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RESUMO

Os impactos ambientais causados pelo uso de lubrificantes derivados do petrdleo té€m
despertado crescente interesse na busca por alternativas mais sustentaveis. Neste contexto, os
biolubrificantes surgem como uma op¢ao promissora, podendo ser obtidos tanto a partir de
fontes sintéticas quanto por matérias-primas renovaveis. Dentre estas, destacam-se os acidos
graxos extraidos de dleos vegetais, que conferem aos lubrificantes propriedades biodegradaveis
e menor toxicidade ao meio ambiente, em comparacdo aos lubrificantes de origem mineral.
Diante disso, diversas estratégias para a sintese de biolubrificantes vém sendo exploradas,
incluindo o uso de biocatalisadores. Neste contexto, este estudo teve dois objetivos principais:
1) avaliar a obtengdo de 4cidos graxos por hidrolise enzimatica catalisada por lipase de
Rhizomucor miehei, visando uma futura aplicagdo; e ii) avaliar a sintese de biolubrificantes
utilizando acidos graxos livres (AGLs), obtidos por hidrélise quimica, em combinagdo com
oleo fusel, um residuo da industria sucroalcooleira, como fonte alcoolica. Inicialmente, foram
realizados os estudos de hidrélise enzimatica dos 6leos comerciais de soja, canola, girassol e
algodao, por lipase de R. miehei na sua forma livre e imobilizada em suporte magnético obtido
da lignina do bagago de caju (Lig-Mag), para producao de acidos graxos livres. Para isso,
inicialmente, a lignina foi extraida do bagaco de caju, seguida pelo processo de magnetizagao
e posterior imobilizagdo da enzima, avaliando-se duas cargas enzimaticas: 0,5 mg e 5 mg de
proteina por g de suporte, em que os biocatalisadores obtidos foram nomeados Lig-
Mag RML 0.5 e Lig-Mag RML 5, respectivamente. Nos ensaios de hidrélise, avaliaram
razdes molares 6leo: agua de 1:1, 1:2 e 1:3, a 50 °C, 150 rpm, durante 24 h. Como resultado,
observou-se que as maiores porcentagens de hidrolise foram obtidas com os 6leos de algodao
e canola e o biocatalisador Lig-Mag RML 5 apresentou a melhor performance, obtendo uma
porcentagem de hidrélise de 62,2 + 1,8% para o dleo de algodao e 53,4 + 1,4% para o 6leo de
canola. Apos, foi realizado o estudo para avaliar a eficiéncia da enzima lipase B de Candida
antarctica, na sua forma livre e imobilizada no suporte Lig-Mag (Lig-Mag CALB), na reagao
de esterificagdo utilizando (AGLs) obtidos por hidrélise quimica e o 6leo fusel como mistura
de alcoois. As reacdes ocorreram nas razoes molares acido: dlcool de 1:1 e 1:3, as temperaturas
de 40 °C e 50 °C, por 48 h a 150 rpm. Nas reagdes conduzidas usando Lig-Mag CALB, as
maiores conversoes foram obtidas com a razdo molar de 1:1 e temperatura de 40 °C, atingindo
conversao de 72,4+ 1,3% e 73,9+ 0,6% usando os AGLs do 6leo de algoddo e do 6leo de

canola, respectivamente. O biocatalisador apresentou satisfatoria estabilidade operacional,



alcangando conversdo relativa de 66,8% com os AGLs do 6leo de algodao e 64,5% com os
AGLs do 6leo de canola, ap6s cinco ciclos avaliados. Além disso, quando armazenado a 4 °C,
manteve 85% de sua atividade catalitica apos 27 dias. Ambos os biolubrificantes obtidos a partir
dos o6leos de canola e algoddo apresentaram propriedades fisico-quimicas promissoras,
atendendo aos requisitos técnicos para formula¢des de lubrificantes. Portanto, a hidrélise
enzimatica constitui uma alternativa viavel para obten¢do de acidos graxos livres, enquanto a
hidroesterificacdo se apresenta como uma estratégia eficiente para a sintese de ésteres com
propriedades lubrificantes. A utilizagao de residuos como 6leo flsel e lignina do bagago de caju
contribui para o desenvolvimento de processos mais sustentaveis, com potencial para gerar

produtos biodegradaveis, ndo toxicos e agregar valor a subprodutos da industria.

Palavras-chave: Oleos vegetais; Oleos fusel; lignina; lipases, biolubrificantes.



ABSTRACT

The environmental impacts of petroleum-based lubricants have sparked growing interest in the
search for more sustainable alternatives. In this context, biolubricants emerge as a promising
option, available from both synthetic and renewable sources. Among these, fatty acids extracted
from vegetable oils stand out, conferring biodegradable properties and lower environmental
toxicity to lubricants compared to mineral-based lubricants. Therefore, several strategies for
biolubricant synthesis have been explored, including the use of biocatalysts. In this context, this
study had two main objectives: i) to evaluate the production of fatty acids by enzymatic
hydrolysis catalyzed by lipase from Rhizomucor miehei, targeting future applications; and ii) to
evaluate the synthesis of biolubricants using free fatty acids (FFAs) obtained by chemical
hydrolysis in combination with fusel oil, a waste product from the sugar and alcohol industry,
as an alcoholic source. Initially, enzymatic hydrolysis studies of commercial soybean, canola,
sunflower, and cottonseed oils were carried out by R. miehei lipase in its free form and
immobilized on a magnetic support obtained from cashew apple bagasse lignin (Lig-Mag), for
the production of free fatty acids. For this purpose, lignin was initially extracted from cashew
apple bagasse, followed by the magnetization process and subsequent immobilization of the
enzyme, evaluating two enzyme loads: 0.5 mg and 5 mg of protein per g of support, in which
the obtained biocatalysts were named Lig-Mag RML 0.5 and Lig-Mag RML 5, respectively.
In the hydrolysis tests, oil: water molar ratios of 1:1, 1:2, and 1:3 were evaluated at 50 °C, 150
rpm, for 24 h. As a result, it was observed that the highest hydrolysis percentages were obtained
with cottonseed and canola oils, and the biocatalyst Lig-Mag RML 5 presented the best
performance, obtaining a hydrolysis percentage of 62.2 + 1.8% for cottonseed oil and 53.4 +
1.4% for canola oil. Subsequently, a study was carried out to evaluate the efficiency of the lipase
B enzyme from Candida antarctica, in its free form and immobilized on the Lig-Mag support
(Lig-Mag_CALB), in the esterification reaction using FFAs obtained by chemical hydrolysis
and fusel oil as an alcohol mixture. The reactions occurred at acid: alcohol molar ratios of 1:1
and 1:3, at temperatures of 40 °C and 50 °C, for 48 h at 150 rpm. In the reactions conducted
using Lig-Mag CALB, the highest conversions were obtained with a 1:1 molar ratio and a
temperature of 40 °C, reaching conversions of 72.4+1.3% and 73.9+£0.6% using FFAs from
cottonseed oil and canola oil, respectively. The biocatalyst showed satisfactory operational
stability, reaching relative conversions of 66.8% with FFAs from cottonseed oil and 64.5% with
FFAs from canola oil, after five evaluated cycles. Furthermore, when stored at 4 °C, it

maintained 85% of its catalytic activity after 27 days. Both biolubricants obtained from canola



and cottonseed oils showed promising physicochemical properties, meeting the technical
requirements for lubricant formulations. Therefore, enzymatic hydrolysis constitutes a viable
alternative for obtaining free fatty acids, while transesterification presents itself as an efficient
strategy for the synthesis of esters with lubricating properties. The use of residues such as fusel
oil and cashew apple bagasse lignin contributes to the development of more sustainable
processes, with the potential to generate biodegradable, non-toxic products and add value to

industry by-products.

Keywords: Vegetable oils; fusel oil; lignin; lipases; biolubrificant.
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Capitulo 1
CAPITULO 1

1. INTRODUCAO

A escassez das reservas de petrdleo e a preocupagdo com as mudangas
climéaticas t€ém impulsionado a busca por alternativas que reduzam a dependéncia desse
recurso e contribuam para mitigar seus impactos ambientais (Nogales-Delgado, Martin e
Ocafia, 2022; Mcnutt; He, 2016). Entre as alternativas, destacam-se os biolubrificantes,
um 6leo que desempenha a funcao de reduzir o desgaste entre superficies deslizantes, de
forma semelhante aos lubrificantes derivados do petrdleo e que sdo produzidos a partir de
matérias-primas renovaveis e de base bioldgica, como dleos vegetais, gorduras animais,
entre outros compostos (Attia et al., 2020; Sousa et al., 2023).

Os biolubrificantes apresentam beneficios ambientais importantes, uma vez
que sua biodegradabilidade reduz os riscos de contaminacdo em casos de vazamentos ou
descartes (Nogales-Delgado, Martin e Ocafa, 2022). Essa caracteristica ¢ especialmente
relevante considerando que, de acordo com Barbera et al. (2022), cerca de 55% dos
lubrificantes consumidos atualmente acabam sendo lancados no meio ambiente por
derramamentos ou descarte inadequado, e aproximadamente 90% desses residuos
contaminam o solo ¢ a 4gua devido a toxicidade de seus componentes (Matos; Gongalves
Filho; Barbosa, 2025).

Os biolubrificantes podem ser produzidos por diferentes métodos, como
epoxidagdo, transesterificagdo, esterificagcdo, entre outros. Sendo este ultimo um dos mais
utilizados, empregando como matérias-primas acidos de Oleos vegetais e alcool
(Chowdhury; Mitra; Biswas, 2012). Nesse contexto, os 6leos vegetais destacam-se por
apresentar propriedades que os tornam adequados para a produgdo de biolubrificantes,
uma vez que sua composicao influencia diretamente nas caracteristicas desejaveis desses
produtos. Cada tipo de 6leo vegetal possui uma composi¢ao distinta de acidos graxos, o
que permite sua aplicagdo especifica como lubrificante. Por exemplo, o 6leo de canola €
rico em 4cido oleico, um 4cido graxo que confere maior estabilidade oxidativa,
favorecendo seu uso como biolubrificante (Biyouk et al., 2020; Uppar, Dinesha e Kumar
2024). Assim, como os 6leos de algodao e girassol, que sdo ricos em 4cido linoleico, € a
literatura destaca que a utilizacdo desse acido na forma de triéster contribui para a
melhoria das propriedades tribologicas e de baixa temperatura (Abdullah et al., 2016).

Embora tradicionalmente utilizados na alimentacdo, os 6leos vegetais vém

sendo estudos para produgdo de biolubrificantes, como alternativa aos lubrificantes
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derivados do petroleo. Monteiro et al. (2024) destacam que, apesar de o dleo de soja ser
comumente utilizado na alimentagdo, ele pode ser uma matéria-prima vidvel para a
producdo de biolubrificantes, por causa da sua disponibilidade. Além disso, 6leos
vegetais, como o 6leo soja de cozinha usado, também podem ser reaproveitados para esse
fim, contribuindo para a valorizagdo de residuos e a promog¢do de alternativas mais
sustentaveis aos lubrificantes convencionais (Junior et al. 2024).

Além dos 6leos vegetais, um residuo industrial que vem despertando interesse
¢ o oOleo fusel, um subproduto da industria sucroalcooleira obtido durante o processo de
destilacao do etanol (Tebas et al., 2020). Ele é composto principalmente por alcoois
superiores, sendo o alcool isoamilico o seu componente majoritario (Marinho et al.,
2025). Devido a essa composi¢ao, o 6leo fusel tem se mostrado promissor para aplicagdes
em reagdes de esterificagdo voltadas a producao de biolubrificantes.

A biocatalise também tem se destacado na produgdo de biolubrificantes,
devido este processo oferecer diversas vantagens, como menor geracao de residuos,
condi¢des reacionais mais brandas e o aumento da eficiéncia energética, tornando-se uma
abordagem sustentavel e eficiente para sintese de biolubrificantes (Sousa et al., 2023).
Segundo Sousa et al. (2023), as lipases t€ém sido amplamente empregadas nesta sintese,
devido a sua capacidade de catalisar a conversdo de uma ampla variedade de substratos
em produtos desejados.

As lipases sdo biocatalisadores de grande importincia, pois atuam em
diversas reacdes, como transesterificacdo, esterificacdo, hidrolise, entre outras
transformagdes relevantes em processos bioquimicos e industriais (Vivek; Sandhia;
Subramaniyan, 2022). Dentre as lipases comumente utilizadas na sintese de produtos de
interesse industrial, destacam-se a lipase B de Candida antarctica (CALB) (Faria et al.,
2024).

Contudo, a utilizacdo de enzimas em sua forma livre apresenta algumas
limitagdes, como a suscetibilidade a variagdes de temperatura, pH, e sdo dificeis de serem
removidas do meio reacional (Rafiee; Rezaee, 2021). Logo, protocolos de imobilizagdo
tém sido estudados como alternativa para superar estas limitagdes, incluindo pesquisas
voltadas para avaliar a obtencao de diferentes suportes, com destaque para os obtidos por
materiais de baixo custo que possibilitem obter biocatalisadores com eficiéncia catalitica
e viabilidade econdmica (Girao Neto et al., 2023; Pacheco; Andrade; Paula, 2024).

Um suporte de imobilizagdo que vem sendo estudado e tem apresentado

resultados promissores ¢ derivado da lignina do bagago de caju, associada a magnetita
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(6xidos de ferro). Essa combinacdo confere ao material propriedades magnéticas,
permitindo sua facil remocdo do meio reacional por meio da aplicagdo de um campo
magnético (imd). Por essa razdo, torna-se interessante avaliar seu desempenho em outras
aplicagoes (Girao Neto et al., 2023; Serpa et al., 2021).

Diante disso, o objetivo deste trabalho foi produzir acidos graxos livres
(AGLs) por meio da hidroélise quimica e enzimatica (utilizando enzima livre e imobilizada
em suporte magnético produzido com a lignina do bagaco de caju) e a obtengdo de
biolubrificantes por meio da reagao de hidroesterificacdo, empregando biocatalisador
também magnético. Para isso, o estudo foi dividido em capitulos. O Capitulo 1 ¢ este que
jé& apresenta a introducdo ao tema da pesquisa, contextualizando o problema e delineando
os objetivos do estudo. O Capitulo 2 corresponde ao referencial tedrico, abordando os
principais conceitos relacionados aos biolubrificantes, biocatalise, reagao de esterificacao
e hidroesterificacao. O Capitulo 3 trata do estudo da hidrélise enzimatica para obtenc¢ao
de acidos graxos livres, utilizando a lipase de Rhizomucor miehei (RML), na sua forma
livre e imobilizada em um suporte magnético obtido a partir da lignina do bagaco de caju
(Lig-Mag), com o intuito de viabilizar a produ¢do de biolubrificantes. O Capitulo 4
aborda a sintese dos biolubrificantes a partir dos 4cidos graxos livres provenientes da
hidrolise quimica dos 6leos de algodao e canola. Neste processo, a reagdo de esterificagdo
foi catalisada por lipase B de Candida antarctica (CALB), na sua forma livre e
imobilizada em suporte magnético produzido a partir da lignina do bagago de caju (Lig-

Mag), e o Capitulo 5 apresenta a conclusdo do trabalho.
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1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo geral

O presente trabalho tem como objetivo sintetizar biolubrificantes utilizando

os acidos graxos de oleos vegetais e 6leo fusel como fonte de alcool por meio do uso de

biocatalisadores de lipase imobilizada em composito de lignina do bagago de caju, em

um meio reacional livre de solvente.

1.1.2 Objetivos especificos

II.

I1I.

IV.

VL

VIL

Extrair a lignina do bagago de caju e produzir compdsito de lignina com magnetita
(6xidos de ferro);

Produzir biocatalisadores magnéticos com a lipase B de Candida antartica e a
lipase de Rhizomucor miehei,

Avaliar a hidrolise dos oleos vegetais de canola, algoddo, soja e girassol,
utilizando biocatalisadores enzimaticos € comparar os resultados com a hidrélise
quimica;

Verificar, por cromatografia gasosa, os acidos graxos formados na hidrolise
enzimatica e comparar os resultados com a hidrodlise quimica;

Avaliar a sintese de ésteres com ac¢do lubrificante usando os 4cidos graxos livres
dos 6leos de maior desempenho, obtidos por hidrélise quimica;

Analisar a viscosidade, o indice de viscosidade e o estado de oxidacao dos
biolubrificantes sintetizados;

Avaliar a estabilidade operacional do biocatalisador produzido com a lipase B de

Candida antarctica, bem como seu armazenamento depois da produgdo inicial.
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CAPITULO 2

2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Lubrificantes

Os lubrificantes sdo hidrocarbonetos derivados do refino do petroleo e
classificam-se em nafténicos, aromaticos e parafinicos. Sua principal fun¢ao na industria
¢ reduzir o atrito entre superficies deslizantes, formando uma pelicula protetora. Podem
ser de origem natural, mineral ou sintética, sendo que, devido ao menor custo de
producao, os lubrificantes minerais sao os mais utilizados (Silva, 2024). Figura 2.1 mostra

exemplos de moléculas dos 6leos minerais.

Figura 2.1- Moléculas dos 6leos minerais

Nafténicos Aromaticos .
Parafinicos

Fonte: Silva (2024, com adaptagdes).

Com base na Agéncia Nacional de Petroleo, Gas Natural e Biocombustiveis
(ANP) (Brasil, 2019), os lubrificantes sdo compostos a partir de 6leo basico ou de uma
mistura de Oleos basicos, podendo conter aditivos conforme a necessidade de sua
aplicagdo. Segundo a Resolugao ANP n° 804/2019, os dleos basicos sdo classificados em
seis grupos, com base em caracteristicas especificas como a estrutura quimica, o teor de

compostos saturados, o teor de enxofre e o indice de viscosidade. Conforme Tabela 2.1.
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Tabela 2.1 — Classificagdo dos 6leos basicos

Teor de Teor de Indice de
Grupo Origem saturados enxofre viscosidade
(Y0) (%0)
I Mineral <90 > 0,03 80—-120
II Mineral >90 <0,03 80—-120
M1 Mineral >90 <0,03 >120
(Hidrocraqueamento)
v Sintético - - -
\Y Sintético - - -
VI Biobaseado Variavel Variavel Variavel

* Biobaseado — Inclui 6leo de base renovavel (biomassa renovavel).

Fonte: Brasil (adaptada da Resolugdo ANP n° 804/2019).

De acordo com Fortune Business Insights (2025), o mercado global de
lubrificantes automotivos deve crescer de US$ 71,42 bilhdes para US$ 80,35 bilhdes em
2032. Dados que representam uma parcela significativa da producao de 6leo lubrificante,
contudo, estima-se que cerca de 50% dos lubrificantes utilizados no mundo sdo
descartados de forma inadequada (Silva, 2024).

Segundo Pinheiro, Quina e Gando-Ferreira (2020), o descarte inadequado de
Oleos lubrificantes usados representa uma ameaga significativa ao meio ambiente,
principalmente devido a presenga de hidrocarbonetos, metais pesados e aditivos toxicos.
Quando descartados de forma incorreta, como no solo, na rede de esgoto ou em corpos
d'agua, esses residuos podem contaminar o solo e a agua, afetar a fauna e a flora, e causar
impactos a satde humana por bioacumulagdo (Parekh, Gaur e Shahabuddin 2024).

Portanto, hd uma crescente motivacdo para o desenvolvimento de métodos
sustentaveis que reduzam o uso de lubrificantes de origem mineral, mas que, a0 mesmo
tempo, mantenham propriedades comparaveis as dos lubrificantes convencionais. Esses
produtos sdo amplamente utilizados em aplicagdes industriais, como 6leos de compressor,
Oleos hidraulicos e 6leos de transmissao, desempenhando fungdes essenciais, como a
redu¢do do desgaste entre superficies, a dissipagdo de calor e o aumento da eficiéncia dos
equipamentos (Hamnas; Unnikrishnan, 2023). Nesse contexto, o desenvolvimento de
biolubrificantes que preservem essas propriedades funcionais dos lubrificantes, mas com

menor impacto ambiental, vem sendo amplamente estudado.
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Para atender as exigéncias da resolucao, os lubrificantes devem ter suas
propriedades fisico-quimicas avaliadas e classificadas de acordo com a norma em vigor.
Logo, ambos, os lubrificantes e biolubrificantes, precisam exibir propriedades fisico-

quimicas adequadas.

2.1.1 Pardametros fisico-quimicos

2.1.1.1 Viscosidade e indice de viscosidade

A viscosidade ¢ compreendida como a resisténcia de um fluido ao
cisalhamento, variando diretamente com a pressdo e inversamente com a temperatura de
forma nao linear. Assim, a medida que a temperatura do liquido aumenta, a viscosidade
diminui, e quando a temperatura diminui, a viscosidade aumenta (Santos, 2024). Segundo
Sousa et al. (2023), a viscosidade é um dos principais parametros dos biolubrificantes e
devido as interagdes intermoleculares € possivel descrever o atrito interno dentro de um
liquido.

Nesse contexto, um lubrificante deve apresentar viscosidade suficiente para
manter a pelicula protetora entre as pegas, sem ser excessivamente viscoso a ponto de
comprometer a movimentacao do maquinario, sendo uma caracteristica fundamental na
escolha do lubrificante adequado (Santos, 2024).

A viscosidade pode ser avaliada por meio de diferentes parametros, como a
viscosidade dinamica e a viscosidade cinematica a 40 °C e a 100 °C. A partir dos valores
de viscosidade cinematica nessas temperaturas, ¢ possivel determinar o indice de
viscosidade, um indicador importante da estabilidade da viscosidade em diferentes
condi¢des térmicas, pois quanto maior o indice de viscosidade, menor a influéncia da
elevacao da temperatura sobre a viscosidade (Albaiti et al., 2017; Santos, 2024). Essas
informacdes permitem identificar as caracteristicas fisico-quimicas de cada
biolubrificante produzido, contribuindo para a avaliagio de seu desempenho em

diferentes condigdes operacionais (Santos, 2024).

2.1.1.2 Estabilidade oxidativa

Os biolubrificantes produzidos a partir de acidos graxos de 6leos vegetais

podem ser propensos a degradacdo oxidativa, devido a esses 4acidos apresentarem
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insaturacdes na cadeia carbonica (Mendes; Soares; Tardioli, 2022). Esses sdo os pontos
mais vulneraveis da molécula, pois sdo altamente reativos e facilitam a adi¢cdo de grupos
funcionais (Nor; Salih; Salimon, 2021).

De fato, com base na composi¢do dos acidos graxos da matéria-prima
utilizada na producao de biolubrificantes, pode ocorrer uma diminuic¢ao na estabilidade a
oxidacdo. Isso se deve ao fato de que 6leos com alto teor de acido oleico e linoleico, assim
como a presenca de biocatalisadores no produto, podem reduzir a estabilidade do
composto (Nogales-Delgado et al., 2022). Portanto, ¢ fundamental estudar a degradagao
oxidativa dos ésteres formados para determinar sua vida 1til, assim como identificar os

melhores biolubrificantes.

2.1.1.3 Indice de acidez

O indice de acidez ¢ utilizado para avaliar o grau de decomposi¢ao de dleos
ou gorduras, servindo como um indicador da qualidade do produto. A acidez resulta da
hidrolise parcial dos triglicerideos, sendo determinada pela quantidade de hidréxido de
sodio ou potdssio necessaria para neutralizar os acidos graxos livres presentes em um
grama da amostra (Cavalcante et al., 2016).

Um indice de acidez elevado indica degradacdo significativa da matéria-
prima, o que pode comprometer a eficiéncia do produto, especialmente em aplicagdes de
alta exigéncia, assim como uma elevada acidez influencia a corrosdo dos equipamentos
(Silva, 2011). Portanto, sua determinacdo € essencial para garantir a estabilidade e o

desempenho do biolubrificante ao longo do tempo.
2.1.1.4 Ponto de fluidez

O ponto de fluidez corresponde a temperatura minima na qual o lubrificante
ainda mantém a capacidade de escoar. Abaixo desse limite, o lubrificante perde a fluidez,
o que compromete seu desempenho, especialmente em regides de clima muito frio, onde

pode deixar de exercer sua fun¢do adequadamente (Oliveira, 2013).

2.2 Biolubrificantes
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Os biolubrificantes sdo lubrificantes geralmente obtidos de 6leos vegetais ou
gorduras animais, mas podem ser também produzidos com ésteres sintéticos (Hamnas;
Unnikrishnan, 2023). Entre os 6leos vegetais, destacam-se aqueles extraidos das sementes
de girassol, soja, coco, palma, entre outros (Khan et al., 2022).

Apesar de apresentarem beneficios ambientais significativos, esses materiais
de origem renovavel também conferem aos biolubrificantes algumas limita¢des, como
baixa estabilidade a oxidacdo térmica, tendéncia a solidificagdo em temperaturas
reduzidas (devido aos altos pontos de fluidez), susceptibilidade a deterioragao bioldgica
e instabilidade hidrolitica (Reeves; Siddaiah; Menezes, 2017; Khan et al., 2022).

Ainda assim, os biolubrificantes se destacam por diversas propriedades
favoraveis, como alta biodegradabilidade, elevado indice de viscosidade, propriedades
anticorrosivas, além disso possuem menor coeficiente de atrito em comparacdo aos
lubrificantes derivados do petroleo (Matos; Gongalves Filho; Barbosa, 2025).

Com o avancgo das preocupagdes ambientais e a busca por alternativas mais
sustentaveis aos lubrificantes minerais, o0 mercado de biolubrificantes tem apresentado
crescimento significativo. Segundo Global Risk Community (2021), a demanda global
por esses produtos em 2020 foi de 4,32 milhdes de toneladas, com previsao de
crescimento anual de 3,45%, podendo atingir 6,06 milhdes de toneladas até¢ 2030.
Corroborando essa tendéncia, estimativas da Fortune Business Insights (2025) indicam
que o mercado podera alcancar US$ 4,90 bilhdes até 2032. Diante desse cenario
promissor, intensificar as pesquisas na area torna-se essencial, especialmente em setores
como o de transportes, que exigem lubrificantes comerciais com melhor desempenho,
maior vida util e conformidade com normas ambientais (Matos; Gongalves Filho;

Barbosa, 2025).

2.2.1 Producdo dos biolubrificantes

Os biolubrificantes geralmente sdo obtidos por meio de reagdes quimicas
como transesterificagdo, epoxidag¢do, hidrogenacdo ou hidroesterificagdo. A
transesterifica¢do, por exemplo, envolve a reacdo dos triglicerideos presentes nos dleos
vegetais com mono ou polidis (Sabi et al., 2022). A reagao de epoxidacao consiste na
oxidagdo de ligacdes duplas presentes em acidos graxos insaturados, resultando na
formagao de um anel de oxirano (Abdullah et al., 2016). Ja a reacdo de hidrogenagao ¢

empregada para reduzir ou saturar compostos organicos, geralmente na presenca de
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catalisadores metéalicos como paladio, niquel ou platina (Uppar; Dinesha; Kumar, 2022).
A reacgdo de esterificacdo ocorre por meio da reacdo entre acidos e alcoois. De forma
semelhante, a hidroesterificagdo também envolve a utilizacdo de acidos e alcoois e
permite o uso de qualquer matéria-prima graxa (6leos de fritura, borras acidas, gordura
animal, entre outros), sendo realizada em duas etapas, uma de hidrélise e a outra de
esterificag¢do (Santos et al., 2015).

No presente estudo a reacdo utilizada foi a de hidroesterificagao.

2.2.1.1 Hidrolise

Os acidos graxos livres obtidos a partir de 6leos vegetais podem ser gerados
por processos de hidrélise, como a hidrélise quimica ou a hidrélise enzimatica. No caso
da hidrélise quimica, sdo utilizados catalisadores que sao bases fortes como hidroxido de
potassio (KOH) ou hidroxido de sddio (NaOH), sendo um método caro, que requer uma
etapa de acidificacdo da amostra utilizando o acido cloridrico (HCl) ou o 4cido sulftrico
(H2S04), que atuam sob condicdes especificas de temperatura e pressao para favorecer a
liberacdo dos AGLs (Nitbani et al., 2020). Nitbani et al., (2020), em seu estudo, cita a
hidrolise do 6leo de milho e palma a temperatura ambiente, com um tempo de reacao de
90 min, utilizando o catalisador de KOH 11% (m/v) e solvente etanol.

Na hidrdlise enzimatica, a reagdo ocorre na presenca da agua, o 6leo vegetal
e o catalisador enzimatico. O processo ocorre em temperaturas ambientes e pressdes
atmosféricas, sendo uma reacao de baixo consumo de energia, o que pode ser considerada
uma reacao que atende aos critérios da quimica verde (Nitbani et al., 2020). Para esse tipo
de reacdo, as lipases tém sido amplamente estudadas e demonstrado boa eficacia
(conforme descrito no Topico 2.2.3.1). A hidrolise enziméatica com lipases € viavel porque
essa reagao ocorre na interface entre a fase oleosa e a fase aquosa, onde a enzima atua
(Nitbani et al., 2020; Mhadmhan; Yoosuk; Henpraserttae, 2024).

As lipases apresentam comportamento interfacial, ou seja, possuem duas
conformagdes estruturais: uma forma fechada e inativa, presente em meio aquoso, € uma
forma aberta e ativa, que se manifesta quando a enzima entra em contato com uma
superficie hidrofobica, como a de um 6leo. Essa mudanca conformacional expde o sitio
ativo da enzima, levando ao aumento de sua atividade catalitica (Mhadmhan; Yoosuk;
Henpraserttae, 2024). Esse mecanismo € essencial para a hidrolise eficiente de gorduras

e Oleos, pois permite a producdo de acidos graxos livres com qualidade satisfatoria,
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adequados para diversas aplicagdes industriais (Nitbani et al., 2020). Varias lipases tém
sido estudadas em reagdes de hidrdlise, destacando-se, entre elas, a lipase B de Candida
antarctica (CALB), a lipase de Thermomyces lanuginosus (TLL) e a lipase de
Rhizomucor miehei (RML). Esta tltima, representada na Figura 2.2, tem demonstrado
elevada eficiéncia na hidrolise de 6leos vegetais. Em pesquisa conduzida por Souza et al.
(2020), que avaliou um coquetel enzimatico para a hidrélise do 6leo de coco assistida por
ultrassom, a lipase de Rhizomucor miehei destacou-se como a enzima com a maior taxa

de conversdao quando analisada isoladamente com conversdo de 33,66%.

Figura 2.2 - Complexo propeptideos lipase de
Rhizomucor miehei (RML) - Cédigo PDB 3TGL

Fonte: Protein Data Bank, 2019.

Os acidos graxos livres podem ser utilizados como matéria-prima na
producao de diversos compostos como, dlcoois, aminas, entre outros (Souza ef al., 2020).
Entre as aplicagdes de destaque estd a produgdo de biolubrificantes, na qual os 4cidos
graxos obtidos por hidrolise enzimatica sdo posteriormente submetidos a uma reagdo de
esterificacdo com alcoois. A integracdo dessas duas etapas, hidrdlise seguida de
esterificagdao ¢ conhecida como hidroesterificagao.

Guimaraes et al. (2024) realizaram esse processo utilizando 6leo de soja,
seguido de esterificagdo com alcool octilico, obtendo uma conversao de 94% apos 3 h de
reacdo em um reator de fluxo de vortice. Chowdhury, Mitra e Biswas (2012), realizaram
a sintese de biolubrificantes utilizando 6leo de cozinha usado. Na etapa de hidrdlise,

utilizou-se a enzima lipase de C. rugosa, e os acidos obtidos foram postos em reacao de
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esterificagdo com catalisador quimico Amberlyst 15H e alcool octanol, resultando na
produgdo de ésteres de octila. Os autores relataram este processo como uma abordagem

viavel para a producdo de biolubrificantes.

2.2.1.2 Esterificagdo

A reacdo de esterificacdo baseia-se na utilizagdo de um alcool ¢ um acido
carboxilico para obtengdo de ésteres, os quais podem ter agao lubrificante, podendo
ocorrer na presenca de um catalisador basico, acido ou enzimatico. Uma diferenga
importante entre os catalisadores quimicos (dcidos ou bases) e os catalisadores
enzimaticos estd nos impactos operacionais e ambientais. Por exemplo, a catélise basica
geralmente requer altas temperaturas, apresenta alto consumo energético, e pode gerar
residuos prejudiciais ao meio ambiente (Silva, 2019). Em contrapartida, os catalisadores
enzimaticos oferecem uma alternativa mais sustentdvel e seletiva, operando sob
condi¢des mais brandas (Barbosa ef al., 2021; Sousa et al., 2023). A Figura 2.3 apresenta

a reacao de esterificagdo e cita, como exemplo, o nome de um biocatalisador.

Figura 2.3 - Formagao da reagdo de esterificagdo

Catalisador:
Lipase B de Candida antarctica

Acido carboxilico Alcool Ester Agua

Fonte: Elaborada pela autora.

A reagdo de esterificacdo utiliza 4cidos graxos livres (AGLs) e dlcool como
reagentes, diferindo da transesterificagdo, que emprega triglicerideos como substrato,
embora também envolva dlcool. Outra diferenga relevante € que, na esterificacdo, o
subproduto gerado ¢ a dgua. Isso contrasta com outras rotas quimicas, como a
transesterificagdo, em que podem ser formados subprodutos como o glicerol (Barros et
al.,2012).

Neste trabalho, a fonte de alcool utilizada é o 6leo fusel, uma mistura
composta por diferentes tipos de alcoois. J& os acidos graxos, também denominados

acidos carboxilicos, empregados na reacdo de esterificagdo para a produgdo de
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biolubrificantes, sdo obtidos a partir de dleos vegetais, por meio de hidrolise quimica ou
enzimatica.

Estudos anteriores demonstram a viabilidade dessa rota. Por exemplo, Serpa
et al. (2021), utilizaram a esterificagao para a producao de oleato de etila e oleato de 2-
etil-hexil, empregando um biocatalisador magnético, e obtiveram conversdes de 88,2% e
76,7%, respectivamente. Montiel et al., (2024) também empregaram a reagdo de
esterifica¢do, mas utilizaram o acido 2-metilhexanoico com o alcool 2-octil-1-dodecanol,
catalisados pela enzima Lipozyme 435, obtendo um éster com elevado indice de

viscosidade.

2.2.1.3 Hidroesterificagdo

A reagdo de hidroesterificagdo ocorre em duas etapas. Na primeira etapa, o
triglicerideo reage com agua, na presenca ou auséncia de um catalisador, resultando na
liberagdo de acidos graxos livres e glicerol. Na segunda etapa, esses acidos graxos reagem
com um alcool, resultando na formagdo de ésteres e agua (Domingues ef al., 2022). A

Figura 2.4 mostra a reacdo de hidroesterificagao.

Figura 2.4 — Reagao de hidroesterificacao

1° Etapa
T
H-C—0—C—R
o HO - CH
(s 2
B / |
H-C—0—C-R 4 3H0 +—— 3R-C + HO—'l:He
N
| 7 OH HO - CH;
H—li‘:—ﬂ—C—R
H
Triglicerideo Agua Acido Gliceral
2" Etapa
0 H
/ + I | ﬁ
R—c\ H—(I'.'—O\H —_— __c—Oo0—C— + H0
OH I |
Acido Alcool Ester

Fonte: Elaborado pela autora.
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Neste contexto, a hidroesterificacdo ¢ uma estratégia que permite utilizar a
enzima em ambas as etapas, tanto na hidrolise, quanto na esterificagdo. O processo utiliza
matérias-primas renovaveis, como gorduras e 6leos de origem vegetal, apresentando
como vantagem a nao formag¢ao de compostos indesejaveis, como os sabdes (Hong; Kim;
Kim, 2023). Entretanto, uma limitagdo importante desse processo ¢ a presenca de dgua
remanescente da etapa de hidrolise, que pode favorecer a reagcdo reversa durante a
esterificacdo dos acidos graxos, reduzindo a conversdo dos ésteres (Guimaraes et al.,
2024).

Guimaraes et al. (2024) desenvolveram um processo de hidroesterificacao
para a producdo de ésteres de octila a partir de 6leo de soja degomado, utilizando lipases
nas formas livre e imobilizada. Na etapa de hidrdlise, a lipase de Pseudomonas
fluorescens resultou em uma conversdo de 97% apos 23 h de reagdo. J4 na etapa de
esterificagdo, a enzima Eversa® Transform 2.0, imobilizada em Purolite Lifetech,
alcangou um rendimento de 87%. Esses resultados demonstram a eficacia do processo de
hidroesterificagdo, tanto na conversao dos triglicerideos em acidos graxos livres quanto

na subsequente formacao dos ésteres.

2.2.2 Matéria primas

2.2.2.1 Oleos vegetais

Os Oleos vegetais sdo substancias que pertencem a classe dos lipideos,
formados pela mistura de varios acidos graxos. Esses 4cidos sao encontrados ligados na
forma de ésteres de glicerina, podendo formar monoacilglicerideos, diacilglicerideos e
triacilglicerois (Ramalho; Suarez, 2013).

Os triglicerideos, presentes nos dleos vegetais, contém acidos graxos que
apresentam ligagoes duplas (insaturagdes), as quais influenciam suas propriedades fisico-
quimicas. Quanto maior a quantidade de insaturagdes, menor serd o ponto de fusdo e
ebulicdo. Por outro lado, quanto menor for o nimero de insaturagdes, maior serd a
tendéncia desses acidos graxos se solidificarem a temperatura ambiente (Ramalho;
Suarez, 2013).

A composicao dos acidos graxos nos Oleos vegetais varia de acordo com o
tipo de dleo. Os acidos graxos dos Oleos vegetais geralmente sdo formados por acidos

como oleico, linoleico, linolénico, palmitico, entre outros (Tian ef al., 2023). Em alguns
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casos, essa variacao apresenta beneficios, como nos 6leos ricos em acido oleico, cujo alto
teor melhora a estabilidade oxidativa durante o armazenamento (Encimar; Nogales;
Gonzalez, 2020). A féormula molecular dos principais acidos graxos pode ser observada

na Tabela 2.2.

Tabela 2.2 - Principais 4cidos graxos dos 6leos vegetais e formula molecular

Acido Graxo Formula Molecular
Palmitico (C16:0) Ci6H3202
Estearico (C18:0) CisH3602

Oleico (C18:1) Ci3H340;
Linoleico (C18:2) CisH3202
Linolénico (C18:3) CisH3002

Fonte: Tian (2023, com adaptagdes).

Esta pesquisa ird analisar os 6leos vegetais de girassol, canola, soja e algodao,
com o objetivo de avaliar o desempenho destes na sintese de ésteres com propriedades
lubrificantes e, assim, identificar quais apresentam as melhores caracteristicas,
considerando que sdo 6leos ricos em acidos graxos com propriedades favoraveis para essa
aplicag¢do. Apesar de concorrerem com a industria alimenticia, esses 6leos apresentam
elevada disponibilidade, o que viabiliza seu uso (valores de producao de cada 6leo serdao

reportados nos topicos 2.2.2.1.1,2.2.2.1.2,2.2.2.1.3 ¢ 2.2.2.1.4).

2.2.2.1.1 Oleo de girassol

O girassol (Helianthus annuus) ¢ uma planta nativa do oeste da América do
Norte e uma das culturas mais relevantes globalmente. No Brasil, o cultivo do girassol
teve inicio na regido Sul (Castiglioni, 1997). Na safra de 2024/2025, o estado de Goias se
destaca como principal produtor, respondendo por 71,6% da produ¢do nacional, o que
corresponde a cerca de 71 mil toneladas, conforme dados base nos dados do 6°
Levantamento da safra 2024/2025 da Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB).

Segundo Pedroso (2020), o 6leo de girassol possui um elevado teor de acidos
graxos insaturados e compostos tocoferélicos. E um 6leo rico em acido oleico e acido

linoleico, dois &cidos graxos essenciais. O 4cido oleico contribui para o aumento da
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lubricidade e a redugcdo do ponto de fusdo, melhorando as propriedades do o6leo
lubrificante em diversas aplica¢des (Khan et al., 2022). Diante disso, seu uso na produgo
de biolubrificantes surge como uma alternativa vidvel, devido aos compostos presentes
em sua composicao apresentarem potencial.

O oleo de girassol residual, proveniente de fritura, foi investigado como
matéria-prima para a produgdo de biolubrificantes por meio de catdlise quimica,
utilizando hidréxido de potéssio, hidroxido de magnésio entre outros. Os resultados
obtidos demonstraram desempenho satisfatorio no processo de sintese do biolubrificante

(Mohamed; Giilten; Mustafa, 2023).

2.2.2.1.2 Oleo de canola

As cultivares com baixo teor de 4cido erucico e glucosinolatos foram
denominadas de canola (Brassica napus) na América do Norte, diferenciando-as da colza
industrial, que contém niveis elevados desses compostos (So; Duncan, 2021). As culturas
de canola se expandiram em diversos paises e regides, com destaque para a Unido
Europeia, China, Brasil, Australia e Polonia (Nelson et al., 2022). No Brasil, com base
nos dados da CONAB com o 5° Levantamento safra 2024/2025 a estimava da produ¢ao
de graos ¢ de 203,6 mil toneladas.

Os principais acidos graxos presentes no 6leo de canola sdo o 4cido oleico,
linolénico, linoleico, estearico e palmitico. Esse 6leo vegetal possui coloragdo amarelada,
além de um odor e sabor caracteristicos e ¢ amplamente utilizado na industria alimenticia
e também estudado para o desenvolvimento de combustiveis renovaveis (Biyouk ef al.,
2020; Oliveira et al., 2024).

Segundo Uppar, Dinesha e Kumar (2024), 6leos vegetais com alto teor de
acido oleico apresentam grande potencial para a produgdo de biolubrificantes, podendo
substituir os lubrificantes convencionais. Isso se deve as caracteristicas favoraveis do

acido, como boa estabilidade oxidativa e biodegradabilidade (Biyouk et al., 2020).

2.2.2.1.3 Oleo de soja

A soja (Glycine max L) foi introduzida na Europa no final do século XV. J&
no Brasil, a producdo de soja teve inicio no final da década de 1960 (Embrapa, 2025). De

acordo com o 2° Levantamento safra 2023/2024 da CONAB, a soja tem sido utilizada na
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producao de farinha, emulsificantes e 6leo vegetal destinado a industria alimenticia. No
5° Levantamento safra 2024/2025, divulgada em 13 de fevereiro pela CONAB a producao
de soja no Brasil ¢ estimada em 166 milhdes de toneladas.

O ¢leo de soja apresenta alto teor de acido linoleico e acido oleico, sendo o
acido linoleico um &cido graxo poli-insaturado essencial. Além disso, contém quantidades
menores de 4acido palmitico, estedrico e linolénico (Silva et al., 2021). Apresenta
excelente lubricidade, o que o torna ideal para reduzir o atrito em superficies metalicas.
No entanto, sua baixa estabilidade oxidativa o torna suscetivel a degradacao com o tempo.
Todavia, possui um elevado indice de viscosidade, garantindo estabilidade em diferentes
temperaturas, e baixos pontos de fluidez, o que favorece sua utilizagdo em ambientes frios
(Khan et al., 2022). Nesse contexto, a utilizagdo do 6leo de soja para produgdo de

biolubrificantes representa uma alternativa interessante.

2.2.2.1.4 Oleo de algodao

O algodoeiro (Gossypium hirsutum) é uma espécie de grande relevancia para
a industria devido as suas diversas aplicagdes e ao seu total aproveitamento. A produgio
mundial representa cerca de 90% do algoddao em caroco ou rama. Além de ser uma planta
fibrosa, também possui caracteristicas oleaginosas. No processo de separagdo da fibra,
um dos principais subprodutos ¢ o 6leo, amplamente utilizado na industria alimenticia
(Ramos, 2024). Com base no 5° Levantamento da safra de grao 2024/2025 da CONAB a
producao de algodao em pluma foi de 3,8 mil toneladas, com um crescimento de 3,3% no
de cultivo de algodao.

A produgdo de algoddo ¢ incentivada por sua viabilidade econdmica para
pequenas propriedades rurais, sendo o 6leo extraido destinado a fins energéticos, industria
alimenticia, dentre outros (Ramos, 2024).

O ¢6leo da semente de algodao ¢ composto por uma mistura de acidos graxos
insaturados e saturados, contendo aproximadamente 52,8% de acido linoleico (poli-
insaturado), 25,5% de acido palmitico (saturado), 16,4% de acido oleico
(monoinsaturado), além de menores propor¢des de acidos estedrico e butirico (Kaur et
al., 2025). O 4cido oleico ¢ valorizado por sua estabilidade térmica, sendo ideal para
aplicacdes que exigem resisténcia ao calor. J& os 4cidos estedrico e palmitico, por serem

saturados, estdo associados a menor valor nutricional. Em contrapartida, o 4cido linoleico
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¢ considerado uma opcao mais saudavel por ser essencial a dieta humana (Kaur ef al,
2025).

Gul et al. (2020) realizaram a sintese de um biolubrificante a partir do 6leo
da semente de algodao, que foi adicionado a lubrificantes comerciais para avaliacdo de
suas propriedades triboldgicas. Os autores observaram que a adicdo de 10% do
biolubrificante atuou como aditivo, podendo reduzir a dependéncia de derivados do
petroleo.

Nesse contexto, o uso do 6leo de algodao na produgdo de biolubrificantes
surge como uma alternativa promissora, pois, além de beneficiar propriedades rurais,
também contribui para a producdo de biolubrificantes ambientalmente sustentavel e que

podem reduzir a dependéncia do petréleo.

2.2.2.1.5 Oleo fusel (fonte de alcool)

O 6leo fusel, cujo aparéncia visual esta demostrada na Figura 2.5, é um subproduto
da industria sucroalcooleira. Esse residuo ¢ gerado na coluna de destilacdo durante o
processo de produgdo do dalcool. Sua composi¢do varia conforme a matéria-prima
utilizada e as condi¢des de fermentacdo (Tebas ef al., 2020). Possui coloragdo marrom e
um odor acentuado (Mendoza-Pedroza ef al., 2021). Embora o 6leo fusel nao interfira
diretamente nos custos de produ¢do do etanol, sua valorizacdo como insumo alternativo
representa um avanco em termos de eficiéncia energética e sustentabilidade para a
industria (Boas et al., 2021).

Figura 2.5 — Oleo fiisel

— —
e,

Fonte: Elaborada pela autora.
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O ¢leo fusel € composto por uma mistura complexa de alcoois superiores, entre
os quais se destacam o alcool isoamilico, isobutanol, propanol, n-butanol e hexanol.
Dentre esses, o alcool isoamilico ¢ o componente majoritario, representando
aproximadamente 60 a 70% da composi¢do da mistura (Marinho ef al., 2025). Devido a
essa composi¢ao, o Oleo fusel se apresenta como uma alternativa promissora para ser
aplicado em reagdes de esterificacao, transesterificagcdo, possibilitando a obtengao de uma
ampla variedade de ésteres de interesse industrial (Boas et al., 2021; Marinho et al.,
2025). Neste contexto, Boas et al., (2021) sintetizaram o oleato de isoamila, um
biolubrificante obtido a partir do 6leo fusel e acido oleico, e verificaram que as amostras
purificadas atenderam aos requisitos estabelecidos para biolubrificantes.

Segundo a Unido da Industria de Cana-de-Acucar e Bioenergia (UNICA), na
safra 2023/2024, o Brasil produziu 35,9 bilhdes de litros de etanol. Atualmente, a
produgdo de etanol esta em crescimento, € estima-se que o mercado alcance US$ 64,8
bilhdes em 2025 (Mendoza-Pedroza et al., 2021). De acordo com Pérez et al., (2001), a
quantidade média de 6leo fusel produzido é estimada em 2,5 L para cada 1000 L de etanol,
representando um valor consideravel produzido, que geralmente ndo possui uma
destinagdo especifica. Dessa forma, a utilizagdo desse residuo para fabricagao de produtos
de maior valor agregado, como biolubrificantes, demonstra um grande potencial.

Estevez et al. (2024) investigaram o uso do 6leo flsel como solvente de baixa
viscosidade e baixo teor de cetano em combinacdo com 6leo de mamona ou 6leo de
girassol para aplicagdo em biocombustiveis. Os resultados obtidos apresentaram
caracteristicas comparaveis as do diesel fossil.

O oleo fusel também foi empregado na sintese de biolubrificantes utilizando
o0 Oleo de soja usado, em uma reacdo catalisada pela lipase Eversa® Transform 2.0 (ET
2.0) para a producdo de ésteres monoalquilicos epoxidados, obtendo resultados
promissores quanto a conversao e estabilidade dos produtos obtidos (Mattos ef al., 2023).
Esses dados reforcam a relevancia desta pesquisa, uma vez que, os biolubrificantes
testados podem apresentar caracteristicas que se assemelham com os lubrificantes
comerciais, podendo ser implementados no setor industrial, tendo em vista, que a
pesquisa busca realizar o estudo de parametros fisico-quimicos que sdo essenciais para

caracterizar um lubrificante de boa qualidade.

2.2.3 Biocatalisadores
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2.2.3.1 Lipases

As lipases fazem parte da classe das hidrolases e tém a capacidade de catalisar
a hidroélise de triglicerideos em acidos graxos livres e glicerol na interface dleo/agua, bem
como a conversao de triglicerideos em glicerol. Além disso, também atuam na sintese de
ésteres por meio de reagdes de esterificacdo (Mahfoudhi et al., 2022).

As lipases utilizadas na industria sdo, em sua maioria, de origem microbiana
provinda de bactérias, fungos ou leveduras. Sua importancia estd na versatilidade, pois
permite sua atuacdo em reacdes de esterificacdo, transesterificagdo, interesterificacao,
alcodlise e aciddlise. Essas enzimas s3o amplamente empregadas na sintese de ésteres
como biolubrificantes, além de diversas outras aplicagdes industriais (Vivek; Sandhia;
Subramaniyan, 2022).

Segundo Almeida et al. (2024), o uso de lipases tem se destacado por sua
capacidade de catalisar reagdes mesmo na presenca de matérias-primas com alto teor de
umidade e elevado indice de acidez, o que amplia sua aplicabilidade em diferentes
processos. No mesmo estudo, os autores destacam as lipases de maior relevancia, entre
as quais se destaca a lipase B de Candida antarctica (CALB), cuja estrutura cristalina
esta representada na Figura 2.6, e quando imobilizada em suporte comercial, essa lipase
tem demonstrado alta atividade e eficiéncia como biocatalisador em reagdes de

esterificacdo com 4cidos graxos.

Figura 2.6 - Estrutura cristalina da lipase B de
Candida antarctica (CALB) - Cédigo PDB
ITCA, 1TCB, ITCC

Fonte: Protein Data Bank, 2020.

38



Capitulo 2

Vale ressaltar que a lipase derivada do pancreas suino Rhizomucor miehei
(RML) também pode ser utilizada para sintetizar ésteres a partir de diversos alcoois, além
de ser capaz de catalisar reagdes de hidrolise para formacao de acidos graxos (Tian et al.,
2021). Essa enzima esta disponivel comercialmente nas formas solivel e imobilizada,
apresentando alta atividade e boa estabilidade em diversas condi¢cdes operacionais
(Rodrigues; Fernandez-Lafuente, 2010).

No entanto, o alto custo das enzimas torna essencial a utilizacao de suportes
para imobilizagdo, os quais contribuam para a otimizagdo dos processos cataliticos ¢ a
reducdo dos custos operacionais. Além disso, as lipases em sua forma livre apresentam
baixa estabilidade, dificultando sua recuperagdo e reutilizagdo apoés a reagdo, o que
refor¢a ainda mais a importancia da imobilizagdo para viabilizar sua aplicacdo em escala
industrial (Rafiee; Rezaee, 2021).

Logo, o estudo dessas enzimas imobilizadas em suportes de baixo custo e de
origem natural ¢ fundamental, pois pode viabilizar uma tecnologia mais acessivel e
sustentavel para aplicagdo em escala industrial, além de contribuir para a redu¢ao dos
impactos ambientais causados pelo descarte inadequado de residuos (Almeida et al.,
2024).

Nesse contexto, Nijera-Martinez et al., (2022) investigaram residuos
lignocelulodsico, como residuos do coco, casca de arroz e do milho, e verificaram que
esses materiais apresentaram alta afinidade por lipases, mostrando-se viaveis para
aplicagdes industriais. Assim como, Levy ef al. (2025) avaliaram a atividade da CALB,
tanto na forma livre quanto imobilizada, utilizando suporte magnético de baixo custo
derivado da lignina do bagaco de caju (suporte natural) na sintese do oleato de 2-etil-
hexila, alcancando rendimento de 90% em 36 h de reagao com razao molar de 1:5 acido:
alcool e 40 mg/mL de catalisador.

Portanto, o estudo da imobilizagdo de enzimas em suportes que aliem baixo
custo a elevada eficiéncia de imobilizacdo torna-se essencial, especialmente para

aplicagdes sustentaveis e economicamente vidveis em processos biotecnologicos.

2.2.3.2 Imobilizacdo enzimatica

A imobilizagdo enzimatica envolve estratégias que visam aprimorar a

atividade catalitica, a estabilidade e a reutilizagdo em processos, sendo um método que
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pode ocorrer com ou sem o uso de suporte. Essa abordagem tem se mostrado uma
alternativa eficiente em aplicagdes industriais, como a producdo de biolubrificantes,
biodiesel, entre outros (Abdulmalek; Yan, 2022). Quando a imobilizagdo envolve o uso
de suportes, a escolha adequada desse material torna-se um fator determinante para o
sucesso da imobilizagdo, uma vez que suas caracteristicas tém influencia diretamente com
a enzima (Rafiee; Rezaee, 2021; Najera-Martinez et al., 2022).

As técnicas de imobilizagdo sdo divididas em duas categorias: métodos fisicos
(como adsor¢do, aprisionamento e ativagdo interfacial) e métodos quimicos (como
ligagdo covalente e reticulagao) (Costantini; Califano, 2021). A imobilizagao por adsor¢ao
fisica ocorre por meio de interagdes fracas, predominantemente forcas hidrofobicas,
ligacdes de hidrogénio e interacdes de van der Waals. Ja por métodos quimicos, como a
ligagdo covalente, hd uma forte interacdo quimica entre as moléculas da enzima e o
suporte, formando ligacdes estaveis (Ghasemi ef al., 2021).

A imobilizagdo possibilita a reutilizagdo do biocatalisador, contribuindo para
a redugdo de custos e aprimorando caracteristicas da enzima, como estabilidade térmica,
pH e atividade catalitica (Costantini; Califano, 2021; Almeida et al., 2024; Melo et al.,
2024).

Os materiais utilizados na imobilizacdo de enzimas geralmente apresentam
boa compatibilidade, alta afinidade, presenca de grupos funcionais reativos, além de
serem mesoporosos, estaveis, ndo toxicos, com capacidade de regeneragao e reutilizagao,
entre outras caracteristicas desejaveis (Zdarta et al., 2018). Nesse contexto, as
nanoparticulas magnéticas se destacam pelas seguintes vantagens: grande area de
superficie, facilidade de modificacdo superficial, praticidade de serem removidas do meio
reacional por aplicacdo de um campo magnético e podem ser reutilizados em novos ciclos
de reagao (Guo et al., 2021).

As nanoparticulas magnéticas podem ser obtidas por diferentes métodos,
como co-precipitagdo, decomposicao térmica, microemulsdo, pirdlise e liga mecanica.
Entre essas técnicas, a co-precipitagdo se destaca por sua simplicidade e possibilidade de
sintetizar 6xidos de ferros, como Fe3O4 ou Fe>Os3, a partir de solugdes aquosas contendo
ions Fe* e Fe’" (Abu-Dief; Abdel-Fatah, 2018). Apos a sintese, grupos hidroxila (-OH)
permanecem na superficie das nanoparticulas, como o FeOH que possibilitam a ligagao
com alguns grupos funcionais, favorecem a estabilidade do suporte e facilitam a posterior

imobilizacao enzimatica (Abu-Dief; Abdel-Fatah, 2018).
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Em vista disso, a combinagdo de nanoparticulas magnéticas com outros
materiais tem se mostrado uma abordagem promissora para a imobilizagdo. Serpa ef al.,
(2021) estudou a lignina extraida do bagaco de caju associada com a magnetita, obtendo
um suporte facil de ser separado do meio reacional quando lhe ¢ aplicado um campo
magnético, além de apresentar boa biocompatibilidade e baixa toxicidade.

A lignina ¢ um polimero de origem natural, podendo ser obtido a partir do
bagaco de caju, que € uma matéria prima abundante na regido do Nordeste e possui uma
estrutura tridimensional com trés grupos fendlicos: p-hidroxifenil (H), guaiacil (G) e
siringil (S) (Serpa et al., 2020; Serpa et al., 2021; Ouattara et al., 2023). Trata-se de um
composto amorfo e ramificado, que pode ser aproveitado como material de suporte para
a imobilizacao de enzimas, devido sua estrutura conter a presenga de hidroxila, hidroxila
alifatica, que podem interagir com os grupos funcionais da enzima, além de ser uma
alternativa sustentavel (Serpa et al., 2020; Serpa et al., 2021; Lima et al., 2024). Portanto,
mais pesquisas com esse material ainda sdo relevantes. A Figura 2.7 apresenta-se a
representacdo esquematica da lignina magnetizada com oOxidos de ferro (A), em
comparagdo com a imobilizacdo da lipase B de Candida antarctica (CALB) em um

suporte magnético derivado da lignina do bagaco de caju (B).

Figura 2.7 — Lignina magnetizada (A) em comparacdo com a imobilizacdo da lipase B de
Candida antarctica (CALB) em suporte magnético (B)
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Fonte: Serpa et al., (2021).
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CAPITULO 3

PRODUCAO DE ACIDOS GRAXOS LIVRES POR HIDROLISE ENZIMATICA
DE OLEOS VEGETAIS EMPREGANDO LIPASE DE Rhizomucor miehei
IMOBILIZADA EM COMPOSITO MAGNETICO DE LIGNINA DO BAGACO
DE CAJU

RESUMO

A hidrolise de triglicerideos para a obtengdo de acidos graxos livres (AGLs) ¢ uma etapa
importante para a produg@o de biolubrificantes e outros valiosos ésteres. Diante disso, o
objetivo desta parte do estudo foi avaliar a eficiéncia catalitica da lipase de Rhizomucor
miehei (RML), imobilizada em compdsito magnético de lignina do bagaco de caju, na
hidrélise dos oleos de soja, girassol, algodao e canola. O seu desempenho catalitico foi
comparado com a hidrdlise quimica. Inicialmente, foi realizada a extrag¢do da lignina do
bagaco de caju, seguida pelo processo de sintese do composito lignina-magnetita (Lig-
Mag). Posteriormente, a enzima foi imobilizada no suporte Lig-Mag, avaliando-se duas
cargas enzimaticas, 0,5 mg e 5 mg de proteina por g de Lig-Mag. Os biocatalisadores
obtidos foram nomeados de Lig-Mag RML 0.5 e Lig-Mag RML 5. Inicialmente,
estudou-se a hidrolise catalisada com a enzima na forma livre, utilizando uma
concentracao de 5% (m/v) de enzima em relagdo a massa do 6leo, correspondendo a 0,05
mg de proteinas/g de 6leo, e avaliando as razdes volumétricas de 1:1, 1:2 e 1:3 6leo/agua,
na temperatura de 50 °C, 150 rpm e nos tempos de 4 h, 12 h e 24 h. Na melhor razao
volumeétrica obtida, realizou-se as reagdes de hidrolise com os biocatalisadores Lig-
Mag RML 0.5 e Lig-Mag RML 5 por 24 h. Na hidrélise catalisada com RML na forma
livre foram obtidos rendimentos proximos a 100% na razdo de volumétrica de 1:3 dleo/
agua apds 24 h de reacdo com todos os 6leos avaliados. Os resultados obtidos com o
biocatalisador Lig-Mag RML 0.5 mostraram maiores rendimentos com os 6leos de
algoddo e canola, obtendo 54,6 + 2,4% e 40,0 + 0,8%, respectivamente. Ja com o Lig-
Mag-RML 5, a méxima porcentagem de hidrolise obtida foi com o 6leo de algodao (68,2
+ 0,5%). A hidrolise quimica apresentou resultados maiores do que com a hidrélise
enzimatica utilizando os dois biocatalisadores (Lig-Mag RML 0.5 e Lig-Mag RML 5),
com excecdo do Oleo de algoddo, em que na reacdo catalisada por Lig-Mag-LRM 5

obteve-se a maior porcentagem de hidrolise. Embora tenha-se obtidos menores
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porcentagens de hidrolise usando os biocatalisadores Lig-Mag RML 0.5 e Lig-
Mag RML 5, principalmente usando os 6leos de soja e girassol, a hidrdlise enzimatica
se destaca como uma alternativa mais sustentavel em relag@o a hidrolise quimica. Além
disso, o biocatalisador magnético possui a vantagem de ser facilmente removido do meio
reacional, apresentando potencial para gerar AGLs aplicaveis em produtos de alto valor

agregado.

Palavras-chave: Oleos vegetais; hidrolise enzimatica; lipase de Rhizomucor miehei;

lignina.

3.1 Introducao

A hidrélise de 6leos vegetais envolve a reagdo entre triglicerideos e dgua, na
presenca ou auséncia de um catalisador quimico ou bioldgico, resultando na formacgao de
acidos graxos livres e glicerol. Nesse processo, a dgua rompe as ligagdes éster dos
triacilglicerois, possibilitando a liberacdo desses produtos (Guerra et al., 2022).

Neste contexto, a hidrolise pode ocorrer por vias quimicas ou enzimatica. A
hidrélise por meio de processo quimico, ocorre inicialmente por saponificagdo do 6leo,
seguida da adicdo de 4acido cloridrico ou acido sulfurico para liberar os AGLs,
apresentando como vantagem a possibilidade de reutilizacdo de 6leos residuais. No
entanto, o uso de acidos fortes pode causar corrosao nos equipamentos, elevando os custos
operacionais do processo e exige condigdes de temperatura mais elevada. Além disso,
esses acidos representam um desafio ambiental, pois precisam ser neutralizados antes do
descarte, a fim de evitar impactos negativos ao meio ambiente (Nitbani et al., 2020;
Santos et al., 2025). Por outro lado, a hidrélise catalisada por catalisadores bioldgicos,
como as enzimas, pode ser realizada em temperaturas moderadas e ¢ considerada uma
alternativa ecologicamente correta (Nitbani et al., 2020; Santos et al., 2025).

Nesse sentido, a reagao de hidrélise catalisada com o uso de lipases tem sido
amplamente investigada, uma vez que essas enzimas sao capazes de realizar a quebra dos
triglicerideos para a obtencdo de acidos graxos livres. Microrganismos sdo excelentes
fontes de lipases, entre os quais se destaca a enzima produzida pelo fungo termofilico
Rhizomucor miehei (RML), apresentando notdvel atividade em reagdes de hidrolise

(Souza et al., 2020; Fé et al., 2024). Estudos com a RML, por exemplo, demonstraram
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sua aplicacdo na obtencao de acidos graxos livres a partir do 6leo de soja convencional e
epoxidado, obtendo resultados de hidrélise apenas com o 6leo convencional (Wang;
Schuman, 2013).

A lipase de Rhizomucor miehei (RML), em reagdes de hidrélise, pode liberar
diferentes acidos graxos (palmitico, linoleico, oleico) a depender do tipo de 6leo utilizado
(Kotogén et al., 2022). O interesse em seu estudo decorre do fato de que esses acidos
apresentam valor agregado e aplica¢do industrial, além de a RML se destacar por sua
eficiéncia catalitica e por sua seletividade na clivagem das ligagdes éster nas posigdes 1
e 3 dos triglicerideos, resultando na formagao de acidos graxos livres e monoacilglicerol
(MAG), compostos com potencial para diversas aplica¢des (Chandler, Quinlan; McNeill,
1998; Calero et al., 2014).

Os Oleos vegetais de canola, soja e girassol sdo ricos em acidos oleico e
linoleico, enquanto o 6leo de algoddo apresenta maiores teores de acido linoleico e
palmitico (Khan et al., 2022; Uppar; Dinesha; Kumar, 2024). Esses acidos podem ser
utilizados como aditivos funcionais em alimentos (Kotogan et al., 2022), além de sua
utilizagdo na producdo de biodiesel (Levy et al. 2025) e biolubrificantes (Junior et al.,
2024; Monteiro et al., 2024). Dentre os produtos reportados, destaca-se o0s
biolubrificantes, que se apresentam como uma alternativa aos lubrificantes derivados do
petroleo que quando descartados de forma incorreta causam impactos ambientais
(Pinheiro; Quina; Gando-Ferreira, 2020).

Além da escolha da aplicagdo dos Oleos vegetais e a rota de obtencdo dos
acidos graxos livres, outro aspecto relevante estd relacionado ao catalisador utilizado,
pois as enzimas em sua forma livre apresentam algumas desvantagens, como a maior
sensibilidade as variagdes do meio reacional (como temperatura e pH), além da
dificuldade de reutilizagdo em processos subsequentes (Salgado; Santos; Vanetti, 2022).
Diante disso, protocolos de imobilizacdo enzimatica tém sido estudados com o objetivo
de superar essas limitagdes, incluindo estudos usando suportes mais eficientes e obtidos
de fontes renovaveis (Serpa et al., 2021; Girao et al., 2023).

Um suporte que tem demonstrado resultados promissores na imobilizagao de
lipases ¢ o compdsito sintetizado da lignina do bagaco de caju com particulas de
magnetitas, o que torna o material magnético. Essa combinagdo permite a facil remogao
do biocatalisador do meio reacional por meio da aplicagdo de um campo magnético,
possibilitando sua reutilizacdo em novas reacdes (Serpa ef al., 2021; Girdo Neto et al.,

2023; Levy et al. 2025). No entanto, os estudos com este suporte se concentram mais nos
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processos de imobilizagao da lipase B de Candida antarctica, sendo interessante testar a
sua aplicacdo na imobilizagdo de outras fontes de lipase, bem como, que os
biocatalisadores obtidos sejam avaliados em outras sinteses como, por exemplo, na
hidrolise de triglicerideos para obter acidos graxos livres.

Portanto, este estudo tem como objetivo realizar a hidrolise enzimatica dos
Oleos vegetais de soja, girassol, canola e algoddo (devido os compostos presentes nestes
6leos apresentarem aplicabilidade em diversas industrias), utilizando um suporte
magnético derivado da lignina do bagaco de caju para a imobilizagdo da lipase
Rhizomucor miehei (RML). Busca-se comparar o desempenho da enzima imobilizada
com sua forma livre e com a hidroélise quimica, além de determinar a composi¢ao dos
acidos graxos obtidos, visando a producdo de biolubrificantes.

A novidade deste estudo reside na utilizacdo da lipase de R. miehei
imobilizada em suporte magnético obtido da lignina do bagago de caju, na hidrolise de
6leos vegetais, aliado a compara¢ao com a hidrélise quimica, evidenciando a possivel
viabilidade dos acidos graxos de serem utilizados em reacdes de esterificacdo, bem como
sua aplicacdo em outros seguimentos. A adog¢do destes materiais contribui para a
economia circular e atende aos conceitos de biorrefinaria com processos sustentaveis,
visto que no sistema nao ha aplicagdo de solventes, estando alinhado aos Objetivos de

Desenvolvimento Sustentaveis (ODS).

3.2 Metodologia
3.2.1 Materiais

A lipase de Rhizomucor miehei (RML) e o substrato p-nitrofenil butirato (p-
NPB) foram adquiridos da Sigma Aldrich, com sede em Sao Paulo, Brasil. O extrato
enzimatico apresentou uma concentracao de proteina de 1,05 mg/mL e atividade catalitica
de 204,3 U/mL. Os reagentes: acido sulfurico (95%), cloreto férrico hexahidratado
(FeCls-6H20, 97-102%), hidroxido de sodio (NaOH, 98%), hidroxido de amoénio
(NH4OH, 24-26%) e sulfato ferroso heptahidratado (FeSOa-7H20, 99%) foram
adquiridos da empresa Dindmica, também localizada em Sao Paulo, Brasil. O bagaco de
caju (CAB) empregado nos experimentos foi obtido de uma cooperativa localizada no
municipio de Pacajus, no estado do Ceara, Brasil. Os 6leos vegetais comerciais de soja,
canola, algoddo e girassol foram adquiridos em estabelecimentos do mercado local da

marca Lisa e Elogiata.

45



Capitulo 3

3.2.2 Método

3.2.2.1 Obtengdo e sintese do composito de lignina do CAB

Para a sintese do composito lignina-magnetita, inicialmente foi feita a
extracdo da lignina a partir do bagago de caju (CAB), com base no protocolo descrito por
Serpa et al. (2021). O CAB passou por um pré-tratamento acido diluido com &cido
sulfurico a 0,6 mol-L™', em que a parte so6lida foi separada da fracdo liquida por filtragao.
A fracdo solida foi submetida a um tratamento alcalino utilizando hidroxido de sodio a 1
mol-L™'. Apds esse tratamento, as fragdes liquidas e solida foram separadas por filtragao.
A fracdo solida foi destinada a outros estudos conduzidos no Laboratorio de
Bioengenharia e Valorizagdo da Biomassa e a fragdo liquida foi utilizada para recuperar
a lignina. Esse biopolimero foi precipitado por meio de um tratamento acido com acido
sulfurico 72% (v/v). Apds a precipitacao, separou-se a lignina por centrifugagdo a 4500
rpm e 4 °C durante 15 min e ap6s foi submetida a sucessivas lavagens. Por fim, a lignina
foi seca em estufa a 60 °C por 24 h.

Com a lignina seca, deu-se inicio ao processo de sintese do compdsito
seguindo a metodologia descrita por Serpa et al. (2021). Para isso, 0,6 g de lignina foram
dissolvidos em 15 mL de hidroxido de amoénio a 30% (v/v). Paralelamente, preparou-se
uma solugdo contendo sais de ferro: cloreto de ferro hexahidratado (FeCls-6H-20) e sulfato
ferroso heptahidratado (FeSOa4:7H:0), dissolvidos separadamente em agua ultrapura e
posteriormente combinados em solugdo acidificada com HCl a 5% (v/v). A solugdo de
lignina em hidréxido foi entdo adicionada lentamente a mistura de sais de ferro, e a
suspensao resultante foi submetida a sonicagdo por 15 min, e um pulso de 0.75 on, com
uma amplitude de 40%. Ap0s esse processo, a mistura foi lavada com agua ultrapura até
atingir pH neutro e, em seguida, lavada com 100 mL de metanol concentrado. O material
obtido foi seco a temperatura ambiente (25 °C) e o composito foi denominado de Lig-
Mag, o qual foi avaliado como suporte de imobilizagao.

A porcentagem de lignina extraida do bagaco de caju foi calculada com base
na Equacao 1.

massa de lignina

Rendimento (%) = ( ) x 100 (D

massa de lignina teérica
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em que Rendimento (%) corresponde a porcentagem extraida de lignina do CAB, massa
de lignina ¢ a massa (g) obtida apos a extra¢do ¢ a massa de lignina tedrica ¢ a massa (g)
de lignina que compde o CAB utilizado (composi¢ao de 35,3% m/m) (Rocha et al., 2014).

O rendimento de Lig-Mag obtido foi calculado com base na quantidade de
massa do composito obtida (g), pela quantidade de lignina utilizada inicialmente para a

sintese, com base na Equagao 2.

. Massa final do compésito
Rendimento (g) = ! Z (2)

Massa inicial de lignina

3.2.2.2 Imobilizagdo da lipase de R. miehei no Lig-Mag

Inicialmente determinou-se a concentragdo de proteinas do extrato
enzimatico pelo método de Bradford, utilizando albumina sérica bovina como padrdo
(Bradford, 1976). Com base na concentragdo de proteinas obtida, calculou-se a
quantidade exata de proteina a ser oferecida ao suporte. A carga proteica destinada a
imobilizacao foi fixada em 0,5 mg e 5 mg de proteina por g de Lig-Mag, com o objetivo
de analisar a eficiéncia de produgdo dos AGLs sob condigdes de baixa e alta carga de
biocatalisador. O processo de imobilizagdo foi realizado com base no protocolo descrito
por Moreira et al., (2020), com adaptagdes, utilizando tampao fosfato de sédio 5 mM (pH
7) a 25 °C em agitacao suave (usando um homogeneizador rotativo) por 24 h. Um ensaio
foi realizado na auséncia do suporte Lig-Mag como controle. Apos, os biocatalisadores
foram filtrados a vacuo e lavados com tampao fosfato de s6dio a 25 mM (pH 7), conforme
descrito por Girdo Neto et al. (2023). Ao final da imobilizacdo os biocatalisadores
magnético foram denominados de Lig-Mag-RML 0.5 e Lig-Mag-RML 5. As atividades

cataliticas foram determinadas conforme descrito no item 3.2.2.3.

3.2.2.3 Determinacdo da atividade enzimatica

A atividade enzimadtica inicial e remanescente no sobrenadante da RML foi
determinada por meio da auto hidrdlise do p-NPB, conforme descrito por Tsujita;
Ninomiya; Okuda (1989). Para o ensaio, foram utilizados 12,5 mL de tampao fosfato de

so6dio 25 mM (pH 7), 250 pL de p-NPB e 250 pL do sobrenadante das amostras, iniciando-
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se a reagdo de hidrolise sob agitacdo a 1000 rpm, em temperatura ambiente (25 °C).
Aliquotas da reagdo foram coletadas em intervalos determinados e transferidas para
cubetas, sendo medida em espectrofotometro (Eppendorf, Sdo Paulo, Brasil) com
comprimento de onda de 348 nm durante 5 min. Com base nas leituras de absorbancia em
func¢do do tempo, foi construida uma curva, e os valores da inclinacao da reta obtida tanto
para a auto hidrdlise (branco) quanto para as amostras de sobrenadante foram utilizados
para calcular a atividade catalitica da amostra controle ¢ do sobrenadante, conforme

descrito na Equagao 3.

(slope amostra—slope branco) x V i X D X
At = p p reacional f (3)

Venzima

em que At representa a atividade enzimdtica (U/mL); 'slope da amostra' refere-se a
inclinagdo da curva de absorbancia obtida para a amostra, enquanto 'slope do branco'
corresponde a inclinagdo referente a auto hidrolise (controle); Vieacional € 0 volume total
da solugdo utilizada na reagao (mL); D representa o fator de diluicao aplicado a amostra;
f € o fator de correcdo, cujo valor € 0,1942; € Venzima corresponde ao volume de enzima
utilizado para a determinagdo da atividade (mL).

A atividade catalitica do biocatalisador Lig-Mag RML foi determinada
conforme a metodologia descrita por Girdo Neto ef al. (2023). Para a realizagdo da reacao,
foram usados aproximadamente 0,01 g do material imobilizado, 12,75 mL de tampao
fosfato de sodio 25 mM (pH 7) e 250 puL de p-NPB. A mistura reacional foi submetida a
agitacdo de 1000 rpm, em temperatura ambiente (25 °C). Durante o processo, aliquotas
da suspensdo foram coletadas em intervalos especificos e suas absorbancias foram
registradas conforme descrito anteriormente. A atividade catalitica foi entdo calculada
pela Equagdo 4,

A __ (slope amostra—slope branco)x Vi eqcionat*f
UBiocatalisador =

(4)

Menzima

em que o termo Atpiocatatisador refere-se a atividade do biocatalisador (U/g); slope da
amostra representa o valor da absorbancia obtido no espectrofotdometro, enquanto o slope
do branco corresponde a auto hidrélise (controle); o fator /¢ um valor de corre¢ao igual
a 0,1942; Vieacionar Indica o volume total da solu¢ao (mL), e m € a massa do biocatalisador

utilizado na determinacdo da atividade (g).
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A partir das atividades enzimaticas, iniciais € a apos o processo de imobilizagao,

determinou-se o rendimento de imobilizagdo conforme a Equagao 5,

R (%) — (Atinicial _Atépos imobilizagéo) X 100 (5)

Atinicial

R(%) representa a porcentagem de rendimento da imobilizagdo. Atinicial
corresponde a atividade enzimdtica do controle (U/mL), enquanto Atapss a imobilizacio refere-
se a atividade enzimatica presente no sobrenadante da solugdo apds o processo de
imobilizacdo (U/mL).

A partir das Equacdes 6 e 7, foi calculado a eficiéncia de imobilizagdo com a
equagao 8, que corresponde a quantidade de enzima foi fixada ao suporte durante o

processo de imobilizagao.

_ Atop X Vyeacional
Atofereada " Massa do suporte (6)
Attesrica = Atoferecida X R(%) (7
E (%) — (AtBZ)CdtalisadOT) X 100 (8)
tresrica

em que E (%) corresponde a eficiéncia de imobilizagdo em porcentagem, Atp;ocatatisador
corresponde a atividade do biocatalisador apos a imobilizagdo € o termo Atiesrica
corresponde a atividade oferecida multiplicado pelo rendimento € a Atyferecida € @
atividade inicial (controle enzima livre) multiplicado pelo volume da solucao total (mL)
(enzima, suporte e tampao) e massa do suporte e a quantidade (g) de suporte € adicionada

a solucao.

3.2.2.4 Hidrolise enzimdtica dos oleos vegetais (canola, algoddo, girassol e soja)

A reagao de hidrélise enzimatica foi realizada com base em Fé et al. (2024), com
adaptacdes. A reacdo foi conduzida usando os 6leos vegetais de soja, girassol, canola e
algoddo, separadamente, avaliando-se as razdes volumétricas de 1:1, 1:2 e 1:3 de dleo/
agua (volume das solugdes fixo em 10 mL). Inicialmente os experimentos foram
realizados com a enzima RML na sua forma livre. A quantidade de enzima livre utilizada

foi de 5% (m/v) em relagdo a massa dos 6leos vegetais, correspondendo a 0,05 mg de
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proteina por g de 6leo para trés razdes volumétricas, na temperatura de 50 °C e 150 rpm,
avaliando-se os tempos de 4 h, 12 h e 24 h. Como controle, foi realizada uma reacdo
contendo apenas 0leo e 4gua, mantida sob as mesmas condi¢des experimentais das demais
reagoes. As reacdes foram interrompidas pelo aquecimento em banho termostatico por 5
min, para desnaturacdo da enzima na temperatura de 90 °C. Apos, agua a 60 °C foi
adicionada, conforme a massa de 6leo de cada razdo volumétrica. A mistura resultante foi
submetida a separagdo de fases utilizando um funil de separagdo. O teor de acido graxo
na fase oleosa foi analisado por titulagdo, baseando-se no método Ca 5a-40 (AOCS,
1998), que consiste na titulagdo acido-base utilizando NaOH (0,1 mol-L™") previamente
padronizado como titulante. A porcentagem de hidrdlise foi obtida com base na Equagao

9,

Hidrélise (%) = VX MNaoH ;AZ(A’;écidosgraxos % 100 9)

em que Hidrdlise (%) representa a porcentagem de hidrdlise; V correspondem,
respectivamente, ao volume de NaOH consumido na titulagdo das amostras do inicio e
do final do processo de hidrélise, em mL; Mnaon € a concentragao da solugao de NaOH,
0,1 mol/L; MMacidos graxos corresponde a massa molar média dos acidos graxos (g/mol), a
qual varia conforme o tipo de oleo utilizado. Esse valor foi estimado com base na
composicao dos acidos graxos obtidos por hidrolise quimica, permitindo a posterior
comparagdo dos dados por cromatografia gasosa (CG). Foram adotados os seguintes
valores: 274,89 g/mol para os acidos do 6leo de algodao, 278,67 g/mol para o 6leo de
canola, 280,03 g/mol para o 6leo de girassol e 278,4 g/mol para o 6leo de soja; m € a
massa da amostra utilizada na titulagdo (g); e f representa a fracdo do 6leo utilizada no
inicio da reagao.

Para avaliar a hidrélise enzimatica utilizando a RML imobilizada em Lig-Mag,
foram adotadas as condigOes ideais previamente determinadas com a enzima em sua
forma livre, tendo em vista que foram condig¢des que propiciaram altos rendimentos de
hidrolise. Nestas reagdes avaliou-se os biocatalisadores obtidos com carga de 0,5 mg e de
5 mg de proteina por g de Lig-Mag, denominados de Lig-Mag-RML 0.5 e Lig-Mag-
RML 5. A quantidade fixa de biocatalisador utilizada foi de 3% (m/v), e as reagdes foram
conduzidas por 24 h.

Os ensaios foram realizados em triplicata, e os resultados foram expressos

como a média, desvio padrao e com andlise estatistica pelo teste de Tukey.
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3.2.2.5 Hidrdlise quimica dos oleos vegetais (canola, algodao, girassol e soja)

A hidrolise quimica dos 6leos vegetais foi realizada com base no método
descrito por Bart et al. (2010), com adaptagdes. A etapa inicial consistiu em uma reagao
de saponificacdo, realizada separadamente com os oleos de algodao, girassol, soja e
canola. Os ensaios foram conduzidos utilizando uma concentragdo de 30,7% (m/v) do
0leo vegetal, solugdo aquosa de NaOH (2 mol-L™), correspondendo a 55,4% (v/v) da
mistura reacional e 13,9% (v/v) de etanol com concentracao 95% (v/v) (para solubiliza¢ao
dos triglicerideos), sob temperatura de 50 °C, agitagcdo de 150 rpm e tempo de 24 h. Apos
esse periodo, foi adicionado 11,8% (v/v) de HCI concentrado a mistura, que entdo foi
mantida nas mesmas condigdes por mais 1 h. Ao final, a solugdo foi transferida para um
funil de separagdo e a fase oleosa foi coletada para posterior andlise por titulagdo e
cromatografia gasosa (CG). O método e a equacdo para determinar a porcentagem de

hidrolise quimica foram os mesmos empregados na hidrolise enzimética (Topico 3.2.2.4).

3.2.2.6 Preparagdo dos dcidos graxos obtidos da hidrolise quimica e enzimatica para

analise de Cromatografia Gasosa (CG)

Para identificar os acidos graxos formados durante a reagdo da hidrdlise
enzimatica, estes foram convertidos em ésteres metilicos, conforme o método descrito
por Levy et al., (2025). Inicialmente, 100 mg do acido graxo foi colocado em um tubo
falcon de 50 mL e adicionado 3 mL de hexano (grau CG). Em seguida, 4 mL de solucao
de hidroxido de so6dio 0,5 mol/L em metanol foram adicionados. A mistura foi submetida
a aquecimento em banho-maria a 68 °C até a solugdo se tornar transparente. Apds essa
etapa, 5 mL da solucdo esterificante (preparada com 10 g de NH4Cl, 300 mL de metanol
e 15 mL de H>SOs) foram adicionados. A mistura foi agitada em vortex por 30 s e
posteriormente aquecida na mesma condicdo inicial. Apos, o tubo foi resfriado em agua
corrente. Em seguida, 4 mL de solugao de cloreto de sddio foram adicionados, € a solugao
foi vigorosamente agitada em vortex por 30 s. Depois, 3 mL de hexano grau CG foram
incorporados e novamente agitados. A mistura foi entdo transferida para um funil de
separacao para permitir a separacao das fases. O sobrenadante foi diluido com 1 mL de
hexano grau CG. Por fim, a amostra foi analisada por cromatografia gasosa (CG),

conforme descrito no item 3.2.2.7.
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3.2.2.7 Determina¢do da composicao de acidos graxos de Oleos vegetais por

cromatografia gasosa (CG)

Os ésteres metilicos de acidos graxos resultantes da hidrolise quimica e
enzimatica foram analisados por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (GC-MS) utilizando um cromatografo a gas Agilent 7890B (Agilent
Technologies, Santa Clara, EUA) equipado com um detector de massas quadrupolo MSD-
5977A. Hélio foi utilizado como gés de arraste em uma coluna HP-5MS (30 m X 0,25
mm X 0,25 pum, Agilent). As temperaturas do injetor e do detector foram ajustadas para
250 °C e 150 °C, respectivamente. O tempo total de corrida foi de 33,7 min, iniciando a
35 °C com uma rampa de temperatura de 15 °C/min até 180 °C, seguida de 5 °C/min até
250 °C, mantida por 10 min. Os compostos foram identificados comparando seus padrdes
de fragmentacdo em massa com o banco de dados NIST 2.0. Os indices de reteng¢do foram
calculados usando uma série de n-alcanos (C-—Cao) € comparados com valores relatados

na literatura (NIST, 2018).

3.2.3 Analise estatistica

Os resultados obtidos foram analisados estatisticamente por analise de
variancia (ANOVA), utilizando o teste de Tukey (One-Way ANOVa), com base no valor
de p com intervalos de minimos de diferencas significativas e determinado pelo nivel de

significancia de 5% (p < 0,05).

3.3 Resultados e Discussoes

3.3.1 Rendimento de extracdo da lignina e do compdosito Lig-Mag

A quantidade de lignina extraida do bagago de caju (CAB) apds o tratamento
acido/alcalino foi de 0,22 g por g de bagaco seco. De acordo com a composic¢do relatada
por Rocha et al. (2014), a lignina representa aproximadamente 33,6% e 35,3% (m/m) do
CAB. Com base nesses dados, a eficiéncia de extracao foi estimada em 62,34%.

A quantidade total do composito (Lig-Mag) obtido apds a etapa de

magnetizacdo foi de 1,35 g por grama de lignina, o que ¢ consistente com os valores

52



Capitulo 3

relatados por Levy et al. (2025), que empregaram um procedimento de magnetizagao
semelhante. A Figura 3.1 exibe o comportamento do composito Lig-Mag sendo atraida

pela agao de um campo magnético.

Figura 3.1 — Composito Lig-Mag com acdo magnética

Fonte: Elaborada pela autora.

3.3.2 Imobilizacao da lipase RML no suporte Lig-Mag

A Tabela 3.1 apresenta os parametros de imobilizagao da enzima Rhizomucor
miehei no Lig-Mag, demonstrando um rendimento de imobilizagao de 99,78%, usando
uma carga de proteina de 0,5 mg por g de suporte, com eficiéncia de 15,2%. Para a carga
enzimatica de 5 mg de proteina o rendimento de imobilizacao foi de 49,4% e eficiéncia
de 19,3%, pela andlise estatistica ndo teve diferencas significativa entre as duas

eficiéncias analisadas.

Tabela 3.1 — Parametros do processo de imobilizacdo da lipase Rhizomucor miehei no
compdsito Lig-Mag em tampao fosfato de sodio 5 mM (pH 7) por 24 h

Carga enzimatica  Carga enzimatica de

Parametro de imobilizacao de 0,5 mg de 5 mg de proteina por
proteina por g de g de suporte
suporte
Rendimento (%) 99,7+ 0,1* 49,4 + 0,2
Atividade oferecida (U/g) 97,2 + 0,5% 5272+ 1,7°
Atividade do biocatalisador (U/g) 14,7 + 2,8° 50,5+ 1,3°
Eficiéncia (%) 15,2 + 3,17 19,3 £ 0,5%

* As letras representam o resultado da analise estatistica de Tukey (p < 0,05) por pardmetro, ¢ letras
diferentes indicam diferenca significativa.
Fonte: Elaborada pela autora.
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A parcial imobilizagao utilizando uma carga de proteina maior se deve a
possivel saturacao do Lig-Mag nas condi¢des de ensaio. Resultados semelhantes também
foram observados em estudos realizados por Girdo Neto et al. (2023), empregando a
lipase B de Candida antarctica, no qual quando se aumentou a carga de enzima oferecida
ao suporte houve uma diminuigao da eficiéncia de imobilizagdo. Esse comportamento de
reducdo utilizando uma concentracdo maior de enzima também foi observado
imobilizando a enzima em outros tipos de suporte. Fernandez-Lopez et al. (2017), por
exemplo, ao imobilizarem a lipase Rhizomucor miehei em esferas de octil agarose com
uma carga de 7 mg/g de suporte, observaram uma atividade significativamente menor
(17,9 £ 0,8 U/g) em comparagdo a obtida com uma carga mais baixa de 1 mg/g (65,8 +
2,0 U/g). Nessa imobilizagdo com esferas de octil agarose, a redugdo observada foi
atribuida a limitag¢des difusionais, que ocorrem quando o excesso de enzima dificulta o
acesso do substrato aos centros ativos.

No presente estudo, ao utilizar o composito Lig-Mag, ndo foi observada
reducdo na atividade catalitica utilizando uma carga mais elevada de enzima. Esse
resultado ¢ atribuido ao uso de nanoparticulas, cuja pequenas dimensdes favorecem o
acesso do substrato aos centros ativos (Moreira et al., 2020). Com isso, avaliou-se o
desempenho de ambos biocatalisadores (Lig-Mag RML 0.5 e o Lig-Mag RML 5), nas
reagoes de hidrodlise para obtencao de acidos graxos livres dos 6leos vegetais de canola,
girassol, soja e algoddo, com o objetivo de determinar qual o biocatalisador mais eficaz

na produ¢ao dos AGL.

3.3.3 Reacoes de hidrdlise enzimdtica com a enzima livre e imobilizada

3.3.3.1 Ensaios com a enzima livre

A Figura 3.2 apresenta o perfil de rendimento de 4cidos graxos livres obtidos a
partir dos 6leos vegetais de canola (Fig. 3.2A), soja (Fig. 3.2B), girassol (Fig.3.2C) e
algoddo (Fig. 3.2D), usando como catalisador a enzima RML na forma livre. Entre as
diferentes razdes volumétricas avaliadas, a proporcao de 1:3 (6leo/ agua) se destacou com
todos os dleos, alcancando conversdes proximas de 100%. Esses resultados indicam uma

excelente eficiéncia na produg¢do de acidos graxos livres utilizando a RML.
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Figura 3.2 — Porcentagem de hidrélise obtidos nas reagdes usando dleo de canola (A),
soja (B), girassol (C) e algodao (D), catalisadas por RML na forma livre, a diferentes
razoes volumétricas 0leo/agua de 1:1 (m); 1:2 (®) e 1:3 (4). Temperatura de 50 °C, 150
rpm e 0,05 mg de proteinas por g de 6leo. As linhas representam uma linha de tendéncia
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Fonte: Elaborada pela autora.

Os resultados mostram que, com o aumento da quantidade de 6leo, ocorre
uma reducdo na formacdo de acidos graxos livres, como observado na razdo de 1:1
(0leo/agua), que apresentou menores valores de hidrolise quando comparada as razdes de
1:2 e 1:3. Esse comportamento esté relacionado a coalescéncia das goticulas de 6leo, que
reduz a area interfacial da emulsdo e, consequentemente, dificulta a interacdo da enzima
com o substrato (Avelar et al., 2013; Santos et al., 2013).

A lipase de Rhizomucor miehei (RML) ¢ uma enzima 1,3-especifica, sendo
esperado um rendimento tedrico maximo de aproximadamente 66% de hidrolise. No
entanto, valores superiores a esse limite podem ser atribuidos a ocorréncia de migragao
de acila, um processo no qual ha a transferéncia espontaneo do grupo acila da posi¢ao sn-
2 para as posi¢des sn-1 ou sn-3. Esse fendmeno explica as elevadas porcentagens de
hidroélise observadas nas razdes de 1:2 e 1:3, onde os valores de hidrolise foram proximos

de 100% (Banerjee et al., 2013). Indicando que na razdo volumétrica de 1:1 houve
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hidrélise total e nas razdes de 1:2 e 1:3, podendo ter ocorrido uma producdo de
intermedidrios como monoacilglicerol (MAG) e diacilglicerol (DAG).

Contudo, narazao de 1:3 6leo/agua, a quantidade de dgua ¢ trés vezes superior
a de o6leo, o que sugere uma influéncia da concentracdo de adgua no processo. Esse
comportamento também foi observado por Guerra et al. (2022), que relataram um
aumento na taxa de hidrdlise com o aumento da concentragdo de agua. No entanto, os
autores também destacam que um excesso de agua pode causar uma redugao na produgdo
dos AGLs, devido haver uma diminuicdo da hidrofobicidade do meio reacional,
comprometendo a ativacdo interfacial da lipase. Rodrigues e Ayub (2011) observaram
também uma alta porcentagem de hidrolise na razdo de 1:3 6leo/agua utilizando a RML,
assim como também identificaram que um aumento da quantidade de agua diminuia a
quantidade de produto formado.

A Figura 3.2A apresenta a porcentagem de hidrélise do 6leo de canola, na
qual ¢ possivel observar o aumento de formacdo de acidos graxos ao longo do tempo.
Apo6s 12 h de reagdo, a conversdo na razao 6leo/agua de 1:3 j& ultrapassava 80 + 0,4%.

A Figura 3.2B mostra a porcentagem de hidrélise do 6leo de soja. No tempo
de 12 h de reacdo, nas razdes volumétricas de 1:2 e 1:3 o6leo/dgua, a porcentagem
hidrolisada estava proxima de 90 + 0,3%, tendo um aumento apenas na razao de 1:3 ao
final das 24 h.

O ¢6leo de canola, em comparagdo ao 6leo de soja, apresentou diferenca nos
valores de hidrolise nas razdes 6leo/agua de 1:2 e 1:3 ap6s 24 h de reagdo. Ja para o 6leo
de soja, os valores nestas razdoes foram proximos. Isso esta relacionado a forma como o
0leo se dispersa na agua e ao acesso das moléculas de dgua a interface, sugerindo que
nem sempre o aumento da quantidade de 4gua melhora a conversao (Filipe et al., 2021).

A Figura 3.2C apresenta a formagdo de acidos graxos a partir do 6leo de
girassol. Observa-se que, nas primeiras 12 h de reagdo, a porcentagem hidrolisada era
relativamente baixa em comparacao aos Oleos de soja (Fig. 3.2B) e canola (Fig. 3.2A),
apresentando um aumento apds esse periodo. Na razao volumétrica de 1:1 (6leo: agua), a
porcentagem produzida de 4dcidos manteve-se constante e inferior em relagdo as demais
propor¢des avaliadas.

A Figura 3.2D corresponde a porcentagem de hidrolise utilizando o 6leo
comercial de algoddo. Na razdo de 1:3 6leo/agua, a porcentagem de hidroélise ultrapassou

90 £ 0,9% ja nas primeiras 12 h de reagdo e permaneceu constante até as 24 h. Nessa
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reacdo o equilibrio ¢ atingido em 12 h, apresentando uma influéncia do aumento da
quantidade de agua.

Todos os 6leos analisados apresentaram elevada taxa de hidrolise ao final das
24 h, com valores proximos de 100%. Nas outras razdes avaliadas como, por exemplo,
1:1 oleo/agua, as porcentagens de hidrolise sdo mais baixas, o qual estes resultados
mostram claramente que o aumento da proporg¢ao de 6leo no meio de reacao pode resultar
na formagdo de goticulas com menor area (agregacao de moléculas de 6leo) ou drastica
redu¢do de pH no meio (elevada concentracdo de AGL liberados no meio) podendo
interferir na atividade da enzima. Crooks et al. (1995), estudaram o efeito do pH em
reacdes de hidrolise utilizando a RML, encontrando uma atividade méxima em pH = 7,5.

Com base nos resultados obtidos com a enzima na forma livre, que
permitiram determinar a melhor razdo 6leo/dgua e o tempo 6timo de reagdo, selecionou-
se as seguintes condicdes: razdo volumétrica de 1:3 (v/v) (Razdo na qual pode ter ocorrido
a formagao de produtos intermediarios) e tempo de 24 h, para avaliar os biocatalisadores
Lig-Mag RML 0.5 e Lig-Mag RML 5 nas reagdes de hidrélise, simultaneamente

comparar os resultados com a hidrélise quimica.

3.3.3.2 Comparagdo da hidrolise enzimatica com a hidrdlise quimica

A Figura 3.3 apresenta as porcentagens de hidrolise do dleo de algodao (Fig. 3.3
A), soja (Fig. 3.3 B), canola (Fig. 3.3 C) e girassol (Fig. 3.3 D), obtidas nas rea¢des usando
os biocatalisadores Lig-Mag RML 0.5 e Lig-Mag RML 5, em comparagdo com as
porcentagens de hidrolise obtidas no processo quimico (comparagao entre um processo
homogéneo com um heterogéneo). As maiores porcentagens de hidrolise foram
observadas com os 6leos de algodao e canola, enquanto o 6leo de soja e girassol
apresentaram as menores taxas de producdo dos 4cidos, utilizando os biocatalisadores

imobilizados.
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Figura 3.3 — Comparagao entre a hidrdlise catalisada pela enzima na forma livre (EL) e
imobilizada (Lig-Mag RML 0.5 e Lig-Mag RML 5) com a hidrélise quimica (HQ) para
obtengdo de acidos graxos livres usando o 6leo de algodao (A), canola (B), girassol (C) e
soja (D). Condigdes: Temperatura de 50 °C, agitacdo de 150 rpm e tempo de reagdo de 24
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A Figura 3.3A apresenta a hidrolise a partir do 6leo de algoddo, nela observa-se

que na reagdo usando Lig-Mag RML 0.5, a porcentagem de hidrolise foi de 54,6 +

2,4%, enquanto na reagao catalisada por Lig-Mag RML 5 foi de 68,2 + 0,5%, superior

ao valor obtido com a hidrélise quimica (62,2 + 1,7%) e pela andlise de estatistica ndo

apresentam diferencas significativas. Esses resultados sdo explicados pela composicao do

6leo de algoddo que com base na literatura um dos compostos majoritarios € o acido

palmitico, o qual a RML apresenta afinidade (Thompson et al., 2019 ; Ghide et al., 2022).

Na Figura 3.3B mostra a porcentagem de hidrélise com o 6leo de canola, nela

utilizando o Lig-Mag RML 0.5 foi obtido 40 +0,8% e com o Lig-Mag RML 5 de 53,4

+ 1,4%, sendo inferior a hidrélise quimica, que se obteve 70,5+ 2,8%, contudo a enzima
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na forma livre obteve porcentagem de producdo de 4cidos, com valores proximos de
100%.

A Figura 3.3C apresenta os resultados obtidos com o dleo de girassol, cuja
porcentagem de hidrdlise obtida da reagdo catalisada por Lig-Mag RML 0.5 foi de 29,5
+ 2,9% e com o Lig-Mag RML 5 de 45,3 + 1,9%, sendo também inferior a hidrolise
quimica com porcentagem de hidrolise de 60,9 +0,6%.

Por fim, a Figura 3.3 (Fig. 3.3D) apresenta os resultados da porcentagem de
hidrolise utilizando o 6leo de soja. Observa-se que o biocatalisador Lig-Mag RML 0.5
proporcionou um valor de hidrélise superior ao do Lig-Mag RML 5, com porcentagens
de 37,2 + 1,9% e 28,9 £ 0,4%, respectivamente. No entanto, a hidrolise quimica
apresentou um desempenho ainda maior, atingindo 63,7 = 0,8%.

A partir dos resultados obtidos com a hidrdlise quimica e hidrolise enzimatica,
observou-se que a hidrélise quimica (homogénea) apresentou maiores porcentagens de
hidrolise quando em comparacdo com a hidrélise enzimatica utilizando o Lig-
Mag RML 0.5eo0Lig-Mag RML 5 (catdlise heterogénea), com os 6leos de soja, canola
e girassol. Neste caso a enzima na forma imobilizada foi mais seletiva e com isso
promoveu um maior rendimento utilizando o 6leo de algodao.

No 6leo de algodao, os acidos graxos majoritario sdo o acido linoleico e
palmitico (Khan ef al., 2022). A composi¢ao do 6leo influencia diretamente nas taxas de
producdo de 4cidos graxos, uma vez que, segundo dados da literatura, a RML apresenta
afinidade pelo acido palmitico, um dos principais compostos presente neste 6leo, o que
pode explicar os resultados obtidos no presente estudo, principalmente com os
biocatalisadores Lig-Mag RML 0.5 e Lig-Mag RML 5, onde a enzima foi mais
seletiva. Ghide ef al. (2022) demonstraram essa afinidade ao utilizarem a RML
imobilizada em nanotubos de carbonos magnéticos para a sintese de lipideos estruturados
ricos em acido palmitico, obtendo 93,46% desse 4cido graxo na composi¢ao dos lipideos.

Quando em comparagdo a hidrélise quimica com a hidrdlise utilizando a
enzima na forma livre as porcentagens de hidrolise foram maiores com todos dos 6leos
(canola, soja, girassol e algodao) e com valores proximos de 100%. A enzima na forma
livre apresenta maior facilidade de acesso ao substrato, por ndo ter barreiras. Em
contrapartida, na forma imobilizada, a catalise pode ser limitada por efeitos de
transferéncia de massa e difusdo, o que reduz a eficiéncia de conversdo e,

consequentemente, o rendimento dos produtos (Sheldon; Van Pelt, 2013). Além disso, a
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diferenca na concentragdo de proteinas ativa na forma livre e imobilizada também pode
impactar na hidrolise dos produtos.

Ao utilizar o Lig-Mag RML 0.5, as porcentagens de hidrolise obtidas foram
proximas as alcangadas com o Lig-Mag RML 5, com alguns dos 6leos e apresentando
um valor mais elevado nos ensaios com o 6leo de soja. Isso mostra que o uso de uma
carga menor de biocatalisador pode ser mais eficiente e economica. Nas condi¢des
testadas, o biocatalisador com maior carga de proteina (5 mg g!) pode ter restringido o
acesso das gotas de 6leo ao seu microambiente, enquanto a menor carga (0,5 mg g)
favoreceu um acesso mais satisfatorio, resultando em melhor desempenho. Assim,
estudos futuros de reuso do biocatalisador em sucessivas bateladas serdo realizados
utilizando uma baixa carga inicial de lipase.

De modo geral, o biocatalisador imobilizado apresentou bom desempenho. Pois,
foi possivel observar a produgdo de acidos graxos nas duas cargas de proteina analisada,
especialmente com os 6leos de algoddo e canola, o que evidencia sua eficiéncia no
processo e os biocatalisadores imobilizados no suporte magnético apresenta a vantagem
de facilmente ser removido do meio reacional. Além disso, a hidrdlise enzimatica tem a
vantagem de dispensar o uso de reagentes mais agressivos, contribuindo para um processo

mais sustentavel e menos agressivo ao meio ambiente.

3.3.3.3 Comparagdo dos acidos graxos formados na hidrolise enzimatica e quimica

Apds a comparacdo das eficiéncias de hidrolise, a composi¢do dos acidos
graxos obtidos foi avaliada para melhor compreender a seletividade de cada processo. A
Tabela 2 resume a composi¢do de acidos graxos livres obtida por hidrélise enzimatica
(enzima livre, Lig-Mag RML 0,5 e Lig-Mag RML _5) em comparacdo com a hidrolise

quimica do dleo de algodado, determinada por cromatografia gasosa.
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Tabela 3.2- Composicao percentual de acidos graxos livres derivados do 6leo de algodao.
Hidrolise enzimatica em comparac¢ao com a hidrélise quimica

Hidrdlise enzimatica Hidrdlise
Compostos Livre Lig- Lig- Quimica
(%) Mag RML_0,5S Mag RML 5 (%)
(%) (%)
Acido linoleico 48,04 46,29 46,03 49,6
(C18:2)
Acido palmitico 25,31 25,4 24,7 25,7
(C16:0)
Acido oleico 22,00 22,91 22,78 19,7
(C18:1)
Acido estearico 3,32 3,81 4,19 2.9
(C18:0)
Acido miristico 0,77 0,79 0,87 -
(C14:0)
Acido palmitoleico 0,28 0,40 0,46 -
(C16:1)
Acido cis-10- 0,16 0,21 0,24 -
nonadecendico
(C19:1)
Acido araquidico 0,13 0,21 0,26 -
(C20:0)
Acido elaidico - - - 2,1
(C18:1)

Fonte: Elaborado pela autora.

Para o 6leo de algodao, os principais 4cidos graxos identificados na hidrolise
quimica foram o 4cido linoleico (49,6%), o acido palmitico (25,7%) e o &cido oleico
(19,7%). Esses mesmos constituintes também foram detectados na hidrolise enzimatica.
Além disso, a hidrolise enzimatica, tanto na forma livre quanto imobilizada, permitiu a
deteccdo de 4cidos graxos adicionais, como o &cido araquidico, o acido cis-10-
nonadecendico, o acido palmitoleico e o acido miristico. De acordo com a literatura, o
oleo de algoddo ¢ composto predominante por acido linoleico (52,8%), seguido por acido
palmitico (25,5%) e acido oleico (16,4%) (Kaur et al., 2025). No geral, ambas as rotas de
hidrélise permitiram a recuperacdo dos principais acidos graxos; no entanto, a hidrolise
enzimatica apresentou maior seletividade, conforme sugerido pelos resultados discutidos
na se¢ao anterior.

O oleo de algoddo contém uma mistura de acidos graxos saturados,
monoinsaturados e poli-insaturados, sendo o acido linoleico o principal componente.
Devido ao teor relativamente alto de acidos graxos saturados, como os acidos palmitico

e estearico, esses compostos podem solidificar parcialmente a temperatura ambiente
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(Salih; Salimon, 2021). Além disso, a presen¢a de ligacdes insaturadas aumenta a
suscetibilidade a oxidagdo, o que influencia a estabilidade e a qualidade do 6leo (Salih;
Salimon, 2021).

O é4cido elaidico foi detectado apenas na hidrolise quimica, ndo sendo
formado durante a hidrolise enzimatica. Esse comportamento pode estar relacionado a
seletividade e especificidade da RML, que hidrolisa e libera preferencialmente acidos
graxos com configuragdo cis, como o acido oleico, destacando a estereosseletividade do
sistema enzimatico. Nesse contexto, Borgdorf e Warwel (1999) investigaram a
seletividade de lipases, como a de Mucor miehei frente aos acidos 9-octadenoicos nas
configuragdes cis/trans, identificando que essas enzimas catalisam as reagdes muito mais
rapido com acido oleico (cis) do que com o acido elaidico (trans).

Além disso, os residuos de aminoacidos presentes no sitio ativo das lipases
desempenham papel fundamental na seletividade da hidrélise enzimatica, ao promoverem
a clivagem da ligacao éster (Bartlett ef al., 2002; Ribeiro ef al., 2011). O microambiente
catalitico formado por esses residuos orienta o substrato e estabiliza o estado de transi¢do
da rea¢do, a0 mesmo tempo em que pode impedir rearranjos estruturais da cadeia
carbonica, como a isomerizagao cis/trans (Mozhaev et al., 1988; Assis et al.,2010). Dessa
forma, diferentemente da hidrolise quimica, a hidrdlise enzimatica com a lipase de
Rhizomucor miehei ndo favoreceu a formagao do acido elaidico. Em concordéancia, Cheng
et al. (2018) demonstraram, por meio de estudos experimentais € computacionais, que a
isomerizagdo do acido oleico (cis) para seu isomero 4acido elaidico (trans) ¢ favorecida
sob condi¢des reacionais rigorosas, como a empregada na hidrolise quimica.

A Tabela 3 resume a composicao de acidos graxos obtida a partir da hidrdlise
enzimatica e quimica utilizando 6leo de canola. A hidrélise quimica resultou em um alto
teor de acido oleico (67,9%), seguido pelo acido linoleico (18,6%), um perfil também
observado na hidrolise enzimadtica. Esses resultados sdo consistentes com relatos da
literatura que indicam que o 6leo de canola € rico em &cidos oleico e linoleico (Biyouk et

al., 2020; Oliveira et al., 2024).
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Tabela 3.3 -Composicao percentual de acidos graxos livres derivados do 6leo de canola.
Hidrolise enzimatica em comparac¢ao com a hidrélise quimica

Hidrolise enzimatica Hidrolise
Compostos Livre Lig- Lig- Quimica
(%) Mag RML 0,5 Mag RML 5 (%)
(%) (%)
Acido palmitoleico 0,13 0,18 0,21 -
(C16:1)
Acido palmitico 6,43 7,03 6,80 5,1
(C16:0)
Acido linoleico 20,25 21,46 22,09 18.6
(C18:2)
Acido oleico 68,8 66,22 65,09 67,9
(C18:1)
Acido estearico 2,90 3,13 3,39 2,6
(C18:0)
Acido 11- 0,87 1,16 1,40 0,76
eicosenodico
(C20:1)
Acido araquidico 0,50 0,62 0,75 0,46
(C20:0)
Acido elaidico - - - 5,1
(C18:1)

Fonte: Elaborado pela autora.

A hidroélise enzimatica demonstrou seletividade, pois, além de produzir os
principais acidos graxos, permitiu a detecgdo de compostos minoritarios, como o acido
palmitoleico. Em contraste, a hidrolise quimica levou a formacdo de acido elaidico,
provavelmente devido as condi¢des de reacdo mais severas. Esses resultados estdo de
acordo com a literatura sobre a composi¢ao do 6leo de canola, que ¢ predominantemente
formado por acidos graxos monoinsaturados, especialmente o 4cido oleico (Khattab et

al., 2012).

A Tabela 3.4 resume a composi¢do de acidos graxos obtida a partir da
hidrélise do oleo de soja. A hidrélise quimica rendeu uma mistura com 49,43% de acido
linoléico e 33,16% de acido oleico, enquanto a hidrélise enzimatica produziu valores
semelhantes, consistentes com dados da literatura que indicam que o 6leo de soja € rico

nesses acidos graxos (Silva et al., 2021).
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Tabela 3.4 — Composicao percentual de acidos graxos livres derivados do 6leo de soja.
Hidrolise enzimatica em comparac¢ao com a hidrélise quimica

Hidrolise enzimatica Hidrolise
Composto Livre Lig- Lig- Quimica
(%) Mag RML 0,5 Mag RML 5 (%)
(%) (%)
Acido palmitico 13,38 13,88 13,53 11,98
(C16:0)
Acido linoleico 45,99 45,18 45,07 49 43
(C18:2)
Acido oleico 33,74 33,22 34,19 33,16
(C18:1)
Acido estearico 6,11 6,59 6,20 5,44
(C18:0)
Acido 9-eicosendico 0,16 0,23 0,22 -
(C20:1)
Acido araquidico 0,31 0,41 0,36 -
(C20:0)
Acido behénico 0,24 0,35 0,29 -
(C22:0)

Fonte: Elaborado pela autora.

A Tabela 3.5 apresenta o perfil de &cidos graxos obtido a partir da hidrolise
do 6leo de girassol, mostrando 47,15% de 4cido linoleico e 41,97% de é4cido oleico para
a hidrélise quimica, e valores semelhantes para a hidrolise enzimatica (por exemplo,
45,24% usando a RML livre). Esses resultados sdo consistentes com a literatura, que

relata o 6leo de girassol como rico em &cidos linoleico e oleico (Khan et al., 2022).
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Tabela 3.5 — Composi¢ao percentual de acidos graxos livres derivados do dleo de girassol.
Hidroélise enzimatica em comparagao com a hidrolise quimica

Hidroélise enzimatica Hidroélise
Composto Livre Lig- Lig- Quimica
(%)  Mag RML 0,5 Mag RML 5 (%)
(%) (%)
Acido palmitico 7,82 8,30 7,71 6,16
(C16:0)
Acido linoleico 45,24 43,73 42,44 47,15
(C18:2)
Acido oleico 40,58 40,98 42,84 41,97
(C18:1)
Acido estearico 5,57 5,74 5,88 4,73
(C18:0)
Acido 9-eicosendico 0,16 0,23 0,25 -
(C20:1)
Acido araquidico 0,20 0,26 0,20 -
(C20:0)
Acido behénico -
(C22:0) 0,43 0,64 0,54

Fonte: Elaborado pela autora.

De modo geral, os perfis de 4cidos graxos obtidos por hidrolise enzimatica e
quimica s3o consistentes com a composi¢do natural dos respectivos Oleos vegetais,
confirmando que ambos o0s processos recuperaram efetivamente os principais
componentes. No entanto, a hidrélise enzimatica demonstrou maior seletividade,
particularmente por evitar a formagdo de compostos indesejaveis, como acidos graxos
trans (por exemplo, acido elaidico), que podem ser gerados em condi¢des quimicas. Essas
diferengas reforcam a influéncia do tipo de catalisador na qualidade do produto, além da
eficiéncia de conversdo e das vantagens em termos de seletividade e qualidade do
produto, que sdo essenciais para aplicacdes de alto valor agregado.

Os acidos graxos presentes nos oleos vegetais possuem uma diversidade de

aplicagdes industriais. Nas industrias alimenticia e cosmética (Ojha et al., 2024; Kunik et
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al., 2022), eles podem ser usados como ingredientes funcionais devido as suas
propriedades nutricionais e fisico-quimicas. No setor de energia, esses acidos sdo
precursores valiosos para a producdo de biodiesel e biolubrificantes (Filon, Anastopoulos
e Karonis 2025; Monteiro et al., 2024). Em particular, o elevado teor de acidos oleico e
linoleico torna estes produtos adequados para a sintese de biolubrificantes (Saka et al.,
2025), sendo a predominancia de acidos graxos insaturados particularmente vantajosa
para a sintese de biolubrificantes devido a sua viscosidade favoravel e propriedades em
baixas temperaturas (Quinchia er al., 2012), que sao consideradas alternativas

sustentaveis aos lubrificantes a base de petréleo (Cecilia ef al., 2020).
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3.4 Conclusao

A produgdo de 4cidos graxos a partir de 6leos vegetais de canola, algodao,
soja e girassol por meio de hidrdlise enzimatica tem se mostrado uma alternativa
promissora aos processos convencionais. Este sistema demonstrou ser eficaz na produgao
de acidos graxos livres, principalmente com 6leos de algoddo e canola, utilizando o
biocatalisador Lig-Mag RML 5, com percentuais de hidrolise de 68,2 + 0,5% e 53,4 +
1,4%, respectivamente.

Além disso, o biocatalisador Lig-Mag RML 0,5, preparado com uma baixa
carga enzimatica, apresentou desempenho comparavel ao Lig-Mag RML 5, indicando
que a reducdo do uso de enzimas pode representar uma abordagem mais eficiente e
econdmica.

Ao comparar a composicdo de acidos graxos livres obtidos por hidrélise
quimica e enzimadtica, ambas produziram os principais acidos graxos; no entanto, a
hidrolise enzimatica foi mais seletiva, evitando a formagao de compostos indesejaveis e
destacando a formagao de outros compostos.

A utilizag@o de enzimas imobilizadas no compdsito Lig-Mag destaca-se pela
sua simplicidade operacional, facil recuperacdo do meio reacional por separagdo
magnética e baixo custo de materiais. Esses resultados refor¢am o potencial dos sistemas
enzimaticos imobilizados como alternativas sustentaveis e seletivas para a producao de

acidos graxos a partir de matérias-primas renovaveis.

67



Capitulo 4

CAPITULO 4

VALORIZACAO DO OLEO FUSEL PARA BIOSINTESE DE
BIOLUBRIFICANTES CATALISADA POR BIOCATALISADOR MAGNETICO
USANDO OS ACIDOS GRAXOS LIVRES DOS OLEOS DE ALGODAO E
CANOLA

RESUMO

Lubrificantes de origem bioldgica representam uma alternativa promissora aos
lubrificantes convencionais derivados de fosseis, especialmente porque sdo derivados de
materiais renovaveis e apresentam maior biodegradabilidade e menor impacto ambiental.
Assim, este estudo investigou a sintese de lubrificantes de origem biologica por um
processo de duas etapas (hidroesterificacdo) que consiste em uma etapa de hidrolise
quimica de 6leos de canola e algodao, seguida pela reagdo de esterificagdo dos acidos
graxos livres (AGLs) com 4lcool fusel simulado (AFS), um subproduto obtido de
destilarias de bioetanol. Nesta etapa, a reacao foi catalisada por um biocatalisador
heterogéneo obtido pela imobilizagdo da lipase B de Candida antarctica (CALB) em um
suporte magnético de lignina extraida do bagago de caju (Lig-Mag CALB). O efeito de
fatores relevantes (temperatura de reacdo e razdo molar AGLs: AFS) e da forma do
biocatalisador (CALB livre ou imobilizado) foi avaliado na etapa de esterificacdo. A
porcentagem maxima de conversao de ésteres para ambas as fontes de AGLs em torno de
72—74% apds 24 h de reagdo foi alcangada usando uma razdao molar estequiométrica de
acido: alcool (1:1), 40 °C e 4% em peso de lipase imobilizada (Lig-Mag CALB). Sob
tais condigdes, os valores de produtividade para CALB imobilizada foram quase 2,5 vezes
maiores do que os de sua forma soluvel para ambos os sistemas de reagdao. A lipase
imobilizada (Lig-Mag_ CALB) reteve cerca de 66,8% de conversao de ésteres apos cinco
lotes consecutivos de esterificacdo usando AGLs do 6leo da semente de algoddo e de
64,5% com os AGLs do oleo de canola. Além disso, também preservou 85% de sua
atividade inicial ap6s 27 dias de armazenamento a 4 °C. Os ésteres de fusel resultantes
exibiram propriedades fisico-quimicas promissoras como lubrificantes de base biologica.
Esses resultados ressaltam o potencial do Lig-Mag CALB como um biocatalisador
eficiente, reutilizavel e sustentavel para a producdo de ésteres fusel a partir de 6leos

vegetais com propriedades lubrificantes interessantes.
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Palavras-chave: matérias-primas renovaveis; suporte a base de lignina; lipase

imobilizada; biolubrificante; sustentabilidade.

4.1 Introducao

Lubrificantes sdo tipicamente formulados a partir de Oleos minerais
disponiveis comercialmente, sendo utilizados para mitigar o atrito ¢ o desgaste entre
superficies deslizantes (Singh et al., 2017; Oliveira et al., 2024). Além disso, sdo capazes
de minimizar a corrosao e dissipar calor (Kurre; Yadav, 2023). Essas caracteristicas
garantem o desempenho eficiente e a vida 1til prolongada de equipamentos mecanicos
(Oliveira et al., 2024; Jafari et al., 2024). No entanto, os lubrificantes convencionais sao
derivados do refino de petroleo bruto, um processo que, da extracdo ao descarte, esta
associado a impactos ambientais significativos (Pinheiro; Quina; Gando-Ferreira, 2020;
Oliveira et al., 2024).

A produgdo de biolubrificantes a partir de 6leos vegetais surgiu como uma
alternativa sustentavel aos lubrificantes a base de petroleo (Pawar; Hulwan; Mandale,
2022). Esses biolubrificantes oferecem diversas propriedades favoraveis para aplicagdes
de lubrificagdo, incluindo alta lubricidade, elevado indice de viscosidade, alta
biodegradabilidade, baixa volatilidade e reduzido impacto ambiental (Sousa et al., 2023;
Carvalho ef al., 2024). Quimicamente, os biolubrificantes sdo principalmente ésteres de
acidos graxos derivados de Oleos vegetais (Parente et al., 2021; Appiah et al., 2021;
Monteiro et al, 2024). Exemplos de matérias-primas empregadas na producdo de
biolubrificantes incluem os 6leos alimenticios de canola e de algodao, que sdo ricos em
acidos graxos insaturados e possuem perfis composicionais distintos que os tornam
atraentes tanto para aplicagdes alimenticias quanto industriais (Uppar; Dinesha; Kumar,
2022).

Para aumentar a eficiéncia da producao de biolubrificantes, a biocatalise tem
sido extensivamente investigada (Bolina; Gomes; Mendes, 2021). Os processos
enzimaticos requerem condicdes de reacdo mais brandas, sdo mais eficientes em termos
energéticos e geram menos residuos em comparagdo aos métodos quimicos
convencionais (Barbosa ef al., 2021; Sousa et al., 2023; Mendes; Soares; Tardioli, 2022).
Dentre as diversas classes de enzimas, as lipases se destacam por sua capacidade de

catalisar reacdes envolvendo substratos insoliiveis em dgua, incluindo a esterificacdo de
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acidos graxos livres (AGL) com alcoois ramificados em ésteres lubrificantes (Costantini;
Califano, 2021; Monteiro et al., 2023).

Em sistemas biocataliticos, as enzimas podem ser utilizadas na forma livre ou
imobilizada. No entanto, enzimas livres sdo frequentemente sensiveis a flutuacdes de
temperatura e pH, e sua recuperacao apos a reagdo ¢ dificil (Salgado; Santos; Vanetti,
2022). A imobilizagdo melhora a estabilidade enzimatica e permite a reutilizacdo em
multiplos ciclos de reagdo, reduzindo assim os custos gerais do processo (Sampaio et al.,
2022). Consequentemente, o desenvolvimento de suportes de imobilizagdo eficientes e
econOmicos ¢ fundamental para a viabilidade industrial de processos enzimaticos (Souza
et al., 2016; Bolivar; Woodley; Fernandez-Lafuente, 2022).

Neste contexto, materiais lignocelulosico, como o bagaco de caju (CAB), t€ém
sido explorados como suportes promissores para imobilizacdo enzimatica. O CAB ¢
predominantemente composto por celulose (17,7 - 20,1% m/m), hemicelulose (10,2 -
19,2% m/m) e lignina (33,6 - 35,3% m/m), exibindo propriedades fisicas e mecanicas
favoraveis, além de conter a presenca de hidroxila fenolicos, hidroxila alifatica, capazes
de interagir com a enzima (Souza et al., 2016; Silva et al., 2018; Serpa et al., 2021; Lima
et al., 2024; Levy et al., 2025). O suporte magnético sintetizado pela combinagdo de
lignina derivada de CAB com magnetita (FesO4) permite facil recuperacdo do meio
reacional devido ao seu comportamento superparamagnético. Este material composito
demonstra alta capacidade de imobilizagdo, baixa toxicidade e promissor potencial de
suporte catalitico. Ele tem sido utilizado para imobilizar a lipase B de Candida antarctica
(CALB), como enzima modelo, e seu desempenho foi demonstrado em estudos anteriores
(Serpa et al., 2021; Girao Neto et al., 2023; Levy et al., 2025). Escolhido para este estudo

em razao desse potencial.

A imobilizagdo da CALB em um suporte magnético a base de lignina
derivado do bagaco de caju foi imobilizada principalmente por ativagdo interfacial e
adsor¢ao hidrofobica, conforme descrito por Girdo et al. (2023). Testes de dessor¢ao
utilizando NaCl e Triton X-100 indicaram que a enzima ndo se ligou por meio de
interagdes i0nicas, mas sim por forcas hidrofobicas, com possivel ligacdo covalente
contribuindo para a atividade residual (Girao ef al., 2023). Da mesma forma, Serpa et al.
(2021) relataram que a imobilizagdo em compdsitos magnéticos de lignina envolve
interacdes multiponto, aumentando a estabilidade do biocatalisador e permitindo a

recuperacdo magnética.
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Dado seu potencial, avaliagdes adicionais deste biocatalisador magnético em
outras aplicagdes sdo necessarias, especialmente em um sistema isento de solventes e de
alta viscosidade, como o aqui avaliado, para a producdo de biolubrificantes. Essas
investigacdes podem fornecer informagdes adicionais sobre seu desempenho (ou seja,
atividade em diferentes substratos e estabilidade em diferentes condi¢des de reacao).

Outro subproduto que desperta interesse na produ¢do de biolubrificantes ¢ o
6leo fusel, um residuo gerado durante a separacdo do etanol em processos de destilagdo.
O oleo fusel € composto por uma mistura de alcoois, tendo o alcool isoamilico como
componente majoritario, além de isobutanol, n-butanol, etanol e pequenas quantidades de
dgua (Boas et al., 2021; Dogan; Ozer; Erol, 2022). Dado seu alto teor alcoolico, o 6leo
fasel ¢ um substrato adequado para reagdes de esterificagdo (Tebas et al., 2020),
potencialmente levando a formagdao de misturas de ésteres com estruturas diversas e
propriedades lubrificantes aprimoradas.

O ¢6leo fusel tem sido amplamente investigado na literatura cientifica devido
ao seu potencial na producdo de biolubrificantes. Mattos et al. (2023) utilizaram o 6leo
fisel em combinagdo com o 6leo de soja usado para a sintese de ésteres monoalquil
epoxidados, obtendo resultados promissores. Da mesma forma, Boas (2018) investigou o
6leo fusel na sintese do éster oleato de isoamila, obtendo propriedades fisico-quimicas
que atenderam aos requisitos estabelecidos para biolubrificantes. Diante desses
resultados, novos estudos envolvendo esse residuo parecem relevantes, principalmente
pelo seu potencial de agregar valor a um subproduto habitualmente descartado.

Assim, este estudo teve como objetivo avaliar o uso de CALB imobilizada
em um suporte magnético derivado da lignina do bagago de caju para a sintese de ésteres.
As reagdes foram conduzidas em condig¢des isentas de solventes, utilizando AGLs de
Oleos vegetais comerciais (canola e de algoddo) e oleo fusel sintético, sob diferentes
parametros operacionais. Tal estratégia foi empregada para mimetizar o uso de 6leos de
cozinha residuais, que normalmente apresentam alto teor de AGLs e baixo custo. Como
resultado, a sustentabilidade ambiental e a viabilidade econdmica do bioprocesso sdo
aprimoradas. Além disso, a remocao do glicerol nas etapas de hidrélise reduz sua inibigao
competitiva no sitio ativo dos biocatalisadores. Os ésteres produzidos nas condi¢cdes mais
favoraveis foram caracterizados para avaliar sua adequagao como biolubrificantes.

A novidade desta pesquisa reside na aplicacao deste biocatalisador magnético
em reagdes envolvendo oOleos vegetais e Oleo flusel, uma abordagem ndo relatada

anteriormente na literatura. Uma busca realizada no banco de dados Web of Science em
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8 de junho de 2025 (abrangendo o periodo de 2015-2025) nao resultou em estudos usando
as palavras-chave “fusel oil” e “canola” ou “cottonseed oil”. Assim, este trabalho
contribui para a valorizacdo de residuos agroindustriais, incluindo suportes magnéticos
derivados de CAB ¢ 6leo fusel, ao mesmo tempo em que avanga a biocatalise e promove

praticas industriais mais sustentaveis.

4.2 Metodologia
4.2.1 Materiais

O bagaco de caju (CAB) foi obtido de uma cooperativa localizada em
Pacajus, Ceard, Brasil. A lipase B de Candida antarctica (CALB), com uma concentragao
de proteina de 8,5 mg mL™!, e o p-nitrofenil butirato (p-NPB) foram adquiridos da Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, EUA). O é4cido sulftrico (98%), o cloreto de ferro (III)
hexahidratado (97-100%), o hidroxido de sodio (98%), o hidroxido de amonio (24-26%)
e o sulfato de ferro (II) heptahidratado (99%) foram fornecidos pela Dinadmica (Sao Paulo,
SP, Brasil). Os 6leos refinados de algodao (Elogiata, Juazeiro, BA, Brasil) e de canola
(Liza, Ponta Grossa, PR, Brasil) foram adquiridos no mercado local (Fortaleza, CE,
Brasil). Os alcoois usados para preparar o SFA eram de grau analitico adquiridos da
Sigma-Aldrich. Todos os outros reagentes utilizados também foram de grau analitico

fornecidos pela Synth Ltda. (Sao Paulo, SO, Brasil).

Neste estudo, o AFS foi preparado pela mistura dos seguintes alcoois nas
proporc¢des relatadas por Dias ef al. (2021): 79,65% (v/v) alcool isoamilico, 9,69% (v/v)
isobutanol, 4,52% (v/v) butanol, 3,98% (v/v) propanol e 2,15% (v/v) etanol.

4.2.2 Método
4.2.2.1 Extrag¢do da lignina do bagacgo de caju

A lignina foi extraida do CAB seguindo o protocolo descrito por Serpa et al.,
(2021). A matéria-prima foi inicialmente lavada e seca em estufa a 60 °C por 24 h. Em
seguida, foi submetida a tratamento acido com acido sulftrico 0,6 mol-L™" (H2SOs4),
seguido de tratamento alcalino usando hidroxido de s6dio (NaOH) 1 mol-L™". O filtrado
resultante da etapa alcalina foi acidificado com &cido sulfurico 72% (v/v) e deixado em
repouso por 12 h para permitir a precipitacdo da lignina. A lignina precipitada foi

recuperada por centrifugagdao a 4500 rpm e 4 °C por 15 min. O produto final de lignina
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foi entdo seco em estufa a 60 °C por mais 24 h. O rendimento da extracao foi de 0,22 g
de lignina por grama de CAB seco, o que corresponde a uma eficiéncia de
aproximadamente 62,34%, considerando que a lignina compreende cerca de 33,6-35,3%
da massa de CAB Rocha et al., (2014).

O calculo do rendimento de extracao da lignina foi descrito no (Capitulo 3)

Topico 3.2.2.1.

4.2.1.2 Preparagdo do composito lignina-magnetita

A preparagdo do compdsito lignina-magnetita foi realizada de acordo com a
metodologia relatada por Serpa et al., (2021). Hexahidrato de cloreto de ferro (III)
(FeCls-6H20) e heptahidrato de sulfato de ferro (II) (FeSOa4-7H20) foram dissolvidos
separadamente em agua ultrapura em concentragdes de 38,4% (p/v) e 19,8% (p/v),
respectivamente. Paralelamente, a dgua ultrapura foi acidificada com &cido cloridrico
(HCI) a 5% (v/v), e as solucdes de sais de ferro foram adicionadas ao meio acidificado.
Simultaneamente, 0,6 g de lignina foi disperso em 15 mL de solugdo de hidroxido de
amonio a 30% (p/v). A mistura contendo os sais de ferro e lignina foi sonicada por 15
min. Finalmente, o material foi deixado para secar a temperatura ambiente (25 °C). O
suporte magnético resultante foi designado como Lig-Mag. A quantidade total de
composito lignina-magnetita (Lig-Mag) obtida foi de 1,35 g de composito por grama de

lignina .

O calculo do rendimento de extracao da lignina foi descrito no (Capitulo 3)

Topico 3.2.2.1.

4.2.1.3 Imobilizagdo da lipase B de Candida antarctica no Lig-Mag

A CALB foi imobilizada no suporte Lig-Mag com uma carga proteica
maxima de 5 mg de proteina por g de suporte (devido ter apresentado boa atividade
catalitica em estudos realizados pelo grupo de pesquisa), utilizando tampao fosfato de
sodio 5 mM (pH 7,0), seguindo a metodologia descrita por Girdo Neto et al. (2023). A
imobilizacdo foi conduzida a 25 °C sob agitagdo continua em homogeneizador rotativo
por 24 h. Apds o periodo de incubagdo, o biocatalisador (denominado Lig-Mag CALB)

foi recuperado por filtracdo a vacuo e lavado com tampao fosfato de sdédio 25 mM (pH
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7,0). O sobrenadante do processo de imobiliza¢do foi retirado para analise, conforme

descrito por Girdo Neto et al. (2023).

4.2.1.4 Determinacdo da atividade enzimatica

A atividade enzimatica foi avaliada com base na hidrélise de p-NPB, com
absorbancia medida a 348 nm usando um espectrofotometro (Eppendorf, Hamburgo,
Alemanha), seguindo os protocolos de Tsujita, Ninomiya e Okuda (1989) e Girao Neto et
al. (2023). Para a enzima livre e sobrenadantes pds-imobilizagdo, foram utilizados 12,5
mL de tampao fosfato de sodio 25 mM (pH 7,0), 250 uL de p-NPB e 250 pL do respectivo
sobrenadante, e a mistura foi agitada a 1000 rpm a 25 °C. Para o biocatalisador
imobilizado, 0,01 g do material foi adicionado a 12,75 mL de tampao e 250 pL de p-NPB,
sob condi¢gdes de reacdo idénticas. As atividades especificas da enzima livre, do
sobrenadante e do catalisador imobilizado foram determinadas, permitindo a avaliagdo da
retencdo da atividade, eficiéncia de imobilizacdo e rendimento (Bradford 1976; Baltierra
etal.,2015).

O calculo para determinagao da atividade enzimatica foi descrito no (Capitulo

3) Topico 3.2.2.3.

4.2.1.5 Hidrdlise quimica de oleos vegetais e caracterizacdo de acidos graxos livres

A hidrdlise quimica dos 6leos de canola e de algoddo foi realizada com base
no método descrito por Bart, Palmeri e Cavallaro (2010), com modifica¢des. O processo
foi iniciado utilizando uma concentracao de 30,7% (m/v) do dleo vegetal, solugcao aquosa
de NaOH (2 mol-L™") correspondendo a 55,4% (v/v) da mistura reacional e 13,9% (v/v)
de etanol com concentracdo 95% (v/v) (para solubilizacdo dos triglicerideos), sob
temperatura de 50 °C, agitacdo mecéanica de 150 rpm e tempo de 24 h. Apos esse periodo,
foi adicionado 11,8% (v/v) de HCI concentrado a mistura, que entdo foi mantida nas
mesmas condi¢des por mais lh. Este procedimento foi conduzido separadamente para

cada 6leo.

A obtengdo dos acidos graxos livres (AGL) foi monitorada por titulaciao
acido-base seguindo o método Ca 5a-40 (AOCS, 1998). A porcentagem de hidrolise foi

calculada utilizando a Equacdo 1.
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Hidrélise (%) — (V X MNaoH jnl\’:\’;écidosgraxos ) x 100 (1)

em que V representa o volume em mL de NaOH (0,1 mol-L™") consumido
durante a titulagao; Mnaon € a concentracao da solugdo de NaOH; MM 4cidos graxos € @ massa
molar média dos AGLs (g-mol™); m é a massa da amostra utilizada na titulacao (g); e f ¢
a fracdo de oleo utilizada.

Para identificar os AGLs liberados, eles foram convertidos em seus
respectivos ésteres metilicos, de acordo com o método descrito por Levy et al. (2025).
Primeiramente, 100 mg dos AGLs (dos o6leos de canola e de algodao, separadamente)
foram dissolvidos em 3 mL de hexano. Em seguida, 4 mL de NaOH (0,5 mol-L™") em
metanol foram adicionados e a mistura foi aquecida a 70 °C. Apds o resfriamento, foram
adicionados 5 mL de uma solucdo contendo 3,3% (m/v) de NH4Cl em metanol e H2SO4
concentrado. As misturas foram agitadas, reaquecidas, resfriadas novamente e, em
seguida, receberam 4 mL de solucdo saturada de NaCl. Ap6s nova agitagdo, foram
adicionados 3 mL de hexano, seguido por uma etapa final de agitacao.

A metodologia empregada para a identificacdo dos acidos graxos formados a
partir da hidrolise dos triglicerideos dos 6leos vegetais, bem como sua analise por

cromatografia gasosa foi descrita no (Capitulo 3) Topico 3.2.2.7.

4.2.1.6 Producdo de lubrificantes de origem biologica por meio de reagoes de

esterificacdo enzimdtica: Avaliando a influéncia de parametros relevantes

Os experimentos de reacao de esterificagdo foram baseados em Serpa ef al.,
(2021) e Levy et al., (2025), com adaptacgdes, utilizando acidos graxos livres (AGL)
obtidos de 6leos vegetais (canola ou de algoddo) e alcool fusel simulado como matérias-
primas. Esses testes foram realizados em frascos fechados com capacidade de 125 mL
contendo quantidades apropriadas de matéria-prima (10 mL de misturas reacionais na
auséncia de qualquer solvente organico) imersos em um agitador termostatico de banho-
maria sob agitacdo constante (150 rpm). As razdes molares AGL:AFS avaliadas foram
1:1 e 1:3, e as reagdes foram conduzidas a 40 °C e 50 °C em até 48 horas de contato. A
carga enzimatica utilizada nesses testes foi fixada em 4% (m/v) para CALB livre e
imobilizado, o que corresponde a 0,17 mg e 0,06 mg de proteina por mL de mistura
reacional, respectivamente. Adicionalmente, os cursos de reacdo foram avaliados

utilizando a forma livre da enzima. Amostras da mistura de reagao (volume de cada
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amostra) foram retiradas periodicamente para determinacao da concentragao residual de
AGLs por titulagdo acido-base, de acordo com o método padrao de Ca 5a-40 (AOCS,

1998) e, assim, a porcentagem de conversao de AGLs foi determinada pela Equagao 2.

Conversao (%) = (%) x 100 (2)

onde Ao ¢ o valor de acidez inicial (mg NaOH/g) antes da reagdo de
esterificacdo, e IA ¢é o valor de acidez final (mg NaOH/g) apds a reagao.

A produtividade (umol min~! mg proteina!), um pardmetro que expressa a
quantidade de proteina necessaria para converter uma determinada concentracdo de AGL
em ¢steres fusel por minuto de reagdo no equilibrio, foi calculada de acordo com a

Equagao 3,

©)

Produtividade = (M)

te X Mproteina

em que AGL, ¢ a quantidade inicial de 4cidos em cada mistura de reagao
(umol), C ¢ a porcentagem experimental de conversdo de AGL no equilibrio (%), t, é 0
tempo de reagdo no equilibrio (min) € My,oteing € @ quantidade de proteina em cada
mistura de reagdo (0,17 mg ou 0,06 mg de proteina por mL de volume de reagdo para

CALRB livre e imobilizado).

4.2.1.7 Estabilidade operacional e de armazenamento do biocatalisador Lig-Mag CALB

Para avaliar a estabilidade operacional do biocatalisador, apds a reacdo de
esterificacdo em condi¢des Otimas, o Lig-Mag CALB foi recuperado por separagdo
magnética e lavado com hexano na propor¢do de 8% (m/v). Uma nova reacdo de
esterificacdo foi entdo iniciada utilizando o mesmo biocatalisador. Este procedimento foi
repetido por cinco ciclos reacionais consecutivos.

Para a avaliacdo da estabilidade de armazenamento, o Lig-Mag CALB foi
armazenado a 4 °C e sua atividade catalitica foi monitorada por um periodo de 27 dias. A

atividade enzimatica foi determinada conforme descrito no (Capitulo 3) Tépico 3.2.2.3.

4.2.1.8 Separagdo parcial dos lubrificantes de base biologica resultantes
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Os biolubrificantes obtidos de ambos os dleos vegetais em condigdes dtimas
de reagdo foram submetidos a 100 °C por 3 h para remover a agua e os alcoois nio

reagidos. Em seguida, a mistura de ésteres foi submetida a caracterizagao fisico-quimica.

4.2.1.9 Caracterizagdo dos lubrificantes de base biologica resultantes

A viscosidade cinematica e a densidade das amostras de biolubrificantes
foram medidas utilizando um Viscosimetro Anton Paar SVM 3000 Stabinger (Anton Paar,
Graz, Austria). As medi¢des de viscosidade foram realizadas a 40 °C e 100 °C, e o indice
de viscosidade foi calculado de acordo com o método ASTM D2270. O indice de acidez
dos biolubrificantes foi determinado seguindo o método Ca 5a-40 (AOCS, 1998).

A estabilidade oxidativa foi avaliada utilizando o método Rancimat em um
analisador Rancimat Professional Biodiesel (Metrohm 893, Herisau, Suica), em

conformidade com a norma EN 14112 (ES14112, 2020).

4.3 Resultados e discussao
4.3.1 Imobilizacdo da lipase B de Candida antarctica em suporte Lig-Mag

A Tabela 4.1 apresenta os parametros relacionados a imobilizac¢do da lipase B
de Candida antarctica (CALB) em suporte Lig-Mag. O rendimento de imobilizagdo
atingiu 60,59+2,6%, com uma eficiéncia de imobiliza¢do de 12,98+1,3%. A atividade
especifica do biocatalisador resultante (Lig-Mag CALB) foi de 11,87 U/g, comparavel
aos valores relatados por Girdo Neto et al. (2023), que também investigaram a

imobilizacdo de CALB utilizando o mesmo suporte.

Tabela 4.1 — Parametros de imobilizagdo de CALB em suporte Lig-Mag

Rendimento Eficiéncia Atividade oferecida b?(:lc‘:g?gz ((ii(?r
0 [1)
(%) (%) (U/g de suporte) (U/g de suporte)
60,59 + 2,6 1298+ 1,3 150,21 +£0,8 11,87 £ 1,8

Fonte: Elaborada pela autora.

4.3.2 Hidrdlise quimica de dleos vegetais de canola e algoddo

A hidrélise de triglicerideos dos oleos de algoddo e canola resultou em

rendimentos de 4cidos graxos livres (AGL) de 62,2% e 70,6%, respectivamente. Os perfis
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de AGL obtidos a partir dessas reagdes, determinados por CG-EM, estdo resumidos na
Tabela 4.2. Para o 6leo de algodao, os principais acidos graxos identificados foram: 4cido
linoleico (49,6%), acido palmitico (25,7%) e acido oleico (19,7%). Em contraste, o 6leo
de canola apresentou alto teor de acido oleico (67,9%), seguido pelo acido linoleico
(18,6%).

Tabela 4.2 — Composi¢do percentual de acidos graxos livres derivados dos 6leos de

algoddo e canola
Composicao (% m/m)

Acidos graxos livres

Oleo de algodio Oleo de canola
Acido palmitico 25,7 +1,1 5,1+£0,0
Acido linoleico 49,6 £ 1,1 18,6 +0,0
Acido oleico 19,7+0,2 67,9 0,0
Acido elaidico 2,1 £0,0 51+0,1
Acido estearico 2,9£0,2 2,6 0,1

Fonte: Elaborado pela autora.

Em termos de estado fisico, os AGL derivados do 6leo de semente de algodao
solidificaram a temperatura ambiente (25 °C), enquanto os do o6leo de canola
permaneceram na fase liquida. Essa diferenca pode ser atribuida as composi¢des de AGL.
De acordo com Thompson ef al. (2019), o 6leo de semente de algoddo normalmente
contém propor¢des mais altas de acido linoleico (50-60%) e acido palmitico (22-26%).
O 4cido palmitico € um &cido graxo saturado de cadeia longa com um ponto de fusdo
relativamente alto (63 °C), o que contribui para seu estado sélido a temperatura ambiente
(Qin et al., 2023). Por outro lado, a alta concentragao de acido oleico (67,90%) no o6leo
de canola, um 4cido graxo monoinsaturado com um ponto de fusdo mais baixo, ajuda a
manter seu estado liquido a 25 °C. Em geral, a composicao de AGL do 6leo de canola ¢
predominantemente insaturada, o que explica esse comportamento (Zdziennicka et al.,
2019). A diferente acessibilidade dos AGLs aos sitios ativos do CALB imobilizada pode
afetar sua seletividade e desempenho catalitico. Além disso, essa composicao distinta de
acidos graxos também pode influenciar as propriedades fisico-quimicas e/ou tribologicas
dos ésteres de lubrificantes de origem bioldgica resultantes (Bolina; Gomes; Mendes,

2021; Reeves et al., 2015; Ribeiro Filho; Santos, 2025).

4.3.3 Influéncia da temperatura e da razdo molar na reagdo de esterificagdo
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Neste conjunto de experimentos, a influéncia de fatores relevantes como
temperatura de reagdo (de 40 °C a 50 °C) e razdo molar 4cido: alcool (de 1:1 a 1:3) na
reacdo foi sistematicamente avaliada para ambas as fontes de acidos. Esses testes foram
conduzidos para determinar as melhores condigdes experimentais para a reagdo de
esterificagdo enzimatica. Os niveis para cada variavel foram escolhidos com base em
estudos anteriores realizados em nosso grupo de pesquisa para producdo de ésteres
enzimaticos usando CALB como modelo de lipase (Serpa et al., 2021; Levy et al., 2025;
Girdo Neto et al., 2023). Esses testes foram conduzidos usando volume de reagdo inicial
fixo (10 mL), frequéncia de agitacdo (150 rpm) e proporcao de biocatalisador (4% (m/v)
para ambas as formas de biocatalisador que correspondem a 0,17 mg ¢ 0,06 mg de
proteina por mL de mistura de reagdo, respectivamente). O progresso da producdo de
¢ésteres usando os acidos dos 6leos de semente de algodao e canola é resumido na Fig. 4.1
e Fig. 4.2, respectivamente.

A Figura 4.1 apresenta os perfis de conversdo em ésteres utilizando AGLs do
6leo de algodio apo6s 48 h a 40 °C (Fig. 4.1A) e 50 °C (Fig. 4.1B). De acordo com esses
resultados, os maiores valores percentuais de conversio de AGLs foram obtidos
utilizando uma razao molar estequiométrica de AGLs: alcool (1:1) para ambas as formas
do biocatalisador — CALB livre (86,0 £ 0,1% apds 12 h de reacdo) e CALB imobilizado
(72,4 = 1,3% apds 24 h de reagdo) a 40 °C (Fig. 4.1A). Esses resultados demonstram
claramente o mais alto desempenho catalitico da CALB livre, devido a sua alta carga
proteica inicial, sendo quase trés vezes maior do que a de sua forma imobilizada (0,17 mg

e 0,06 mg de proteina inicial por mL de mistura de reagao).
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Figura 4.1- Perfis de conversao de ésteres a partir do 6leo
da semente de algodao e alcool (6leo fusel) a 40 °C (A) e
50 °C (B) sob diferentes propor¢des molares de acido:
alcool catalisados por CALB livre (simbolos azuis, (m)
propor¢ao molar de 1:1; (©) propor¢ao molar de 1:3) e Lig-
Mag CALB (simbolos pretos, ( ®) propor¢ao molar de 1:1;

( ©) proporg¢do molar de 1:3)
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Por outro lado, uma ligeira diminui¢ao na porcentagem de conversao de AGL
foi observada usando um excesso de alcool na mistura de reacao (AGL: alcool de 1:3) —
ver Figura 4.1 (A, B). Esses resultados demonstram claramente que o processo de
esterificagdo enzimatica utilizando ambas as formas de biocatalisadores foi favorecido

em uma razao molar estequiométrica. Neste caso, um excesso de alcool pode reduzir a
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concentracao inicial de AGL na mistura reacional (efeito de dilui¢ao), resultando em uma
menor conversdo de AGL (produgdo de ésteres). Além disso, reacdes de esterificacdo
conduzidas em estequiométricas também podem reduzir os custos e a complexidade das
estratégias de recuperagdo dos ésteres resultantes ao final do processo catalitico. Estes
resultados demonstram o papel crucial que o excesso de alcool desempenha na reacao
utilizando ambas as formas de biocatalisadores. Conforme destacado por Simao Neto et
al., (2025), o alto excesso de alcool na mistura reacional para a produgdo enzimatica de
¢ésteres 2-etil hexilicos a partir de 6leos resultou em uma queda acentuada no desempenho
catalitico da lipase Eversa® Transform 2.0 devido a possivel remog¢ao de sua camada de
hidratacdo essencial, o que pode levar a sua inativagao.

A 50 °C (Fig. 4.1B), a maior porcentagem de conversao de acidos para CALB
livre foi de cerca de 70%, utilizando-se ambas as razdes molares acido: alcool. Por outro
lado, a lipase imobilizada (Lig-Mag CALB) atingiu uma conversado de ésteres de apenas
55,1 £1,2% apo6s 24 h de reacao. O desempenho superior da enzima livre provavelmente
se deve a maior acessibilidade ao substrato e a maior atividade catalitica inicial em
comparagdo com sua forma imobilizada. A presenca de agentes conservantes em sua
formulacao, como polidis e sais, pode reduzir possiveis distor¢des de sua atividade

original (Persson et al., 2002).

A Figura 4.2 apresenta o perfil de conversdo usando acidos do 6leo de canola
como matéria-prima, sob as mesmas temperaturas avaliadas para 6leo da semente de

algodao, descritas acima.
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Figura 4.2 - Perfis de Conversdo para reagdes de
esterificagdo usando acido de canola e alcool (6leo
fusel) a 40 °C (A) e 50 °C (B) sob diferentes
propor¢des molares de acido: alcool catalisadas por
CALB livre (simbolos azuis, (m) propor¢ao molar de
1:1; (o) propor¢ao molar de 1:3) e Lig-Mag CALB
(simbolos pretos, (m) propor¢do molar de 1:1; (0)

propor¢ao molar de 1:3)
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Os resultados na Fig. 4.2 demonstram que os maiores valores percentuais
de conversao de ésteres também foram alcangados a 40 °C. De acordo com a Fig. 4.2 A,
os maiores valores percentuais de conversao de ésteres de 87,1 = 0,1% (para CALB livre)
e 73,9 £ 0,6% (para Lig-Mag CALB) foram alcancados em 24 h de reagao realizada a

40 °C e razdao molar acido: alcool de 1:1. Esses valores foram muito semelhantes aos
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obtidos usando os acidos do 6leo da semente de algodao. Como esperado, uma diminui¢ao
do desempenho catalitico a 50 °C também foi observada (ver Fig. 4.2 B), demonstrando
assim a inativacdo térmica da enzima. Esses resultados mostram também uma ligeira
diminui¢ao da eficiéncia catalitica da enzima usando um excesso de alcool, de acordo
com os resultados obtidos para o 6leo de algodao.

A andlise comparativa de ambas as temperaturas revelou que a produgao
de éster foi maximizada a 40 °C. Embora o aumento da temperatura possa aumentar as
taxas de reacdo, melhorando a difusao do substrato para o sitio ativo, o aquecimento
excessivo pode desestabilizar ou desnaturar a enzima, reduzindo seu desempenho
catalitico ao longo do tempo (Zdarta et al., 2016).

Os resultados experimentais para a conversao enzimatica de AGL obtidos
no equilibrio (ver Figuras 4.1 e 4.2) usando ambas as formas de lipase (CALB livre ou
imobilizada) sdo apresentados na Tabela 4.3, juntamente com os valores de produtividade
calculados para os diferentes sistemas de reagdo avaliados neste estudo. Embora a
quantidade inicial de proteina para CALB livre tenha sido quase trés vezes maior do que
sua forma imobilizada (0,17 e 0,06 mg de proteina por mL de mistura de reagdo — Se¢do
4.2.1.5 em Materiais ¢ Métodos), os maiores valores de produtividade foram obtidos
usando Lig-Mag CALB (lipase imobilizada) como biocatalisador. Para o o6leo de
algodio, a produtividade maxima foi de 40,7 + 0,7 pmol min"! mg! — quase 2,5 vezes
maior do que sua forma livre (apenas 17,0 £ 0,8 umol min! mg"'). Os valores de
produtividade para o 6leo de canola apresentaram a mesma tendéncia (Tabela 4.3), porém
esses valores foram duas vezes menores que os obtidos para os acidos do 6leo de algodao
—20,4+0,3 umol min"'mg' € 9,3 +0,7 pmol min"' mg! para Lig-Mag CALB e CALB
livre, respectivamente.

Esses resultados podem ser explicados por uma possivel melhora dos
efeitos de particdo e difusdo das matérias-primas hidrofobicas (acidos e alcoois para
¢ésteres) para o microambiente do biocatalisador preparado usando um suporte de material
hidrofébico (material de lignina magnética, Lig-Mag). Esses dados demonstram
claramente que o processo de imobilizagdo usando um suporte de material adequado,
neste caso material derivado de lignina, pode estabilizar a enzima via mecanismo de
ativacdo interfacial e resultar em uma particdo alta e satisfatoria de matérias-primas
hidrofobicas para seus microambientes externo/interno. Resultados semelhantes também
foram observados em estudos anteriores para a produ¢do enzimatica de ésteres valiosos

usando vérias lipases imobilizadas em suportes hidrofobicos Levy ef al. (2025) a; Levy
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et al. (2025) b. Portanto, estudos subsequentes como testes de estabilidade operacional
foram realizados usando apenas a lipase imobilizada.

Esses resultados demonstraram também que o CALB apresentou melhor
desempenho catalitico, com base nos valores de produtividade resumidos na Tabela 4.3,
utilizando AGLs do o6leo da semente de algoddo. Isso sugere que o biocatalisador
apresenta maior afinidade pelo perfil de acidos graxos do 6leo da semente de algodao,
aprimorando seu desempenho catalitico. A diferenga pode ser atribuida as distintas
composi¢des de acidos graxos: o 6leo de semente de algodao continha acido linoleico
(49,6%), acido palmitico (25,7%) e acido oleico (19,7%), enquanto o 6leo de canola era
predominantemente composto de acido oleico (67,9%), seguido de acido linoleico
(18,6%). O maior teor de acido linoleico no 6leo de semente de algoddo pode ter
melhorado a eficiéncia da reacdo, ja que sua estrutura poli-insaturada (C18:2, A9,12)
proporciona maior flexibilidade conformacional em comparacdo ao acido oleico
monoinsaturado (C18:1, A9), facilitando potencialmente o alinhamento ideal dentro do
sitio ativo do CALB (Uppenberg et al., 1994).

A CALB apresenta um sitio ativo estreito em forma de tinel, composto pela
triade catalitica Ser105-His224-Aspl187, circundado por residuos hidrofébicos que
favorecem a ligagdo a substratos apolares (Uppenberg ef al., 1994; Pleiss et al., 1998).
Sua geometria rigida restringe o acesso a substratos volumosos ou altamente ramificados.
Estudos estruturais mostram que a CALB ¢ mais ativa com moléculas lineares ou menos
estericamente impedidas, como 4cidos graxos saturados ou poli-insaturados com ligagdes
duplas distais (Uppenberg et al., 1994). Nesse contexto, a presenca significativa de acido
palmitico (C16:0) no 6leo de algodao também pode contribuir para maiores taxas de
conversdao, uma vez que substratos saturados de cadeia curta sdo mais facilmente
acomodados no sitio ativo da enzima (Hasan et al., 2006).

Portanto, esses resultados indicam que o uso de d6leos com altos niveis de
acidos graxos poli-insaturados (acido linoleico) em sua composi¢do, como 6leos de soja
refinados ou usados, podem ser considerados matérias-primas promissoras para a

producdo enzimatica de ésteres valiosos com propriedades lubrificantes.
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Tabela 4.3 — Influéncia das fontes de acidos graxos livres (AGLs), das condigdes experimentais e da forma do biocatalisador (CALB livre ou
imobilizado) na produgao ésteres com o dleo fusel por esterificagdo de dcidos graxos em sistemas sem solvente

Condicoes Parametros
Fonte de AGL .Formﬁ‘l do Temperatura Razao molar AGL Conversao r;r::;:)I:n(;l Produt‘iv_idade_
biocatalisador (AGL:AFS) (umol) (%) (min) (wmol min! mg1)
] I 241733 86,0 £ 0.1 720 17008
40°C 13 16.115,5 845+ 18 720 11,1404
CALB ) 1:1 241733 711 +12 1440 70414
) >0°C 13 16.115,5 702 £33 1440 46+18
Algoddo 11 23.816,7 73,9 + 0,6 720 40,7+0.7
. 40°C 13 16.198.4 673 +2.1 1440 12,6407
Lig-Mag CALB . 1:1 24.173,3 551 +1,2 1440 154+ 1,4
>0°C 13 16.115,5 491+ 1.9 1440 92413
11 23.816,7 87.1 0.1 1440 8.5+0.9
40°C 13 16.198.4 70.5 % 3.6 720 93407
CALB
) 1:1 23.816,7 770+ 12 1440 75414
>0°C 13 16.198,4 613417 720 81411
Canola 1:1 23.816,7 73,9 + 0,6 1440 20,4+ 0,3
40°C 13 16.198,4 673 +2.1 1440 12,6+ 1.4
Lig-Mag CALB ) 1:1 23.816,7 400+ 1.0 1440 11.0+15
>0°C 13 16.198 4 235+ 1.6 1440 44+18

Fonte: Elaborada pela autora.
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4.3.4 Estabilidade operacional e de armazenamento do biocatalisador Lig-Mag CALB

Sob as condi¢cdes Otimas estabelecidas para a produgdo de ésteres,
considerando a razao molar acido: alcool, temperatura e tempo de reagdo, a estabilidade
operacional do biocatalisador Lig-Mag CALB foi avaliado ao longo de cincos ciclos
consecutivos de esterificagdo. Apds cada ciclo, a enzima imobilizada foi separada por
acao de um campo magnético (imd), lavado com hexano e reutilizado em novos ciclos
reacionais.

Os resultados das reagdes utilizando os AGLs do o6leo de algodao sao
mostrados na Figura 4.3A. Observou-se uma reducao de 32,5% na conversao entre o
primeiro e o segundo ciclo, seguida por uma constancia dos valores nos ciclos seguintes,
comprovada pela analise de estatistica, mostrando que nao tem diferengas significativas.
A perda mais significativa na atividade catalitica ocorreu do primeiro ciclo ao segundo,
apos o qual a conversao permaneceu relativamente estavel. Esse comportamento pode ter
ocorrido devido a desnaturacdo parcial da enzima ou a alteragdes conformacionais na
interface enzima-suporte, seguidas pela estabilizacdo dos sitios ativos remanescentes.

Uma tendéncia semelhante foi observada para as reagdes envolvendo os
AGLs do dleo de canola (Fig. 4.3B). Nesse caso, a queda na conversao entre o primeiro
e o segundo ciclo foi de 37,5%. Esse declinio pode ser atribuido a possivel dessorcao da
enzima. Embora a etapa de lavagem seja essencial para a remog¢do de substratos e
produtos residuais, ela também pode impor estresse estrutural ao biocatalisador,
contribuindo para a perda da eficiéncia enzimatica. Estudos anteriores envolvendo lipases
imobilizadas relataram desafios semelhantes, particularmente em sistemas com fases
apolares e elevada producao de dgua durante a esterificacdo (Barbosa et al., 2015). No
entanto, quando se utilizam solventes apolares, como o hexano, a CALB tende a manter
sua atividade, uma vez que o solvente impede a formagdo de aglomerados de dgua, o que
pode ter contribuido para a taxa de conversao observada ao longo dos ciclos (Banik et al.,

2016).
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Figura 4.3 - Conversdo relativa ao longo de ciclos reacionais
sucessivos utilizando o biocatalisador Lig-Mag CALB, com
acidos graxos derivados de 6leos de algodao (A) e canola (B), a
40 °C e uma razao molar acido:alcool de 1:1, utilizando 6leo fusel
como fonte de alcool

110
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Fonte: Elaborado pela autora.
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A Figura 4.4 apresenta a atividade residual do biocatalisador Lig-Mag CALB
imediatamente apds a preparacdo e ao longo de 27 dias de armazenamento a 4 °C. O
biocatalisador reteve 91,1 + 1,0% de sua atividade hidrolitica inicial ap6s 15 dias, 87,1 £
1,3% apos 21 dias e 85,7 £ 0,8% ao final dos 27 dias de armazenamento. Este alto nivel
de estabilidade reflete a preservagao eficaz da estrutura tridimensional da enzima e a
integridade do sistema de imobiliza¢do no suporte magnético, mesmo sob refrigeracao
prolongada. A reten¢do de mais de 85% de sua atividade catalitica original (expressa na
hidrélise de p-NPB) sugere que o biocatalisador pode ser preparado com antecedéncia e
armazenado por pelo menos quatro semanas sem a necessidade de reativacdo ou
processamento adicional, uma vantagem em termos de logistica e eficiéncia operacional

em bioprocessos continuos e em batelada.

Figura 4.4 - Atividade catalitica relativa do biocatalisador Lig-
Mag CALB durante armazenamento a 4 °C
110

a

100 +
90

80 4

1dia 15 dias 21 dias 27 dias

Fonte: Elaborado pela autora.

Esses resultados foram consistentes com um estudo anterior relatado por
Girdo Neto et al. (2023), que também observou apenas uma ligeira diminui¢do na
atividade enzimatica deste biocatalisador (Lig-Mag CALB) apos 15 dias de
armazenamento. Esses achados destacam o potencial do biocatalisador Lig-Mag CALB
ndo apenas para uso repetido (testes de estabilidade operacional - reuso), mas também
para armazenamento confidvel e uso sob demanda, fatores-chave para sua aplicabilidade

industrial em processos biocataliticos.
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4.3.5 Parametros fisico-quimicos de dcidos graxos e biolubrificantes

As propriedades fisico-quimicas dos ésteres produzidos a partir de 6leos da
semente de algoddo e canola foram determinadas de acordo com métodos padrdo. A
Tabela 4.4 mostra a massa especifica, a viscosidade cinematica, o indice de viscosidade
e o indice de acidez dos ésteres obtidos.

Tabela 4.4 — Propriedades fisico-quimicas dos ésteres produzidos enzimaticamente
usando AGLs de 6leos da semente de algodao e canola e dlcool fusel sintético

Esteres alquilicos  Esteres alquilicos

Parametros de 0leo de semente de dleo de semente
, de algodao de canola
Indice de acidez (mg NaOH/g) 0,86 £0,1 0,67+0,3
Estabilidade oxidativa (h) 0,55+0,0 1,01 £0,1
Massa especifica 40 °C (g/cm?) 0,91 +0,2 0,88 +0,3
Massa especifica 100 °C (g/cm?) 0,84 £0,1 0,84 +£0,1
Viscosidade cinematica 40 °C (mm?/s) 26,5+0,1 13,17 +0,3
Viscosidade cinematica 100 °C (mm?/s) 5,19+0,1 3,33+0,2
Indice de viscosidade 131,41 £ 0,1 127,23 £0,2

Fonte: Elaborado pela autora.

As viscosidades e densidades cinematicas dos biolubrificantes foram maiores
a 40 °C do que a 100 °C. Essa tendéncia € esperada, visto que o aumento da temperatura
intensifica o movimento molecular, enfraquece as for¢as intermoleculares e diminui a
resisténcia ao fluxo, levando a reducao da viscosidade (Ramirez-Verduzco et al., 2012;
Mishra, Bukkarapu; Krishnasamy 2021). Esse comportamento dependente da
temperatura ¢ particularmente importante em aplicacdes como motores € sistemas
hidraulicos, onde o desempenho do lubrificante depende da manuten¢do da viscosidade
adequada em uma faixa de temperatura (McCabe, Cui; Cummings 2001; Markandan et
al., 2024).

A 40 °C, o biolubrificante sintetizado a partir de AGLs de 6leo de canola
apresentou uma viscosidade cinematica de 13,165 mm?-s™!, situando-se dentro da faixa
especificada para oleos basicos refinados RR-10 (8 a 14 mm?'s™"), de acordo com a
Resolugdo n°® 911, de 18 de novembro de 2022, da Agéncia Nacional do Petroleo, Gas
Natural e Biocombustiveis (ANP). Essa conformidade ressalta o potencial deste produto

para uso como 6leo base biolubrificante.
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Em relagdo ao indice de viscosidade (IV), os biolubrificantes sintetizados a
partir de AGLs de 6leo de algodao e canola apresentaram valores de 131,409 e 127,217,
respectivamente. De acordo com o Instituto Americano de Petréleo (API), 6leos com IV
> 120 sao classificados como 6leos de alto indice de viscosidade e se enquadram no Grupo
III (6leos base parafinicos altamente refinados). Esses Oleos sdo recomendados para
aplicacdes que exigem estabilidade térmica, como fluidos de transmissdo automatica,
sistemas hidraulicos e lubrificantes de grau alimenticio (Salimon et al., 2010). Um alto
indice de viscosidade contribui para a estabilidade do filme lubrificante, reduzindo o atrito
e o desgaste entre superficies metalicas, minimizando a necessidade de aditivos que
melhoram a viscosidade (Alves et al., 2013; Mishra, Bukkarapu; Krishnasamy 2021).

A estabilidade oxidativa do biolubrificante derivado de acidos graxos livres
(AGL) do dleo de algodao foi de aproximadamente 0,55 h. Esse valor relativamente baixo
pode ser atribuido a sua maior concentragdo de acido linoleico, quase 2,5 vezes maior que
a do 6leo de canola — cerca de 50% e 19%, respectivamente (ver Tabela 4.2). O impacto
da composicdo lipidica na estabilidade oxidativa estd bem estabelecido e deve ser
considerado na sele¢do de matérias-primas para formulacdes estaveis (Erhan, Sharma;
Perez 2006).

Vale ressaltar que, embora o consumo total de AGL ndo tenha sido alcancado,
os biolubrificantes resultantes apresentaram baixos indices de acidez (abaixo de 1 mg
NaOH/g), mesmo sem qualquer purificagdo adicional apds o tratamento, além da remocgao
da agua produzida e dos 4lcoois ndo reagidos, apresentando, portanto, baixo potencial
corrosivo. Em um relatério semelhante, a esterificagdo dos AGLs de 6leo de ricino com
2-etil-1-hexanol foi catalisada pela Transformada Eversa 2.0 e, apds a otimizagdo das
condicdes de reacdo, os ésteres alquilicos resultantes foram caracterizados quanto as
diversas propriedades fisico-quimicas. Por exemplo, os ésteres alquilicos apresentaram
baixo indice de acidez (0,78 mg NaOH/g). Vale ressaltar que, conforme relatado pelos
autores, os ésteres alquilicos apresentaram propriedades adequadas para serem
empregados na formulagdo de biolubrificantes de alto desempenho (Monteiro et al.,
2024).

Os ésteres alquilicos sintetizados neste estudo apresentam indices de
viscosidade cinematica (IVs) comparaveis ou até superiores aos relatados na literatura
para ésteres monofuncionais derivados de Oleo fusel. Esses valores também sdo
consistentes com as propriedades fisico-quimicas de lubrificantes comerciais a base de

monoésteres.
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Por exemplo, Dormoé et al. (2004) obteve conversdo quase completa (~99,8%)
de dleo fusel por meio de esterificacdo enzimatica, obtendo ésteres com altos indices de
viscosidade, variando de 175 a 189, o que indica excelente formagao de filme lubrificante
e estabilidade térmica. Da mesma forma, Cerdn et al. (2018) utilizou 6leo fusel simulado
(composto de alcoois isoamilico, butilico e etilico) para sintetizar ésteres a partir de 6leo
de palmiste usando catélise enzimatica. Os ésteres resultantes exibiram viscosidades
cinemadticas entre 3 e 6 mm?/s a 40 °C, um indice de viscosidade intrinseca (IV) de 149,2
+ 2,1 e uma estabilidade oxidativa de aproximadamente 24 minutos. Em outro estudo
semelhante, a esterificacao de acido estearico com 0leo fusel foi catalisada por uma lipase
imobilizada, resultando em ésteres alquilicos com desempenho semelhante — viscosidade
cinematica de 9,12 mm?-s! (Lima et al., 2021).

Portanto, os ésteres alquilicos de 6leo de canola produzidos no presente
estudo apresentam viscosidades cinematicas dentro da faixa para 6leos basicos refinados
RR-10 a 40 °C e indices de viscosidade entre 145 e 165, alinhando ou superando estudos
previamente relatados para produtos semelhantes.

Além disso, os valores observados neste estudo sdo comparaveis aos de
lubrificantes de éster monoalquilico comercialmente disponiveis, como Lexolube HS C,
Lubricit 10L e Lexolube T 110 (Zs Lubes, 2025) que, embora ndo sintetizados
enzimaticamente, tipicamente apresentam indices de viscosidade (IVs) variando de 120 a
160 e perfis de viscosidade semelhantes. Os ésteres derivados de dleo fusel obtidos aqui
ndo apenas reproduzem o comportamento fisico-quimico de monoésteres enzimaticos
relatados anteriormente, como também correspondem ao desempenho funcional de
lubrificantes comerciais estabelecidos. Esses resultados destacam seu potencial para

aplicagdo em sistemas de lubrificagdo sustentaveis e ecologicamente corretos.

91



Capitulo 4

4.4 Conclusao

O uso do biocatalisador magnético Lig-Mag CALB para a sintese de ésteres
de 6leo fusel e AGLs de 6leos de canola e algodao representa uma estratégia promissora
e ambientalmente sustentdvel para a producao de biolubrificantes. O biocatalisador
demonstrou alto desempenho catalitico, mantendo 85% de sua atividade inicial apds 27
dias de armazenamento a 4°C, indicando excelente estabilidade e adequagdo para uso
repetido em processos cataliticos.

A reutilizagao foi alcangada com perdas moderadas de atividade ao longo dos
ciclos sucessivos. Além disso, os biolubrificantes produzidos apresentaram propriedades
fisico-quimicas de acordo com as normas técnicas. Notavelmente, o biolubrificante
sintetizado a partir do 6leo de canola apresentou viscosidade cinematica de 13,165
mm?-s' a 40 °C, dentro das especificagdes para 6leos basicos rerrefinados do tipo RR-
10, conforme estabelecido pela Resolu¢do ANP n° 911/2022.

Ambos os produtos apresentaram indices de viscosidade acima de 120,
qualificando-os como 6leos basicos do Grupo III da API, adequados para formulacdes de
lubrificantes de alto desempenho.

Esses achados refor¢cam o potencial do biocatalisador Lig-Mag CALB como
uma plataforma eficiente, reutilizavel e economicamente viavel para a producdo de
biolubrificantes adequados para aplicagdes como fluidos de transmissdo automatica,
lubrificantes de grau alimenticio e outras formula¢des que exigem alta estabilidade

térmica e oxidativa.
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CAPITULO 5

5. CONCLUSAO

Os biocatalisadores utilizados na hidrélise enzimatica, Lig-Mag RML 0.5 e
Lig-Mag RML 5, apresentaram os maiores percentuais de hidrdlise, especialmente
quando aplicados aos Oleos de algoddao e de canola. Quando comparada a hidrodlise
quimica, a hidrélise enzimatica com a enzima na forma livre alcangou valores proximos
de 100% de hidrolise para todos os 6leos avaliados na razdo 1:3 (6leo/agua), resultando
na formagdo de produtos de dacidos graxos e possiveis intermediarios como
monoacilglicerdis (MAGs) e diacilglicerdis (DAGs), podendo ser uma alternativa para
producao de emulsificantes. J4 na razdo 1:1, foi observada a hidrolise completa dos
triglicerideos.

A hidroélise enzimatica utilizando biocatalisadores imobilizados demonstrou ser
uma alternativa interessante, destacando-se pelo carater sustentavel do processo e pela
possibilidade de recuperagao e reutilizagao do biocatalisador. No entanto, sao necessarios
estudos complementares, especialmente com os o6leos de algoddo e de canola, que
apresentaram os melhores desempenhos. Esses resultados evidenciam o potencial do
biocatalisador a base de lignina associada a magnetita como uma opg¢ao sustentavel para
a producdo de acidos graxos de alto valor agregado, com destaque para a sintese de
biolubrificantes.

Os acidos formados na hidrolise enzimatica, em comparacdo com aqueles
obtidos na hidroélise quimica, apresentaram os mesmos componentes majoritarios, com
valores proximos entre si. No entanto, a hidrolise enzimética possibilitou a formacao de
outros acidos adicionais com os 6leos de algodao, girassol, canola e soja, demonstrando
maior seletividade.

O biocatalisador Lig-Mag CALB, aplicado nas reacdes de esterificacdo com
acidos graxos livres provenientes dos 6leos de canola e algoddo, apresentou conversoes
superiores a 70% na formagao de ésteres, com uma produtividade de 2,5 vezes maior do
que a enzima na forma livre. O estudo cinético das condigdes operacionais identificou
que a temperatura de 40 °C ¢ a condi¢do ideal para a produgdo dos ésteres de 6leo fusel.

A andlise das propriedades fisico-quimicas dos ésteres obtidos utilizando os
AGLs do 6leo de canola apresentou viscosidade cinematica de 13,165 mm?-s™!, estando

dentro das especificacdes exigidas para 6leos basicos refinados do tipo RR-10, conforme
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a Resolucdo ANP n° 911/2022. Com base no parametro indice de viscosidade os ésteres
formados com os acidos do 6leo de algodao e canola, ambos apresentaram indices de
viscosidade superiores a 120, o que os qualifica como 6leos basicos do Grupo III da API
(American Petroleum Institute), tornando-os adequados para formulagdes de lubrificantes
de alto desempenho.

No estudo de atividade catalitica do Lig-Mag CALB, houve uma retengao
de 85% da atividade ao longo dos 27 dias. Na estabilidade operacional, tanto com os
acidos do 6leo de algodao quanto com os de canola, a conversao proxima de 60% mantida
ao longo dos cinco ciclos de reuso do biocatalisador, ndo apresentando diferengas
estatisticas entre as médias analisadas.

O estudo da hidrélise enzimdtica e da producdo dos ésteres contribui
diretamente para o cumprimento dos Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS),
uma vez que promove o aproveitamento de residuos que, de outra forma, poderiam ndo
ter destina¢do adequada. Além disso, essas abordagens podem reduzir a dependéncia de
combustiveis fosseis e, consequentemente, minimizar os impactos ambientais associados

a0 S€u uso.
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