in
SFS [+-9]. Erzyme immobilization enables enzyme recovery and reuse, associated with
the possibility of improving enzyme stability, activity, selectivity, or specificity [10-12].
Moreover, it may enlarge the window of operating conditions (reducing inhibitions or inac-
tivation by chemicals) and be coupled to the purification processes [12-16]. Immobilized
lipases are extensively studied for esters syntheses [10,12,17-20], potentially addressing
demands in many different sectors such as energy and transport [21-23], food indus-
tries [24-26], cosmetics and personal care [19,27], and chemical industries [28-30].

Molar ratio and biocatalyst loading are two of the main parameters studied in solvent-
free enzymatic esterifications because this reaction is thermodynamically controlled and,
thus, the concentration of the catalyst determines the conversion rate [31-33]. The reaction
media and the experimental conditions have major influences on these aspects, and, in
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Abstract: Although the current hiteratune describes significant advances i biocatalytic ester syntheses,
few industrial plants worldwide are curmently producng esters using biocatalysts.  Green and
sustainable esters can be obtamed via a biocataly tic route, ncluding some operational advantages
over conventional syntheses. An analysis of the literature revealed that most articles neglect or
describe the economic issues generically, without quantitative imformation. Scaling-up studies are
also scarce in this field The main disadvantage of biocatalysis using immobilized lipases—their
cost—has not been studied at the same level of depth as other technical aspects. This gap in the
Literature is less intense in enzymatic biodiesel production studies and, despite the lack of a staict
corfelation, ereymatic biodsesel commercial plants are relatively mone common. Prelinanary techno-
economic assessments ane crucial to identify and circumvent the economic drawbacks of biccatalytic
ester syntheses, opening the way to broader application of this technology in a large-scale context.

Keywords biocat: '_VSis: esters; 3 t

1. Introduction

Esters syntheses are technically feasible using biocatalysts in organic media, including
many successful examples in solvent-free systems [1,2]. The advantages of biocatalysis in
this field include the reduced severity of the processes and the consequent reduction in
occupational risks, the increased purity of the obtained esters, and the reduced complexity
of downstream operations [1,3,4], with potential positive impacts on economic, social, and
environmental parameters.

Considering esters” importance and market size—estimated to reach USD 3 billion
in 2027 [1}—it is notable that few companies are currently producing esters catalyzed by
lipases. Ansorge-Schumacher and Thum (2013) [3] and Khan and Rathod (2015) [4] men-
tioned that companies such as Evonik and Eastman were producing esters by biocatalysis
at the time they wrote their papers. Years later, the context remains almost unchanged,
although the scientific literature and patents in this field have increased drastically. News
about the growing interest of big chemical companies, such as Basf, Dow, Clariant, DuPont,
and Solvay, in biotechnologies or enzyme production /applications are frequent However,
it is curious that the higher sustainability and product quality obtained from the biocatalytic
production of esters seem not so attractive to the chemical industry context.

The question is always surrounding the high cost of the biccatalysts for ester syntheses—
immobilized lipases. However, some industrial biodiesel plants are becoming viable (at

Catalysts 2023, 13, 223. https/ /dioi org/10.3350/ catal 13020223
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Palm fatty acid distillate (PPAD) is a residual fatty acids rich-stream obtained in the palm oil refining process. Its
potential as raw material for butyl esters syntheses using immobilized lipases (vatym 435® and prou;mu- M

IM®) in solvent free system have been explored. A smplified tool for

Enzyme Relation, SER) conciliates the masses of reagents and biocatalysts to obtain v:luable insights into the
shift of chemical equilibrium and the probability of deletericus effects on immobilized lipases. This mathematical
relation had been studied when a single acid and alcohol are invalved, but here SER is adopted when a mixture of
similar chaindength acids is present in the reaction media. Experimental asays have revealed a range of reaction
conditions of molar ratio and biocatalyst loadings equivalent to SER - 42 to - 12, that achieved maximum
comversians higher than 90 % using biocatalysts loading lower than 2.0 % (wt/wt of PFAD mass) and less than
10 % of nbutanol stoichiometric excess. Similar SER trends were observed when companng single reactants
conversions results and a mixture of nnds (Cl6 (‘lﬂ] and one alcohol Involved, inds the icability of

SER as optimization tool for enzy ifi using a lex matrix.

1. Introduction

Palm faety acid dictillaze (PFAD) iz a light brown wax material,
generated az a by-product of the palm oil refining in the steps of acidity
Juction and deodorization [1-3]. Total PPAD production corresponds
to about 496 wt. of the production of palm oil [4.5] and mozt of thiz
content iz directed to animal feed and hnmlry:o:p industries. Although

the use of palm oil and itz derivati rises about the
sustainability of their producti itis ble to think that
Mhmwﬂlmﬂmmmmkmmdehmﬁm,hgh-aﬂed
wvalue PPAD applications should be studied aiming for a better destina-

tion for thiz residue [6]. PFAD coatains around 80-90 % (3wt/wt) of
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free farty acids, mainly palmitic and oleic acidz Other components are
found in emaller amountz as ti-, di- and mono glycerides, and unzapo-
nifiable components like vitamin B, sterols, squalene, and volatile
componentz [1,2,4,7]

High-yield ezzynuu aymhueu using PPAD 3o raw material were

lescribed by zome theziz of biodiezel and bio-
lubricantz [4,3 llg,mguﬁuvude:w:mlmzf_\cm(ol‘ 15]

and wax ssters [2] even in col v di iz
dezirable in termz of coatz, the lexity of the pr and envi

mental impacts [16-19]. One important peculiarity of thiz kind of syz-
tem iz the continuous change of the phynicochemical properties of the
oystem, ctarting just with the substratez and ending with the product
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Opportunities and challenges
for the production of fuels and
chemicals: materials and
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21.1 Introduction

Global primary energy consumption that increases yearly has been predomi-
nantly sourced from fossil fuels. According to the Statistical Review of
World Energy (2021), 84% of total consumed energy in 2019 was of fossil
origin. Consequently, so far continuous use of fossil resources and carbon
dioxide emissions keep building up in the atmosphere, increasing global cli-
mate changes. The severity of this scenario has been pushing nations to seek
solutions through environmental treaties. One of them is the Pans
Agreement, a treaty signed by the United Nations in 2015 aiming to reduce
greenhouse gas (GHG) emissions and, by extension, control the increase in
global temperature from 2020 onward (Christensen and Olhoff, 2019; Hohne
et al.,, 2019). However, to achieve this goal, it is necessary to change the
energy source from fossil to renewables, whereby fuels and chemicals would
be produced from renewable materials. This approach has been considered a

Biotechnology of Microhial Enzymes. DO hitps/doiorg10.1016/B97 80443190599 00004 9
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Abstract Biocatalysis—specifically the use of immobilized lipases—has been proposed
as a greener alternative for ester production. Several critical challenges, such as the high
cost of biocatalysts, are delaying the industrial implementation of biocatalysis. Moreover,
for short-chain ester synthesis, the strong inhibition/inactivation potential of short-chain
acids and alcohols on lipases leads to long reaction cycles and /or the need to use organic
solvents to overcome the limitations of solvent-free systems and, consequently, the decrease
in product concentrations. This review presents an overview of the scientific developments
in enzymatic short-chain ester synthesis, compiling the constraints on their syntheses
from a process perspective, including insights about key performance indicators (KPI) and
economic parameters.

Keywords: esters; biocatalysis; lipases; immobilized enzymes; short-chain esters

1. Introduction

Ester synthesis has been intensively explored in the scientific literature throughout
the past decades [1-6]. Biocatalytic routes have gained great relevance in this field due
to their environmental benefits toward greener and sustainable processes in chemical in-
dustries [7-11]. The adoption of biocatalysis in ester syntheses using lipases (E.C. 3.1.1.3)
in immobilized form is challenging considering the high costs involved in the process
and other technical drawbacks related to their catalytic activity and/or operational sta-
bility [5,8,12]. These drawbacks are more significant when considering the synthesis of
short-chain esters, due to the acidity induced by short-chain acids, their relative hydrophilic
characteristics, and the enzyme inactivation potential of short-chain alcohols [12-18]. Short-
chain esters, whose chain length range comprises molecules containing 2 to 10 total carbons,
are well known for their high volatility and flavor/fragrance properties. These compounds
are derived from short-chain carboxylic acids and alcohols usually found in the metabolism

Catalysts 2025,15, 375
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