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Obstaculos tém a capacidade de tornar o homem mais
ou menos capaz, o que determina essa interferéncia € o modo como esses

obstaculos sao encarados!
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Resumo

No presente trabalho, a reacdo de epoxidagdao do biodiesel através da
enzima Candida antarctica lipase B (CalB) e em meio de liquidos iénicos (LIs)
foi estudada para melhorar as propriedades fisico-quimicas. Na presenca dos
Lis BMI.BF4, BMI.PFs e BMILN(Tf), a enzima variou de forma consideravel sua
atividade em cada um dos casos devido as propriedades distintas de cada um
dos Lls. Conhecidamente hidrofilico, o BMI.BF4 mostrou baixos rendimentos
para a formacédo do epoxido (até 19 % de conversdo, mas sem seletividade
para o epdxido). Ja os Lls BMI.PFs e BMLN(Tf), apresentaram resultados bem
superiores (20 % e 51 % de seletividade para o epodxido, respectivamente),
porém muito abaixo do esperado para um catalisador heterogéneo com boa
atividade. Esses resultados demonstraram que embora o sistema desenvolvido
seja capaz de produzir o substrato desejado, a atividade é menor que a

esperada para um sistema catalitico eficiente.
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Abstract

In the present work, the epoxidation reaction of biodiesel by enzyme
Candida antarctica lipase B (CalB) and using ionic liquids (ILs) was studied in
order to improve its physical-chemical properties. According to the presence of
ILs BMLBF4, and BMI.PFs BMILN(Tf), the enzyme activity varied considerably.
Reportedly hydrophilic, BMLBF4s showed low yields for the formation of the
epoxide (up to 19 % conversion, without selectivity for the epoxide). Besides,
ILs BMI.PFs and BMIN(Tf), had much higher (20 % and 51 % selectivity to the
epoxide, respectively), but much lower than expected for a heterogeneous
catalyst with good activity. These results demonstrate that although the system
developed is able to producing the desired substrate, the activity is lower than

that expected for an efficient catalytic system.

vil
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Capitulo 1: Introducao e Objetivos



Dissertacdo de Mestrado — Henrique Lima de Oliveira

1.1 Introducao

A partir da crise do petréleo na década de 70, o aumento no custo e a
duvida sobre a disponibilidade futura de combustivel féssil, a insercdo do
conceito de sustentabilidade e a preocupacdo com o aumento da emissao de
poluentes na atmosfera, tornaram a busca de fontes renovaveis de energia
uma prioridade; dleos e gorduras tornaram-se alternativas vantajosas para uma
possivel substituicdo desse combustivel." Dentre as opcdes vidveis, o biodiesel
se mostrou promissor destacando-se pela baixa emissdo de compostos
sulfurados e baixa viscosidade e sua maior lubricidade, indice de cetano e
biodegradabilidade quando comparados ao diesel derivado de combustiveis
fosseis.

Contudo, o biodiesel limita-se pela baixa estabilidade oxidativa e
elevada temperatura de cristalizagdo.? Alternativa possivel e promissora para
contornar tais problemas é a modificagdo do biocombustivel através de reagdes
como a hidrogenacgao, alquilacéo e hidrélise.' Outra reacdo possivel é a de
epoxidagao, reacao que tem se mostrado bastante promissora ndo sé devido
ao fato de mudar de forma singular as caracteristicas fisico-quimicas do
biodiesel, mas também por ser o epoxido um importante intermediario em rotas
reacionais e por apresentar elevada importancia comercial, por exemplo, na
industria de polimeros e farmacologica.*

As enzimas lipase apresentam papel singular com relagdo ao biodiesel,
um produto essencialmente lipidico. E uma classe de enzimas capaz de
trabalhar eficientemente em sistemas heterogéneos, isso por varias delas
apresentarem fendmeno conhecido como ativacao interfacial, o que no caso de
materiais lipidicos € uma grande vantagem, ja que reduz consideravelmente
problemas de interacdo substrato/solvente.®

Especificamente, a enzima Candida antarctica lipase B — CalB — vem
sendo estudada e aplicada com sucesso em processos envolvendo oleos e
gorduras. Apresenta alta seletividade e é conhecida por catalisar reagdes de
esterificacao, transesterificagao, hidrolise, polimerizacdo e, em destaque, a de

epoxidacdo.® Trabalhos recentes mostram que a CalB é capaz de epoxidar
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eficientemente ésteres metilicos de 6leo de girassol com rendimentos de até
99,9 %.’

Um limitante para a reacdo de epoxidacdo empregando a CalB como
catalisador € a necessidade de utilizar solventes no meio reacional para
melhorar a seletividade do epoxido. Como alternativa para o problema, o

emprego de liquidos idnicos — LIs — vem sendo estudado.

1.2 Objetivos

O presente trabalho almeja uma rota alternativa e eficiente para a reagao
de epoxidacao de ésteres metilicos derivados de triacilglicerideos do 6leo de
soja. O estudo deseja encontrar um caminho reacional mais condizente com as

diretrizes da Quimica Verde e mais viavel do ponto de vista econdmico.

1.2.1 Objetivos especificos

e Avaliar a atividade cataltica da enzima CalB ancorada em um
suporte hidrofdbico na reacdo de epoxidacdo de ésteres metilicos
derivados do oleo de soja na presenca dos Lls BMI.PFg, BMI.BF4 €
BMI.NTf,;

e Testar a reutilizacdo do biocatalisador na reacdo de epoxidagao do
biodiesel;

e Verificar a atividade de cada um dos trés lotes de enzimas

imobilizadas através do mesmo processo.
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Capitulo 2: Revisao Bibliografica
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2.1 Biodiesel e suas propriedades fisico-quimicas

Rudolf Diesel e seu motor de ignigdo por compressdo, desenvolvido no
século XIX, abriram precedente para, décadas depois, 6leos e gorduras de
origem vegetal e animal tornarem-se material de estudo e de possivel solugao
para a disponibilidade limitada de combustiveis fésseis.®' Ja nas décadas de 70
e 80, o alto custo do petrdleo motivou intensos estudos experimentais sobre a
utilizagdo desses materiais como combustiveis alternativos.’

Reacbes como a de craqueamento — ou pirélise — e de transesterificagao
(Figura 1) de Oleos e gorduras passaram a ser estudadas visando obter
derivados de triacilglicerideos com propriedades préoximas as do diesel de
petroleo. Desta forma, podem-se misturar tais compostos derivados de
triacilglicerideos ao combustivel fossil diesel (blendas) ou mesmo substituir

este sem a necessidade de modificacdo nos motores.®

——OOR ——OH

—— OOR + 3 CH;0H

OH + 3CH;00R

\

——OOR —OH

Figura 1: Representagao geral da reagéo de transesterificagdo em triacilglicerideos.

Devido a caracteristicas fisico-quimicas de 6leos e gorduras in natura,
como alta viscosidade e baixa volatilidade, a utilizagdo direta desse tipo de
material em motores pode provocar diversos problemas a longo prazo, como a
deposicdo de material e engasgos do motor® Reagdes como a de
transesterificacao sao eficientemente capazes de modificar as propriedades
fisico-quimicas dos 6leos permitindo a utilizagao direta nos motores.

A transesterificagdo foi uma reagdo desenvolvida por Duffy e Patrick em
1853. Com o0 avango de pesquisas na area da oleoquimica, a reacgao foi
estudada sob as mais variadas condi¢des, utilizando diferentes materiais, como
Oleos de soja e girassol, alcoois, principalmente metanol e etanol, e em
variados sistemas cataliticos, sendo eles homogéneos, heterogéneos,
enzimaticos ou em fluidos supercriticos.” O produto da reacdo de

transesterificacdo (mistura de ésteres, geralmente, metiicos ou etiicos de



Dissertacdo de Mestrado — Henrique Lima de Oliveira

acidos graxos, obtidos na reagcao de alcodlise do triacilglicerideo) ficou
conhecido como biodiesel.’

No Brasil, o biodiesel € empregado em forma de blendas e, atualmente,
todo diesel comercializado, exceto o maritimo, deve apresentar 5 % de ésteres
metilicos ou etlicos em sua composicdo.'”” De forma geral, o biodiesel
apresenta, quando comparado ao diesel de petroleo, maior densidade,
viscosidade, indice de cetano e ponto de fulgor e menor volatilidade. A
utilizacdo de blendas proporciona o aprimoramento do combustivel, ja que a
adicao do biodiesel, mesmo que em pequenas quantidades, é capaz de alterar
as propriedades fisico-quimicas daquele, agregando caracteristicas pertinentes
a eficiéncia da combustdo.”’ Segundo Candeia et al ' e seus estudos sobre
blendas de biodiesel de soja, tal eficacia pode ser atribuida ao fato de cerca de
10 % da massa do biocombustivel ser composta por oxigénio, enquanto o
diesel de petréleo &€ composto basicamente por hidrocarbonetos. Essa
quantidade a mais de oxigénio propicia uma queima mais efetiva. O aumento
do indice de cetano também contribui positivamente, uma vez que esse
incremento retarda a ignicdo do combustivel.

| '? estudaram de forma minuciosa a blenda de biodiesel de

Berman et a
O0leo de mamona/diesel de petrdleo (10:90). Nesse estudo, a blenda foi
comparada ao diesel com baixo teor de enxofre (ULSD) e ao biodiesel de
mamona puro. Observa-se na tabela 1 que a blenda sugerida apresenta
caracteristicas intermediarias a ambos. Propriedades de fundamental
importancia do ponto de vista funcional do combustivel como viscosidade
(3,621 mm?s) e lubricidade (139 um) apresentaram resultados bastante
satisfatérios de acordo com normas da ASTM. Todavia, embora a blenda tenha
obedecido a todos os padroes estabelecidos pelas normas, exige-se que o
biodiesel puro também esteja dentro de especificagdes pré-estabelecidas, e em
certas andlises, como a de viscosidade (15,17 mm?/s) e a de temperatura de

destilagao (398,7 °C), essas especificagdes ndo foram atendidas.
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Tabela 1. Propriedades fisico-quimicas dos combustiveis B100, B10 e ULSD comparadas aos padroes
ASTM. (Adaptado de Berman et al, 2011.)"

ASTM D6751 B100 ASTM D7467 B10 ASTM D975 ULSD

Propriedade

Especificagdo Resultado Especificagdo Resultado Especificagdo Resultado

Viscosidade
cinemética2 a40 1,9-6,0 15,17 1,9-41 3,62 1,9-41 3,28

°C, mm /s
indice de cetano 47 (min) 48,9 40 (min) 48,5 40 (min) 51,4

Ponto de névoa, e 14 Informar -1 Informar -1

Estabilidade
oxidativa, 110 3 (min) 44 6 (min) 86,4 20 (min) 1147
°C, h
Temperatura de
destilagao
(recuperagao de 360 (max) 398,7 343 (max) 340,8 338 (max) n/d
90 % do
volume), °C
Lubricidade,
HFRR a 60 °C, -- -- 520 (max) 139 520 (max) n/d
mm

Apesar de a utilizacdao de 100 % do biocombustivel ser possivel nos
motores atuais, um dos maiores empecilhos para sua aplicagdo é a baixa
estabilidade oxidativa. Dependente do grau de insaturagdo do biodiesel, a
oxidagado provoca o aumento da viscosidade e uma redugcdo da capacidade
calorifica do biodiesel, ocasionando a producédo de particulas insoluveis. Esse
material indesejado pode provocar o entupimento de filtros e injetores, que por
consequéncia leva a uma ineficiéncia da queima do combustivel.”® Outro
problema que inviabiliza a utilizacdo do biodiesel puro em motores € a baixa
capacidade de escoamento a temperaturas reduzidas. J4 é de conhecimento
fundamentado que quanto maior a concentragcdo de ésteres saturados no
biodiesel, maior a dificuldade de fluidez do material devido ao empacotamento

das moléculas.'
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Tabela 2. Composicao de acidos graxos de alguns dleos e gorduras. (Retirado de Carvalho, 2008.)15

Acidos graxos (% m/m) Saturacgao total (%)

16:0 18:0 18:1cis 18:2 18:3 Saturados Insaturados

3
8 4 23 54 7 12 84
2

Gordura de Piqui 40 47 4 - 42 51

Banha de porco 24 10 51 11 <1 37 62
Gordura de frango W 6 40 20 2 30 62

As duplas ligagbes dos acidos graxos poliinsaturados 18:1, 18:2 e 18:3,

presentes no 6leo de soja, estdo dispostas na forma nao conjugada, ou seja,
separadas por grupos CHj. Esses hidrogénios metilénicos sédo bastante
reativos, podendo ser removidos por espécies radicalares ou nucleofilicas. Na
reagcdo de oxidacdo das olefinas dos acidos graxos, esses hidrogénios séo
abstraidos formando um intermediario radicalar. A dupla ligacdo estabiliza o
radical formado mediante um sistema de conjugacdo radical aliico (Figura 2).
Depreende-se dai que quanto maior a quantidade de duplas ligagbes nao
conjugadas maior sera a estabilidade do radical alilico formado e,

consequentemente, mais suscetivel a oxidagao o acido graxo sera.”®

H H H H H
)g)gh/ ~ Lo 11 .
—_— _V . > —_— - 77T ™
- X Radical alilico
H H\e¢ H H H 181
H HH H H H H
ress. com ﬂ
a dupla em C9 —V‘3 >

H
9 10
‘v4 H H H Radical alilico
'1 18:2

ress. com — L 11 12
aduplaemC12.~" — ;‘_ > 7

H H H

Figura 2. Reacédo radicalar de oxidagdo dos acidos graxos 18:1 e 18:2. (Retirado de Carvalho, 2008.)15

Tais propriedades, no minimo contraditérias, evidenciam a necessidade
de obter-se um biocombustivel capaz de driblar tanto a reduzida estabilidade

oxidativa quanto a irregular fluidez do material a baixas temperaturas.



Dissertagao de Mestrado — Henrique Lima de Oliveira

Alternativa com potencial sucesso para contornar tais problemas € a
modificagdo do biodiesel. Através de reagdes direcionadas aos grupos
funcionais do biocombustivel, como insaturacbes e grupos ésteres, ha a
possibilidade de obterem-se materiais com propriedades fisico-quimicas dentro
dos padrbes exigidos.14 Reagdes de hidrogenacéo, esterificagcdo, epoxidagéao,
metatese, alquilagao, entre outras, tem sido estudadas com a intengao de obter
produtos com propriedades adequadas. '

Wadumesthrige et al '* analisaram de forma contundente reacdes de
hidrogenagcdo, epoxidacdo e hidrolise de biodiesel derivado de gordura de
aves. As reagdes mostraram-se efetivas quanto a modificacdo das
propriedades fisico-quimicas originais do biodiesel. A rea¢cdo de hidrogenagao
apresentou-se como um bom meétodo para aumentar tanto a estabilidade
oxidativa quanto o indice de cetano do biocombustivel, porém, devido a falta de
insaturacdes, a possibilidade de utilizacdo desse produto em temperaturas
reduzidas torna-se inviavel. J& a reagdo de hidrélise pode ser empregada
satisfatoriamente com o intuito de aumentar a lubricidade do combustivel. A
reagcao de epoxidagao, entretanto, foi a que melhores resultados apresentou.
Apesar de ndao melhorar as propriedades de fluxo a frio do biodiesel, se
enquadra em todas as demais normas ASTM e mostra-se a mais promissora

das trés modificacdes propostas.

Tabela 3: Propriedades fisico-quimicas do biodiesel antes e apds as reagdes de modificagdo.
(Adaptado de Wadumesthrige et al, 2009.)"

] ASTM D6751 Biodiesel Hidrogenagao | Epoxidagao Hidrolise
ACIILEEED ) destilado (2 h) (5h) (18 h)
0,21 0,26

indice de acidez, mg KOH/g 0,50 (max) , 0,387 0,417 ,

Teor de agua, ppm (KF) -- 353+14,2 402+16,2 487+17,1 624+19,4
Viscosidade cinematica, 40°C,
mm’s 1,9-6,0 3,99 5,05 4,26 4,25

Informar 2 15 2 3
3 (min) 0,71+0,44 11,8+0,26 4,3+0,34 2,3+0,29
-- 39,55+0,02 39,84+0,05 39,33+0,01 39,25+0,05
47 (min) 47,3+1,3 58,4+1,9 63,2+2,3 51,3+1,8
-- 565+14 330+17 476+18 199+15
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2.2 Reacao de epoxidacao

De fato, a epoxidagdo de monoésteres derivados de acidos graxos tem
sido intensamente estudada. Com um imenso potencial industrial, o produto
dessa reagcdo é empregado, por exemplo, como fungicida, como revestimento
em sistemas que utilizam uretanas e alcoois, como intermediarios para
processos farmacéuticos, na industria de polimeros (altera a flexibilidade,
elasticidade e resisténcia do PVC), entre inimeras outras aplicagdes.’” 8

A alta reatividade do grupo oxirano formado é o que agrega relevante
importancia a reagcédo de epoxidacao. A elevada tensdo angular formada (Figura

3) torna o grupo suscetivel a ataques nucleofilicos e a polimerizagées.

Q0

s X

Figura 3. Orbitais e angulos (aproximadamente 60°) do grupo epdéxido.

Observa-se que devido a baixa eletrofilicidade do perdxido de
hidrogénio, bem como a tendéncia em formar radicais, € necessario o uso de
catalisadores bastante efetivos para que a reacdo de epoxidagao ocorra. A
utilizacdo de acidos fortes como ativadores do perdxido para que este aja com
maior eficiéncia como doador de oxigénio € comum e industrialmente
aplicada.’®?

Como alternativa, Campanella et al * estudaram a epoxidacdo de
biodiesel de soja e de girassol através da formacgao in situ de acido perféormico
(Figura 4). Aliada as altas conversdes obtidas, a amena temperatura utilizada
(40 °C) tornou o estudo bastante satisfatorio, uma vez que, até entdo, a reacéo
era comumente realizada a 60 °C. Contudo, o excesso de perdoxido de
hidrogénio utilizado (60 % em massa, 5 mols) no sistema ndo é adequado do

ponto de vista ambiental.

10
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Figura 4. Reagédo de epoxidagéo do acido oleico pelo acido perférmico.

Relutando, entretanto, em prosseguir com técnicas que fujam dos
principios norteados pela quimica verde, o desenvolvimento de catalisadores
eficientes tem sido prioridade. Estudos demonstram a eficacia de éxidos do

grupo IV suportados em y-Al,Os, especialmente o MoOy (rendimentos > 90 %,

reutilizado por 6 vezes sem perda de atividade), na epoxidacdo de ésteres

21 e de

metlicos do 6leo de soja.'” Catalisadores de NbyOs/SiO,
{PO4W(0)(O2)2ls}® suportado em nanotubos de haloisita 22> mostraram-se
também ativos para a epoxidacdo do 6leo de soja. Contudo, o catalisador de
tungsténio apresenta queda na atividade catalitica apds trés ciclos, e o de
niobio ndo demonstra seletividade para epdxidos, gerando o produto
dihidroxilado que, segundo os autores, deve-se a presenca de sitios acidos de
Brgnsted proporcionais a concentragdo de nidbio no catalisador.

Suarez et al ?® estudaram a epoxidacdo do oleato de metila na presenca
de catalisadores de Al,O3 dopados com Sn, Zn, Ti e Zr com o intuito de avaliar
os efeitos dos sitios acidos de Lewis. Foi observado que o aumento da acidez
do catalisador, bem como a diminuigdo da area superficial, contribuem
negativamente com a reacgdo, reduzindo de forma drastica os rendimentos
obtidos (33 % com Al,O3 comercial para 0,5 com (Al203),8(TiO2)0.2).

Torres et al, '° utilizando peréxido de hidrogénio (2 mols), catalisador
derivado do acido selénico (0,1-1 % mmol) e variados solventes (1 mL),
desenvolveram um método muito eficaz para a epoxidacao do biodiesel de soja
(Figura 5) com altos rendimentos e seletividade para a formacao de epdxido (>

99 %) e ainda com a possibilidade de reutilizagao do catalisador por sete ciclos.

11
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Figura 5: Esquema da reacgdo de epoxidacédo do sistema desenvolvido por Torres et al. (Retirado de
Torres et al, 2012.)19

2.3 Epoxidagao enzimatica

Ainda que resultados bons tenham sido obtidos com a aplicagcéo de
catalisadores quimicos heterogéneos na reacdo de epoxidagcdo de Oleos e
gorduras, a utilizagdo de enzimas, que sdo catalisadores bioldgicos, nesse tipo

de mecanismo tem se apresentado de forma bastante satisfatoria.

12
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Enzimas sdo biocatalisadores formados por cadeias de residuos de
aminoacidos, possuem elevada atividade, seletividade e especificidade, o que
permite realizar reagdes sob condicdes experimentais relativamente brandas.?
Dentre as varias classes de enzimas existentes, as lipases (Figura 6) sdo as
que apresentam o maior leque de aplicacdo — produgdo de farmacos,
cosméticos, produtos de limpeza, alimentos, entre outros. Embora seja
reconhecidamente responsavel pela hidrélise de triacilglicerideos, lipases s&o
capazes de interagir com inumeros outros substratos, tais como ésteres, tidis,

amidas, poliéis.?®

B

B

pa\ 133/
\_/

Figura 6. Estrutura geral de lipases. (Adaptado de Brigida, 2010.)26

As lipases sao classificadas como o/ hidrolases — proteinas com
a hélices e folhas B distribuidas por toda a estrutura de forma homogénea. Fica
evindenciado na figura 6 essa disposi¢cao caracteristica, onde A, B, C, D e F
séo a hélices e B2, B3, B4, B5,p6 e B7 sao folhas P e as estruturas em preto ou
branco ocorrem nas estruturas de todas as lipases e as em cinza na maioria
delas.

As lipases apresentam ainda um centro ativo formado por uma triade de
aminoacidos — Serina, Histidina e Acido Aspartico/Glutamico — e, comumente,

uma “tampa“ anfiflica que cobre o sitio ativo da enzima. Quando em contato

13
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com a interface aquosa/orgénica, a maioria das lipases sofrem um rearranjo
estrutural promovendo a exposigdo do sitio ativo e gerando uma superficie
hidrofdbica e esta por sua vez interagindo com o substrato. Essa interagéao
localizada nas redondezas do sitio ativo e que modifica as propriedades

funcionais da enzima é denominada ativagdo interfacial (Figura 7).%°

T _ i
E: i (I_
~dtug " . ST
Lipase fechada Lipase abertae
einativa ativada

Interface hidrofébica ;.0 faciaimente

Figura 7. Representacao do processo de ativagao interfacial. (Retirado de Salvador et al, 2009.)27

Dentro da classe das lipases, a Candida antarctica lipase B (CalB) tem
se apresentado de forma bastante ativa para a reacdo de epoxidagdo de
derivados de acidos graxos. Essa enzima apresenta um sitio ativo formado
pela triade de aminoacidos Serina, Histidina e Acido Aspartico e um orificio
formado pelos aminoacidos Glutamina e Treonina, responsaveis por estabilizar
intermediarios oxianiénicos através de ligagcbes de hidrogénio. E embora

possua a tampa anfiflica mencionada anteriormente, ndo apresenta o

fendbmeno de ativagdo interfacial. No caso da CalB, o acesso ao sitio ativo da
28
).

proteina é realizado através de um canal bastante estreito (Figura 8

Figura 8. Representagdo do acesso ao sitio ativo da enzima CalB. (Adapado de Li et al, 2010.)*

14
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A reacdo de epoxidacéo de ésteres derivados de acidos graxos de 6leos
e gorduras pode ser explicada a partir do mecanismo para a transesterificagcao

de ésteres sugerido por Li et al (Figura 9).

(o]
ASP 187 R\ )k ASP 187 SER 105 R,
Y SEl\OS o) R, \O#\

> N |
H\N/\ H\N/\ H

>_/ 2.:/ N
R
HIS 224 HIS 224
o u
R—OH
Ra
A

ASP 187 SERXOSR. ASP 187 o

- Interagdes
*., intermoleculares

ER 1
o ) S 05
O\\ L/ O/ Interagdes
Q H\N/\N'H‘ d >, intermoleculares ‘\ H\N/\

2_?_/ \R2 RZ'OH
HIS 224 HIS 224

Figura 9. Mecanismo de transesterificacao catalisado pela CalB. (Adaptado de Li et al, 2010. )

No caso da epoxidacao do biodiesel, por exemplo, a reagao de
transesterificagdo é interrompida na entrada do alcool substituinte e inicia-se a
hidrélise do éster (Figura 9) formando o acido carboxilico correspondente.

Svedendahl et al %

sugeriram um mecanismo (Figura 10) da reacdo de
formagao do peracido sendo catalisada pela enzima a partir da Serina 105. Ha
primeiramente a formacdo da acilenzima via ataque OH do aminoacido a
carbonila do acido graxo e a eliminagado de agua. Depois, o peroxido de
hidrogénio ataca a carbonila, ligada agora ao aminoacido, formando o peracido
e este afastando-se do sitio ativo da enzima. A molécula reage com a olefina

fora do biocatalisador formando o epdxido correspondente sem apresentar

estereosseletividade.

SE\R 105 SER 105 SEE 105
H _---H _
1 S S o—H

RHO%O/H THz_'O o/;’—< ;/O_O\H —>R

Figura 10. Mecanismo de formagé&o do peracido catalisado pela CalB.

TO\O/ H

)
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Em 1995, Warwel e Klaas,*® com o intuito de epoxidar diversos acidos
carboxilicos, dos quais se derivam os ésteres metiicos presentes em
biocombustiveis, utilizaram um excesso de H2O, 60 % em massa (7,5 mmols)
na presenca da CalB (100 mg). Rendimentos de até 91 % foram atingidos e a
enzima pdde ser reutilizada por quinze vezes sem perda significativa de
atividade.

A otimizagdo do processo de epoxidagao de acidos graxos foi analisado
por Tornvall et al.?° Variaveis como temperatura, concentracdo de solvente no
meio reacional, diluicdo dos reagentes (a atividade da enzima é
consideravelmente reduzida ao utilizar HO, 12 M e nao 6 M) e a dependéncia
hidrofilica por parte da enzima podem contribuir inclusive para a desnaturacio
do biocatalisador. Prova da sistematica do processo de epoxidagdo sdo os
estudos apresentados por Orellana-Coca et al.®' Suas pesquisas demonstram
a perda de atividade da enzima CalB ao serem utilizados solventes como o
etanol. Segundo os autores, o alcool pode desidratar o biocatalisador tornando
a reacgao inviavel.

Vicek e Petrovi¢ determinaram as condi¢cdes ideais para a reacido de
epoxidacao do dleo de soja.32 Com a relagdo molar de H,O»/duplas ligagao de
1:1, a adicdo de 8 % em massa de acido oleico, 110 % em massa de tolueno e
4 % em massa de CalB (em relacdo a massa de Oleo de soja), a reagao de
epoxidagao apresentou valores superiores a 90 % e especificidade para a
formacdo do grupo oxirano. Entretanto, sob tais condigdes, observou-se a
desnaturagdo da enzima apds alguns ciclos.

Em suas pesquisas, Schneider et al "demonstraram que a CalB é capaz
de epoxidar eficientemente ésteres metilicos de 6leo de girassol com
rendimentos de até 99,9 %. Utilizando um sistema bifasico e o acido caprilico
como precursor, em 16 h o rendimento maximo foi atingido e a formacéao

exclusiva de epoxido também.
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2.4 Empregode Liquidos I6nicos — LIs — na catalise enzimatica

Seguindo ha tempos como advento da Quimica Verde, os Liquidos
Ibnicos — LIs — vém sendo aplicados constantemente na area da catalise. A
melhor definicdo para LlIs, ou sais fundidos, é a de que sdo compostos liquidos
que apresentam estruturas cristalinas idnico-covalentes. Mais especificamente,
Lls sdo compostos idnicos que mantém-se no estado liquido a temperatura
ambiente. S40 compostos bastante estaveis a temperaturas elevadas — cerca
300 °C —, apresentam reduzida pressdo de vapor e alta condutividade idnica.®
Apresentam ainda acidez de Lewis/Bronsted variavel e alta polaridade, além de
serem soluveis e solubilizarem tanto compostos organicos quanto
inorganicos.®* Vale ressaltar a dependéncia das propriedades fisico-quimicas a

composicdo do material — anion/cation.®

@ 0
FF H F N F
\/ | )
F—/P\—F H—||3—H - \oo/ -
F F H F F
X= PFe BF, NTf,

Figura 11. Representagdo geral do BMI com seu anion.

Lls derivados do 1,3-dialquilimidazdlio — DAI — (Figura 11) tém sido
largamente utilizados em catalise.®® O cation pode ser facilmente modificado a
fim de alterar as propriedades do material. A substituicdo 1,3, aumentando ou
diminuindo as cadeias alifaticas, proporciona diferenga crucial na solubilidade e
interacdo do LI no meio reacional, tal qual a escolha do a&nion, como pode ser

observado na tabela abaixo.

17
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Tabela 4. Propriedades fisico-quimicas de liquidos idnicos utilizando o 1-alquil-3-metilimidazélio como
cation. (Adaptado de Alves, 2007.)*’

ﬂ-

| =L

m BF, -88 17 435 103 1,24 5,9
m BF, -85 - 435 180 (233) 1,21 3,5 (8,6)
m PFe 61 10 - 219 (312) 1,37 1,6 (6,5)
m AICI, -88 - - (294) 1,23 (24,1)
m CF3S0; - 16 - 90 1,22 3,7
m NTF, - 4 >400 69 1,43 3,9
m CFsCO,  -30 - - 73 1,21 3,2

i

Temperatura de transigdo \vitrea, b Temperatura de fusdo, © Temperatura de
decomposigao, ¢ Viscosidade a 25 °C e entre parénteses a 30 °C, ° Densidade a 25 °C,
Condutividade a 25 °C e entre parénteses a 60 °C.

Os Liquidos l6nicos sdo materiais bastante organizados estruturalmente
falando (Figura 12). Sua estrutura mantém-se similar a do estado sélido mesmo
quando no estado liquido. Depreende-se dai a justificativa de o porqué desses
compostos apresentarem alta viscosidade e baixa pressédo de vapor. Interagbes
presentes nos Lls sdo as mais variadas. Observamos ligagées de hidrogénio
entre cations e anions, interagcbes de Van Der Waals presentes entre as
cadeias alifaticas, do tipo empilhamento © entre os anéis do imidazdlio e ainda
interacdes Coulombianas de longo alcance.®®'® Estudos evidenciam, contudo,
que o comportamento estrutural do LI na presenga de outros compostos pode
ser modificado e modificar caracteristicas de enzimas no meio reacional, como

atividade e seletividade. 38
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Figura 12. Estrutura 3D simplificada de LIs do tipo [(DA(X)*M]™ [(DA"(X))]". (Retirado de Dupont et
al, 2006.)*

Como mencionado, Lls tém sido empregados nos mais variados tipos de
reagdes (de hidrogenacdes a clivagens e isomerizacdes).>* A aplicagdo destes
na presenca de biocatalisadores também tem sido estudada, e a epoxidagao
novamente ocorre de forma efetiva.

No estudo de Silva et al *° foi analisada a atividade da CalB e de outras
lipases na presencga de liquidos iGnicos hidrofébicos (BMI.PFs e BMINTT,) e de
um hidrofilico (BMLBF4) para epoxidacdo do oleato de metila. A utilizacdo de
Lls no processo de epoxidagcdo do éster teve por objetivo estudar a
estabilizacdo do epoxido formado na presenga das enzimas.

Nota-se que grande parte dos estudos realizados anteriormente
identificaram a necessidade de utilizar solventes orgénicos a fim de atingir a
seletividade esperada para a formagao do epdxido. Como ja mencionado,
devido a grande tensdo angular do grupo oxirano, este estad suscetivel a
ataques nucleofilicos (Figura 13).
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Figura 13. Abertura do anel epdxido.

No caso da epoxidagao utilizando H,O, como doador de oxigénio, ha
liberagdo de agua no meio reacional proporcionando a hidrélise do grupo
oxirano e formando o produto dihidroxilado — DIOL —, exatamente o observado
pelo grupo de Silva. A substituicdo de solventes organicos por LIs é
fundamentada no emprego de um solvente ndo-toxico, reutilizavel e capaz de

atingir a seletividade alcangada por outros solventes.
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Capitulo 3: Materiais e Métodos
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3.1 Reagentes

Para as sinteses realizadas neste trabalho, foram utilizados reagentes
comerciais e sem prévia purificagdo. Os reagentes adquiridos foram: 6leo de
soja refinado LIZA; KOH 85,0 %, Al,Os basico, terra de infuzérios, acetonitrila
99,8 %, HCI 37,0 %, H202 30,0 %, n-butanol 99,4 %, trietilamina 99,5 %,
CHxCl; 99,5 %, MgSO,4 98,0 % e acetato de etila 99,5 % da VETEC Quimica
Fina LTDA; metanol 998 % da Synth; H,POs 85,0 % da Ecibra;
tris(hidroxilmetil)aminometano da Merck; cloreto de metanossulfonila 98,0 % da
Alfa Aesar; metilimidazol 97,0 %, NaBF4 98,0 % e KPFs 99,5 % da Acros
Organic; bis(trifluorometanosulfonillimida de litio da TCI America; cilindro de

nitrogénio grau industrial da White Martins.

As enzimas utilizadas no trabalho foram cedidas pelo Departamento de
Biocatalisis do Instituto de Catalisis y Petroquimica da Universidad Auténoma
de Madrid localizada em Madri — Espanha. A ancoragem do biocatalisador foi
realizada em um suporte hidrofébico de cadeias carbdnicas de 18 carbonos

onde aminodacidos eram responsaveis por fixar a enzima no suporte.*®

3.2 Sintese do biodiesel e dos liquidos idnicos e hidratagcao da

enzima

A sintese do éster metilico do o6leo de soja foi realizada pela
transesterificagdo em meio basico do 6leo de soja de acordo com método ja
descrito na literatura *' e produziu um liquido menos viscoso e mais claro que o
Oleo de soja. A sintese dos Lils BMLPFs, BMIL.BFs € BMLNTf, também foi
realizada segundo método relatado na literatura.*? A sintese gerou produtos
translucidos e bastante viscosos. Todos os compostos foram armazenados sob
atmosfera de Ny e o biodiesel foi estocado em um freezer.

Como mencionado, a enzima utilizada foi enviada por colaboradores
espanhois que sintetizaram trés lotes da enzima suportada — enzimas A, B e C.
A ancoragem do biocatalisador foi realizada em um suporte hidrofébico de

cadeias alifaticas com 18 carbonos onde aminoacidos s&o responsaveis por
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fixar a enzima neste suporte.*® Segundo orientagdo do grupo, devido ao tempo
de transporte, seria aconselhavel realizar um hidratagdo prévia do
biocatalisador. Mais tarde foi confirmada por estudos reacionais a necessidade
desse procedimento. A hidratacdo da enzima foi realizada através de uma
solucdo 30 % v/iv de acetonitrila em solugcdo tampdo com pH 7, preparada
utilizando uma solugdo de tris(hidroximetillaminometano e outra de HCI. A
enzima foi imersa em 5 mL da solugdo acetonitrila/tamp&o e agitada por 2 h.
Apos o tempo transcorrido, a enzima foi lavada com aliquotas de agua

destilada, totalizando cerca de 30 mL, e decantada.

3.3 Epoxidacao do biodiesel de soja

As reacbes de epoxidacdo foram realizadas utilizando um baldo de duas
bocas de 100 mL, um banho termostatico com temperatura fixada em 30 °C + 1

°C e sob agitacdo magnética durante o tempo desejado. A figura 14 mostra

simplificadamente o aparato utilizado para as reagdes.

|
ﬁiﬂ

|
!

on
T

T

:

Figura 14. Aparato reacional utilizado na reacdo de epoxidacéo do biodiesel.
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O procedimento para iniciar a reagao foi realizado da seguinte forma:

e amassa de enzima (0,05, 0,1 ou 0,2 g) era pesada, hidratada e lavada;

e 10 g de biodiesel eram pesados diretamente no baldo;

e posteriormente, a massa de peroxido de hidrogénio (1, 2, 4 ou 8 mols)
também era pesada diretamente no balao;

e por fim, amassa do LI (1, 2,5 ou 5 mL) era pesada também no bal&o;

e aenzima era adicionada ao baldo e a reacao entdo iniciada.

Seis aliquotas de cerca de 0,23 mL (quantidade necessaria para a
analise de RMN - "H) foram retiradas a cada hora com o intuito de identificar o
comportamento da reagao (essa quantidade de material removido nao é capaz
de alterar significativamente o meio reacional ja que cientificamente € aceito a
retirada de até 10 % em massa de reagente). As analises demonstraram um
comportamento linear no andamento da reagdo, dessa forma, como dados
efetivos, foram utilizados apenas os resultados obtidos das aliquotas referentes
a 62 hora de cada reacéo.

Dependendo do sistema sédo observadas até trés fases, sendo a inferior
(ou ibnica) constituida pelo LI (no inicio da reagdo apresenta-se de forma
translucida e no fim esbranquicada), a fase superior (ou organica) formada pelo
biodiesel e, no final, também pelos produtos da reacdo, e por fim, a fase
mediana que é composta pelo H2,O; e pela enzima.

O estudo do reciclo da enzima foi realizado seguindo parametros da
aliquota de 2 h da reagdo com 2 % em massa de CalB (a quantidade de
produtos formados ja era significativa, simplificando assim o estudo de reuso
do biocatalisador). A reagcdo de 2 h foi acompanhada por quatro reciclos,
também de 2 h cada. Apds o término da reacao, todo o meio reacional foi
retirado do baldo e centrifugado a fim de se separar a aliquota para analises e
a enzima para ser reutilizada. Nenhum tratamento foi aplicado a enzima para

que pudesse ser redutilizada.
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3.4 Caracterizacao dos produtos formados

As medidas de infravermelho — IV - foram obtidas através do
espectrémetro IR Prestige-21 da Shimadzu com frequéncias de absorgéo
escaladas em cm™'. Para as andlises, foi utilizada uma janela de ATR e obtidos
espectros de 4000 a 600 cm™".

As andlises de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN -"H)
foram realizadas utilizando os espectrdmetros Eft-90 NMR Spectrometer da
Anasaz Instruments, Inc. com 90 MHz e Mercury plus, 7,05 T da VARIAN com
300 MHz. Foi utilizado como solvente para as analises CDCIz no equipamento
de 300 MHz e CCls no de 90 MHz (quando necessario). Os deslocamentos

quimicos (6) dos espectros estdo expressos em partes por milhdo (ppm).

3.5 Calculo do percentual de produtos obtidos

No presente trabalho, a analise por infravermelho das aliquotas retiradas
teve um carater apenas qualitativo. Ja as analises de RMN - 'H foram utilizadas
para determinar tanto a conversdo dos reagentes quanto o rendimento dos
produtos obtidos apds a reacao de epoxidacdo do biodiesel.

O valor da integracdo da area de um sinal qualquer no RMN - H ¢
diretamente proporcional a abundancia de nucleos de H naquele deslocamento
quimico.** Dessa forma, conclui-se que o valor da integracdo também é
diretamente proporcional a taxa com que os reagentes sdo consumidos ou 0s
produtos formados.

Devido a acidez do hidrogénio (H) ligado ao oxigénio (O) do &acido
carboxiico formado, a permuta com o deutério (D) do solvente é observada.
Sendo assim, a quantificacédo do acido carboxilico gerado teve de ser feita pelo
equipamento de menor resolugéo (90 MHz), uma vez que ndo é necessario o
uso de solventes para a analise.

A integracdo dos sinais foi realizada de forma diferente nos espectros
obtidos nos dois equipamentos de RMN. Na primeira, realizada nos espectros

do RMN de 90 MHz as integrais foram referenciadas pelo sinal dos
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hidrogénios alifaticos D, E, F, G e H fixando um valor igual a 1. Para reduzr
erros quantitativos, foi necessario utilizar essa metodologia, uma vez que nao
houve separacdo efetiva entre os picos da regido. Na segunda, realizada nos
espectros do RMN de 300 MHz, as integrais foram referenciadas pelo sinal do
singleto H, referente aos 3 H da metila terminal do éster metilico, também

fixando um valor igual a 1. Ambas as metodologias sdo evidenciadas na Figura

15.

CHy
H

T T T T T T T T
10.0 9.0 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0.0

d (ppm)
Figura 15. Espectro de RMN - 'H do biodiesel no equipamento de (a) 90 MHze no de (b) 300 MHz.
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Como visto (Tabela 2), o 6leo de soja apresenta em sua composig¢ao
diferentes concentragdes de derivados de acidos graxos. Caso o biodiesel
fosse composto apenas de ésteres derivados do acido linoleico (18:2), seria
esperado uma integragao igual a 4, ja que duas duplas ligagdes sdo compostas
por 4 H. Contudo, a distribuicdo de 18:1/18:2/18:3 (23 %, 54 % e 7%,
respectivamente) '° no 6leo deixa a integracdo do pico de olefinas com cerca 3
H (Figura 16), isso devido a concentragdo de acido oleico (18:1) que “retira”
hidrogénios da regido. Como a intensidade do sinal é diretamente proporcional

a abundéancia de H, é observada essa discrepancia.

[ o

3.1642 3.0000

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
100 9.0 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0.0

o (ppm)
Figura 16. Integracéo do espectro de RMN - 'H do biodiesel no equipamento 300 MHz

Na reacdo de epoxidagao utilizando a CalB como catalisador, ndo se
pode concluir que ha seletividade em relagéo aos derivados de acidos graxos
presentes no biocombustivel. Com isso, o rendimento de epdxido observado no
sinal do espectro também apresenta integracdo referente a 3 H (Figura 16 -
picos B e C).

Outra observacéao a ser feita € com relacéao a hidrélise do éster formando
acido carboxilico. A mesma conclusdo € alcangada com relagcdo a hidrélise do
grupo oxirano, uma vez que a presenga de agua no meio reacional ndo €
seletiva na abertura do anel. Devido as ligagdes de hidrogénio presentes entre

os produtos, observa-se um unico pico referente ao H tanto do grupo alcool
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quanto do grupo acido (Figura 16 - pico A). Dessa forma, embora seja
conhecido que a relacao de 3:1 H (relagéo entre 3 H do DIOL e 1 H do acido
carboxilico) existe, ndo é possivel calcula-la. Foi utilizada entdo a mesma
relacdo entre a conversao de olefinas e da metoxila com o surgimento do sinal

referente aos H dos OH tanto alcodlicos quanto acidos.

B C
k. n' w M:M\m |

5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0.0
3 (ppm)

Figura 17. Espectrode RMN - 'H da reagéo com 2% de biocatalisador no RMN de (a) 90 MHz e no de (b)

300 MHz. Observa-se aauséncia do sinal referente aos H do produto dihidrolisado e do acido carboxilico
no espectro de 300 MHz devido a permutaentreo D e o H. O sinalem 7,27 ppm, presente no espectro do

equipamento mais potente, é referente ao solvente CDCIs utilizado na preparagdo da amostra.
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Capitulo 4: Resultados e Discussao
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4.1 Estudos preliminares sobre a atividade enzimatica

4.1.1 Estudo sobre a hidratagao da enzima

O presente trabalho tem como intuito testar a atividade catalitica da
enzima CalB ancorada em um suporte hidrofébico constituido por uma cadeia
alifatica composta por 18 carbonos (C) e alguns aminoacidos servindo como
fixantes.

Preliminarmente foram realizados o branco e o teste do suporte em que
a enzima esta ancorada para eliminar qualquer possibilidade de interferéncias
nos resultados posteriormente obtidos. Embora os valores apresentados pela
tabela 5 induzam uma interpretacdo direcionada para a ocorréncia efetiva de

reacdo, estudos presentes na literatura 23

corroboram com o espectro
apresentado na figura 17, onde percebe-se que ndo ha qualquer sobressalto no
grafico e que os valores obtidos pelos espectros de RMN agregaram
possivelmente apenas erro instrumental. Vale ressaltar que o valor negativo

esta relacionado com o erro instrumental do equipamento de RMN.

Tabela 5. Efeito da hidratagdo da enzima B e reagbes de branco e do suporte da enzima.

Reacgao*

Olefinas Metoxila Epéxido DIOL/Ac. Carbo.

Branco 11 0 0
Suporte 12 -6 0 0
19 0 0 0

Enzima B hid. 19 5 0 0

*Condicéo reacional: 1:1 biodisel:H202 e 1% de suporte ou de enzima.

Uma teoria que também pode ser considerada € com relacdo a oxidagao
radicalar das duplas ligagdes do biodiesel, assim como ja foi discutido no
presente trabalho.’”® A tese inclusive pode justificar o consumo de ésteres
metilicos, haja vista que radicais presentes no meio reacional podem atacar o

grupo COOR gerando outros compostos como acidos carboxilicos ou aldeidos
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(Figura 18), porém em quantidades tdo infimas, que ndo podem ser

identificadas pelo equipamento de ressonancia magnética nuclear.'

H
\ A .
Oo— 2 OH
\
H

o) 0
ﬂ\ R - . J\ °
}a‘\o/ :H OH + OR
[ ]
OH

Figura 18. Formacao do acido carboxilico através da decomposigéo radicalar do peréxido de hidrogénio.

— Biodiesel o
— E%igng: Atl\_/lda<_1e
— Enzima B hid. Enzimatica

4000 3000 2000 1500 1000 600

1/x (em™)

Figura 19. Espectro qualitativo das reacdes de branco, suporte e da avaliagdo sobre a hidratacdo da

enzima B.

Confirmada a ineficacia do peroxido de hidrogénio e do suporte
enzimatico para a reagao de epoxidacao, iniciou-se a reagao comparativa entre
a enzima hidratada e a nao-hidratada. Observa-se pela tabela 5 que os valores
foram bastante proximos aos obtidos nas reagcbes de branco e de teste do

suporte, contudo a analise de IV (Figura 19) é capaz de revelar uma pequena
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diferenga na reagdo com a enzima hidratada. Observa-se um ombro ao lado do
estiramento em 1750 cm™' referente a ligacdo C=0 do éster metiico. Esta
elevacdo deslocada a direita apresenta comprimento de onda (1/A) igual a 1710
cm’', estiramento este referente a ligacdo C=0O de acido carboxilico,
confirmando a hidrélise esperada do éster do biocombustivel. Devido a baixa
concentragdo do produto gerado na amostra e a baixa resolugdo do
equipamento de RMN de 90 MHz, nao foi possivel identificar a presenga do

acido carboxilico, tampouco quantifica-la.

4.1.2 Estudo metodoldgico para a reacao de epoxidacao do
biodiesel

Por questdes quantitativas, todo o teste metodoldgico foi realizado com a
enzima denominada aqui como enzima B.

Confirmada a necessidade de hidratar-se a enzima previamente, o
passo seguinte foi o desenvolvimento de uma metodologia econbémica e
ambientalmente favoravel.

Inicialmente, testou-se o comportamento da enzima perante diferentes
concentragdes de HO,. Essa investigacao € motivada por estudos anteriores
2045 nos quais a concentracdo desse reagente é determinante para a atividade
catalitica da enzima. Foi observado que com o incremento da concentragédo de
peréxido de hidrogénio, até 4 mols, ha atividade significativa do biocatalisador,
contudo ao dobrar este valor a reagao apresenta rendimentos inferiores para a
formacao de epoxido (Figura 20). Essa queda no rendimento € justificada tanto
pela possivel desnaturacdo da enzima quanto pela quantidade excessiva de
H.O, no sistema, o que acaba por dificultar a interacdo entre o biodiesel e o
biocatalisador. A dificuldade em produzir mais acidos carboxilicos pode explicar
a seletividade alcangada nesse patamar de excesso de reagente. Como a
quantidade de ésteres hidrolisados € pequena, o peracido formado tende a

epoxidar e ndo a hidrolisar o epoxido ja gerado.
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Tabela 6. Desenvolvimento da metodologia para a reagao de epoxidagéo utilizando a enzima B.

Conversao (%) Seletividade (%)

Olefinas Metoxila Epoéxido DIOL/Ac. Carbo.

1 mol 19 5 0 0

2 mols 34 28 56 53

4 mols 38 34 57 52

8 mols 28 26 68 63

0,05 g 9 5 0 0

CalB - enzima B 05| 34 28 56 53
0,2g 59 43 71 71

80 + ~
R Razao Molar

70 A
e

60 - u
d 50 - .
i (%
m (%) 40 - A /\ Conv. Olefinas
e 30 - é O A Rend. Epoxido
: 204 A [JConv. Metoxila

10 B Rend. Ac. Carboxilico
o]

0 i T T T T 1

0 2 4 6 8 10
Mols de H,0, (mol)

Figura 20. Atividade da enzima B variando a razdo molar de H20x.

80 H
R Massa da Enzima

70 - [
e
n 60 - ‘ A
_d 50
P (%) 40 - [0/ conv. Olefinas
m
e 30 é A Rend. Epoxido
: 20 - O Conv. Metoxila
o 10 - A B Conv. Ac. Carboxilico

0 H T T T 1

0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25
Massa de CalB (g)

Figura 21. Atividade da enzima B variando sua massa.
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Tomando como base a tabela 6, decidiu-se permanecer com a
concentragcao de H,O, de 2 mols. Embora a concentragdo de 4 mols tenha
apresentado conversdo de olefinas maior, apresentou também conversao
maior da metoxila gerando o acido carboxilico correspondente, 0 que ndo € um

dos objetivos do trabalho (Figura 20).

Variacao na
Razao Molar de
H,O,
= Biodiesel
- 1 mol
- 2 mols
;S/mog j
3000 2000 1500 1000 600
4000 )
1/h (cm™)

Figura 22. Comportamento da enzima B na presenca de variadas concentragdes de H20..

Identificado o comportamento da enzima na presenca do perdxido de
hidrogénio, o passo seguinte foi investigar a relacédo entre o rendimento de
epoxido e a concentragao da enzima no meio reacional. Foi observado que a
escassez de biocatalisador limita a velocidade com que a reag&o ocorre, bem
como que o0 excesso de enzima, apesar de apresentar alta conversdo de
duplas ligagdes em epdxido, produz bastante acido carboxilico (Figura 21), o
que mais uma vez foge do objetivo do trabalho.

Pode-se observar na figura 23 a alta conversao atingida na reagdo com
2% em massa de biocatalisador e a formagao tanto do epdéxido quanto do acido
carboxilico. Vale ressaltar que o deslocamento relativamente baixo do H do
acido carboxilico (6 = 7,3 ppm) esta associado a hidrolise do epoxido. A

formagao do produto dihidrolisado gera dois OH (diacool) que interagem com o
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OH derivado da hidrélise do éster dificultando a interagao

magnético do equipamento.*

CHj3

com O campo

a B

A LA |

0.1073 0.1046 1.0000

lU“U ‘QIU BTU 7‘0 ‘ GTU I ETU ‘ 4?0 ‘ BTU I ZTU ITU ‘ UTU

b B
A
. A L I
0.0213 0.0412 0.0559 1.0000
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
10.0 8.0 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0.0
3 (ppm)

Figura 23. Espectros de RMN - 'H do (a) biodiesel e do (b) biodiesel epoxidado no equipamento de 90

MHz.
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A caracterizagdo do epoxido foi realizada pelo espectro de IV e pelo de
RMN. Observa-se no espectro da figura 24 o estiramento em 824 cm™
referente a ligagdo C-O-C do anel epoxido, confirmando a atividade da CalB
para a reacgdo de epoxidac&o.*® Corrobora com o resultado observado no IV, os
espectros obtidos por RMN - 'H, onde é possivel identificar dois picos com & =
29 e 3,1 (Figura 25 — Pico B), referentes aos H ligados diretamente ao grupo
oxirano, e ainda dois picos com 6 = 1,5 e 1,7 (Figura 25 — Picos D e C),
referentes aos H metilénicos a ao grupo epodxido e entre os grupos epodxidos,

respectivamente.*’

Variacao na
Massa da
Enzima

1710 cm’!

- Biodiesel
— 0,05¢
— 02g U
\/f
T T T T T T T T T T 1
4000 3000 2000 1500 1000 600
1/ (cm™)
1800 1725 1650
1A (cm™)

Figura 24. Visualizagdo dos estiramentos referentes ao ep6xido e ao acido carboxilico.
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Figura 25. Espectros de RMN - 'H do (a) biodiesel e do (b) biodiesel epoxidado no equipamento de 300
MHz.
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4.1.3 Estudo sobre o comportamento da enzimana presencade

liquidos i6nicos

Encontrada uma metodologia razoavel, partiu-se para o teste dos Lls.
Foram escolhidos para a realizacdo das reac¢des volumes de 1, 2,5 e 5 mL dos
liquidos i6nicos BMI.PFs, BMI.BF4 € BMILNTf,.

Sabe-se que o aumento das cadeias alifaticas do cation 1,3-
dialquilimidazolio gera um incremento na hidrofobicidade do material, uma vez
que as interagcdes de van der Waals também sdo mais presentes. Devido a
essa caracteristica, € observado que os Lls tendem a se acumular na porgao
nao polar da enzima formando bolsées hidrofébicos e, estes por sua vez,
obstruindo o sitio ativo do biocatalisador. Esse é inclusive um dos maiores
problemas em utilizar LIs como solvente para reagdes biocatalisadas, ja que
sua utilizacdo reduz a hidratagéo superficial da enzima.®® 3°

Contudo, a variagdo do anion do LI também é capaz de modificar a
forma com que o material comporta-se no meio reacional. Para melhor
compreender esse fendbmeno, vale buscar o conceito de ion cosmotrépico e
caotropico empregados em sistema aquoso. O primeiro faz referéncia a ions
pequenos e com alta densidade eletrbnica capazes de quebrar ligagdes de
hidrogénio das moléculas de agua propiciando a solvatagdo destas em torno do
cation. O segundo refere-se a ions grandes e carregados com cargas simples
que permitem uma maior liberdade das moléculas de agua.*® Nessa ultima

classe encaixam-se os anions PFg, BF4; e NTf,".
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Tabela 7. Conversdes e rendimentos obtidos utilizando a enzima B nos trés Lls e variando o volume

destes.

Conversao (%) Seletividade (%)
Reacao
1 mL

Olefinas Metoxila Epéxido DIOL/Ac. Carbo.

21 12 20 19

2,5 mL 6 6 0 0

5 mL 10 0 0 0

1 mL 3 -5 0 0

25 mL 15 8 0 0

5 mL 19 2 0 0

1mL 18 4 0 0

JhEPY 25mL - 28 23 51 95
5 mL 15 6 13 0

E observado na tabela 7 que os Lls apresentam comportamentos
distintos e dependentes da concentragdo no meio reacional. O primeiro a ser
analisado foi o BMLPFg e verificou-se que seu excesso provoca uma reducao
no rendimento de epdxido (Figura 26). Pode-se observar também que a
seletividade é bastante baixa. A forga das interagcdes estabelecidas entre a
enzima e os anions de PFg, dominadas por for¢cas de dispersao e ligagdes de
hidrogénio, parece ser a principal responsavel pela perda de atividade da
enzima.®

Pode-se destacar como complicador para a reagao de epoxidagao a
decomposig¢ao dos Lls BMI.PFs ¢ BMI.BF4. Quando em meio aquoso, esses
compostos decompdem-se em acido fluoridrico, acarretando uma acidificacao
do meio reacional que por sua vez € responsavel pela hidrolise do grupo
oxirano. Vale ressaltar ainda o ataque a enzima pelo HF, justificando a redugao

de rendimentos.*°
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Figura 26. Grafico referente ao comportamento da enzima na presenca de diferentes concentragdes de
BMI.PFe.

Presenca de
BMI.PFg

— Biodiesel U

— 1 mL

—_— 25 mL

—_— 5mL

4000 3000 2000 1500 1000 600
1/ (cm™)

Figura 27. Espectro de IVda enzima na presenga de BMI.PFe.

Consorti et al *°

relatam a variacdo da entalpia da solugdo de solventes
na presenca de Lls. Verificaram que em baixas concentragcdes de BMI.PFg ha
um declinio na entalpia da solucdo. O decréscimo da entalpia esta relacionado

com a separagao das moléculas do solvente. Esse comportamento pode
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explicar a queda no rendimento obtido nas reagdbes com BMIPFg
(concentragdes utilizadas no trabalho de 5 a 30 mmols), uma vez que
considerando a separacdo das moléculas do solvente, no caso o peréxido de
hidrogénio, admite-se uma menor interagcao entre o acido carboxilico e o H20».
Ja no estudo do BMI.BF4, foi obtido o pior rendimento dentre os trés Lls
testados (Tabela 7). A literatura mostra que Lls hidrofilicos, quando utilizados
como solvente, suprimem a atividade de biocatalisadores, ao contrario dos Lls
hidrofébicos. Isso ocorre porque Lls hidrofiicos podem remover a agua ligada
internamente & enzima, desidratando esta.*® A enzima ao invés de permanecer
dissolvida no LI, favorecendo a interagao entre o biocombustivel e o reagente,

mantém-se em suspensao.

25 - Presenc¢a de BMI.BF,

20 -
R Conv. Olefinas
e 15 4 A Rend. Epoxido
n []Conv. Metoxila
d B Rend. Ac. Carboxilico
i (%) 10 -
m O
e 5
n
t O
o 0 . T . T T . 1

T 1 2 3 4 5 6
-5 O
Volume de LI(mL)

Figura 28. Grafico referente ao comportamento da enziima na presenca de diferentes concentragbes de
BMI.BF4.
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Figura 29. Espectro de IV da enzima na presenca de BMI.BF4.

No estudo do comportamento do BMINTf, obteve-se, dentre os Lls
testados, a melhor condicdo reacional para a epoxidagdo do biodiesel. Um
comportamento inesperado é observado na figura 30 onde ha uma queda de
rendimento na reagdo com o aumento da concentragdo de LI Esse
comportamento também pode ser explicado pelo aumento da concentracéo de
anions NTf,” no sistema. Essa quantidade a mais acaba por saturar o meio,

solvatando a CalB e dificultando a interagdo enzima/biodiesel.
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Figura 31. Espectro de IVda enzima na presenca de BMI.NTf..
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4.2 Comportamento de enzimas oriundas de diferentes sinteses

Como verificado na catalise heterogénea, catalisadores oriundos de
sinteses diferentes apresentam diferentes atividades quando aplicados em uma
mesma reagao. Foi observado o mesmo comportamento nas reagdes em que
as enzimas A, B e C, todas as trés derivadas da enzima CalB e ancoradas no

suporte hidrofébico, sdo comparadas.

Tabela 8. Conversdes e rendimentos obtidos utilizando as enzimas A, B e C nos trés Lls.

Conversao (%) Seletividade (%)
Reacao
A

Olefinas Metoxila Epoxido DIOL/Ac. Carbo.

19 12 24 28

1 mL de PFg 21 12 20 19
10 1 0 0

8 -2 0 0

2,5 mL de BF, 15 8 0 0
8 5 0 0

20 21 45 42

2,5 mL de NTf, 28 23 51 55
17 13 32 45

Observa-se na figura 32 que realmente ha diferenca na atividade das
enzimas derivadas de sinteses diferentes. A enzima C foi a que apresentou
piores resultados enquanto a B apresentou os melhores. O que chama a
atencdo € que os trés LlIs apresentaram o comportamento visto na se¢ao 4.1.3

na presenga das trés enzimas (Tabela 8).
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Figura 32. Graficos de conversao e seletividade das enzimas A, B e C empregadas nos Lls.
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4.3 Reciclo da CalB

Ponto de fundamental importdncia para qualquer catalisador
heterogéneo é questdo do reciclo deste. O estudo de reciclo da enzima foi
realizado seguindo os parametros da aliquota de 2 h da reagdo com 2% em
massa de CalB. A reacdo de 2 h € acompanhada por quatro reciclos, também
de 2 h cada, totalizando 10 h de uso da enzima. Os resultados obtidos através

da analise de RMN - 'H s&o apresentados na tabela abaixo.

Tabela 9. Conversdes e rendimentos obtidos nas reagbes de reciclo.

Conversao (%) Seletividade (%)
Reacao de Reciclo*

Olefinas Metoxila Epodxido DIOL/Ac. Carbo.

L
“ 25 23 47 48
“ 22 14 27 41
“ 21 12 21 29
I A I N

*1:2 6leo/H202 e 2,0 % de enzima (30 °C). A aliquota foi escolhida devido a quantidade
consideravel de produtos gerados em um curto espaco de tempo.

Pode ser observado um comportamento bastante caracteristico de
testes de reciclo com catalisadores heterogéneos. A reagao inicial, embora
tenha um rendimento de epdxido superior ao 1° reciclo, apresenta uma
conversao de olefinas inferior. Isso pode ser explicado pelo fato de restar
alguma contaminacdo no biocatalisador, que apds as duas primeiras horas de
reacao é retirada do sitio ativo da proteina aumentando assim a conversao.

Essa explicagdo completa-se ao se observar o mesmo comportamento
“sobe-desce” relacionado a conversdo da metoxila. Como citado neste
trabalho, a reagao de hidrélise do éster do biodiesel acontece no sitio ativo da
enzima. Sendo assim, conclui-se que a seletividade de acido graxo é reduzida
nas 2 primeiras horas de reag¢ao por haver algum impedimento no sitio ativo do

biocatalisador.
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Figura 32. Rendimentos obtidos na reagéo base e nos 4 reciclos da enzima.

Observa-se que apenas no primeiro reciclo ha boa atividade catalitica. A
partir dai, o biocatalisador perde atividade tornando sua reutilizacdo inviavel.
Podem-se indicar algumas explicagdes:

e Primeiramente a massa de enzima que € perdida durante o processo de
separagao da reacgao anterior (Figura 34). Devido a formagdo de uma
emulsdao bastante densa contendo biodiesel, produtos, H,O, e a enzima,
nao é possivel retirar apenas o biocatalisador. Devolver ao reciclo toda a
emulsdo retirada da reagao anterior ndo garantiria a confiabilidade com
que os resultados obtidos das reacdes posteriores seriam adquiridos.

e OQOutra explicacao possivel seria a perda de atividade do catalisador, ndo
percebida na andlise de dados do reciclo (Figura 33). Estudos *° indicam
que o biocatalisador é bastante estavel sob essas condicbes e que sua
reutilizacdo € possivel por varias vezes sem perda significativa de

atividade.
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Figura 34. Emulsao formada durante as reagfes e nitida perda de massa.
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Capitulo 5: Conclusoes e Perspectivas
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5 Conclusodes e perspectivas

A finalizagdo do trabalho permitiu chegar a varias conclusoes
pertinentes. A enzima Candida antarctica lipase B apresenta real capacidade
de epoxidar ésteres metilicos derivados do 6leo de soja sem régio ou
estereosseletividade. A presenca de liquidos idnicos no sistema inibe em parte
a atividade catalitica da enzima. Entretanto, a redugcdo no rendimento
observada com a utilizacdo de Lls ndo pode ser relacionada a perda de
estabilidade do biocatalisador, mas sim a questao de solvatagdo dos anions no
meio reacional. Estudos comprovam inclusive o incremento na estabilizagao
enzimatica obtido na presenca de LIs. 33 4

Com relagdo aos Lls, foi observado que o BMI.PFs € o BMILNTf,
apresentaram os melhores resultados, enquanto o BMI.BF4 os piores. Tais
resultados podem ser justificados pela caracteristica hidrofilica do BMLBF4, 0
que possibilita a desidratagdo da enzima por parte do LI

Pode-se ainda destacar como um obstaculo para a reacado de
epoxidacdo a decomposicédo dos Lis BMI.PFs e BMIL.BF4 que, quando em meio
aquoso, decompdem-se em acido fluoridrico hidrolisando o grupo oxirano
formado e atacando a enzima.

Com relacdo a superior eficiéncia do BMILNTf, para a reagdao de
epoxidagao, argumento valido esta relacionado ao comportamento do anion
NTf,. Apesar de ser um ion classificado como caotrépico, € capaz de estabilizar
a enzima devido ao seu volume, sem impedir, contudo, 0 acesso ao sitio ativo
do biocatalisador.

Um ponto que deve ser enfatizado diz respeito as condigdes em que o
sistema foi desenvolvido. A razao entre os reagentes € considerada baixa para
um sistema catalitico heterogéneo realizado a uma temperatura considerada
amena (1:2:0,007/0,016/0,01:0,1 - biodiesel:H,O,:LI(PF&/BF4/NTf;):CalB a 30
°C).

Fica clara a necessidade de serem realizados mais estudos com o intuito
de atingir seletividade maior para o produto epoxidado. A reagédo de hidrdlise
tanto do éster quanto do epdxido formado é algo que deve ser investigado com

mais atencao.
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Como perspectivas, podem ser utilizados outros Lls capazes de
estabilizar de forma mais efetiva a enzima CalB e permitir acessibilidade ao
sitio ativo do biocatalisador, atingindo assim uma maior seletividade para o
produto epoxidado. Outro estudo possivel € o emprego de outros tipos de

suporte para a ancoragem da enzima.
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	Figura 24. Visualização dos estiramentos referentes ao epóxido e ao ácido carboxílico.
	Figura 25. Espectros de RMN - 1H do (a) biodiesel e do (b) biodiesel epoxidado no equipamento de 300 MHz.
	4.1.3 Estudo sobre o comportamento da enzima na presença de líquidos iônicos
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	Contudo, a variação do ânion do LI também é capaz de modificar a forma com que o material comporta-se no meio reacional. Para melhor compreender esse fenômeno, vale buscar o conceito de íon cosmotrópico e caotrópico empregados em sistema aquoso. O pri...
	Tabela 7. Conversões e rendimentos obtidos utilizando a enzima B nos três LIs e variando o volume destes.
	É observado na tabela 7 que os LIs apresentam comportamentos distintos e dependentes da concentração no meio reacional. O primeiro a ser analisado foi o BMI.PF6 e verificou-se que seu excesso provoca uma redução no rendimento de epóxido (Figura 26). P...
	Pode-se destacar como complicador para a reação de epoxidação a decomposição dos LIs BMI.PF6 e BMI.BF4. Quando em meio aquoso, esses compostos decompõem-se em ácido fluorídrico, acarretando uma acidificação do meio reacional que por sua vez é responsá...
	Figura 26. Gráfico referente ao comportamento da enzima na presença de diferentes concentrações de BMI.PF6.
	Figura 27. Espectro de IV da enzima na presença de BMI.PF6.
	Consorti et al 49 relatam a variação da entalpia da solução de solventes na presença de LIs. Verificaram que em baixas concentrações de BMI.PF6 há um declínio na entalpia da solução. O decréscimo da entalpia está relacionado com a separação das molécu...
	Já no estudo do BMI.BF4, foi obtido o pior rendimento dentre os três LIs testados (Tabela 7). A literatura mostra que LIs hidrofílicos, quando utilizados como solvente, suprimem a atividade de biocatalisadores, ao contrário dos LIs hidrofóbicos. Isso ...
	Figura 28. Gráfico referente ao comportamento da enzima na presença de diferentes concentrações de BMI.BF4.
	Figura 29. Espectro de IV da enzima na presença de BMI.BF4.
	No estudo do comportamento do BMI.NTf2 obteve-se, dentre os LIs testados, a melhor condição reacional para a epoxidação do biodiesel. Um comportamento inesperado é observado na figura 30 onde há uma queda de rendimento na reação com o aumento da conce...
	Figura 30. Gráfico referente ao comportamento da enzima na presença de diferentes concentrações de BMI.NTf2.

	Figura 31. Espectro de IV da enzima na presença de BMI.NTf2.
	4.2 Comportamento de enzimas oriundas de diferentes sínteses
	Como verificado na catálise heterogênea, catalisadores oriundos de sínteses diferentes apresentam diferentes atividades quando aplicados em uma mesma reação. Foi observado o mesmo comportamento nas reações em que as enzimas A, B e C, todas as três der...
	Tabela 8. Conversões e rendimentos obtidos utilizando as enzimas A, B e C nos três LIs.
	Observa-se na figura 32 que realmente há diferença na atividade das enzimas derivadas de sínteses diferentes. A enzima C foi a que apresentou piores resultados enquanto a B apresentou os melhores. O que chama a atenção é que os três LIs apresentaram o...
	Figura 32. Gráficos de conversão e seletividade das enzimas A, B e C empregadas nos LIs.
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	*1:2 óleo/H2O2 e 2,0 % de enzima (30 ⁰C). A alíquota foi escolhida devido à quantidade considerável de produtos gerados em um curto espaço de tempo.
	Pode ser observado um comportamento bastante característico de testes de reciclo com catalisadores heterogêneos. A reação inicial, embora tenha um rendimento de epóxido superior ao 1º reciclo, apresenta uma conversão de olefinas inferior. Isso pode se...
	Essa explicação completa-se ao se observar o mesmo comportamento “sobe-desce” relacionado à conversão da metoxila. Como citado neste trabalho, a reação de hidrólise do éster do biodiesel acontece no sítio ativo da enzima. Sendo assim, conclui-se que a...
	Figura 32. Rendimentos obtidos na reação base e nos 4 reciclos da enzima.
	Figura 34. Emulsão formada durante as reações e nítida perda de massa.
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