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RESUMO

O potencial de aplicacao de lipases em processos biotecnolégicos para a modificacao de oleos e gorduras tem sido objeto de grande
interesse nos meios cientifico, economico e industrial nos ultimos anos. Além da atividade de hidrolise de ésteres, as lipases podem
catalisar uma grande variedade de reacoes de esterificacao, transesterificacao e poliesterificacao. A transesterificacao inclui aciddlise,
interesterificacao e alcoolise. Neste trabalho reacoes de alcodlise de 6leo de mamona para producao de ésteres de acidos graxos foram
estudadas devido a sua importancia na obtencao de, por exemplo, agentes de antifriccao, emulsificantes, intermediarios para produzir
uma numerosa quantidade de oleoquimicos e combustivel alternativo ao diesel e/ou aditivo ao diesel de petréleo (biodiesel). Neste
contexto, foi estudada a etandlise enzimatica de 6leo de mamona com lipase comercial (Lipozyme IM) usando n-hexano como solvente.
Os experimentos foram realizados variando a temperatura, as concentracoes de agua e enzima no meio reacional e a razao molar 6leo-
etanol, de acordo com um planejamento de experimentos pré-estabelecidos. Um modelo empirico foi utilizado para avaliar a influéncia
das variaveis de processo no rendimento e, desta forma, as condicdes de operacdao que maximizam a producao de ésteres foram
estabelecidas para a enzima utilizada.
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SUMMARY

EVALUATION OF THE INFLUENCE OF PROCESS VARIABLES ON ENZIMATIC ALCOHOLYSIS OF CASTOR OIL. The use of lipases as
biocatalysts in ester synthesis has been the object of growing interest. In addition to glycerol ester hydrolysis, lipases can catalyze a wide
variety of esterification, transesterification and polyesterification reactions. The transesterification includes acidolysis, interesterification
and alcoholysis. We consider in this report the application of lipases in the alcoholysis of brazilian vegetable oil in the production of fatty
acid esters due to its importance as, for example, antifriction agents, food preservatives, emulsifiers and intermediates to produce a
number of oleochemicals and fuel alternatives (biodiesel). In this work, enzymatic alcoholysis of castor bean oil with an immobilized
lipase (Lipozyme IM) was accomplished using n-hexane as solvent. In order to maximize the esters production a Taguchi design was
adopted varying temperature, water and enzyme concentrations in the reaction media and the oil:ethanol molar ratio. The reactions
were monitorated by determining the glycerol production. An empirical model was built to evaluate the influence of the process

variables on the conversion and afterwards the operating conditions that maximize esters production were established.

Keywords: lipases; alcoholysis; biodiesel; castor bean oil.

1-INTRODUCAO

Lipases tém sido extensivamente usadas em tec-
nologia de triglicerideos, sendo aplicadas, principalmen-
te, na biotransformacao de 6leos e gorduras. Entre os
processos mais promissores para a modificacao de lipi-
dios estdo as reacdes de hidrolise, sintese de ésteres
e interesterificacdo destes materiais na presenca de
lipases. A reacao de hidrolise envolve ataque na liga-
cao éster do triglicerideo na presenca de moléculas de
agua para produzir glicerol e acidos graxos. A alta espe-
cificidade das lipases com relacdo ao tipo e a posicao
estereoespecifica do residuo de acido graxo tém suge-
rido um grande numero de aplica¢coes na area de ali-
mentos. Flavorizantes para uso em alimentos destina-
dos ao consumo humano e animal tém sido obtidos
pela hidrolise parcial de triglicerideos [9]. A reacdo de
esterificacdo entre alcoois polihidricos e acidos graxos
livres €, em sua esséncia, a reacao inversa da hidrolise
do glicerideo correspondente. Exemplos de produtos qui-
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micos de alto valor, obtidos pelo uso de lipases para a
esterificacao, incluem a sintese de ésteres de acido
oléico com alcoois alifaticos primarios e secundarios e
alcoois terpénicos e a producdo de ésteres dos alcoois
geraniol e mentol com acido butirico e acido laurico,
respectivamente. O termo interesterificacdo refere-se
a troca de radicais acil entre um éster e um acido
(acidolise), um éster e um alcool (alcodlise) ou um éster
e outro éster (transesterificacdo). Nessas reacdes o
triglicerideo reage com um acido graxo, um alcool ou
outro éster, resultando em um rearranjo dos grupos de
acidos graxos do triglicerideo de forma a produzir-se
um novo triglicerideo. O rearranjo € o resultado de rea-
coes concorrentes de hidrélise e esterificacao.

Esteres obtidos a partir de alcoois e acidos graxos
possuem muitas aplicacdes e, aqueles obtidos a partir
de acidos de cadeia longa (12-20 atomos de carbono) e
alcoois de cadeia curta (3-8 atomos de carbono) tém
sido largamente utilizados em industrias de alimen-
tos, detergentes, cosméticos e farmacéuticas [6]. Para
estas aplicacdes, ésteres naturais, tais como aqueles
derivados do 6leo de baleia, cera de carnauba e 6leo de
jojoba tém sido utilizados. No entanto, estes 6leos sdo
caros € nao estao disponiveis em grandes quantida-
des. Desta forma, € desejavel desenvolver métodos para
a producao de tais ésteres a partir de matérias-primas
mais baratas e mais largamente disponiveis [10].
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Métodos quimicos convencionais para a producao
destes ésteres envolvem sua sintese a partir de um
alcool e um acido carboxilico na presenca de um acido
mineral como catalisador. Acido sulfiirico é comumen-
te utilizado para esta funcao; infelizmente, ele geral-
mente leva a formacao de subprodutos indesejaveis que
podem ser dificeis de serem separados e recuperados
do produto [2]. Além disso, neste caso, parte-se de um
substrato (acido graxo) que possui, também, alto valor.
Desta forma, surgiu o interesse em realizar a reacao
de alcoolise, utilizando um 6leo vegetal, de baixo custo
e de grande producao regional, como matéria-prima,
obtendo-se uma mistura de ésteres.

Recentes estudos tém mostrado a possibilidade de
uso de um método alternativo para a producao de éste-
res pelo uso de enzimas, tais como lipases, como
catalisadores [1, 3, 5, 8, 13, 14, 15]. A crescente énfase
no uso de biocatalisadores devido as suas proprieda-
des favoraveis de reacao tais como condicdoes amenas e
ambientalmente compativeis e sua alta especificidade,
tem resultado num aumento do uso de enzimas imobi-
lizadas. Isto vem ocorrendo pois as interacées entre o
suporte e a enzima podem alterar favoravelmente as
propriedades fisicas e quimicas da enzima e, geralmen-
te, uma nova propriedade € gerada, que pode ser explo-
rada para propostas industriais [4].

O objetivo do presente trabalho € a producao de
ésteres etilicos por alcodlise enzimatica do o6leo de
mamona, usando n-hexano como solvente. Uma lipase
comercial (Lipozyme IM) foi utilizada como catalisador.
Os experimentos foram realizados variando tempera-
tura, concentracao de agua e enzima no meio reacional
e razao molar o6leo-etanol, de acordo com um planeja-
mento de experimentos pré-estabelecido. Um modelo
empirico foi construido para avaliar a influéncia das
variaveis de processo no rendimento e, desta forma, as
condicoes de operacdo que maximizam a producdo de
ésteres foram estabelecidas para a enzima utilizada.

2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Materiais

Oleo de mamona comercial (DELAWARE) foi utilizado
sem nenhum tratamento prévio. A composicao em acidos
graxos do 6leo, determinada por cromatografia gasosa, €
de 90% de acido ricinoléico e 10 % de outros acidos. Alcool
etilico comercial (95% de pureza) e n-hexano PA foram
utilizados como substrato e solvente, respectivamente.

2.2 - Enzima

A lipase comercial utilizada foi gentilmente cedida
pela NOVOZYMES Brasil (Araucaria-PR): Mucor miehei
(Lipozyme IM) imobilizada em resina de troca aniénica
(0,15U/g e 4% de agua). A atividade da enzima foi quan-
tificada pelo consumo de acido laurico na reacédo de
esterificacdo entre o acido laurico e o glicerol com razao
molar acido-alcool de 1:3 a temperatura de 60°C, com a
enzima a 5% (p/p) mantida sob agitacao por 40 minutos.

A reacao foi iniciada pela adicao da Lipozyme IM ao meio
reacional, em um reator aberto, de 20mL, provido de agi-
tacao magnética e conectado a um banho termostatico.
Aliquotas de 150uL, em triplicata, foram retiradas do meio
reacional no tempo zero e apés 40 minutos de reacao e
foram diluidas em 20mL de acetona-etanol (1:1). A quan-
tidade de acido laurico consumido foi determinada por
titulacdo com NaOH 0,04N. Uma unidade de atividade
foi definida como a quantidade de enzima que conduz ao
consumo de 1mmol de acido laurico por minuto nas con-
dicoes experimentais descritas. A quantidade de prepa-
racao enzimatica e o tempo de reacao empregados na
determinacao da atividade enzimatica foram definidos
apo6s a obtencdo das curvas padrdao das reacdes de
esterificacdo do acido laurico com o glicerol, na razao
estequiométrica a 60°C, utilizando Lipozyme IM nas con-
centracoes de 1; 3; 5; 7,5 € 9% (p/p) nos tempos de 0O; 20;
40; 60; 80; 100; 120 e 140 minutos [12].

2.3 - Método analitico

O rendimento do processo foi calculado pela determi-
nacao da concentracao de glicerol formado durante a rea-
cao de alcoolise do 6leo vegetal. Sabe-se que o rendimen-
to de glicerol obtido a partir do 6leo de mamona, tendo
como base sua composicao quimica é de 10% (p/p) so-
bre a massa de o6leo utilizada [11]. Para comprovar o
resultado obtido em glicerol como indiretamente sendo
relacionado a conversao em ésteres, foi periodicamen-
te monitorado o teor de acidos graxos livres no o6leo e
no produto da reacao, verificando nao haver variacao
deste durante o processo e, consequientemente, poden-
do-se concluir que a reacao de hidrolise nao foi favore-
cida em nenhuma condicao experimental.

O meétodo utilizado para a determinacdo da con-
centracao de glicerol foi descrito por COCKS & VAN
REDE [7]. O método baseia-se na reacao da amostra
que contém glicerol com periodato de so6dio em solu-
cao aquosa para produzir formaldeido e acido férmico.
Este ultimo € usado como medida de glicerol, pela
titulacao da amostra com NaOH 0,125N.

2.4 - Procedimento experimental e andlise estatis-
tica

Os experimentos foram realizados em frascos
Erlenmeyers de 125mL, fechados com tampa de vidro.
A lipase comercial foi adicionada a mistura 6leo-eta-
nol-solvente (1g de 6leo e 40mL de n-hexano) e os
frascos foram incubados em agitador rotativo a 200rpm
por 8 horas, de acordo com o planejamento experi-
mental.

Para determinacao das condi¢oes experimentais que
maximizassem a sintese de ésteres resultantes da rea-
cao de alcodlise, foi realizado um planejamento experi-
mental fatorial saturado com 2 niveis e 4 variaveis. As
variaveis escolhidas foram temperatura do sistema
reacional, concentracdo de agua adicionada ao meio e
de enzima e razdao molar 6leo-etanol. Baseado em es-
tudos realizados preliminarmente, a agitacdo foi man-
tida constante, uma vez que foi verificado ndao haver
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nenhuma alteracdo no rendimento do processo varian-
do a mesma de 200 a 500rpm [12, 13]. O tempo de rea-
cao foi fixado em 8 horas. O intervalo de estudo das
variaveis foi determinado de modo a abranger a maioria
dos estudos da literatura [8, 12, 13]. Estes valores sao
fornecidos na Tabela 1.

TABELA 1. Intervalo de estudo das variaveis

Variavel Intervalo de estudo
Temperatura [T] (°C) 35-65
Concentragdo de agua adicionada [H] (%(p/p)’) 0-10
Concentragdo de enzima [E] (%(p/p)’) 5-20

Razao molar 6leo-etanol [O:EtOH] 1:3-1:10

(*) em relacao aos substratos (6leo e etanol).

A matriz experimental para o planejamento fatorial
€ mostrada na Tabela 2. Cabe ressaltar que os experi-
mentos foram realizados randomicamente e com répli-
ca de cada ponto. O erro experimental em cada obser-
vacao foi obtido através da média e desvio padrao. O
uso do planejamento fatorial e a analise estatistica
permitiram expressar o rendimento do processo como
um modelo quadratico, podendo a resposta ser escrita
como uma funcao das variaveis significativas.

TABELA 2. Plano fatorial: condicdes experimentais

Experimento T (°C) [E] %(p/p) [H] %(p/p) O:EtOH
1 35 5 0 1:3
2 35 5 10 1:10
3 65 20 0 1:3
4 65 20 10 1:10
5 35 20 10 1:3
6 35 20 0 1:10
7 65 5 10 1:3
8 65 5 0 1:10
9 50 12,5 5 16,5

2.5 - Influéncia das variaveis

Uma vez determinado o rendimento do processo,
um modelo empirico foi construido, com o objetivo de
ajustar os dados experimentais e verificar a significan-
cia das variaveis, bem como avaliar possiveis intera-
coes entre elas. Temperatura, concentracao de enzima
e de agua adicionada ao sistema, razdao molar oleo-eta-
nol e interacdo concentracao de agua-razao molar 6leo-
etanol foram ajustadas por um modelo quadratico. A
estimativa dos parametros foi efetuada pelo programa
STATISTICA. Os resultados da regressao, bem como o
grafico das conversdes experimentais e preditas pelo
modelo sdo apresentadas a seguir. Visando obter uma
comparacao direta do efeito de cada variavel, as varia-
veis independentes foram normalizadas no intervalo de
-1 a +1, de acordo com a equacao 1:

x=[2(X-X )/ (X X)) (1)

m

no qual X, € o valor normalizado da variavel X na condi-
caoi; X €ovalorreale X = eX  representam o limite
inferior e superior, respectivamente. O nivel -1 repre-
senta o limite inferior enquanto o nivel +1 representa
o limite superior de cada variavel.

Uma modelagem estatistica foi utilizada visando
obter um modelo empirico capaz de reproduzir os dados
experimentais. Modelos empiricos foram construidos
assumindo que todas as interacdes entre variaveis eram
significativas, estimando os parametros relacionados
com o efeito das interacoes e das variaveis e descar-
tando os parametros nao significativos considerando
um nivel de confianca de 95%. O objetivo na utilizacao
do teste t de Student é avaliar se os parametros sao
significativamente diferentes de zero. Com relacdo a
analise dos parametros, € importante mencionar que
um parametro com valor negativo implica em um efeito
negativo da variavel no processo.

Adotando esta metodologia, o efeito das variaveis
(temperatura, concentracdo de agua adicionada e de
enzima e razao molar 6leo-etanol) bem como das inte-
racoes foi estudado.

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Uma lipase imobilizada comercial foi utilizada como
catalisador na reacdo de alcodlise do 6leo de mamona,
usando n-hexano como solvente em diferentes condi-
¢oes de operacao, objetivando selecionar a condicao que
fornecesse maior rendimento em ésteres. A escolha da
enzima (Lipozyme IM) foi devido a resultados obtidos
anteriormente [12, 13], nos quais se demonstrou que
esta apresentou melhores resultados para a reacdo de
alcoodlise dos 6leos de polpa e améndoa de dendé. Os
resultados obtidos no planejamento de experimentos
realizados sdo apresentados na Tabela 3. Os valores
sao referentes a média de dois experimentos. Baseado
nestes valores, o erro experimental foi de, aproxima-
damente, 10%, mostrando uma boa reprodutibilidade
dos experimentos. Os resultados apresentados refe-
rem-se aos tempos de reacao de 6 e 8 horas.

TABELA 3. Conversodes obtidas na alcodlise enzimatica do
o6leo de mamona

Experimento T [E] [Hl O:EtOH % Rendimento % Rendimento
(°C)  %(p/p) %(p/p) 6 horas 8 horas
1 35 5 0 1:3 55,40 68,00
2 35 5 10 1:10 11,14 14,00
3 65 20 0 1:3 100,00 99,00
4 65 20 10 1:10 100,00 100,00
5 35 20 10 1:3 25,60 30,60
6 35 20 0 1:10 25,33 33,35
7 65 5 10 1:3 87,00 99,50
8 65 5 0 1:10 33,70 40,00
9 50 12,5 5 1:6,5 99,50 90,00

De acordo com a Tabela 3 pode-se verificar que con-
versoes de 100% foram obtidas em diversas condicoes
experimentais para os tempos de 6 e 8 horas. Resulta-
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dos obtidos anteriormente [12, 13] utilizando oleos de
polpa e de améndoa de dendé apontaram rendimentos
maximos de 52,30 e 77,45% em 8 horas de reacdo, para
as condicdes experimentais 5 e 1, respectivamente. Es-
tes resultados comprovam que a composicao quimica do
oleo vegetal utilizado influi diretamente na atividade da
lipase. Conforme os resultados obtidos pode-se concluir
que, quando o interesse € a producao da mistura de és-
teres para a utilizacdo como, por exemplo, em biodiesel,
o 6leo de mamona oferece maiores rendimentos em com-
paracao aos oleos da polpa e améndoa de dendé.

Como forma de melhor visualizar os dados experi-
mentais obtidos bem como acompanhar a cinética da
reacao nas diferentes condicoes estudadas, amostras
de cada experimento foram retiradas de hora em hora e
o rendimento determinado em cada ponto. Os dados
obtidos sao apresentados nas Figuras 1 e 2.
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FIGURA 1. Rendimento em ésteres em funcao do tempo para
a alcodlise enzimatica do 6leo de mamona em n-hexano
(Experimentos 1-4 e 9).
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FIGURA 2. Rendimento em ésteres em funcao do tempo para
a alcodlise enzimatica do 6leo de mamona em n-hexano
(Experimentos 5-9).

De acordo com as figuras pode-se verificar que, em
um tempo de reacdo de 6 horas, algumas condicoes ex-
perimentais apontaram um rendimento de 100%. Além
disso, conclui-se, também, que os experimentos reali-
zados utilizando concentracdo de enzima de 20% (p/p)

conduziram a conversoes elevadas. No entanto, conver-
soes similares foram obtidas quando da execucao do ex-
perimento central, o qual utiliza 12,5% (p/p) de enzima,
apontando para uma condicdo mais viavel uma vez que
ocorre uma economia de 7,5% (p/p) de enzima. A analise
estatistica completa a respeito da influéncia das varia-
veis de processo no rendimento € apresentada a seguir.

Analisando a Tabela 4 e considerando um nivel de
confianca de 95%, pode-se observar que a temperatu-
ra, a concentracao de enzima, a concentracao de agua,
a razao molar 6leo-etanol e a interacao concentraciao
de agua-razao molar 6leo-etanol influenciam o rendi-
mento do processo. A temperatura apresentou um efeito
negativo, comprovando o fato de que esta enzima apre-
senta uma maior atividade em torno de 40°C, sugerin-
do haver algum tipo de inibicdo ou inativacao em tem-
peraturas mais altas. No que se refere ao efeito da
concentracao de enzima, esta apresentou um efeito po-
sitivo dentro da faixa estudada. Estudos nesse sentido
devem ser realizados, principalmente no que se refere
a recuperacao e reutilizacao da enzima, tornando mais
atrativo o uso de enzimas imobilizadas. A concentra-
cao de agua apresentou um efeito negativo significati-
vo, apontando para uma provavel inativacdo enzimatica
devido a agua adicionada ou deslocamento do equili-
brio da reacao no sentido da reacao de hidrélise. Com
relacdo a razdo molar 6leo-etanol esta também apre-
sentou um efeito significativo, indicando haver inibi-
cao da enzima por excesso de substrato (etanol).

TABELA 4. Resultado da regressao para alcoolise enzimati-
ca do 6leo de mamona em n-hexano

Modelo: Y= Ao + Ar*T +A2"E + As*H +A4"R +As*T*T +As*"H*R

Ao As Az As As As As
Parametro
99,49998 -11,8638 25,40376 -12,2288 -12,1613 -44,7287 -7,96125
estimado
Desvio
B 3,19755 11,1305 1,13050 11,1305 11,1305 3,3915 1,13050
padrao

A Figura 3 apresenta a comparacao entre os dados
experimentais e gerados pelo modelo empirico, onde
pode se observar uma boa concordancia entre eles, cor-
roborando o modelo proposto.
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FIGURA 3. Rendimento experimental e predito para o dleo
de mamona em n-hexano.
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Os resultados obtidos neste trabalho corroboram
os obtidos por OLIVEIRA & ALVES [13], no qual verifi-
cou-se a necessidade de avaliacao da influéncia das
variaveis do processo cada vez que um novo sistema
(6leo vegetal) é estudado. Tal fato comprova que a com-
posicao quimica do dleo influi diretamente na ativida-
de da enzima utilizada no processo.

4 - CONCLUSOES

O emprego do planejamento de experimentos na
otimizacao do rendimento do processo de alcodlise de
oleos vegetais, usando lipases imobilizadas como ca-
talisadores, se mostrou eficiente no estudo da influéncia
das variaveis do processo. Um modelo empirico foi es-
tabelecido, mostrando boa concordancia com os dados
experimentais obtidos. Os efeitos das variaveis pude-
ram ser avaliados e foi realizada uma analise aprofun-
dada da influéncia das mesmas no rendimento. De acor-
do com o estudo realizado neste trabalho, verificou-se
que conversoes de 100% em ésteres foram obtidas para
varias condicdes experimentais, apontando a potencia-
lidade de utilizacao do 6leo de mamona na producao de
tais compostos. Além disso, a comparacdo com os da-
dos obtidos anteriormente [12, 13] salienta a impor-
tancia em se realizar este estudo cada vez que o siste-
ma (substrato e enzima) for modificado.
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