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RESUMO

Esteres de acUcar s3o moléculas que atuam como biossurfactantes possuindo a propriedade de
atuar na interface de misturas heterogéneas, uma caracteristica importante para diversos
segmentos industriais, com destaque para as industrias farmacéuticas, alimenticias e de
cosmeéticos. O emprego de materiais provenientes de fontes renovaveis, como o acido oleico e
o xilitol atribuem valor a essa tecnologia. Entretanto, o método classico de sintese dos
surfactantes emprega catalisadores acidos e altas temperaturas, caracteristicas contrarias aos
preceitos da quimica verde. Aliando as tecnologias da catalise enzimatica, que suaviza as
condigdes reacionais, e 0 uso de fontes alternativas de aquecimento, como o ultrassom e o
micro-ondas, é possivel desenvolver uma metodologia sintética menos agressiva a0 meio
ambiente. O objetivo desse trabalho foi realizar um estudo da sintese de monoésteres de xilitol
e glicerol para verificar a viabilidade do uso da catélise enzimatica associado ao aquecimento
do meio reacional por banho de ultrassom ou reator de micro-ondas. Nos experimentos
realizados foram estudados os rendimentos reacionais para a obtencdo de monoésteres de
xilitol e glicerol através da catalise enzimatica empregando a lipases Novozym 435. As
reacdes levaram a um rendimento de 96% em 2 h e 75% em 1,5 h utilizando-se reator de
micro-ondas e banho de ultrassom respectivamente. Ainda foi estudado o reuso da enzima em
reator de micro-ondas com obtencdo de resultados satisfatorios (superiores a 77%) até o 3°
ciclo. Adicionalmente, foram realizados experimentos com variagédo de &cidos graxos (acidos
oleico, adipico e butirico) e polialcoois (xilitol, glicerol e derivados protegidos). Na anélise da
reacdo em CLAE foi possivel verificar seletividades entre 60% e 70% em tempos de cerca de
20 minutos para as reacOes de esterificacdo do &cido oleico com os poliélcoois desprotegidos.
Para as vias quimoenzimaticas, a protecdo do polialcool alcancou uma seletividade de 83%
para a formagdo do mono-oleato de glicerol.

Palavras-chave: Catalise Enzimatica. Biossurfactantes. Micro-ondas. Ultrassom



ABSTRACT

Sugar esters are molecules that act as biosurfactants possessing the property of acting at the
interface of heterogeneous mixtures, an important characteristic for several industrial
segments, especially the pharmaceutical, food and cosmetic industries. The use of materials
from renewable sources such as oleic acid and xylitol attach value to this technology.
However, the classical method of synthesis of surfactants employs acid catalysts and high
temperatures, characteristics contrary to the precepts of green chemistry. Combining the
technologies of enzymatic catalysis, which softens the reaction conditions, and the use of
alternative heating sources such as ultrasound and microwave, it is possible to develop a
synthetic methodology less aggressive to the environment. The objective of this work was to
perform a study of the synthesis of xylitol and glycerol monoesters to verify the feasibility of
the use of enzymatic catalysis associated to the heating of the reaction medium by ultrasonic
bath or microwave reactor. In the experiments carried out, the reaction yields for the
preparation of monoesters of xylitol and glycerol were studied by enzymatic catalysis using
Novozym 435 lipases. The reactions led to a yield of 96% in 2 h and 75% in 1,5 h using a
reactor Microwave and ultrasonic bath respectively. The reuse of the enzyme in a microwave
reactor with satisfactory results (above 77%) up to the 3rd cycle was also studied. In addition,
experiments were carried out with variation of fatty acids (oleic, adipic and butyric acids) and
polyalcohols (xylitol, glycerol and protected derivatives). In the analysis of the reaction in
HPLC it was possible to verify selectivities between 60% and 70% in times of about 20
minutes for the esterification reactions of oleic acid with the deprotected polyalcohols. For the
chemo-enzymatic routes, the protection of the polyalcohol achieved a selectivity of 83% for
the formation of the glycerol monooleate.

Keywords: Enzymatic Catalysis. Biosurfactants. Microwave. Ultrasound
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1 INTRODUCAO

Os surfactantes compfem uma classe de moléculas caracterizadas por sua capacidade
de atuar na interface 6leo-4gua, possuindo uma estrutura composta de uma parte polar,
comumente chamada ‘“cabega”, e uma parte apolar, conhecida como ‘“cauda”. Diversos
compostos organicos atuam como surfactantes, com destaque dentre eles para os ésteres de
acucares, materiais ndo-iénicos, insipidos, inodoros, biodegradaveis, ndo téxicos e ndo
irritantes (NAKAYMA et al., 2015; LIN, 2015). O conjunto de caracteristicas desses
materiais 0s torna interessantes para sua aplicagdo em industrias de cosmeéticos, alimenticia e
farmacéutica. Na producéo classica, os emulsificantes séo sintetizados a partir de reacdes de
esterificacbes empregando acidos graxos, com cadeias de diversos comprimentos, e
polialcodis derivados de acgucares naturais. Devido a gama de combinagdes possiveis
empregando diferentes substratos, os mais variados ésteres podem ser obtidos. Alguns estudos
apontam a obtencdo de ésteres com atividade antimicrobiana a partir do emprego de acido
oleico como substrato, despertando o interesse na aplicacdo desses compostos na formulacdo
de farmacos (ABDELKADER et al., 2016).

O xilitol € um polialcool promissor para 0 uso como substrato na sintese de ésteres.
Sua principal fonte de obtencéo industrial é pela reducdo da xilose extraida da madeira. As
industrias altamente consumidoras desse material sdo as alimenticias e farmacéuticas, que o
empregam na composicdo de diversos alimentos direcionados aos pacientes com diabetes,
visto que ele é metabolizado no organismo por uma via independente da insulina
(ALBURQUEQUE et al., 2014).

O glicerol, outro polialcool, € produzido a partir da hidrolise de triacilglicerideos no
organismo. E um dos principais subprodutos em diversas indGstrias, com destaques pra
industria dos sabdes e do biodiesel. Por outro lado é uma matéria-prima presente nos mais
diversos setores industriais, com enorme destaque a sua empregabilidade nos ramos
farmacéuticos e cosmeéticos (MARTIN et al., 2011)

A metodologia para producdo industrial de ésteres, pode apresentar dificuldades na sua
implementacgdo, ja que as vias classicas de sintese sdo realizadas em condicfes de altas
temperaturas e com o emprego de catalisadores agressivos (acidos fortes). O produto
reacional precisa ainda passar por etapas de purificacdo e destilacdo para a remocdo dos

poliésteres formados como subprodutos por vias secundarias e que reduzem as propriedades
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emulsificantes do monoéster. Essa necessidade de etapas adicionais para a obtengdo de um
produto final refinado e de qualidade encarece o processo total (GHAMGUI et al., 2006).

Uma alternativa interessante para a producdo desses ésteres € o uso de catalise
enzimatica, j& que enzimas sdo biopolimeros capazes de promover reagdes organicas em
temperaturas e pressdes proximas as ambientes, além de promover maior especificidade na
obtengdo do produto final, com quimio-enantiosseletividade (BENKOVIC et al., 2003). As
reacdes de esterificacdo sdo melhores promovidas pelas enzimas pertencentes a subclasse das
lipases, caracterizadas por sua capacidade de atuar na interface Oleo-agua (LERIN et al.,
2014). Reacdes de esterificagdo empregando o glicerol e o xilitol como precursores na sintese
de ésteres derivados de acido oleico levaram a rendimentos da ordem de 90% (RUFINO et al.,
2009).

Apesar das vantagens associadas ao rendimento e a temperatura, o uso de lipases leva
a tempos reacionais mais longos comparados as vias classicas de sintese. Uma alternativa que
propde a reducdo desses tempos reacionais € o0 emprego do reator de micro-ondas e do banho
de ultrassom como alternativas ao aquecimento.

Publicacbes acerca do emprego do reator de micro-ondas e banho de ultrassom na
sintese organica estdo aumentando, principalmente nos Gltimos anos, devido as inimeras
vantagens que o emprego dessas tecnologias traz, destacando-se principalmente a reducdo de
tempo reacional associado a reducdo do volume de solvente ou até mesmo sua eliminagéo.
Esses beneficios vdo ao encontro do interesse industrial quanto a reducdo do uso de matérias-
primas empregadas e a busca por processos energeticamente mais sustentaveis (RATHI et al.,
2015; LERIN et al., 2014).

Neste trabalho foi proposto um estudo das rea¢@es de esterificacdo de &cidos graxos
(butirico, adipico e oléico) com polialc6ois empregando a catalise enzimatica promovida pela
lipase comercial Novozym 435 (Candida antarctica) imobilizada em resina acrilica. Visto a
necessidade de se reduzirem os tempos reacionais das reac@es de esterificagdes enzimaticas,
foram utilizadas metodologias alternativas para o aquecimento da reacdo por meio de reator
de micro-ondas e banho de ultrassom.

Empregando-se a catalise enzimatica foram realizados estudos dos parametros
reacionais, tais como tempo, fonte alternativa de aquecimento, ciclo de reuso da enzima e

natureza do substrato.
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2 OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivo principal estabelecer uma metodologia para
obtencdo de monoésteres de agUcares, sendo necessario, portanto, atingir os seguintes

objetivos especificos:

(i) Determinar o melhor tempo para rendimento maximo da reacdo enzimatica no uso das
fontes de aquecimento por irradiagdo micro-ondas e por banho em ultrassom;

(i1) Avaliar os rendimentos reacionais para a reutilizacdo da enzima comercial Novozym
435 (lipase B de Candida antarctica) em ciclos consecutivos reacionais.

(iii) Estudar a obtencdo de derivados de acidos graxos diferentes, empregando os acidos
oleico, adipico e butirico na esterificacdo do xilitol;

(iv) Analisar a seletividade da enzima comparando-se os resultados de rendimento na
sintese dos monoéster para o xilitol, o glicerol, e seus derivados protegidos, utilizando
0 &cido oleico;

(v) Determinar a partir do rendimento o melhor solvente a ser empregado na sintese de

mono-oleatos de xilitol com aquecimento em ultrassom;
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 SURFACTANTES
Os surfactantes sdo compostos organicos que apresentam em suas estruturas uma parte
hidrofilica, com afinidade ao meio polar, e uma parte hidrofobica, com afinidade ao meio

apolar, conforme apresentado na fig. 1.

Apolar o
AR
Polar

Figura 1- Estrutura genérica dos surfactantes

Devido a sua estrutura, os surfactantes podem atuar na interface entre uma mistura
6leo-4gua, reduzindo a sua tensdo superficial. Além dessa propriedade, a partir de dada
quantidade de material, quantificada pela concentracdo micelar critica, os surfactantes passam
a formar micelas no interior do meio polar que sdo capazes de adsorver material apolar. A
estrutura de uma micela € apresentada na figura 2 (LONG et al., 2015). Nessa conformacéo
um surfactante que solvata uma molécula orgénica pode mobilizd-la em &gua. Essa
propriedade ¢é explorada nos sabdes de uso domestico ou industrial, compostos carboxilados
ou sulfonados que permitem através da formacdo de micelas tanto que a dgua permeie as

fibras dos tecidos quanto a solubilizacdo de 6leos e gorduras na propria agua.

Figura 2 - Estrutura de uma micela (LONG et al., 2015)
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A tecnologia dos surfactantes ja é conhecida e explorada pela indistria e tratada na
literatura especializada. Em seu trabalho, Hasanbeigi e Price (2015) descrevem o emprego de
surfactantes na remocao de residuos industriais no setor téxtil, discutindo as vantagens e
desvantagens de mais de quinze técnicas diferentes. As tecnologias em geral levam a
economia de &gua, energia e tempo promovendo taxas de eliminacdo de residuo maiores que
as técnicas que nao fazem uso de surfactantes. Outro trabalho de revisdo na area, apresentado
por Olajire (2013), discorre sobre uma gama de metodologias que possibilitam a aplicacdo de
surfactante na recuperacdo do petrdleo. O maior empecilho para a aplicacdo dessas técnicas,
citado recorrentemente, é a dificuldade de sua adaptagdo aos processos industriais causada por
falta de pesquisa cientifica na area. As tecnologias de uso de surfactantes podem ser também
exploradas por industrias mais exigentes. A industria farmacéutica emprega ésteres de sucrose
como solubilizantes e estabilizantes em farmacos. Outros ésteres também sdo comumente
utilizados como parte da formulagdo de remédios, aprimorando a distribui¢do do principio
ativo empregado (SZUTS et al., 2012).

A sintese classica de surfactantes, entretanto, faz uso necessario de solventes que
podem causar intoxicacao pela sua presenca residual no produto comercial, como o benzeno.
O alto custo para a remocdo do solvente residual desses materiais torna a tecnologia mais
dispendiosa e menos interessante. O cenario atual de pesquisa incentiva a busca de
alternativas que possibilitem a reducao no volume de solventes e 0 emprego de materiais ndo-
toxicos (QUENEAU et al., 2008).

A pesquisa por metodologias para sintese de surfactantes busca adaptar-se as
exigéncias contemporaneas no que diz respeito a reducdo de danos e impactos ambientais. As
pesquisas mais recentes tém feito um esfor¢o na investigacdo dos processos de producédo de
biossurfactantes, utilizando materiais biodegradaveis, aproveitamento de biomassas residuais
e/ou e matéria-prima renovavel. A literatura ja propde o emprego de biossurfactantes em
diversos setores econdomicos, dentre eles ramos industriais conhecidos como potenciais
geradores de impactos ambientais, como a mineracdo, construgéo civil e fabricacdo de tintas e
corantes (SZUTS et al., 2012).

Devido a sua menor agressividade como produtos quimicos, os biossurfactantes sdo de
grande interesse para industrias de quimica fina. Na industria cosmética, ésteres de acucares
sdo responsaveis pela estabilizacdo de logdes Oleo-4gua e de emulsbes &gua-6leo por
possuirem excelente atividade superficial (KHAN et al., 2015). O trabalho de Ansorge-
Schumacher e colaboradores (2013) destaca 0s monoeésteres de glicerol como altamente

eficientes na alteracdo das propriedades reoldgicas destas emulses. Biossurfactantes
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sintetizados a partir de acUcares, ou polialcoois derivados de agucares, e &cidos graxos podem
ser empregados também na industria farmacéutica. Nos estudos feitos por Furukawa (2010)
esses materiais apresentaram eficiéncia na remocdo do biofilme protetor secretado por
bactérias que as tornam resistentes aos antibi6ticos e outros tratamentos. Essa propriedade
também pode ser potencialmente explorada pela indUstria alimenticia no desenvolvimento de
conservantes mais eficientes e menos agressivos ao consumidor. Além disso, essa industria
ainda pode explorar a capacidade dos ésteres de atuarem como emulsificantes eficientes, com

destaque para os ésteres de sucrose, entre outros carboidratos (QUENEAU et al., 2008).

3.2 POLIALCOOIS

Os poliélcoois sdo compostos organicos com mais de uma hidroxila alcodlica em sua
estrutura. Muitas dessas substancias séo derivadas de carboidratos de ocorréncia natural.
Essas multiplas hidroxilas permitem que um Unico substrato seja empregado em multiplas
esterificagdes, formando, poliésteres. Devido a essa caracteristica, € usual, na busca da sintese
seletiva de monoésteres, que seja realizada uma etapa intermediaria de formacdo de cetais de
forma que apenas uma hidroxila dos polidlcoois fique disponivel para a reacdo. Nessa
pesquisa, foram empregados o xilitol e o glicerol, assim como seus derivados protegidos, de
forma a estudar o comportamento e seletividade da Novozym 435 na esterificacdo desses

compostos.

3.2.1 Xilitol

O xilitol é um poliélcool de cadeia organica com cinco carbonos funcionalizados com
hidroxilas, conforme mostrado na fig. 3. A tabela 1 resume algumas caracteristicas desse
composto. Seu nome IUPAC ¢é pentan-1,2,3,4,5-pentol. Apesar de descoberto em 1881,
apenas tardiamente, em meados do século XX, foram atribuidos usos industriais,
principalmente na produgdo de adocantes naturais. Sua estrutura é derivada da D-xilose, um
hidrocarboneto natural que pode ser obtido em diversas plantas, sendo a madeira sua principal
fonte de obtencdo atualmente. A Xxilose, dentre os acUcares, € 0 mais doce, com capacidade
adocante semelhante a da sucrose e com cerca de apenas um terco de suas calorias. O xilitol,
além disso, € metabolizado no organismo humano por uma via independente da insulina, o
que permite que esse polialcool seja empregado na confeccdo de alimentos especificos para a
dieta de pacientes diabéticos.
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Figura 3 - Estrutura organica da molécula de xilitol (JENA et al., 2013)

Tabela 1 - Propriedades do xilitol.

) CsH120s
Formula
(Massa Molecular = 152,15 g/mol)
Aparéncia P06 branco cristalino inodoro
Atividade Optica Apresenta
Ponto de Fuséo 92-96 °C
Ponto de Ebulicao 216 °C

Solubilidade

169 g/100gH-0 (parcialmente soltvel em etanol e
metanol - a 20°C)

pH em H20 (100g/1)

o-7

Estabilidade

Estavel a 120 °C; ndo sofre caramelizacdo; estavel
também sob condicBes usuais em processamento de
alimentos; caramelizagéo ocorre se aquecido por alguns
minutos em temperatura proxima a do ponto de

ebulicao.

(Fonte: SIGMA-ALDRICH, 2016)

Além do emprego na producdo de medicamentos e produtos para pacientes de

diabetes, o xilitol também é muito empregado nas industrias cosmética e alimenticia por

possuir propriedades anticarianas. Assim, esse polialcool é encontrado na formulacdo de

cremes dentais e enxaguantes bucais e de doces e balas, principalmente voltados para o

publico infantil, mais vulneravel a essas infecgdes. O consumo de xilitol traz poucos efeitos
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colaterais e estes tratam majoritariamente de irritagdes gastrointestinais (GREMBECKA,
2015).

O xilitol € naturalmente sintetizado por diversos géneros vegetais como frutas,
principalmente macd, framboesas e pera; leguminosas e na aveia, mas é produzido em
pequenas quantidades no organismo humano. Ele é absorvido no nosso organismo em taxas
de 50 a 75% e a tolerancia humana é de 100 g.dia* (MAKINEN, 2016).

O principal método de producdo industrial baseia-se na hidrolise do xilano a xilose
que, apo6s purificacdo, é hidrogenado ao alcool, empregando-se principalmente catalisadores
metalicos. Rafiqul e Sakinah (2013), em seu trabalho de revisdo, apontam métodos
alternativos de producdo industrial. O esquema na figura 4 a seguir apresenta o fluxograma do
método de producdo principal da xilose industrial através da hidrogenagdo quimica. O xilano,
precursor do xilitol que é principalmente extraido de madeira, também pode ser obtido de

outras fontes.

[ LIGNOCELULOZE ]

Acida \{

HIDROLISE

l(HIDROLISADO RICO EM XILOSE q

[ PURIFICACAD ] DETOXIFICACAO

CROMATOGRAFICA

Soluqi?; ded)dlose “ILOSE Hidrol]isado
putificadas COMERCIAL detoxificado
H,/Ni /

Enzima

™

HIDROGENAGAD FERMENTAGAD
QUIMICA ¥ MICROBIAN A
Agua de rejeitn CONVERSAD
contaminada ENZIMATICA
com Mi

Froduto da Froduto da
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: ;

[ SEPARACAPURIFICAGAD ]
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Figura 4 - Métodos de producdo do xilitol (RAFIQUL & SAKINAH, 2013)
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A biomassa do bagaco da cana-de-agucar empregado na producdo de etanol é uma
potencial matéria-prima para esse fim, considerando que contém de 12 a 17% de acUcares na
sua composicdo. Essa alternativa torna-se interessante também sob a ética de aproveitamento
da biomassa residual obtida como subproduto da indUstria de combustiveis vegetais
(DEUSTSCHMANN et al., 2012; DHALIWAL et al., 2011). O Brasil produziu 420 milhdes
de toneladas de cana-de-agucar em 2013, configurando-se como o maior produtor mundial. O
bagaco residual, gerado por essa elevada producdo de cana-de-agucar, € uma fonte barata e
acessivel para a obtencédo do xilitol (JENA et al., 2013), o que justifica o desenvolvimento de

bioemulsificantes sintetizados a partir desse agucar.

3.2.2 Glicerol

O glicerol (propan-1,2,3-triol) é outro polialcool e possui formula molecular C3HgO3 e
sua estrutura quimica esta representada na figura 5 a seguir. Sua maior ocorréncia na natureza
é como parte da estrutura de triglicerideos, sendo sua principal via de obtengdo nos processos
industriais. Foi inicialmente obtido como produto secundario da indudstria de sabdes a partir de
6leos e gorduras, sendo formado pela hidrolise desses materiais, até que em meados do século
XX desenvolveram-se 0os metodos de formagdo microbiana do glicerol. Em 1943 também
surgia a producéo sintética desse material a partir do petréleo em uma técnica patenteada pela
I. G. Farben (Alemanha) seguida da metodologia desenvolvida pela Shell (E.U.A.) (MARTIN
et al., 2011). A tabela 2 a seguir sumariza as principais propriedades fisico-quimicas do

glicerol.

HO/\l/\OH

OH

Figura 5 - Estrutura organica da molécula de glicerol



Tabela 2 - Propriedades do glicerol.

CsHsOs3
Formula
(Massa Molecular = 152,15 g/mol)
Aparéncia Liquido viscoso
Atividade Optica Apresenta
Ponto de Fusédo 17°C
Ponto de Ebulicéo 290 °C
. Miscivel em agua e alcool. Insolivel em éter e
Solubilidade o
cloroférmio

(Fonte: NICROM QUIMICA LTDA, 2015)
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Esse alcool é um material altamente versatil, e suas aplicacGes sdo possiveis em um

extenso leque de oportunidades que abrangem uma grande faixa de mercado.

Atualmente € largamente utilizado na industria farmacéutica e de cosméticos, na qual

participa majoritariamente na composicdo de sabdes e sabonetes, Também tem grande

empregabilidade na producdo de poliéteres, resinas, triadetina, tabaco e na indudstria

alimenticia, dentre outros. A figura 6 a seguir apresenta uma visao geral do mercado do

glicerol.

Outros
11 Triacetina
Alimenticia 10
11
8 Resinas

Poliéteres/

Polisis 14
Tabaco

6
Detergente
Celofane
16 18 Explosivos
Cosmeéticos Drogas/Farmacos

Figura 6 - Mercado mundial do glicerol. (MARTIN et al., 2010)
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O uso do glicerol € favoravel por ser uma matéria-prima ambientalmente amigavel,
altamente disponivel na natureza e que pode ser empregado como precursor de uma variedade
imensa de produtos. Esse alcool tambem € um subproduto na industria do biodiesel. Nos
processos industriais contemporaneos, tém-se aproximadamente 1 litro de glicerol produzido
para cada 10 litros de combustivel. Considerando o atual mercado internacional de biodiesel,
que gera cerca de 6 mi. de toneladas anuais de biodiesel (sendo o Brasil um dos cinco maiores
produtores), nota-se a geracdo em grande escala de residuo que contém cerca de 75% da
composigdo em glicerol com grande potencial de investimento. Entretanto, observando que as
maiores consumidoras desse agUcar sdo as industrias farmacéuticas, cosméticas e alimenticias,
exigentes quanto a pureza e qualidade da matéria-prima empregada, € necessario o emprego
de substancias que possam gerar produtos livres de qualquer toxicidade e o uso desse
subproduto torna-se inviavel até o desenvolvimento de uma técnica apropriada para Seu
tratamento e purificacdo (SARMA et al., 2012).

O glicerol pode ser aplicado também na formagdo de monoésteres de &cidos graxos
com potencial atividade bioldgica, visto que a esterificacdo desses acidos com polialcoois 0s

tornam isomericamente mais estaveis no organismo humano.

3.3 ACIDOS GRAXOS

Os acidos graxos sdo uma classe de compostos caracterizados por possuirem uma
cadeia carbonica funcionalizada com um acido carboxilico. Essas biomoléculas s&o
responsaveis pela composicdo dos 6leos e das gorduras. Eles normalmente contém de 4 a 18
atomos de carbono em sua cadeia e possuem ou ndo duplas ligacGes que, quando ocorrem,
estdo mais frequentemente localizadas nos carbonos 6, 9 e 12. As longas cadeias carbonicas
alcancadas tornam esses materiais altamente apolares, reduzindo sua possibilidade de
dissolucdo em agua. As insaturacdes da cadeia levam a ocorréncia de isomeria geométrica que
podem ser determinantes para as propriedades desses compostos, principalmente o ponto de
fusdo (LEHNINGER, 2002).

Nos organismos Vvivos, principalmente para os animais, os acidos carboxilicos atuam
como fonte de armazenamento de energia. De forma combinada com o glicerol, um sacarideo
de trés carbonos, formam os triacilglicerois, responsaveis pela composicdo das gorduras, das
ceras e de parte dos 6leos vegetais (FIGUEREDO, 2013).
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3.3.1 Acido Oleico
O écido oleico, cujo nome oficial IUPAC ¢ acido octadec-9-endico, € um acido muito

encontrado em Oleos naturais diversos. A figura 7 a seguir apresenta a sua formula estrutural.

HEC\/\/\/\/W
OH

Figura 7 - Estrutura da molécula de acido oleico (FIGUEREDO, 2013)

Esse acido possui atividade biologica e previne a formacdo e desenvolvimento de
carcinomas. Essa propriedade levou ao desenvolvimento da pesquisa de Carrilo e
colaboradores (2012) que concluiram um resultado positivo na atividade antitumoral do acido
oleico. Além disso, ele é um eficiente redutor de pressdo sanguinea conhecido pela medicina e
empregado no tratamento de casos de hipertensdo (IBAGUREN et al., 2014).

A tabela 3 apresenta um resumo de propriedades fisico-quimicas dessa substancia.

Largamente presente na natureza, esse produto natural pode ser extraido de diferentes
variedades vegetais. Dentre os 6leos comerciais, a tabela 4 apresenta o teor de acido oléico na

composicdo dos principais produtos do mercado em composi¢cdo massica.

Tabela 3 - Propriedades do &cido oleico.

Formula (Massa Mole((::ﬁilgrg'4:(-)§82,24 g/mol)
Aparéncia Liquido incolor viscoso
Atividade Optica Né&o apresenta
Densidade 0,895 g.cm™
Ponto de Fuséo 13-14°C
Ponto de Ebulicéo 360 °C
Solubilidade Insoltvel em agua (a 20°C)

(Fonte: BERMUDEZ et al., 2011)
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Tabela 4 Composicdo méassica do &cido oleico em diversos tipos de 6leos vegetais.

Oleo Composigé_o (%om/m) de acido
oleico (C18:1)
Milho 25,4
Algodao 13,0-44,0
Soja 17,7-28,5
Coco 5,4-9,9
Girassol 26,4-50,9
Canola 52,0-67,0
Amendoim 36,0-72,0
Palma 37,3-40,8
Oliva 55-83

(Fonte: CUNICO, 2012; BERMUDEZ et al., 2011).

3.3.2 Acido Adipico
O é&cido adipico é um diécido organico com seis carbonos em estrutura aciclica e

cadeia normal. Sua estrutura organica é apresentada na figura 8 a seguir.

HO OH

O

Figura 8 - Estrutura da molécula de 4cido adipico (DENG et al., 2016)

Formalmente conhecido como acido hexanodioico, ele é majoritariamente empregado
na sintese do Nylon 6-6 em uma metodologia desenvolvida na década de 1930 (POLEN et al.,
2013). Esse emprego € responsavel pela movimentagdo de um mercado com valor superior a
6,3 bi. de doblares a cada ano no mundo. Além do uso na sintese desse polimero, o &cido
adipico pode ser empregado na produgdo de poliuretanos, poliésteres e plasticidas, como
lubrificante ou como acidulante na inddstria alimenticia, principalmente presente na
composicao de gelatinas e sobremesas (POLEN et al., 2013).

A principal via de obtencdo desse cido é através da oxidacdo do 6leo KA, uma
mistura de ciclohexanol e ciclohexanona. A reacédo é catalisada com &cido nitrico e o 6leo KA
é obtido um uma das etapas do fracionamento do petréleo (DENG et al., 2016).

Outras vias de obtencdo desse material também sdo possiveis, com destaque para as
vias biossintéticas, que promovem o emprego de matéria-prima renovavel. O &cido adipico

pode ser naturalmente encontrado no suco de beterrabas vermelhas, por exemplo. Nesses
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vegetais ele atua como intermedidrio da degradacdo do ciclohexano, ciclohexanol e
ciclohexanona (BART e CAVALLARO, 2015; POLEN et al., 2013).

A monoesterificacdo desse acido com alcool permite reverter a formacao dos ciclos,
formando um composto final com um centro carbonila ativo. Essa conformacgdo pode ser
interessante para atuar como precursora de futuras sinteses.

A tabela 5 a seguir sumariza as principais propriedades fisico-quimicas do &cido

adipico.

Tabela 5 - Propriedades do acido adipico.

Férmula CoHi00
(Massa Molecular = 146,14 g/mol)
Aparéncia Cristais brancos.
Atividade Optica N&o apresenta
Densidade 1,36 g.cm™
Ponto de Fuséo 152 °C
Ponto de Ebulicéo 337°C
Solubilidade Pouco soltvel em agua (a 20°C)
pKa 4,43e5,41

(Fonte: DENG et al., 2016)

3.3.3 Acido Butirico
O é&cido butirico é um acido graxo de cadeia curta com apenas 4 carbonos. A figura 9 a

seguir apresenta a sua férmula estrutural.

O

A~ Ao

Figura 9 - Estrutura da molécula de acido adipico

Estudos diferentes tém mostrado que esse composto € uma substancia com potencial
aplicacdo no tratamento da leucemia. Esse &cido ocorre naturalmente no corpo humano e é
produto da hidrdlise do etilbutirato (PRASADA, 1980; LEDER & LEDER, 1975;
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BORYCKA-KICIAK, 2017). As principais propriedades fisico-quimicas do &cido butirico

estdo descritas na tabela 6 a seguir.

Tabela 6 - Propriedades do acido butirico.

Formula CaHe0
(Massa Molecular = 88,11 g/mol)
Aparéncia Liquido incolor
Densidade 0,96 g.cm™ (a 20 °C)
Ponto de Fuséo -5°C
Ponto de Ebulicéo 163 °C
Solubilidade Totalmente soldvel em agua
pH 2,5

(Fonte: IFA, 2017)

Uma vez reconhecida a importancia dos monoésteres de acidos graxos nos processos
industriais de farmacos e alimentos, torna-se importante o estudo de metodologias para a
obtencdo dos mesmos de forma seletiva e ambientalmente amigéavel. A catélise enzimética

torna-se uma via alternativa na producao destes monoeésteres.

3.4 CATALISE ENZIMATICA

Classicamente o0s ésteres sdo produzidos por reagfes que empregam acidos
carboxilicos como substratos em reacGes de substituices. Um método genérico que emprega
catalise acida e leva a rendimentos razoaveis na producdo de ésteres mais simples € a
esterificagdo de Fischer. Outra via sintética descrita na literatura especializada e largamente
explorada em processos industriais, capaz de levar a excelentes rendimentos empregando uma
maior variedade de substratos prevé o uso de cloretos de acila derivados dos acidos
carboxilicos como precursores sintéticos (VOLHARDT, 2004). Essas sinteses, entretanto,
pecam em vista 0s preceitos da quimica verde. Elas fazem emprego de altas temperaturas de
aquecimento e grandes volumes de solventes ou uso de reagentes tipicamente agressivos tanto
a saude humana quanto ao meio ambiente. Os resultados obtidos, apesar do bom rendimento
sintético, ainda costumam necessitar de purificacfes tanto para a remocdo dos substratos
residuais quanto para a eliminacdo de subprodutos formados durante o processo. Essas etapas

séo dispendiosas em termos de tempo e material, podendo inclusive superar 0s gastos com a
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etapa sintética. Com isso surge a necessidade de buscar novas metodologias alternativas de
producdo de ésteres (GUMEL et al., 2011).

Uma das tecnologias que sofrem mais avanco no cenario cientifico atual é a catalise
enzimatica, que € capaz de promover reacfes quimicas aliadas a diversos beneficios, todos
eles conciliados com o desenvolvimento de uma quimica mais limpa e com a reducdo de
impactos ao meio ambiente (RUFINO et al., 2009). Desde o século XVII que a catalise de
reacdes quimica por enzimas é conhecida pelo homem, gracas aos estudos, em 1850, de Louis
Pasteur, que concluiu que a fermentacdo de acUcares era promovida pelo que na época foi
chamado de “fermentos” (LEHNINGER, 2002).

Os processos fermentativos, entretanto, sdo conhecidos da humanidade desde tempos
imemoriais. O entendimento desses processos baseava-se na teoria vitalista e apenas quando
Eduard Buchner foi capaz de obter extratos de leveduras fermentativas os olhares das ciéncias
naturais voltaram-se para a busca de esclarecimento sobre esse fenémeno natural. Com o
avanco da pesquisa, principalmente no campo da quimica e biologia, concebeu-se o conceito
de enzima, compreendendo, no inicio, todas as moléculas extraidas de leveduras, para,
posteriormente serem limitadas aquelas caracterizadas por suas estruturas proteicas
(LEHNINGER, 2002).

Atualmente compreendem-se as enzimas como moléculas poliméricas capazes de
promover reagdes bioquimicas nos organismos vivos, possibilitando o funcionamento dos
organismos em condicdes suaves de temperaturas, pH e pressao (salvo casos excepcionais de
enzimas encontradas em arqueas) e que conduzem a formacdo de produtos com alta
especificidade. Esse Ultimo traco estd sendo estudado pela comunidade cientifica e desperta
muita curiosidade. Modelos largamente difundidos, como de chave-fechadura, buscam
explicar essa atuacdo enzimatica de forma simples e mais didatica. J& nas publicacdes
especializadas tem surgidos esbocos de modelos mais complexos de funcionamento que
propde explicagcdes mais detalhadas e precisas desses processos (BRUICE, 2002). Dentro da
biologia, as enzimas costumam ser classificadas em seis principais grupos, categorizados
segundo o tipo de reacdo que catalisam, conforme estdo apresentados na tabela 7
(LEHNINGER, 2002).
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Tabela 7 - Principais grupos enzimaticos.

Classe n° Classe nome Catélise
) Transferéncia de elétrons (ou nas formas hidreto ou

1 Oxidorredutases

H)
2 Transferases Transferéncias de grupos funcionais
3 Hidrolases Hidrolises

) Adicdo de grupos em olefinas, ou formagéo de

4 Liases ) 3

olefinas por remocao de grupos.
5 Isomerases Promocao de isomeria de grupo
6 Ligases Condensacoes

(Fonte: LEHNINGER, 2002)

A esterificacdo de &cidos graxos com polialcoois pode ser promovida com o uso das

lipases, enzimas pertencentes a um subgrupo das hidrolases.

3.4.1 Lipases

As lipases sdo enzimas responsaveis pela catalise da hidrolise de ésteres de agucares
no organismo dos seres vivos, sendo sintetizadas na natureza por diversas espécies de plantas,
mamiferos, leveduras, fungos, bactérias e arqueas. Seu mecanismo de atuagdo promove a
hidratacdo de um triglicerideo, liberando glicerol e &cidos graxos no meio reacional, conforme
representado na figura 10 (PRIVE et al., 2015; OKINO-DELGADO, 2014).

1
O—R' ipase oH R'COOH

0—R’ + H,0 OH + R*COOH
0—R’ OH

R*COOH

Figura 10 - Hidrolise de triglicerideos por lipase (RUFINO, 2009)

Apesar de essa reagdo contar com moléculas de dgua como reagentes, em ambientes
secos as lipases sdo capazes de realizar uma grande variedade de reacbes devido a sua
estrutura caracteristica. Dentre essas reacOes, essas enzimas sdo exploradas industrialmente
em reacOes de esterificacdes, acidolises, alcodlises e transesterificacdes. Essa caracteristica
torna evidente a versatilidade desse tipo de proteinas, viabilizando o desenvolvimento de
novas tecnologias que as empregue. A figura 11 ilustra algumas das reagOes catalisadas pelas

lipases.
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Uma caracteristica crucial para o emprego dessa classe de enzimas é sua propriedade
de atuar na zona interfacial entre substancias polares e apolares. Devido a uma estrutura
proteica chamada lid que protege o centro ativo da enzima, as lipases sdo capazes de
promoverem 0 acesso seletivo do substrato ao seu interior (RODRIGUES et al., 2010).

Os derivados imobilizados a base de lipases possuem enzimas provenientes de
bactérias extraidas de soja ou alimentos que contenham o6leos vegetais. Essas lipases sdo
majoritariamente glicoproteicas e tem funcdo estrutural, com baixa especificidade quanto ao
substrato. Atualmente, as principais bactérias empregadas na producdo industrial de lipases
sdo dos géneros Achromobacter sp., Alcaligenes sp., Arthrobacter sp., Pseudomonas sp.,
Staphylococcus sp.e Chromobacterium sp. (BERNAL et al., 2014; MIYAZAWA et al., 2013;
WANG et al., 2011).

j\ Hidrélise 0 ,
+ H,O + HO—R
R OR? 2 RJJ\OH
j]\ , Esterificacéo 0
+ HO—R + H,0
R o A
0 O Aciddlise O O
Jo o oo
R OR R CH R OH R OR
0O Alcodlise 0
+ HO—FR’ + HO—R®
RJJ\ORz R]JJ\O_RE
0 0 Transesterificacdio O O

JJ\ 2+ ZJJ\ ¢ T RJJ\D_R‘* : RZJ\O—RZ

R OR R OR

Figura 11 - ReacOes catalisadas por lipases (RUFINO et al., 2009)

Outra fonte recorrente dessas substancias sdo os fungos filamentosos e as leveduras.
As espécies Rhizopus sp., Aspergillus sp., Penicillium sp., Geotrichum sp., Mucor sp. e
Rizhomucor sp destacam-se dentre os fungos, enquanto que as principais leveduras pertencem
aos géneros Geotrichum sp., Yarrowia sp., Rhodotorula sp., Pichia sp., Saccharomycopsis
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sp., Torulaspora sp., e Trichosporon sp. Entretanto, as principais publicagfes académicas tém
mostrado resultados excelentes de conversdes de extratos de leveduras do género Candida sp.,
especialmente com as lipases de C. rugosa e C. antarctica que ja sdo extensivamente
utilizadas em diversos campos industriais (SINGH, 2012). A Novozym 435, lipase B de
Candida antarctica, imbolizida comercialmente é uma das lipases mais empregadas na
catalise enzimatica segundo a literatura revisada (CABRERA et al., 2009). A tabela 8 a seguir

apresenta suas principais caracteristicas.

Tabela 8 - Propriedades da enzima Novozym 435.

Numero catalografico 06-3123
Atividade 10000 PLU/g
pH 6timo 5-9
Temperatura 6tima 30-60 °C

Especificidade do substrato Esteres e alcoois

Suporte Resina acrilica
FONTE: (STREM, 2017)

Esse interesse pelo emprego de lipases na inddstria comeca a se intensificar na década
de 80, em grande parte por conta das pressdes governamentais e populares em torno da busca
de tecnologias limpas e mais sustentaveis tipicas desse periodo histdrico.

O uso das lipases mostrou-se vantajoso ndo s6 pela suavizacdo das condicGes
reacionais que beneficia principalmente o meio ambiente, mas por mostrar beneficios também
para 0 processo produtivo. O alto desempenho catalitico enzimatico aliado com a promogéo
de reagOes enantiosseletvas promoveu o aumento dos rendimentos reacionais e facilitou a
obtencdo de compostos enantiomericamente puros, de importancia impar em industrias como
a alimenticia e a farmacéutica (GUPTA et al., 2015; SHARMA et al., 2001).

Uma grande variedade de segmentos biotecnoldgicos tem empregado lipases,
incluindo essas industrias ja citadas. No mercado de enzimas em geral, as lipases tem
conquistado uma fatia crescente de investimento. A tabela 9 sumariza algumas de suas
principais aplicages (VERMA et al., 2012).

As reacdes catalisadas por enzimas tradicionalmente conduzem a elevados tempos
reacionais. Uma alternativa para a reducdo desses tempos reacionais € o emprego de fontes

alternativas de aquecimento, dentre elas destacando-se o micro-ondas e o ultrassom.



Tabela 9 - Usos e aplicacdes das lipases.
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Setor Efeito Utilizado Produto Referéncia
o Agente aromatizante para
o Hidrolise da gordura do
Laticinio o manufatura de produtos
eite
lacteos ACIKEL etal., 2011
Melhoramento do
L sabor/qualidade )
Panificacéo Confeitos e bolos
prolongamento do tempo
de prateleira LEE et al., 2012
Melhoramento do aroma
: e aceleragéo da | Bebidas alcodlicas, ex:
Bebidas ) :
fermentacéo, por | saque, vinho e outras
remocdo de lipideos. SINGH et al., 2012
Desenvolvimento de
Processamento

de carne e peixe

aroma e remocdo de

excesso de gorduras

Produtos embutidos

SINGH et al., 2012

Oleos e gorduras
: Interesterificacdo de | modificadas (substitutos da
Manteigas ’ _ .
oleos e gorduras. manteiga de cacau, lipideos | RODRIGUES et al.,
estruturados, combustivel). 2010
L ] ) Esteres aromatizantes,
Quimica fina | Sintese de ésteres
surfactantes. SINGH et al., 2012
Remocdo de manchas de | Formulacdo de detergentes CONTESINI et al.,
Detergentes

6leo e gorduras

para lavanderia e limpeza

2010

Farmacéutico

Digestdo de Odleos e

gorduras de alimentos

Digestivos

SINGH et al., 2012

Analises Analise de triglicerideos | o REDDY et al., 2014;

o Kit de diagnostico
Clinicas no sangue CHEN et al., 2014
ANSORGE-
Cosmético Remocao de lipideos Cosmético em geral SCHUMACHER et
al., 2013

Remocgdo de gorduras
Curtume Produtos de couro

das peles dos animais

SARAN et al., 2013
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Decomposicéo e | Limpeza de tubulagéo, HERMES et al.,
Biorremediacdo | remocdo de substancias | tratamento de efluentes e 2013; KAUSHIK et
oleosas outros. al., 2014
. Remocé&o de gorduras da : CHEN et al., 2012;
Téxtil . : Tecidos em geral
superficie dos tecidos Lletal., 2011
Degradacéo de
Celulose L Papel
triglicerideos KARN et al., 2013
Sintese  de  ésteres
Polimerizagdo | através de | Poliésteres diversos

transesterificagOes

XU etal., 2013

Cha

Formacéao de
flavorizantes e aumento

do valor nutricional

Cha preto

SINGH et al., 2012

Sensores de doencas

Biossensores Kit de diagnostico

pancreéaticas

] Transesterificacao de|
Combustivel Biodiesel

0leos em combustivel

3.5 MICRO-ONDAS

As publicagcbes académicas, nos ultimos anos, vém mostrando cada vez mais
frequentemente a tecnologia de aquecimento de reacGes quimicas empregando micro-ondas,
revelando a capacidade dessa técnica de acelerar reagdes quimicas.

As micro-ondas sdo emissdes eletromagnéticas que correspondem a uma faixa
caracteristica de altos comprimentos de onda (entre 1 mm e 1 m) e baixas frequéncias, como
pode ser identificado no campo eletromagnético na figura 12 a seguir (HALLIDAY et al.,
2012b).

Comprimento de Onda (m)
b

T T T T T T 7
10-12 1079 10-6 103 1 103
Energia (eV)
( | | | | | | | | | | |
106 103 1 10-3 10-6 10-°
2.45 GHz Frequéncia (Hz)
< T T T T T
1021 1018 1015 1012 T 109 106
¥ Raio-X uv Vvis IV Microondas  Radiofrequéncia

Figura 12 - O espectro eletromagnético (KAPPE et al., 2009)

FAN et al., 2013
MOUNGUENGUI et
al., 2013
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O uso de micro-ondas como fonte de aquecimento é conhecido pela popularizagdo dos
fornos domésticos, largamente comercializados, que empregam radiacGes de 12,25 cm de
comprimento de onda. Ondas dessas ordens de frequéncias possuem energias baixas e por isso
ndo sdo capazes de romper as ligacfes quimicas, mas sdo capazes de promover fendmenos
térmicos unicos com base nos efeitos dielétricos gerados pela rotacdo dos eixos de momento
dipolar em moléculas polares ou deslocamento de carga em solugdes i6nicas. Os movimentos
causados por esses efeitos promoverdo atrito entre as espécies quimicas do meio e a energia
sera dissipada na forma de aquecimento (WHATEY et al., 2002). Entretanto esse método é
restrito a liquidos e solucBes, j& que solidos possuem um estado de agregamento
intermolecular muito grande que impossibilita a movimentagdo dos seus componentes e 0s
gases possuem um elevado distanciamento entre suas moléculas, que ndo sofrerdo
interferéncia entre si (HAYES, 2002).

A técnica também ¢é limitada pelas propriedades dielétricas nas substancias que
sofrerdo aquecimento, visto que a eficiéncia da sua aplicacdo depende da influéncia das ondas
eletromagnéticas que provocardo movimentacdo e atrito (HAYES, 2002).

O efeito dielétrico também ira determinar as caracteristicas do aquecimento de cada
substancia. Esse valor ¢ aplicado no célculo da tangente de perda, tg o, calculado segundo a

férmula apresentada na eq. 2.5.1 (HAYES, 2002).

EI'I'

tgo = —.: &' = constantedielétricae " = perdadielétrica (Eq. 2.5.1)
£

Alguns valores da tangente de perda sdo apresentados na tabela 10. Esse valor nao se
relaciona com a eficiéncia da reagdo, mas ao efeito do aquecimento sobre tal solvente. A
partir desses dados € possivel determinar que, para solventes com maiores valores de tg o, os
efeitos de temperatura sdo mais intensos, e eles podem ser empregados em reagdes que
exigem rapido aquecimento, enquanto que os solventes com menores tg ¢ sdo aquecidos de
forma mais branda, sendo aplicados mais aconselhadamente quando trabalha-se com
substratos suscetiveis aos efeitos de forte aquecimento (HAYES, 2002).

O aquecimento por micro-ondas € mais homogéneo que o aquecimento tradicional. Ele
é promovido pelo fendbmeno do atrito das moléculas do proprio solvente e assim torna-se mais
eficiente, sem haver perdas de energia, ja que o calor é gerado no interior do frasco reacional.
As reacdes convencionalmente conduzidas por refluxo utilizam banho de dleo ou mantas de

aquecimento que proporcionam muita perda de energia térmica durante 0s varios processos de
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convecgdo. Aléem disso, essas técnicas sdo lentas e pouco eficientes levando a longos tempos

reacionais e ao aquecimento irregular e heterogéneo (MAVANDADI et al., 2006).

Tabela 10 - Fator de Perda para os principais solventes organicos.

Solvente tgo Solvente tgo
Etileno glicol 1,350 DMF 0,161
Etanol 0,941 Diclorometano 0,127
DMSO 0,825 Agua 0,123
2-propanol 0,799 Clorobenzeno 0,101
Acido metanoico 0,722 Triclorometano 0,091
Solvente tgo Solvente tgo
Metanol 0,659 Acetonitrila 0,062
Nitrobenzeno 0,589 Acetato de etil 0,059
1-Butanol 0,571 Acetona 0,054
2-Butanol 0,447 THF 0,047
Diclorobenzeno 0,280 Diclorometano 0,042
NMP 0,275 Tolueno 0,040
Acido etanoico 0,174 Hexano 0,020

(Fonte: KREMSNER et al., 2013)

Os primeiros reatores de micro-ondas empregados em sintese organica foram fornos
domésticos adaptados, mas com o passar do tempo e com o0 aumento das publicacdes e da
demanda na area, surgiram reatores especificos, que permitem maior seguranga ao operador,
possibilidade de super aguecimento de solventes, melhoria do controle de parametros,
automatizacao das configuracdes, agitagéo, entre diversas outras que variam entre modelos de
aparelhos (KREMSNER et al., 2013).

3.6 ULTRASSOM

Outra forma de aquecimento encontrada nas publicacbes mais recentes, que vem sendo
empregada de forma alternativa na quimica organica, baseia-se no uso de ondas mecanicas de
frequéncia superior a 20 kHz, uma faixa chamada ultrassom. Curie, apud Richard e Loomis,
(1929), foi capaz de elucidar esse efeito cinético através do estudo do efeito piezelétrico. A

técnica de emissdes ultrassonicas é empregada atualmente em diversas tecnologias, sendo
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talvez a mais popular nos dias atuais o uso do SONAR (Sound Navigation Raging, em inglés),
técnica usada na exploracdo topografica maritima desenvolvida em 1912 por Paul Langevin.
Outra técnica que recorre ao uso dessas ondas mecanicas é para o aquecimento de liquidos,
desenvolvido pelos estudos de Alfredo Loomis em 1927 (RICHARD e LOOMIS, 1929;
RIESZ, 1992).

Esse aquecimento é permitido pelo fendmeno da cavitagdo ultrassonica, onde as ondas
ultrassonoras de alta poténcia formam vibracfes capazes de agitar intensamente microbolhas
de ar que estejam dissolvidas no liquido empregado como solvente. Essa intensa
movimentacao gera a expansao da cavidade da bolha até sua ruptura e imploséo, por conta da
baixa densidade interna. Nesse fenémeno, que ocorre em microssegundos, bolhas de ar podem
aumentar de 5 um para 50 um de diametro, atingindo temperaturas de 500 K a 15000 K no
momento de sua explosdo. Os diversos processos pontuais de expansdo e implosdo, no
liquido, promovera o aquecimento total da substancia, de forma homogénea (EREN, 2012).

Schudhedar e Gogate (2013) observaram, em seus trabalhos, que o ultrassom favorece
também a difusdo das enzimas no meio, promovendo a desaglomeracdo das particulas. 1sso
contribui para aumentar a ocorréncia de encontros enzima-substrato e, consequentemente,
acelerar a reacdo e melhorar seu rendimento. Além disso, a melhoria da eficiéncia da reacao
pode ser combinada com a reducdo em massa do catalisador empregado (SHUBHEDAR e
GOGATE, 2013).

Esses beneficios do uso de ultrassom estdo também em concordancia com o0s
principios estabelecidos no tratado da quimica verde. A reducdo do volume de solvente e o
aumento da velocidade reacional promovem, respectivamente, menor gasto de material ndo
incorporado no produto final e reducdo dos tempos de reacdo, que, mais curtas, necessitaréo
de menos investimento energético. Outra vantagem destacada na literatura é a possibilidade
de substituicdo de componentes volateis e toxicos usuais nos processos de sintese classica por
agua ou liquidos idnicos. Em alguns casos, com o uso do ultrassom, é possivel até mesmo
conduzir reacBes sem o uso de solvente. Outra caracteristica importante do aquecimento
ultrassonico € a eficiéncia energética promovida pelo aquecimento homogéneo e interno, que,
a semelhanca do reator de micro-ondas, reduzindo as perdas energéticas tipicas dos

fendmenos de convencédo (PURI et al., 2013).

4. METODOLOGIA

Para o estudo de metodologias para obtencdo de monoésteres de acgucares, neste

trabalho foram combinadas técnicas de catalise enzimatica e de aquecimento através de fontes
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alternativas, reator de micro-ondas e banho com ultrassom, variando pardmetros reacionais
distintos a fim de aumentar os rendimentos reacionais e otimizar o tempo do processo,
preconizando os parametros da quimica verde.

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Bioprocessos e Catalise Ambiental do
Instituto de Ciéncias Exatas da Universidade Federal Fluminense (ICEx-UFF) em parceria
com professores do Departamento de Engenharia Quimica - Escola de Engenharia de Lorena
da Universidade de Sdo Paulo (EEL-USP).

Para a realizacdo das reacOes foram empregados 0s seguintes reagentes: xilitol
(Sigma-Aldrich), glicerol (ISOFAR), &cido oleico (Vetec Quimica), &cido adipico (Sigma-
Aldrich) e acido butirico (Sigma-Aldrich) como substrato das esterifica¢fes. Os polialcoois de
xilitol e glicerol foram utilizados também na forma de cetais ciclicos, obtidos ap6s uma etapa
de protecédo das hidroxilas realizada pela reacdo dos mesmos com acetona (Vetec Quimica),
na presenca de éter de petréleo (Vetec Quimica) e acido p-toluenossulfénico. Na catalise
enzimatica foi utilizada a lipase comercial Novozym 435 (lipase B de Candida antarctica),
que, segundo dados da literatura, leva a maiores rendimentos quando comparada a outras
enzimas em reacdes de hidrdlises e esterificacdes (LERIN et al., 2014; GIUNTA et al., 2015).
Demais substancias foram utilizadas em etapas intermediarias ou de purificacdo: hexano, éter
dietilico, metanol, &cido acético, heptano, hidroxido de potassio e t-BuOH.

Como fontes de aquecimento foram utilizados o banho de ultrassom Eco-Sonics
Ultronique Q1.8/40A de 40kHz (figura 13) e um reator de micro-ondas Anton Paar modelo
Monowave 300 MAS 24 software versao 3.20 (figura 14).

By

Figura 13 - Banho de ultrassom Eco-Sonics Ultronique Q1.8/40A
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Figura 14 - Reator de micro-ondas Anton Paar modelo Monowave 300 MAS 24

4.1 SINTESE DE CETAIS (REACOES DE PROTECAO)

Polialcoois como o xilitol e o glicerol podem ser empregados na formacdo de cetais
ciclicos envolvendo quatro ou duas de suas hidroxilas, respectivamente. Com uma Unica
hidroxila disponivel nas reacdes de esterificacdo, a formacdo do monoéster € favorecida. As
reacdes de protecdo do xilitol e do glicerol foram realizadas segundo metodologia proposta
por Suriyaprapadilok e colaboradores (2011), empregando o polidlcool correspondente e
acetona (Vetec Quimica) como substratos. A acetona foi tratada com sulfato de sodio anidro e
posteriormente destilada.

Procedimento Experimental: Em um baldo de fundo redondo de 150 mL, foram
adicionados 0,16 mols do polidlcool (15 g para o glicerol e 25 g para o xilitol,
aproximadamente), 0,9 mols de acetona, 50 mL de hexano, empregado como solvente, e 0,45
g de PPTS, catalisador &cido da reagdo. Um aparelho Dean Stark, preenchido com hexano foi
acoplado para remocao da agua formada no meio reacional, deslocando o equilibrio para a
formacdo dos produtos. A aparelhagem utilizada é apresentada na figura 15. A reacdo correu
por 20 h com temperatura do meio mantida em torno de 60°C. A reagdo foi interrompida
adicionando-se cerca de 0,15 mL de piridina. O produto foi colocado em evaporador rotativo
para a remocao completa do hexano e do excesso de acetona e foi extraido em cloroférmio. A
purificacdo foi feita em coluna cromatografica empregando uma mistura cloroférmio/metanol
98:2 como eluente e o produto final foi caracterizado por RMN H e 3C. A tabela 10 a seguir

sumariza as condigdes reacionais empregadas nessa sintese.
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Tabela 11 - CondicGes reacionais para as reacdes de protecdo de polidlcoois

Reagentes Polialcool/Acetona (1:4)
Catalisador PPTS
Solvente Eter etilico
Temperatura 70 °C
Tempo 44 h

Figura 15 - Aparelhagem para protecdo do xilitol

4.2 SINTESE DE ESTERES DE AGUCARES VIA QUIMICA

As andlises dos produtos de esterificacio enzimatica foram realizadas por RMN de *H
e 1C e, para fins comparativos, foi necesséria a preparacdo de padrdes dos compostos mono-
oleato de xilitol e mono-oleato de glicerol. Na preparacdo desses materiais foram empregadas
as vias classicas de sintese, que sdo largamente descritas e conduzem a resultados com
elevados rendimentos e alta pureza. Essa sintese foi desenvolvida em duas etapas, a primeira
consistiu na preparacdo do cloreto de &cido graxo e a segunda na esterificacdo do cloreto de
acido com o poliélcool protegido.

4.2.1 Sintese do cloreto de acido oleico

Os cloretos de &cido sdo compostos muito reativos e Gteis na producdo de ésteres,
permitindo o ataque do alcool na carbonila com liberagdo do ion de cloro. Sua preparacao é
feita atraves de reagdo entre um &cido carboxilico e cloreto de tionila, com liberagdo de acido

cloridrico e 6xido de enxofre, subprodutos toxicos e nocivos a satude humana e ao ambiente.
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Procedimento Experimental: As reagdes foram realizadas em baldo de fundo redondo
de 50 mL empregando aproximadamente 4,65g de acido oleico (16,5 mmol) e 1,8 mL de
cloreto de tionila (24,7 mmol). A mistura foi deixada em agitacdo por 18 horas a temperatura
ambiente. Na purificacdo do produto final foi adicionado tolueno para a extragédo do cloreto de
acido. O solvente foi evaporado em evaporador rotativo. A tabela 12 apresenta as principais

condicdes reacionais para a sintese de cloretos de acido oleico

Tabela 12 - Condigdes reacionais para a sintese de cloretos de &cido oleico

Reagentes Acido oleico/Cloreto de tionila (1:2)
Catalisador -
Solvente --
Temperatura Ambiente
Tempo 18 h

4.2.2 Sintese do mono-oleato de xilitol

A obtencdo via quimica do éster de xilitol ¢ baseada nos métodos classicos de
esterificacdo que consiste na reacédo direta entre um alcool e um cloreto de &cido carboxilico.

Procedimento Experimental: Em baldo de fundo redondo de 50 mL, foram
adicionados 0,5 g de xilitol protegido e 1,28 g de cloreto de acido oléico. As reagdes foram
realizadas pelo periodo de 5 horas em frasco fechado a temperatura ambiente com agitacdo de
200 rpm. A reacdo ocorreu na auséncia de solvente, sendo acompanhada por cromatografia de
camada fina utilizando cloroférmio/metanol (9:1) como fase mével. O produto foi purificado
em coluna filtrante com areia, carvao ativado e silica 73 — 230 nm e em seguida em uma

coluna cromatografica em silica utilizando cloroférmio como eluente.

4.2.3 Sintese de mono-oleato de glicerol

De forma semelhante, o éster de glicerol foi produzido, inicialmente, por via quimica,
baseada nas reacOes classicas de esterificacéo.

Procedimento Experimental: As reacdes foram realizadas em baldo de fundo redondo
de 50 mL, fechado, onde foram adicionados 0,417g de xilitol protegido, 0,1g de sddio
metalico e 1,90g de cloreto de acido oleico, empregando 10 mL de benzeno como solvente. A

mistura reacional foi colocada sob agitacdo por 2 horas a temperatura ambiente. O produto foi
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purificado em coluna cromatografica com silica 70-230 mm utilizando cloroférmio como
eluente.
A tabela 13 resume as condigdes reacionais para as reacdes de esterificacdo atraves da

via quimica.

Tabela 13 - CondicBes reacionais para sintese dos ésteres de xilitol e glicerol via quimica.

Xilitol Sal de glicerol
Reagentes protegido/Cloreto de | protegido*/Cloreto de
acido oleico (1:2) acido oleico (1:4)
Catalisador -- --
Solvente -- Benzeno
Temperatura Ambiente Ambiente
Tempo 5h 2h

*0 sal do glicerol protegido foi produzido no proprio meio reacional pela adi¢do de sodio

metalico

4.3 ESTERIFICACAO POR CATALISE ENZIMATICA

As reacBes enzimaticas sdo caracterizadas por sua seletividade. Na formacdo de
ésteres empregando polialcoois, a lipase de Candida antarctica favorece a formacdo de
produtos mono-substituidos por ser estereoespecifica (MORAES, 2016). A lipase B
comercializada pela Novodisk (Candida antarctica - Novozym 435) é descrita na literatura
como extremamente versatil e eficiente na formacéo de ésteres (GIUNTA et al., 2015), mas as
reacGes promovidas por catalise enzimatica sdo caracterizadas por demandar longos tempos
reacionais. Dada a eficiéncia do aquecimento por radiacdo de micro-ondas e por banho de
ultrassom, propos-se a realizacdo de esterificacdo dos polidlcoois com acidos graxos

empregando uma combinag&o destas duas técnicas alternativas de aquecimento.

4.3.1 Avaliacao do rendimento da esterificacdo com catalise enzimatica em diferentes fontes
de aquecimento

Para determinar a seletividade da enzima, juntamente com o estudo do uso de fontes
alternativas de aquecimento, foram realizadas reagdes de esterificacdes do &cido oleico por
metodologia descrita na literatura (RUFINO et al., 2010).
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Procedimento Experimental: A esterificagdo consistiu na reacdo de 4 mmol de acido
oleico com 1 mmol do polialcool xilitol, utilizando 10 mL de terc-butanol como solvente e
empregando como catalisador 200 mg da enzima Novozym 435. Foram avaliadas as duas
fontes de aquecimentos. No estudo do emprego do reator de micro-ondas a reacdo foi
acompanhada por 5 h a 55 °C, com retiradas de amostras a cada 1 hora e analise através de
titulagdo empregando fenolftaleina em triplicata. O banho de ultrassom foi empregado em um
periodo de 2,5 horas em 55 °C e analise através de titulacdo potenciométrica para a dosagem
da concentracdo do acido graxo feita em duplicata a cada meia hora. Os produtos reacionais
foram purificados em coluna cromatografica com hexano/éter etilico/metanol/acido acético
(78:17:2:3) como eluente e o monoéster foi caracterizado por RMN de 'H e °C. A tabela 14

apresenta, em resumo, as condicdes reacionais e de analise empregadas.

Tabela 14 - Condigdes reacionais para sintese via enzimatica dos ésteres de xilitol com
diferentes fontes de aquecimento.

Fonte de Aquecimento Micro-ondas Ultrassom
Reagentes Acido oleico/Xilitol (4:1) | Acido oleico/Xilitol (4:1)
Catalisador Novozym 435 Novozym 435

Solvente 2,5 mL t-BuOH 2,5 mL t-BuOH
Temperatura 55°C 55°C
Tempo 5h 25h
Acompanhamento Titulagéo a cada hora Tiulagao poter?ciométrica |
cada meia hora

4.3.2 Avaliagdo do rendimento da esterificacdo com catélise enzimatica em ciclos
consecutivos de reuso da enzima

A catélise enzimatica € um método de conduzir reacdes organicas que traz diversos
beneficios, principalmente relacionados as questdes ambientais, mas um dos empecilhos na
aplicacdo industrial desta técnica encontra-se nos elevados precos comerciais dos derivados
imobilizados.

A reacdo de esterificacdo do acido oleico, descrita anteriormente, foi realizada

empregando 0 mesmo catalisador, a enzima Novozym 435 (200 mg), em reacOes
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consecutivas, a fim de analisar a reducdo da atividade enzimética, através dos rendimentos
reacionais obtidos, para cada ciclo de reuso da enzima.

Procedimento Experimental: Foram feitas cinco reacfes empregando-se terc-butanol
(10 mL; Sigma Aldrich) como solvente em reator de micro-ondas por periodos de 5 horas a
55 °C. Para a dosagem da concentracdo do &cido oléico, foram realizadas titulagcdes de
neutralizacdo com KOH (0,005M) em duplicata a cada hora. A formagdo dos produtos no
decorrer da reacdo foi verificada por cromatografia de camada fina, utilizando como eluente a
mistura hexano/éter etilico/metanol/acido acético (78:17:2:3). A tabela 15 sumariza as
condigdes reacionais aplicadas. Ao fim de cada ciclo reacional, o derivado imobilizado foi
coletado por filtracdo e lavado e armazenado com heptano em geladeira (em

aproximadamente 10 °C)

Tabela 15 - Condicges reacionais para sintese enzimatica dos ésteres de xilitol empregada em
5 ciclos consecutivos da reacéo.

Fonte de Aquecimento Micro-ondas
Reagentes Acido oleico/Xilitol (4:1)
Catalisador Novozym 435
Solvente t-BuOH
Temperatura 55°C
Tempo 5h
Acompanhamento Titulacdo a cada hora

4.3.3 Obtenc&o de ésteres de xilitol com diferentes acidos graxos

A fim de analisar a versatilidade da Novozym 435 e obter novos monoésteres de
acucares, foram realizadas reacGes de esterificacdo com o xilitol protegido em terc-butanol
como solvente empregando o acido adipico e o &cido butirico (Vetec Quimica) como doador
do grupo acila.

Procedimento Experimental: As reagdes para o &cido adipico, um diacido, foram
acompanhadas apenas qualitativamente por cromatografia em camada fina empregando
hexano/éter etilico/metanol/acido acético (78:17:2:3) e os produtos reacionais foram
purificados em coluna cromatografica com o mesmo eluente. A esterificacdo com &cido

butirico foi realizada por 2 horas, acompanhadas por titulacdo potenciométrica empregando
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um potenciémetro TS-Tecnopon MS-150 com eletrodo de platina de aliquotas em duplicata
dos tempos de 0,25; 0,5; 1,0; 2,5 e 2,5 horas reacionais. As condi¢des reacionais empregadas

nas sinteses estdo apresentadas na tabela 16.

Tabela 16 - Condigdes reacionais para sintese via enzimatica dos ésteres de xilitol com
diferentes acidos graxos.

Reagentes Acido adipico/Xilitol (4:1) Acido butirico/Xilitol (4:1)
Fonte de Aquecimento Micro-ondas Ultrassom

Catalisador Novozym 435 Novozym 435

Solvente t-BuOH t-BuOH
Temperatura 55°C 55°C

Tempo 5h 2,5h
Acompanhamento Cromatografia em camada fina Titulagao potenciometrica em
diferentes tempos

4.3.4 Avaliacdo da seletividade na obtencdo de monoésteres de acido oleico com diferentes
poliélcoois e polialcoois protegidos

Na formacdo de ésteres empregando polialcoois, a lipase Novozym 435 é favoravel a
formacéo dos produtos monossubstituidos (KIM et al., 2011).

Procedimento Experimental: Para determinar a eficacia de seletividade da enzima
foram realizadas reacGes de esterificacdo com acido oleico empregando a Novozym 435 em
terc-butanol por meio de banho de ultrassom por uma hora e meia e acompanhadas por
CLAE. Aliquotas foram retiradas nos tempos de 5, 10, 20, 30, 60 e 90 minutos e a anélise foi
feita empregando-se acetonitrila/metanol (80:20) como fase mdvel em uma coluna
Phenomenex HyoerClone 5u C18 130A de 100 x 4,60 mm e fluxo de 1 mL.min. Foram
empregados como poliélcoois o xilitol e o glicerol e seus derivados protegidos. A tabela 17 a

seguir sumariza todas as condigdes reacionais empregadas nessa avaliagéo.
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Tabela 17 - Condigdes reacionais para sintese via enzimatica dos ésteres de xilitol com
diferentes polialcoois.

Ac. oleico/Xilitol | Ac. oleico/Xilitol | Ac. oleico/Glicerol | Ac. oleico/Glicerol
Reagentes . .
(4:1) protegido (4:1) (4:1) protegido (4:1)
Fonte de
) Ultrassom Ultrassom Ultrassom Ultrassom
Aguecimento
Catalisador Novozym 435 Novozym 435 Novozym 435 Novozym 435
Solvente t-BuOH t-BuOH t-BuOH t-BuOH
Temperatura 55°C 55°C 55°C 55°C
Tempo 2,5h 2,5h 25h 2,5h
Acompanhamento CLAE CLAE CLAE CLAE

4.3.5 Avaliacdo do rendimento reacional da esterificagdo com catalise enzimatica em
diferentes solventes

Em um estudo desenvolvido por Rufino e colaboradores (2009) foi realizada uma
investigacdo na qual diversos solventes foram empregados em reagGes conservando 0s demais
parametros reacionais. Nessa pesquisa citada o terc-butanol apresentou os melhores resultados
de rendimento. Em outro trabalho foram apontadas dificuldades no emprego de alcodis como
solvente em reacdes de esterificacdo (FU et al., 2009). Para determinar o melhor solvente na
esterificacdo de monoésteres de aglcares foram realizadas esterificacfes com &cido oleico e
xilitol empregando a lipase Novozym 435.

Procedimento Experimental: Os solventes estudados foram o terc-butanol (Sigma
Aldrich) e o iso-octano (Sigma Aldrich). As reagdes foram feitas em banho de ultrassom por
2,5 h horas e acompanhadas por titulacdo potenciométrica empregando um potenciémetro TS-
Tecnopon MS-150 com eletrodo de platina. Os produtos reacionais foram purificados em
coluna cromatografica com cloroformio/metanol (8:2) como eluente. A tabela 18 a seguir

apresenta resumidamente as condigdes reacionais empregadas para essa sintese.
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Tabela 18 - CondicOes reacionais para sintese via enzimatica dos ésteres de xilitol
empregando iso-octano como solvente reacional.

Fonte de Aquecimento Ultrassom
Reagentes Acido oleico/Xilitol (4:1)
Catalisador Novozym 435
Solvente Iso-octano
Temperatura 55°C
Tempo 2,5h
Acompanhamento Titulacédo potenciﬁg:aétrica a cada meia

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho foram realizados os estudos dos rendimentos reacionais na sintese

laboratorial de ésteres de acucares, buscando a obtencdo de ésteres monossubstituidos e com
suavizagdo das condicGes reacionais em comparacdo com as metodologias classicas de
sintese, de forma orientada pelos preceitos da Quimica Verde. Para atingir esses resultados foi
empregada a catalise enzimatica com a enzima comercial Novozym 435 (lipase B de Candida
antarctica) utilizando dois métodos diferentes de aquecimento: atraves de banho de ultrassom
e do reator de micro-ondas. Para a obtencéo do produto final, o xilitol e o glicerol empregados
como substratos passaram por uma etapa de protecdo via quimica para favorecer a formacao

do monoéster.

5.1 SINTESE DE CETAIS (REACOES DE PROTECAO)

Na formacéo de cetais ciclicos com o xilitol e acetona, quatro dos cincos grupos —OH
foram protegidos evitando assim o acoplamento dos grupos acilas dos &cidos graxos
empregados, deixando apenas uma hidroxila livre capaz de esterificar o &cido graxo. O grupo
protegido permaneceu estavel em ambientes com pH maior que sete e pdde ser facilmente
hidrolisado em meio &cido (HCI diluido, 50 °C, 20 h).

Na figura 16 esta descrito o mecanismo de protecdo das hidroxilas do xilitol
empregando acetona proposto na literatura (SOLOMONS e FRYHLE, 2011).
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Figura 16 - Mecanismo proposto para a protecdo do xilitol

Na primeira etapa dessa reacdo ocorre a protonacdo do oxigénio da acetona devido ao
meio acidificado pelo PPTS, catalisador. Ao fim da reacdo havera um cetal ciclico formado e
liberacdo de agua, que no processo foi removida do meio com auxilio do Dean Stark,
favorecendo o rendimento final e impedindo a hidrolise do cetal formado.

A reacdo global é apresentada na figura 17. A propor¢do entre acetona e xilitol é de
2:1 acetona/xilitol. Empregou-se, na reacdo descrita, uma quantidade excessiva de acetona
para deslocar o equilibrio quimico e favorecer o rendimento final, garantindo ainda a protecdo
da totalidade do xilitol. Considerando entdo os 0,16 mols de xilitol iniciais como reagente
limitante, o rendimento para as 22,0748 g do produto final obtido foi de 58,96%.

HyC

OoOH OH HyC
Q HO_ )-.m k _OH PPTS o
2 J_+ Y

— =

OH

Figura 17 - Reacéo global protecgdo do xilitol

O produto foi caracterizado em *H e 3C. O espectro é descrito a sequir.

RMN *H (300MHz, CDCls, §): 4,30-3,60(m, 7H, C1.s); 2,59(sl, 1H, OH), 1,45 (s, 6H,
CHa); 1,35 (s, 6H, CHs).

RMN 3C: 109,8-110,3(Cs.7); 78,2(C4); 75,4(Cs); 73,7(C>); 66,70(Cs); 61,8(C1); 24,5-
27,6(Cs-11).
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Os hidrogénios ligados aos carbonos da cadeia principal, com atomos de oxigénio
vizinhos, apresentam deslocamentos entre 4,30-3,60. Os carbonos quaternarios dos cetais
ciclicos também pdde ser observado no espectro em 109,8-110,3 sendo encontrados em
campo mais baixo por estarem entre dois atomos de oxigénios. A andlise do espectro
completo revela a obtengéo do xilitol protegido puro.

O glicerol também foi protegido com acetona por mecanismo semelhante aquele
apresentado na figura 16 e descrito para o xilitol. O resultado, em massa, do produto final
obtido foi de 13,6815 g, correspondente a um rendimento de 64,78%. A reacdo global para a
sintese do glicerol protegido é apresentada na figura 18 a seguir. O produto foi caracterizado
por RMN. Os resultados da analise foram:

RMN 'H (300MHz, CDCls, §): 3,95-3,52(m, 5H, C1.3); 3,92(sl, 1H, OH), 1,24 (s, 6H,
CHa).

RMN BC: 109,2(C.); 74,1(C>); 65,6(C1); 62,8(Cs); 24,1-26,8(Cs.6).

E—— 4 + H.O
H4C CH, OH H4C © ‘
CH,

o

Figura 18 - Reacdo global protecéo do glicerol

A literatura consultada apresenta resultados da ordem de 70,9% de converséo para 10
h de reacdo, estando em conformidade com os resultados obtidos nas protecdes realizadas
(SURIYAPRAPADILOK et al., 2011)

5.2 SINTESE DE ESTERES DE ACUCARES VIA QUIMICA

Foram, inicialmente, preparadas amostras contendo padrfes de mono-oleatos de xilitol
e glicerol através de via quimica para serem usados posteriormente em analises comparativas
de espectroscopia de V. Empregaram-se 0s métodos classicos nessa preparacao, visto que sao
métodos amplamente estudados na literatura e possuem etapas de purificacdo eficientes ja

descritas.
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5.2.1 Sintese do cloreto de &cido oleico

Na primeira etapa da sintese do mono-oleato de acUcares foi sintetizado o cloreto de
oleila, empregando &cido oleico e cloreto de tionila. A figura 19 a seguir apresenta a proposta
de mecanismo para esse tipo de reacdo proposta na literatura (SOLOMONS e FRYHLE,
2011).

.'H H
C@o 0 o~ ‘(;_) 0 SO

0
g )
~Cl .

O/_L’

)L . | 1l [ |  — +

ROOH Cl R)\O/SRCI R%\O/SQO R)J\m HCI
CI_J Cl U

Figura 19 - Mecanismo proposto para a sintese de cloretos de acido (SOLOMONS e FRYHLE, 2011)

A sintese de cloretos de acido é uma técnica sintética tradicional na quimica organica,
capaz de tornar a carbonila do grupo acido carboxilico mais susceptivel ao ataque de
nucledfilos.

O oxigénio carbonilico do &cido é capaz de atuar como nucledfilo e atacar o enxofre
do cloreto de tionila, que desloca a carga negativa para 0 oxigénio e, por ressonancia, elimina
um &tomo de cloro. O ion cloreto formado, por sua vez, ataca o centro eletrofilico da estrutura
do acido e em seguida h& um rearranjo, eliminando SO e HCI e formando o cloreto de acido
(SOLOMONS e FRYHLE, 2011).

5.2.2 Sintese do mono-oleato de xilitol

A esterificacdo do mono-oleato de xilitol foi realizada sem solvente e a temperatura
ambiente. Entretanto, como é caracteristico das rotas sintéticas tradicionais, fez uso de
diversas etapas anteriores, nomeadamente a protecédo das hidroxilas do xilitol e o preparo do
cloreto de tionila, conforme apresentado no esquema da figura 20 a seguir.

HL  CHy
(8]
HO
+2 CH,COCH, ,I\ ~on ]
HO oH —™ ':{/\r HsC CHy
-2H0 0 0
OH OH HyC™ a o
CH; I )'II\
3 _ o
+ -HCl O \/\D
Y D D
- H:.,C”'T—F
g +80Cl, )DL — CHy
——-
R™ TOH - §0, - HCI R TCI

Figura 20 - Rota sintética para a formacao do mono-oleato de xilitol protegido via quimica
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Essa rota sintética faz uso de solventes e reagentes toxicos (benzeno e cloreto de
tionila), além de promover a formacdo de acidos como subprodutos (HCI), ressaltando a
necessidade de buscar vias menos agressivas de sintese, como a catalise enzimatica.

O produto foi caracterizado em 'H e *C apds a desprotecdo das hidroxilas por
acidificacdo do meio. A férmula do produto final € apresentada na figura 21 e o espectro é

descrito a sequir.

Figura 21 - Mono-oleato de xilitol

RMN 'H (300MHz, CDCls, 8): 5.45(m,2H, Hgo); 4,25(dd, 2H, Hia1b); 1.87(m, 4H,
H7 ¢ 10°); 1.39(m, 22H, Hy.6> € Hi1-16°); 0.98(t, 3H, Hi7).

RMN ®C (300MHz, CDCls , &): 175.6(C = 0); 131.0-128.5(Cs=Cy); 71.4(Ca);
69.2(C2); 71.1(C4); 64.4(Cy); 64.1(Cs); 35.1(Cr); 32.8(C7, 10°¢ 15°); 29.7-29.1(C3-.¢> € Ci1o-15°);
25,1(C>); 22,9(Ci¢?) € 14.50(C17).

Na analise de RMN *H os hidrogénios ligados aos carbonos da ligacdo dupla que

aparecem no espectro em campo mais baixo deslocamento de 5,45. Para os carbonos C8’ e
C9’, foram encontrados deslocamento quimico caracteristico de carbonos insaturados (131,0-
128,5). O carbono da carbonila foi determinado pelo deslocamento 175,6, caracteristico de
C=0. Os deslocamentos dos carbonos encontrados em campo mais alto (14,50) bem como
seus hidrogénios (0,98) foram identificados como sendo a metila da extremidade da cadeia do

grupo acila. A andlise do espectro completo revela a obtencdo do mono-oleato de xilitol puro.

5.2.3 Sintese de mono-oleato de glicerol

O monoéster do glicerol foi obtido de forma semelhante, e sua rota sintética esta
apresentada no esquema da figura 22 abaixo. Para sua sintese, entretanto, foi empregado sédio
metélico, que no meio reacional é capaz de formar um sal do glicerol protegido, favorecendo

sua atuacdo como nucleofilo.
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Figura 22 - Rota sintética para a formacgao do mono-oleato de glicerol protegido via quimica

Através da observacdo da rota sintética e a metodologia empregada nota-se a
necessidade de prevenir a utilizacdo de solventes e reagentes toxicos, além dos subprodutos
inflamaveis (gas hidrogénio) e do sodio metalico, explosivo. O produto final, apés
desprotecdo das hidroxilas, é apresentado na figura 23 a seguir, junto com sua respectiva

caracterizacéo.

Figura 23 - Férmula estrutural do mono-oleato de glicerol

RMN 'H (300MHz, CDCls, ): 5,79(sl, 1H, OH); 5.40(m, 2H, Hs-o?): 4,32(dd, 2H,
H3a-30); 4,20-3,52(m, 3H, Hi-2); 3,94(sl, 1H, OH); 2,11(m, 4H, H7 ¢ 10°); 1.29(m, 22H, Hi>.¢> €
Hir16); 0.92(t, 3H, Hi7).

RMN 13C (300MHz, CDCls , 5): 173.9(C = O); 130.55(Ce=Cio); 65,3(Cs); 71.1(Ca);
64.4(Cy); 34.3(Cr); 27,8.8(Cy ¢ 10); 29.9-29.0(Cs.¢ € Cii-i5); 25,1(Cx); 22,9(Cis) €
14.50(Cy7°).

5.3 ESTERIFICAGCAO POR CATALISE ENZIMATICA

A partir dos resultados alcangados no uso da lipase comercial, Novozym 435, em
estudos anteriores (RUFINO et al., 2010) e na literatura (KIM et al., 2009), foi proposto o uso
dessa enzima na sintese de ésteres de agUcares, visando a suavizacdo das condi¢cfes reacionais

em comparagao com as vias quimicas tradicionais abordadas até o0 momento.
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O emprego da lipase melhora os rendimentos reacionais em comparagdo as sinteses
via quimica, ja que essa subclasse de enzimas é capaz de atuar na interface entre substancias
polares e apolares e a maioria dos agucares é insolivel em solventes organicos. Além disso, o
uso de enzimas aumenta a seletividade, favorecendo a obtencdo do monoéster. A catélise
enzimatica, entretanto, aumenta os tempos reacionais (RUFINO et al., 2009), tornando o
processo desfavoravel do ponto de vista econémico para os processos industriais. Rufino e
col. (2009) obtiveram em 24 horas reacionais, conversdes de 88% do xilitol na sua reacédo de
esterificacdo com &cido oleico. A fim de garantir a competitividade dessas metodologias, foi
proposto o uso de fontes alternativas de aguecimento, com a utilizagdo de reatores de micro-
ondas e banhos de ultrassom para reduzir o tempo reacional das reagdes de esterificagédo via
catalise enzimética. Além disso, devido ao alto custo dos derivados enziméticos imobilizados,
outra proposta de estudo foi a reutilizacdo do catalisador em ciclos consecutivos, avaliando
assim a quantidade de ciclos possiveis que permitam o reuso da enzima sem perda

pronunciada da sua atividade, reduzindo o custo final do processo.

5.3.1 Avaliacdo do rendimento da esterificacdo com catalise enzimatica em diferentes fontes

de aquecimento

5.3.1.1 Esterificacdo do acido oleico com xilitol via catalise enzimética em reator de micro-

ondas

O emprego do reator de micro-ondas e do banho de ultrassom apresentam resultados
positivos registrados na literatura  para a reducgdo dos tempos reacionais (MAVANDADI e
PILOTTI, 2006; LERIN et al., 2014). O reator de micro-ondas foi empregado na esterificacdo
do xilitol com &cido oleico. Ndo foi utilizado o xilitol protegido, para possibilitar a analise da
seletividade da lipase Novozym-435 na catalise enzimatica para obtencdo do mono-oleato de

xilitol. A reacdo global € apresentada na figura 24.

o OH
= oH™ HO/\‘)\(\OH
H-C OH OH
k=)

lipase -H.0
MNaovozym 435 -

0] OH
HaC OH  OH

Figura 24 - Reacdo global de esterificacdo enzimatica do &cido oleico e xilitol empregando Novozym
435
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Essas reagcdes foram acompanhadas empregando titulagdo de neutralizacdo, do acido
oleico remanescente no meio reacional, com hidréxido de potassio 0,005 mol.L? e indicador
fenolftaleina. Foram retiradas aliquotas do meio reacional a cada hora e a titulacdo das
mesmas foram realizadas em triplicata. Pela concentracdo de acido oleico no meio (acido ndo
consumido no processo reacional), foi possivel calcular o rendimento reacional. Os resultados

estdo apresentados na tabela 19 e em forma de grafico na figura 25.

Tabela 19 - ConcentracGes (mol.L-1) de acido oleico consumido por hora de reacdo e
rendimento correspondente na esterificacdo do &cido oleico com xilitol em micro-ondas,
empregando Novozym 435.

Tempo
t=0h | t=1h | t=2h | t=3h |[t=4h |t=5h

Concentracdo de &cido

) ) 0,430 | 0,347 | 0,323 | 0,315 | 0,355 | 0,369
oleico consumido (mol.L?)

Rendimento (%) 0 76,8 96,5 70,1 56,7 23,1

100

o .

40 |

Rendimento (%)

20 4 .

=
-
&1
(2]
.
1]

Tempo (h)

Figura 25 - Rendimento (%) por hora de reacdo na esterificacdo do &cido oleico com xilitol em micro-
ondas empregando Novozym 435

Pelo grafico da figura 25 é possivel notar um aumento gradual no rendimento
reacional, atingindo um maximo de 96,5% em torno de duas horas reacionais para esse

sistema. Na literatura, os resultados das analises para essa sintese possuem rendimentos de
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97%, semelhante aos resultados obtidos, em cerca de 24 h de reacdo. O emprego do micro-
ondas permitiu a reducdo desse tempo reacional para 2 h obtendo rendimentos semelhantes,
conforme previsto pela analise dos resultados da literatura (KIM et al., 2004).

A queda observada para o rendimento reacional em tempos superiores a 2 horas é
atribuida a fenbmenos de hidrolise que se iniciam no meio reacional. A reacdo de
esterificacdo libera moléculas de &gua no meio reacional gradativamente e as lipases sdo
enzimas que, naturalmente, catalisam a hidrélise de ésteres quando estdo em presenca de
agua.

Apds a purificacdo em coluna cromatografica com hexano/éter etilico/metanol/acido
acético (78:17:2:3), o produto monossubstituido foi identificado por RMN *H e **C.

A massa final de mono-oleato de xilitol foi de 0,116 g. Considerando a estequiometria
da reacdo e a massa de xilitol adicionada (152 mg), o rendimento reacional para a obtencédo do
éster monossubstituido foi de 27,89%. Esse rendimento alcancado indica uma seletividade
enzimatica na sintese de monoésteres com a Novozym 435 comparavel aguela dos processos
em esterificacdo com catalise enzimatica em aquecimento tradicional. A seletividade de
sintese aumenta a formacéo do produto de interesse e viabiliza o processo por remover etapas
possivelmente mais complexas de purificacdo. Além disso, essas técnicas reduzem 0s custos
com as etapas pos-sintéticas de purificacdo, que sdo facilitadas. Do ponto da quimica verde, a
economia atébmica, promovida aqui pela melhor seletividade do processo, e a reducdo de
etapas de purificacdo sdo ambas caracteristicas que atendem aos seus preceitos. Além disso, a
técnica empregada conta com o0 uso do reator de micro-ondas, que promove reducdo do
consumo de energia por conta da eficiéncia do aquecimento caracteristico da técnica, visto
que esse € uma consequéncia direta do tempo de reacéo.

Nos experimentos realizados ainda houve uma reducéo de 50% no volume do solvente
em comparacao com trabalhos publicados anteriormente (RUFINO et al., 2009). Essa reducéo
no volume do solvente é consequéncia da técnica de aquecimento por irradiacdo de micro-
ondas, devido ao aquecimento promovido no interior do frasco reacional, que diminui a
necessidade de promover fenémenos de conveccéo.

Considerando que o rendimento global da reacdo, calculado pelo consumo do acido
graxo, foi de 96,5% de mistura contendo mono e poliésteres, a massa destes equivale a 0,403
g, indicando que a obten¢do de 0,116 g do a-monoéster purificado representa uma
seletividade de 28,78% do rendimento e evidenciando a seletividade ja prevista para a enzima

Novozym 435 nestas reacgdes.
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5.3.1.2 Esterificacdo do &cido oleico com xilitol via catalise enzimatica em banho de

ultrassom

Em funcdo dos resultados promissores obtidos com o emprego de micro-ondas na
catalise enzimatica, as condi¢des reacionais foram mantidas no estudo do aquecimento por
ultrassom. A analise das condi¢des reacionais, entretanto, foi feita com a retirada de aliquotas
a cada 30 minutos e titulacdo, em duplicata, empregando um potenciémetro MS-Tecnopon
MS-150 a fim de reduzirem-se o0s erros associados a metodologia de analise com indicador
visual. Os graficos no Apéndice | mostram as curvas de titulacdo obtidas. Os pontos de
equivaléncia foram obtidos pelo método da segunda derivada. Novamente foi possivel, pela
concentracdo de 4cido oleico no meio, calcular o rendimento reacional. Os resultados estéo

apresentados na tabela 20 e com eles foi gerado o grafico na figura 26.

Tabela 20 - Concentra¢Ges (mol.L-1) de acido oleico consumido por hora de reacdo e
rendimento correspondente na esterificagdo do &cido oleico com xilitol em ultrassom,
empregando Novozym 435.

Tempo

t=0h | t=05h |t=10h| t=15h |t=20h | t=25h

Concentracdo de acido

. . 4 | 0,000 | 0,035 0,101 0,149 0,143 0,127
oleico consumido (mol.L™)

Rendimento (%) 0,0 17,6 50,7 74,6 71,5 63,7
70 .HH-H'
\x.
e
0 l/
0

a.0 0.5 1.0 1.8 2.0

1=
o

Tempo (h)

Figura 26 - Rendimento (%) por hora de reacéo na esterificacdo do &cido oleico com xilitol em
ultrassom empregando Novozym 435
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A conversdo maxima alcancada (74,6%) ocorreu em uma hora e meia de reacdo,
indicando uma reducdo em comparacdo com 0s tempos reacionais de 15 h registrados na
literatura, apesar da perda de 21,9% em rendimento (KIM et al., 2004)

Apbs a purificacdo, feita em coluna cromatografica empregando hexano/éter
etilico/metanol/acido acético (78:17:2:3), a massa do monoéster obtida na esterificacdo com
banho de ultrassom foi de 92,7 mg. Considerando o rendimento reacional de 74,6% para a
formacdo dos produtos (mono e poliésteres) esta massa correspondeu a uma seletividade em
torno de 30% para a formacdo de monoésteres, valor comparavel aos resultados anteriores
com o micro-ondas (27,89%).

Em alguns estudos, observou-se que na formacdo de ésteres de polidlcoois, o
rendimento no tempo maximo constitui-se de uma mistura de monoeésteres e poliésteres,
enguanto que aliquotas analisadas antes que o tempo maximo fosse alcangado apresentam
uma maior proporcdo do monoéster presente no meio. Com essas andlises, foi possivel
identificar seletividades de quase 100% na formacdo de monoésteres em tempos reduzidos
para a catalise enzimatica em aquecimento tradicional (ARCOS et al., 1998a; ARCOS et al.,
1998b; OTERO et al.,, 2001; ZHANG et al., 2015). Esses resultados apontam que
seletividades ainda melhores podem ser obtidas também durante o emprego de tecnologias de
aquecimento alternativas.

A melhoria nos tempos reacionais alcangada mostra um avanco na busca por metodos
sintéticos alternativos, conduzindo reagfes com menores impactos ambientais, nomeadamente
a suavizacdo das condicOes reacionais, reducdo das etapas de purificacdo e eliminacdo da
necessidade de etapas sintéticas anteriores.

Ao se manterem as condigdes reacionais exploradas na reacdo com o reator de micro-
ondas, o0 banho de ultrassom também apresentou a possibilidade de reducdo do volume de

solvente em 50% se comparado com resultados da literatura (RUFINO et al., 2009)

5.3.2 Avaliacdo do rendimento da esterificagdo com catélise enzimatica em ciclos
consecutivos de reuso da enzima

No estudo do reuso da enzima, a mesma matéria enzimatica foi empregada em 5
reacOes consecutivas. Nessas reacfes foi empregada a técnica de agquecimento por micro-
ondas, visto que publicacGes anteriores consideram que a agitacdo mecanica promovida pelo
ultrassom danifica o suporte imobilizado, reduzindo a eficiéncia do catalisador em usos
posteriores. Foram repetidas as condi¢bes reacionais empregadas na esterificacdo do acido

oleico com xilitol em reator de micro-ondas e as analises realizadas por titulagdo com
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fenolftaleina de aliquotas em triplicatas a cada hora. Os resultados, em termo de concentracéo

de &cido oleico remanescente, estdo apresentados na tabela 21 a seguir.

Os resultados foram corrigidos, considerando-se a reducéo do volume reacional e com

isso calcularam-se os rendimentos para a reacdo a cada hora baseando-se no consumo de

acido oleico, conforme os valores apresentados na tabela 22 adiante.

Tabela 21 - Resultados em concentracdo molar por hora para 5 ciclos de uso da Novozym 435

nas esterificacdes do acido oleico com xilitol em reator de micro-ondas.

Ciclo Concentracéo do &cido oleico (mol.L?)

deuso | t=0h | t=1h | t=2h | t=3h | t=4h |t=5h
1° 0,430 | 0,337 | 0,313 | 0,344 | 0,358 | 0,393
2° 0,385 | 0,302 | 0,281 | 0,315 | 0,341 | 0,362
3° 0,382 0,308 0,290 | 0,328 0,333 | 0,373
4° 0,412 | 0,386 | 0,381 | 0,361 | 0,369 | 0,407
50 0,423 | 0,398 | 0,393 | 0,387 | 0,417 | 0,422

Tabela 22 - Conversdo percentual da concentracdo de &cido oleico para 5 ciclos de uso da Novozym
435 na esterificagdo com aquecimento por micro-ondas por hora.

Rendimento (%)
Ciclo de uso
t=0h [ t=1h [ t=2h [ t=3h | t=4h [t=5h
1° 0,0 76,8 96,5 70,1 56,7 23,1
2° 0,0 77,2 95,7 65,1 40,9 21,4
3 0,0 60,0 77,2 40,8 36,4 2.4
4° 0,0 13,1 17,9 37,1 29,4 7.1
5° 0,0 23,3 27.9 33,5 5,6 0,9

O maior rendimento obtido foi de 96,5% para 2 horas reacionais no primeiro uso da

enzima, seguido pelo rendimento de 95,7% para 2 horas reacionais no segundo ciclo

reacional. A reducdo de apenas 0,8% do rendimento deixa claro que o derivado enzimatico

imobilizado pode ser empregado mais de uma vez em reagdes de esterificagdo com

aquecimento micro-ondas sem que haja perdas consideraveis para 0 processo.
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No terceiro ciclo o rendimento méximo ainda € obtido em 2 horas de reacédo (77,2%),
mas apresentou queda consideravel. No quarto e quinto ciclos o rendimento maximo é em
torno de 35%, mostrando uma reducdo drastica. Além disso, hd& um aumento no tempo
reacional para a obtengdo do rendimento méaximo, indicando uma perda de atividade do
derivado imobilizado, que, apds muitos ciclos de uso, perde a atividade em alguns de seus
sitios ativos e passa a levar mais tempo para promover 0 consumo e conversao dos reagentes
(KIM et al., 2004). Reacdes posteriores ao quinto ciclo podem indicar ainda rendimento
reacional mensuravel. Apesar de baixos em relagdo ao primeiro rendimento apresentado, esses
valores revelam que ainda ha atividade enzimatica e que o catalisador pode ter uso, reduzindo
sua necessidade de descarte, fator ambientalmente favoravel, e permitindo seu reuso para
diferentes fins, economicamente vantajoso.

Os gréaficos na figura 27 mostram claramente o rendimento reacional em funcdo do
tempo. A queda apresentada apds o rendimento maximo pode estar relacionada com o
aumento da concentracao de &gua no meio e hidrolise dos produtos obtidos.

Ciclo Gréfico
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Figura 27 - Acompanhamento por consumo percentual de acido oleico de cinco ciclos de utilizacdo da
lipase Novozym 435

Pelos graficos é facil notar a perda de atividade da lipase nos usos posteriores. O
grafico 28 a seguir apresenta os cinco graficos anteriores sobrepostos. A diferenca de
eficiéncia perdida entre o primeiro e segundo ciclo é desprezivel. Ela se torna mais aparente
no terceiro ciclo reacional e nos quarto e quinto ciclos é evidente a baixa atividade, com

alteracdo no perfil da curva e resultados maximos obtidos 1 hora ap6s 0os méximos do
primeiro ciclo.

= Ciclo 1

—#— Ciclo 2
—— Ciclo 3
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—4— Ciclo 5
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Figura 28 - Acompanhamento por consumo percentual de &cido oleico para cinco ciclos de utilizagéo
da lipase Novozym 435

Mesmo com a perda de atividade, € relevante ressaltar que as conversdes, mesmo em

tempos mais longos, séo significativas, nos valores em torno de 35%.
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Trabalhos divulgados por Stamatis e colaboradores (1998) relataram a reutilizacéo de
uma lipase extraida de Fusarium oxysporum na sintese de ésteres de geranio em 5 ciclos
consecutivos, registrando apenas uma leve perda da eficiéncia enzimatica, cerca de 10%. As
maiores conversoes obtidas estavam entre 70% e 80% de rendimento em tempos longos de
incubacéo de 96 h.

Kim e colaboradores (2004) também relatam o emprego da lipase de Candida
antarctica em até 9 ciclos consecutivos de esterificacbes do acido oleico, relatando perda de
metade da atividade enzimatica nesse periodo, registrando rendimentos de 97% no primeiro
ciclo. E possivel concluir ainda, a partir desses trabalhos, que novos ciclos além do quinto
podem apresentar resultados de conversdao consideraveis na sintese desses surfactantes,

mesmo que reduzida em comparacéo aos valores alcangados no primeiro ciclo.

5.3.3 Obtengdo de ésteres de xilitol com diferentes &cidos graxos

Com o objetivo de obter novos ésteres de agUcares através da metodologia de catélise
enzimatica e aquecimento em reator de micro-ondas, foi realizada uma esterificacdo
empregando xilitol protegido e diferentes acidos graxos.

5.3.3.1 Esterificacdo do acido adipico com xilitol através de catalise enzimatica em banho de

ultrassom

Na esterificacdo do xilitol com &cido adipico, as condigdes empregadas na sintese do
mono-oleato de xilitol foram mantidas, porém o acompanhamento da reacdo foi realizado
apenas qualitativamente através de cromatografia de camada fina (TLC) com a mistura
hexano/éter etilico/metanol/acido acético (78:17:2:3) empregada como fase movel. A figura

29 a seguir apresenta a reagéo global.

HaC_ CHs
0 0
OH +
0 Hﬁ%ﬁlo °
CH

3

MNovozym 4351 -H,0

HiC. CH,
o 0
OH
0 1/\0
HSC%’O 0 0
CHs

Figura 29 - Reacdo global de esterificacdo enzimatica do &cido adipico e xilitol protegido empregando
Novozym 435
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Destaca-se que a sintese de monoadipatos de xilitol empregando catélise enzimatica e
aquecimentos por micro-ondas € uma metodologia inédita na literatura, havendo poucos
parametros de comparacdo em termos de eficiéncia reacional.

O produto dessa sintese foi purificado em uma coluna cromatografica com hexano/éter
etilico/metanol/acido acético (78:17:2:3) e posteriormente pesado. A massa final de
monoadipato de xilitol foi de 55 mg, correspondente a 19,62% do rendimento na obtencdo do

éster monossubstituido, considerando a massa inicial de xilitol protegido adicionado.

5.3.3.2 Esterificacdo do acido butirico com xilitol através de catélise enzimatica em banho de

ultrassom

Também foi realizada a esterificacdo empregando como substrato o acido butirico. Em
trabalhos anteriores (RUFINO et al., 2009) a esterificacdo do xilitol com acido butirico foi
realizada empregando a catalise enzimatica e conduzindo a rendimentos de cerca de 74% em
24 horas reacionais. No presente trabalho a esterificagdo do &cido butirico foi realizada
através de metodologia semelhante, porém empregando o aquecimento em banho de
ultrassom. A reacdo foi acompanhada por titulagdo potenciométrica. As curvas de titulacao
séo apresentadas no Apéndice | e os resultados de conversao estdo sumarizados na tabela 23 a

seguir.

Tabela 23 - Concentra¢cdes (mol.L-1) de acido butirico consumido por hora de reacdo e
rendimento correspondente na esterificacdo do &cido butirico com xilitol em banho de
ultrassom, empregando Novozym 435.

Tempo

t=0h [t=0,25h | t=05h | t=10h | t=15h |t=20h

Concentracéo de acido

. . 4 | 0,000 0,004 0,013 0,0298 0,013 0,005
oleico consumido (mol.L™)

Rendimento (%) 0,0 6,43 20,03 44,99 19,72 8,07

Os rendimentos reacionais para a esterificacdo do xilitol com o acido butirico foram de
aproximadamente 45% em apenas 1 hora de reacdo, empregando catdlise enzimatica e o
banho de ultrassom, o que representa uma reducdo de 90% do tempo reacional para as
metodologias e resultados encontrados na literatura para essa sintese em aquecimento

convencional e com catalise enziméatica (RUFINO et al., 2008).
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Como era esperado a partir da analise dos resultados presentes na literatura, os
rendimentos da esterificacdo com o 4cido butirico foram inferiores aos da esterificacdo com o
acido oleico. Os resultados do estudo de Rufino e colaboradores (2008) corroboram essa
observacdo. Isso se deve, principalmente, a uma propriedade da Novozym 435 possuir sitios
onde o &cido oleico consegue se complexar com mais eficiéncia que o butirico. O produto foi
purificado coluna cromatografica com hexano/éter etilico/metanol/acido acético (78:17:2:3) e
foram obtidas 39,8 mg do monoéster, correspondente a cerca de 27% de rendimento

reacional, indicando a boa seletividade da enzima Novozym 435 na esterificagéo do xilitol.

5.3.4 Avaliacdo da seletividade na obtencdo de monoeésteres de acido oleico com diferentes
polialcoois e polidlcoois protegidos

A Novozym 435 é uma enzima que apresenta grande seletividade no sentido de
formacdo de ésteres monossubstituidos (RUFINO et al., 2008). Segundo os trabalhos de
Arcos e col. (2017), a seletividade na formacdo do monoeéster € ainda maior em tempos
inferiores ao tempo do rendimento maximo da reacdo. Segundo a pesquisa realizada pelos
autores, foi possivel observar, através da analise em CLAE, que a formacdo do monoéster é
crescente até atingir maximo de rendimento e, a partir desse ponto 0 monoester passa a ser
consumido através de dois mecanismos diferentes possiveis: i) ocorre hidrélise do monoéster,
tornando o &cido graxo disponivel novamente no meio reacional para ser empregado na
formacéo de diésteres ou ii) 0 monoéster sofre nova esterificacdo, tornando-se um diéster. Em
ambos 0s casos, a concentracdo de monoésteres no meio reacional reduz enquanto que a
formacdo de poliésteres cresce. Observados esses resultados, é interessante para o presente
trabalho que tal estudo seja realizado e que se conheca 0 comportamento dos monoésteres de
acido oleico e diferentes polidlcoois durantes a esterificacdo com a lipase Novozym 435.

A separacdo em CLAE, segundo a metodologia descrita, levou aos resultados
tabelados no apéndice 1V. Para a andlise dos resultados de formag&o do monoéster, foram
empregados os valores das integragcbes das bandas referentes ao tempo de retencdo do
monoeéster de xilitol, identificado para cada substrato empregado. A tabela 24 a seguir lista os

valores de referéncia utilizados.
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Tabela 24 - Tempos de retencdo de referéncia para as analises em CLAE deste trabalho para
0s monoésteres formados por acido oleico e polialcoois diversos.

Polialcool empregado como | Tempo de retencédo de referéncia
substrato para o éster analisado (min)
Glicerol 1,196
Glicerol Protegido 1,193
Xilitol 1,201
Xilitol Protegido 1,200

As andlises foram feitas para aliquotas retiradas nos tempos de 5, 10, 20, 30, 60 e 90
minutos de reacdo. Para uma analise comparativa dos resultados, a banda de maior valor de
integracdo foi selecionada como o rendimento méximo (100%) na formacdo de monoéster
possivel para a dada esterificacao.

Para a reacdo empregando o xilitol e o &cido oleico, os resultados obtidos estdo
sumarizados na tabela 25 a seguir. Em 20 minutos, o valor da integracdo da banda do
monoéster foi o superior nos tempos analisados, e, para a andlise nesse trabalho, foi
considerado como 100% de rendimento possivel para 0 monoéster. Com base nisso, 0s outros
valores de rendimentos obtidos em relacdo ao rendimento superior foram calculados e o

grafico na figura 30 apresenta uma curva indicativa do comportamento dessa reacgao.

Tabela 25 - Conversdo relativa do monoéster de xilitol empregando &acido oleico, calculada
com base na area de integracdo dos picos do espectro obtido por CLAE para diferentes
tempos reacionais.

Tempo (min) |  Area Conversao relativa (%)
5 107923 11,9
10 311050 34,4
20 904917 100,0
30 887798 98,1
60 404964 44,8
90 387790 42,9
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Figura 30 - Grafico da conversdo relativa do monoéster de xilitol empregando acido oleico para
diferentes tempos reacionais

No grafico da figura 30 € possivel observar que entre 20 e 30 minutos reacionais, a
formacdo do monoéster de xilitol empregando &cido oleico é a méaxima possivel com a
metodologia de catalise enzimatica utilizando a Novozym 435 e banho de ultrassom. Nesse
trabalho foi possivel observar que o rendimento reacional maximo sé € alcancado em tempos
reacionais de 1h30min. Confirmando que a seletividade da reacdo é maior para tempos
reacionais inferiores ao do rendimento maximo. Esse resultado € condizente com o0s
resultados obtidos por Arcos e col. (1998a, 1998b) em dois estudos diferentes sobre a
esterificacdo de polialcoois empregando a lipase Novozym 435, nos quais aponta que analises
de aliquotas de tempos inferiores ao tempo maximo reacional possuem a tendéncia de
registrarem maior propor¢do do monoéster.

O xilitol protegido também apresentou esse comportamento. A tabela 26 a seguir
apresenta os valores de area de integracdo para a banda do monoéster e a area relativa a
producdo maxima desse produto em porcentagem. A figura 31 apresenta esses valores de

conversdo relativa em relacdo ao tempo em um grafico.
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Tabela 26 - Conversdo relativa do monoéster de xilitol protegido empregando acido oleico,
calculada com base na area de integracdo dos picos do espectro obtido por CLAE para

diferentes tempos reacionais.

Tempo (min) Area Converséo relativa (%)
5 67859 4,9
10 371490 27,0
20 1373876 100,0
30 1311847 95,5
60 349331 25,4
90 101190 7,4
100
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Figura 31 - Grafico da conversao relativa do monoéster de xilitol protegido empregando acido oleico
para diferentes tempos reacionais

Novamente, para o xilitol protegido, a conversdo maxima foi obtida em torno de 20

minutos reacionais.

Os dados de integracdo do CLAE também fornecem a area relativa entre as bandas do

monoester, dos poliésteres e do &cido graxo empregado. Considerando a area da integracédo

proporcional & concentragdo, temos o valor do rendimento reacional. Dessa forma na tabela
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27 abaixo séo apresentados os valores de rendimento reacional para o0 monoéster de xilitol e
de xilitol protegido nos tempos de 20 minutos de esterificacdo em banho de ultrassom, ja

calculados em face ao excesso de acido graxo adicionado.

Tabela 27 - Rendimento reacional no tempo maximo para 0 monoeéster obtido empregando
acido oleico e, como substrato, o xilitol e o xilitol protegido.

Substrato empregado Rendimento (%)
Xilitol 63,2476
Xilitol protegido 83,1321

Comparando-se os resultados obtidos, observa-se um melhor rendimento para a
formacdo de monoésteres empregando-se o xilitol protegido, como ja era esperado, visto que
a poliesterificacdo nas hidroxilas protegidas s6 ocorre quando ha hidrolise dos grupos cetais
formados na etapa de protecdo. Além disso o rendimento de cerca de 63% na sintese do
monoester de xilitol sem protecdo mostra uma seletividade muito maior do que aquela
observada para o tempo da conversdo maxima do acido oleico observada anteriormente nesse
trabalho. Com isso é possivel identificar que seletividades melhores sdo obtidas em menores
tempos reacionais para a monoesterificacdo do que aquelas observadas de cerca de 30% nos
tempos maximos de 1,5 h de reacdo em ultrassom.

O mesmo estudo foi feito para os substratos de glicerol e glicerol protegido. A tabela
28 a seguir apresenta os resultados da integracdo das bandas do monoésteres de glicerol

identificadas pelo CLAE para os tempos reacionais diferentes.

Tabela 28 - Conversao relativa do monoéster de glicerol empregando acido oleico, calculada
com base na area de integragdo dos picos do espectro obtido por CLAE para diferentes
tempos reacionais.

Tempo (min) | Area | Conversio relativa (%)
5 153403 19,2
10 625191 78,2
20 799620 100,0
30 790341 98,8
60 543506 68,0
90 556811 69,6
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A figura 32 apresenta os dados da tabela anterior em um grafico. Nele é possivel

observar que o rendimento maximo de formacdo do monoéster de glicerol € atingido em cerca
de 20 minutos de reacao.
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Figura 32 - Gréfico da conversdo relativa do monoéster de glicerol empregando acido oleico para
diferentes tempos reacionais

Esse comportamento, j& esperado, foi similar ao da esterificacdo empregando o xilitol.
Segundo a literatura (WANG et al., 2013) os rendimentos maximos, de aproximadamente
93%, para a esterificacdo do glicerol com acido oleico empregando catalise enzimatica séo
atingidos em torno de 8h de reacéo, com seletividade em torno de 73% do monoéster.

Para o glicerol protegido os resultados possuem o mesmo comportamento. Os dados
obtidos para essa reacdo estdo sumarizados na tabela 29 e no gréfico da figura 33 a seguir.

Tabela 29 - Conversao relativa do monoéster de glicerol protegido empregando acido oleico,

calculada com base na éarea de integracdo dos picos do espectro obtido por CLAE para
diferentes tempos reacionais.

Tempo (min) | Area | Conversio relativa (%)
S 129914 6,6
10 1078746 54,8
20 1298523 65,9
30 1969160 100,0
60 296762 15,1
%0 221218 11,2
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Figura 33 - Grafico da conversdo relativa do monoéster de glicerol protegido empregando acido oleico
para diferentes tempos reacionais

Novamente, os resultados de rendimentos superiores na sintese do monoester para
tempos reacionais menores ja eram esperados. Diferentemente dos resultados anteriores, o
rendimento maximo foi obtido em cerca de 30 minutos de rea¢do. Baseado na &rea porcentual
da banda do monoéster em relacdo a todos os produtos presentes na aliquota retirada aos 20
minutos para a reacdo empregando o glicerol e 30 minutos para aguela com o glicerol

protegido, foi possivel obter os rendimentos para a sintese, conforme estdo apresentados na
tabela 30 a seguir.

Tabela 30 - Rendimento reacional no tempo maximo para 0 monoéster obtido empregando
acido oleico e, como substrato, o glicerol e o glicerol protegido.

Substrato empregado Rendimento (%)
Glicerol 76,7260
Glicerol protegido 86,6859

Novamente, o protegido conduziu a rendimentos superiores de monoesterificacdo em
relacdo ao glicerol ndo-protegido, visto a indisponibilidade maior das hidroxilas do poliélcool,

que estdo envolvidas em cetais formados durante a etapa de protecéo.
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5.3.5 Avaliacdo do rendimento reacional da esterificacdo com catélise enzimatica em
diferentes solventes

Segundo os estudos apresentado por Rufino (2008), o terc-butanol é o solvente mais
adequado para as esterificacbes do xilitol com &cidos graxos, conduzindo a conversdes
molares da ordem de 80%. Fu e Vasudevan (2009) discutem o papel do terc-butanol como
solvente nas reacGes de esterificacdo, e, em seus resultados, apresentam o iso-octano como o
melhor solvente para conduzir estas sinteses.

Foi realizado entdo as esterificacGes do xilitol com acido oleico empregando catalise
enzimatica através da enzima comercial Novozym 435 em aquecimento por banho de
ultrassom empregando o iso-octano como solvente reacional, visto que ele é apontado como o
solvente reacional mais apropriado para conduzir a melhores resultados. Aliquotas foram
tituladas em duplicata a cada 30 minutos de reacdo, quantificando-se a concentracao de acido
oleico consumida. Os resultados calculados para a conversdo de é&cido oleico estdo
apresentados na tabela 15 a seguir para o terc-butanol e o iso-octano. O grafico na figura 34

adiante deixa claro as tendéncias apresentadas no uso desses dois solventes.

Tabela 31 - Rendimento calculado com base no consumo de &cido oleico para a reagdo de
esterificacdo do xilitol empregando a Novozym 435 e banho de ultrassom em diferentes
solventes.

Rendimento (%)
Tempo (h)
Terc-butanol | Iso-octano
0,0 0 0
0,5 17,6 0,5
1,0 50,7 15,3
1,5 74,6 13,9
2,0 71,5 12,4
2,5 63,7 7,3
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Figura 34 - Rendimento (%) por hora de reacdo na esterificacdo do acido oleico com xilitol em

ultrassom empregando Novozym 435 com t-BuOH e iso-octano

Os resultados de rendimento reacional para as reacfes desenvolvidas empregando o
terc-butanol como solvente atingiram valores acima de 70% em 1,5 hora reacional. Ja para o
iso-octano, o maior rendimento foi de apenas 15,3% de rendimento em 1 hora de reacéo.
Rufino e col. (2008) ja haviam apontado o terc-butanol como um solvente mais adequado,
principalmente por promover uma solubilizacdo eficiente do polialcool. Resultados das
analises de CLAE para aliquotas dessa reacdo (apresentados a seguir) mostraram também que
0 terc-butanol é inerte no meio para essas condi¢cBes reacionais e ndo ha evidéncias da
presenca do produto de esterificacdo entre esse alcool terciério e o 4cido graxo empregado.

A tabela 32 a seguir mostra, vistas as vias sintéticas quimicas e enzimaticas presentes
nesse trabalho, algumas das principais diferencas metodoldgicas entre elas, com énfase no
impacto ambiental que podem causar. Destaca-se que a via classica (quimica) de sintese faz
uso de reagentes e subprodutos perigosos, tanto a0 meio ambiente quanto a seguranca
humana, enquanto que a via enzimatica possui uma metodologia muito mais suave. N&o esta
representado na tabela, mas também é importante notar que as vias enzimaticas geralmente
possuem temperaturas de operacdo muito mais suaves que as vias classicas e trabalha com
ambientes em pH moderado.
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Tabela 32 - Condigdes reacionais nas sinteses via classica e via enzimatica empregadas no

presente trabalho.

Via classica Via enzimética
Reagentes perigosos .
(Na°; SOCl,)
Subprodutos poluentes "
(HCI: SO») Agua como subproduto
Solventes toxicos Solventes menos toxicos
(benzeno) (t-BuOH; iso-octano)

Etapas intermediarias
(protecdo do xilitol;
preparacdo do cloreto de
acido)

6 CONCLUSAO

No presente trabalho, foi estudado o emprego de técnicas de aquecimento utilizando

reator de micro-ondas e banho de ultrassom em concomitancia com a catalise enzimatica
empregando a lipase Novozym 435 na esterificacdo de polidlcoois com &cidos graxos.

Na sintese do mono-oleato de xilitol a catdlise enziméatica com o aquecimento por
micro-ondas e por ultrassom forneceu, respectivamente, rendimentos de 96,5% em 2 horas e
de 74% em 1,5 horas de reacdo, similares aos valores encontrados na literatura, porém com
reducdo do tempo reacional em até 87%, o que comprova a eficiéncia do método que
alcancou 6timos rendimentos em baixo tempos reacionais. A economia de energia
proporcionada pela reducdo do tempo reacional atende a uma das principais demandas da
Quimica Verde.

A catélise enzimatica apresentou-se como uma alternativa viavel com relagcdo a
seletividade para obtencdo de monoésteres, fornecendo o produto monossubstituido com 30%
de rendimento, dispensando a etapa intermediéria de protecdo, atendendo assim mais um dos
preceitos da Quimica Verde, que consiste em evitar etapas intermediarias nos processos
sintéticos.

As fontes alternativas de aquecimento possibilitaram a reducdo do volume de solvente

em 75%, comparado com as metodologias que fazem uso do aquecimento tradicional.
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Mostrando ser uma alternativa mais viavel do ponto de vista ambiental e atendendo outra
demanda da Quimica Verde, que se trata da reducédo e/ou eliminagdo do solvente reacional.

Na andlise do uso em ciclos seguidos da enzima Novozym 435 os resultados
mostraram, para o primeiro e segundo ciclos, valores de rendimento em torno de 96%. O
rendimento foi de 77% para o terceiro ciclo e de aproximadamente 35% para 0s quarto e
quinto ciclos. A partir desses resultados, conclui-se que essa enzima pode ser empregada em
até cinco ciclos reacionais.

A metodologia empregada mostrou-se eficiente também para as reacdes de obtencdo
dos ésteres de acido adipico e butirico com xilitol através da catalise enzimatica em tempos
reacionais reduzidos de 2 horas e 1 hora, respectivamente.

Os resultados das esterificacGes do acido oleico com os polialcoois xilitol e glicerol e
seus derivados protegidos mostraram que, apesar da maior seletividade ser observada para as
vias quimioenzimaticas, onde sdo empregadas etapas intermediarias de protecdo, é possivel
também obter altas seletividades nas reacbes com os polialcoois desprotegidos. A partir dos
resultados encontrados, pode-se concluir que maiores concentracbes de monoésteres sao
observadas nos primeiros 20 minutos de reacdo, alcancando, respectivamente, 60 e 80% de
seletividade para as esterificacdes empregando o xilitol e o glicerol.

Os resultados dessa pesquisa foram, de maneira geral, promissores, principalmente
tendo em vista o estado da arte no campo de aplicagdo da catélise enziméatica em reatores de
micro-ondas e banhos de ultrassom, atendendo, sempre que possivel, as demandas da quimica

verde.
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APENDICE |

As reacdes de esterificacdo do acido oleico com xilitol protegido em banho de
ultrassom foram acompanhadas por titulacdo potenciométrica, a fim de otimizar a preciséo
dos resultados, comparativamente com a titrimetria empregando indicador fenolftaleina. Os
graficos nesse apéndice foram gerados com os resultados de pH medidos em um
potencidometro MS-Tecnopon MS-150 empregando eletrodo de platina. A metodologia
empregada nas sinteses encontra-se descrita no capitulo 3 — METODOLOGIA — desta
dissertacéo.

Figura 1.1 - Curvas de titulacdo da esterificacdo do acido oleico com xilitol protegido em

banho de ultrassom em 0,5 hora (em duplicata)
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Figura 1.2

- Derivadas das curvas de titulagdo da esterificacdo do acido oleico com xilitol

protegido em banho de ultrassom em 0,5 hora (em duplicata)
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Figura 1.3 - Curvas de titulacdo da esterificacdo do acido oleico com xilitol protegido em

banho de ultrassom em 1,0 hora (em duplicata)
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Figura 1.4 - Derivadas das curvas de titulacdo da esterificagdo do &cido oleico com xilitol
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protegido em banho de ultrassom em 1,0 hora (em duplicata)
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Figura 1.5 - Curvas de titulacdo da esterificacdo do acido oleico com xilitol protegido em

banho de ultrassom em 1,5 horas (em duplicata)
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Figura 1.6 - Derivadas das curvas de titulacdo da esterificacdo do acido oleico com xilitol
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Figura 1.7 - Curvas de titulacdo da esterificacdo do &cido oleico com xilitol protegido em
banho de ultrassom em 2,0 horas (em duplicata)
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Figura 1.8 - Derivadas das curvas de titulacdo da esterificagdo do &cido oleico com xilitol

protegido em banho de ultrassom em 2,0 horas (em duplicata)
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Figura 1.9 - Curvas de titulacdo da esterificacdo do acido oleico com xilitol protegido em

pH
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Figura 1.10 - Derivadas das curvas de titulacdo da esterificacdo do acido oleico com xilitol

Derivative Y1

Derivative Y 2

1,0

=20

protegido em banho de ultrassom em 2,5 horas (em duplicata)

u
n
' ]
1 | I | 1 | I | 1 | I | I | I | 1 | 1
-2 0 2 4 6 3 10 12 14 16
Volume de titulante (mL)
a | u
4
= = =—=n
n
— 71 T T ' T T T T T T T Tt T T T T I
-2 0 2 4 8 8 10 12 14 16

Volume de titulante (mL)



95

APENDICE Il

As reacdes de esterificagdo do acido butirico com xilitol em banho de ultrassom foram
acompanhadas por titulacdo potenciométrica. Os graficos nesse apéndice foram gerados com
os resultados de pH medidos em um potencidmetro MS-Tecnopon MS-150 empregando
eletrodo de platina. A metodologia empregada nas sinteses encontra-se descrita no capitulo 3
— METODOLOGIA — desta dissertacéo.

Figura 2.1 - Curvas de titulacdo da esterificacdo do &cido butirico com xilitol em banho de

ultrassom em 0,25 h (em triplicata)
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Figura 2.2 - Derivadas segundas das curvas de titulacao da esterificacdo do acido butirico com

xilitol em banho de ultrassom em 0,25 h (em triplicata)
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Figura 2.3 - Curvas de titulagdo da esterificacdo do acido butirico com xilitol em banho de

ultrassom em 0,5 h (em triplicata)

11
__g—u—""
10 //- "
g
8 4
T
=R
5 - /.
c |
5 .//
T
4
I I I T I I I
0 2 4 5 g 10
Volume (mL}
11
m .F'_'_'_‘_._,_,_,-.
10 m
/
_/'
] /
| |
.- /
| |
T
s ;] /
-
| |
‘- b
| |
I/-/
& — .__,-""d-
—
4 T
I I I T I I I
0 2 4 6 8 10

YVolume (mL)



pH

99

11
] _,_,_,-o—'.‘_'_'_._'_'_.
10 4 f.f'
.F
; /
8 - | |
T N /
,’
6 - -'....,
5 4 .’__,_-"’
,-f"’.ﬂ
a ]
T T T T T T T T T
0 2 4 1 & 10

Volume (mL)

Figura 2.4 - Derivadas segundas das curvas de titulacdo da esterificacdo do &cido butirico com

Cerivative ¥ 2

1,0 4

0,8

0,4
IJ,Z—-
IJ,IJ—-
—D,Z—_ n
—U.4—-
_Ijlﬁ._-

-1,0 4

0.6

xilitol em banho de ultrassom em 0,5 h (em triplicata)

T

-__.__F.u—-l

10
Volume (mL)



Cerivative ¥ 2

Derivative ¥ 2

100

10
1 |
2
6 -
4 - [ |
1 [ |
2 —
m-H
0 —p—a—— a—E—E—n1
J .J_,..-”‘“
-2
4
5
|
7 [
8 | |
-10 , . | . | . , . , . | .
0 2 4 6 ;] 10
Volume (mL)
[
| |
4 —
[ |
2 | /
0 I—l——l——’f_ g B E—H
-2
[ |
-4 | K
5 ]
-2 I . , . I : | . | : | ,
0 2 4 6 g 10

Volume (mL)



101

Figura 2.5 - Curvas de titulagdo da esterificacdo do acido butirico com xilitol em banho de

11 4

ultrassom em 1,0 h (em triplicata)

g—E1—8
10 . -
f/.ﬁ
9 - [
3 -
T 7
& | /-
s | ./-
IH’;
4 -
I I T I T I T I T I
0 2 4 g g 10
Volume (mL)
11 5
_ g—B—H
10 _
.
N /,/'
& [ |
L -
G < /.
.
/.
5 ]
I/f
I"_H
4 -
I I l I I I
0 2 4 g :] 10

Volume (mL)



pH

102

Volume (mL)
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Derivative ¥ 2
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Figura 2.7 - Curvas de titulagdo da esterificacdo do acido butirico com xilitol em banho de

ultrassom em 1,5 h (em triplicata)
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Cerivative ¥ 2
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Figura 2.9 - Curvas de titulacdo da esterificacdo do acido butirico com xilitol em banho de

pH
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APENDICE Il

As reacOes de esterificacdo do acido oleico com xilitol em banho de ultrassom
empregando o iso-octano como solvente reacional foram acompanhadas por titulacéo
potenciométrica. Os graficos nesse apéndice foram gerados com os resultados de pH medidos
em um potencidmetro MS-Tecnopon MS-150 empregando eletrodo de platina. A metodologia
empregada nas sinteses encontra-se descrita no capitulo 3 — METODOLOGIA — desta

dissertacéo.

Figura 3.1 - Curvas de titulagdo da esterificacdo do &cido oleico com xilitol em banho de

ultrassom empregando iso-octano como solvente em 0,5 hora (em duplicata)
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Figura 3.2 - Derivadas segundas das curvas de titulacdo da esterificacdo do acido oleico com

xilitol em banho de ultrassom empregando iso-octano como solvente em 0,5 hora (em

duplicata)
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Figura 3.3 - Curvas de titulacdo da esterificacdo do acido oleico com xilitol em banho de

ultrassom empregando iso-octano como solvente em 1,0 hora (em duplicata)
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Figura 3.4 - Derivadas segundas das curvas de titulacdo da esterificacao do acido oleico com

xilitol em banho de ultrassom empregando iso-octano como solvente em 1,0 hora (em

duplicata)
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Figura 3.5 - Curvas de titulacdo da esterificacdo do acido oleico com xilitol em banho de

ultrassom empregando iso-octano como solvente em 1,5 horas (em duplicata)
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Figura 3.6 - Derivadas segundas das curvas de titulacdo da esterificacdo do acido oleico com

xilitol em banho de ultrassom empregando iso-octano como solvente em 1,5 horas (em
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Figura 3.7 - Curvas de titulacdo da esterificacdo do acido oleico com xilitol em banho de

ultrassom empregando iso-octano como solvente em 2,0 horas (em duplicata)
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Figura 3.8 - Derivadas segundas das curvas de titulacdo da esterificacdo do acido oleico com

xilitol em banho de ultrassom empregando iso-octano como solvente em 2,0 horas (em

duplicata)
4 _
3 | |
_ /\l
2 -y
1 [ |
L
o i
£ o4 m—H R n n
= _ L
=
o -1
O |
2 =
A /
i | ]
-4 T T I ' | T | : I ' I '
0 2 4 [ 3 10
Volume (mL)
4 _
E | ]
3 |
[
B [
g - \
-
o 17
=
— . H [}
> -
e — | |
o u |
o | -
-1 4 \
- ._\_\_\_\-\-.
2
| ! | ! | ! | ! | ! | '
0 2 4 6 8 10

Volume (mL)



118

Figura 3.9 - Curvas de titulacdo da esterificacdo do acido oleico com xilitol em banho de

ultrassom empregando iso-octano como solvente em 2,5 horas (em duplicata)
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Figura 3.10 - Derivadas segundas das curvas de titulacdo da esterificagdo do &cido oleico

com xilitol em banho de ultrassom empregando iso-octano como solvente em 2,5 horas (em

duplicata)
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APENDICE IV

A lipase Novozym 435 favorece a formagdo de monoesteres e a fim de determinar
essa eficacia, foram feitas andlises de aliquotas retiradas nos tempos de 5, 10, 20, 30, 60 e 90
minutos da esterificagdo do &cido oleico com diversos polialcoois. Essas analises empregaram
acetonitrila/metanol (80:20) como fase mdvel em uma coluna Phenomenex HyoerClone 5u
C18 130A de 100 x 4,60 mm e fluxo de 1 mL.min™.

Tabela 4.1 - Dados da anélise em CLAE/UV-Vis da reacdo de esterificagdo entre o acido

oleico e o glicerol empregando a Novozym 435 e banho de ultrassom.

GLICEROL

Tempo| Tempo de retencdo | Composto Area Tempo inicial | Tempo final | Area %
1,196 Monoéster 153403 1,058 1,267 5,3303

> 2,015 Acido oleico | 2724551 1,658 2,550 94,6698
1,183 Monoéster 625191 1,092 1,275 11,4694

10 1,301 Poliésteres 215716 1,275 1,533 3,9574
1,948 Acido oleico | 4610045 1,783 2,508 84,5732

1,199 Monoéster 799620 1,117 1,267 19,1815

20 1,336 Poliésteres 326226 1,267 1,525 7,8256
1,977 Acido oleico | 3042857 1,792 2,525 72,9929

1,191 Monoéster 790341 1,100 1,273 20,7814

30 1,335 Poliésteres 444969 1,273 1,600 11,7001
1,984 Acido oleico | 2567798 1,792 2,508 67,5184

1,198 Monoéster 543506 1,117 1,283 15,8536

60 1,311 Poliésteres 762306 1,283 1,608 22,2358
1,968 Acido oleico | 2122470 1,783 2,517  |61,9106

1,204 Monoéster 556811 1,108 1,275 15,7341

90 1,327 Poliésteres 813458 1,275 1,633 22,9863
1,925 Acido oleico | 2168612 1,792 2,492 61,2796
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Tabela 4.2 - Dados da analise em CLAE/UV-Vis da reacdo de esterificacdo entre o acido

oleico e o glicerol protegido empregando a Novozym 435 e banho de ultrassom.

GLICEROL PROTEGIDO

Tempo| Tempo de retencdo | Composto Area Tempo inicial | Tempo final | Area %
1,203 Monoéster 129914 1,117 1,267 4,5716

> 2,002 Acido oleico | 2711873 1,742 2,517 95,4284
1,180 Monoéster 1078746 1,075 1,258 15,7998

10 1,322 Poliésteres 201906 1,258 1,533 2,9572
1,966 Acido oleico | 5546941 1,758 2,517 81,2430

1,188 Monoéster | 1298523 1,092 1,267 18,6586

20 1,324 Poliésteres 501737 1,267 1,608 7,2095
1,958 Acido oleico | 5159121 1,775 2,500 | 74,1319

1,202 Monoéster 1969160 1,092 1,267 21,6714

30 1,340 Poliésteres 781198 1,267 1,617 8,5974
1,937 Acido oleico | 6336088 1,758 2,500 69,7312

1,204 Monoéster 296762 1,092 1,259 8,8727

60 1,323 Poliésteres 436716 1,259 1,558 13,0571
1,943 Acido oleico | 2672433 1,758 2,400 79,9014

1,201 Monoéster 221218 1,092 1,259 7,0415

90 1,323 Poliésteres 477519 1,259 1,550 15,1997
1,960 Acido oleico | 2385366 1,817 2,525 75,9276
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Tabela 4.3 - Dados da analise em CLAE/UV-Vis da reacdo de esterificacdo entre o acido

oleico e o xilitol empregando a Novozym 435 e banho de ultrassom.

XILITOL

Tempo| Tempo de retencdo | Composto Area Tempo inicial | Tempo final | Area %
1,205 Monoéster 107923 1,092 1,340 3,8801

> 1,936 Acido oleico | 2673526 1,832 2,525 96,1199
1,217 Monoéster 311050 1,100 1,392 7,7025

10 1,463 Poliésteres 118464 1,392 1,619 2,9335
1,929 Acido oleico | 3608786 1,833 2,458 89,3640

1,197 Monoéster 904917 1,092 1,358 15,4217

20 1,465 Poliésteres 329319 1,358 1,625 5,6123
1,917 Acido oleico | 4633580 1,817 2,408 78,9660

1,216 Monoéster 887798 1,142 1,342 13,7240

30 1,465 Poliésteres 462219 1,342 1,625 7,1452
1,946 Acido oleico | 5118928 1,800 2,500 79,1308

1,210 Monoéster 404964 1,109 1,352 7,9807

60 1,461 Poliésteres 1248940 1,353 1,648 24,6131
1,924 Acido oleico | 3420387 1,834 2,499 67,4062

1,199 Monoéster 387790 1,097 1,349 7,71371

90 1,459 Poliésteres 1262018 1,343 1,644 25,1795
1,932 Acido oleico | 3362277 1,840 2,510 67,0834
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Tabela 4.4 - Dados da analise em CLAE/UV-Vis da reacdo de esterificacdo entre o acido

oleico e o xilitol protegido empregando a Novozym 435 e banho de ultrassom.

XILITOL PROTEGIDO

Tempo| Tempo de retencdo | Composto Area Tempo inicial | Tempo final | Area %
1,201 Monoéster 67859 1,100 1,250 2,5693

> 1,980 Acido oleico | 2573288 1,172 2,525 97,4307
1,198 Monoéster 371490 1,108 1,249 13,1794

10 1,941 Acido oleico | 2447227 1,742 2,492 86,8206
1,206 Monoéster | 1373876 1,083 1,242 20,7830

20 1,343 Poliésteres 184779 1,242 1,517 2,7952
1,951 Acido oleico | 5051921 1,775 2,483 76,4218

1,191 Monoéster | 1311847 1,092 1,250 16,9215

30 1,336 Poliésteres 459152 1,250 1,525 5,9226
1,938 Acido oleico | 5981546 1,767 2,483 | 77,1559

1,196 Monoéster 349331 1,092 1,248 13,1123

60 1,336 Poliésteres 234317 1,248 1,542 8,7952
1,928 Acido oleico | 2080499 1,792 2,483 78,0925

2,140 Monoéster 101190 1,092 1,251 10,5328

90 1,334 Poliésteres 102645 1,251 1,542 10,6842
1,936 Acido oleico| 756879 1,833 2,475 78,7830




