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RESUMO

O objetivo deste estudo consistiu na otimizagdo do processo de esterificagdo do acido
decanoico (AD) com 6leo fusel (OF) em sistemas isentos de solventes organicos. A reagdo foi
catalisada pela lipase Eversa® Transform 2.0 (ET2.0) imobilizada por ativacdo interfacial
(adsor¢ao hidrofobica) em particulas de poli(estireno-divinilbenzeno) (PEDB). O efeito de
relevantes fatores na reagdo como razdo molar AD:OF, temperatura e concentracdo de
biocatalisador foi avaliado por andlise estatistica delineamento composto central rotacional
(DCCR). A imobilizagdo resultou em carga proteica de 31 + 2.4 mg-g™', indicando boa
afinidade da enzima com o suporte, via ativacao interfacial. Maxima conversao de AD da ordem
de 85% foi alcangada ap6s 90 min de reacdo conduzida nas condi¢des otimas (35,5 °C, razdo
molar AD:OF de 1:3 e concentragio de biocatalisador de 25% m.m™). A confirmacgio da
formagio dos ésteres aparecem na banda em 1167 cm™! referente a vibragdo de estiramento do
grupo éster e através da Calorimetria Diferencial Exploratoria (CDE) obteve-se com sucesso o
abaixamento da fusdo que também confirma a presenca do grupo éster. Além disso, os ésteres
obtidos foram empregados como emulsificante em um sistema 4gua/6leo de coco. O seu
desempenho foi comparado com emulsificantes comerciais como Tween 20 e detergente
comercial (lava louca). Os ésteres produzidos obtiveram um melhor desempenho como
emulsificantes do que os obtidos comercialmente a 50 °C apo6s 48 h (indice de emulsificagao
de 62%, 2 vezes maior que Tween 20 e 6 vezes maior que o detergente lava louga). Estes
resultados indicam a potencial aplicagcdo destes novos ésteres como emulsificantes nao idnicos
em emulsdes agua-oleo e possiveis candidatos a estarem presentes em formulagdes cosméticas

e alimenticias.

Palavras-Chave: Esteres, Otimizagdo, Emulsificantes, Lipases.



ABSTRACT

The objective of this study was the optimization of the esterification process of decanoic acid
(DA) with fusel oil (FO) in organic solvent-free systems. The reaction was catalyzed by the
lipase Eversa® Transform 2.0 (ET2.0) immobilized by interfacial activation (hydrophobic
adsorption) onto poly(styrene-divinylbenzene) (PSDB) particles. The effect of relevant reaction
factors—such as DA:FO molar ratio, temperature, and biocatalyst concentration—was
evaluated by statistical analysis using a rotational central composite design. The immobilization
resulted in a protein loading of 31 + 2.4 mg.g™!, indicating good affinity of the enzyme for the
support via interfacial activation. A maximum DA conversion of approximately 85% was
achieved after 90 minutes of reaction conducted under optimal conditions 35.5°C, a DA:FO
molar ratio of 1:3, and a biocatalyst concentration of 25% w.t. The formation of esters is
confirmed by the band at 1167 cm™ corresponding to the stretching vibration of the ester group
and the melting point depression was successfully obtained through DSC, which also confirms
the presence of the ester group. Furthermore, the obtained esters were employed as an emulsifier
in a water/coconut oil system. Its performance was compared with commercial emulsifiers such
as Tween 20 and a commercial detergent (dishwashing liquid). The produced esters showed
better performance as emulsifiers than the commercially obtained ones at 50°C after 48h (an
emulsification index of 62%, 2 times higher than Tween 20 and 6 times higher than the
dishwashing detergent). These results indicate the potential application of these new esters as
non-ionic emulsifiers in oil-water emulsions and potential candidates that are present in

cosmetic and food formulations.

Keywords: Esters, Optimization, Emulsifier, Lipases.
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1 INTRODUCAO

Acido decanoico (AD) ¢ um acido carboxilico de ocorréncia natural obtido
preferencialmente de o6leos lauricos como coco e palmiste (Bolina et al., 2021). Recentes
estudos demonstram suas excelentes propriedades como agente antimicrobiano, anti-
inflamatério, antioxidante, neuroprotetor e anti-apoptotico (Sharma et al., 2023). Neste
contexto, AD tem sido amplamente empregado como matéria-prima na producdo de
importantes compostos, em destaque ésteres com aplicagdes industriais (Lamba et al., 2018;
Roque et al., 2025; Sharma et al., 2023). Estes ésteres podem ser produzidos empregando
catalisadores quimicos classicos ou enzimas (lipases) (Lamba et al., 2018; Mattos et al., 2023;
Roque et al., 2025). Dentre eles, a rota enziméatica tem sido a melhor alternativa por se tratar
de um processo tecnologicamente limpo, pois é conduzida em condigdes moderadas de
temperatura e pressao. Além disso, estes biocatalisadores reduzem os grandes volumes de
efluentes liquidos nos processos de separacao e purificagdo dos produtos obtidos devido a alta
seletividade, ou seja, hd uma redugdo na formagdo de subprodutos (Bolina et al., 2021,
Rodrigues et al., 2019).

Lipases sao aplicadas preferencialmente na forma imobilizada, confinadas na superficie
de materiais suportes (Bolina et al., 2021; Rodrigues et al., 2019). Essas enzimas tém sido
imobilizadas por diferentes protocolos como encapsulagdo, adsorcao fisica e ligacao covalente.

Entretanto, a adsorc¢do fisica em suportes hidrofobicos ¢ uma estratégia promissora
porque promove a hiperativacdo e estabilizagdo de lipases em conformacdo aberta. Este
protocolo € baseado na ativagado interfacial de lipases no qual permite o reuso do suporte por
dessor¢ao de moléculas de enzima inativas. Além disso, este protocolo possibilita a purificagao
de lipases presentes em extratos enzimaticos brutos por adsorc¢ao seletiva em baixa for¢a idnica
(Rodrigues et al., 2019).

Neste contexto, a proposta deste trabalho de conclusao de curso consiste na producao
otimizada de ésteres de oleo fusel por esterificacdo direta do acido com 6leo fusel em meios
isentos de solventes. A lipase de Thermomyces lanuginosus produzida por uma cepa
geneticamente modificada de Aspergillus oryzae (Eversa® Transform 2.0) foi empregada como
biocatalisador. Esta lipase de baixo custo tem sido largamente aplicada na produgdo de
biodiesel por transesterificagao de 6leos e gorduras (Carvalho ef al., 2021). Os ésteres obtidos
foram aplicados como emulsificante em um sistema 6leo de coco/agua, em que a hipotese deste
trabalho ¢ que estes ésteres apresentem propriedades emulsificantes. Em consulta a base de

Scopus, a produgdo enzimatica destes ésteres ainda nao foi reportada pela literatura.
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Este trabalho esta alinhado com os objetivos 09, 12, 13, 14 ¢ 15 da ODS (Objetivos de
Desenvolvimento Sustentavel), em que se busca: promover a industrializacdo inclusiva e
sustentavel (09), assegurar padrdes de producido e consumo sustentaveis (12), adotar medidas
para combater o aquecimento global (13), a conservacao e uso sustentdvel dos oceanos, mares
e vida marinha (14) e incentivar o uso sustentavel dos ecossistemas terrestres (15). Portanto,
este trabalho pretende promover contribui¢cdes para a sociedade e para a industria quimica

nacional.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Produzir ésteres de matérias-primas renovaveis (acido decanoico e 6leo fusel) por

esterificacdo enzimatica e avaliar suas propriedades emulsificantes.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

A. Preparar e caracterizar o biocatalisador por imobiliza¢io de lipase Eversa® Transform
2.0 em particulas hidrofobicas de poli(estireno-divinilbenzeno);

B. Otimizar a reacao de esterificacao do acido decanoico e do 6leo fusel por Delineamento
Experimental Composto Rotacional (DCCR);

C. Avaliar a propriedade emulsificante dos ésteres produzidos comparando com outros

emulsificantes comerciais.
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3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 OS EMULSIFICANTES

Segundo o relatério do Kings Research, o mercado global de emulsificantes avaliado
em US$ 9,22 bilhdes em 2023, demonstra um crescimento projetado para atingir US$ 15,84
bilhdes até¢ 2031. Este crescimento ¢ impulsionado principalmente pela crescente demanda
global por alimentos processados. Além disso, o relatorio aborda uma tendéncia significativa
no setor para o uso de emulsificantes naturais e de origem vegetal, como a lecitina, em resposta
a preferéncia do consumidor por rétulos limpos, e maior foco em saude e sustentabilidade

Os emulsificantes sdo substancias que auxiliam na reducdo da tensao superficial em
sistemas bifasicos heterogéneos formados por duas fases imisciveis (Gao et al., 2025). Sua
estrutura quimica apresenta uma regido polar chamada de cabega hidrofilica, no qual possui
uma maior afinidade com a 4gua e uma cauda hidrofobica que possui maior afinidade com
6leos e gorduras. Essa estrutura permite que essas moléculas sejam consideradas anfifilicas, ou
seja, possuem afinidade tanto com a fase aquosa quanto com a fase organica. Nesse sentido,
ele se organiza na interface entre o 6leo e a dgua facilitando a dispersdo dessas particulas (Jahan
et al., 2020).

As emulsdes podem ser classificadas em 6leo em dgua (O/A) quando a fase dispersa ¢
o oleo e a fase continua ¢ a 4gua, como por exemplo a maionese ou o leite; e agua em Oleo
(A/O) quando a fase dispersa ¢ a dgua e a fase continua ¢ o 6leo, como em cremes (Henao-
Ardila; Quintanillla-Carvajal; Moreno, 2024). Os emulsificantes possuem um grau de afinidade
por agua ou o6leo, que ¢ dado pelo sistema HLB (Hidrofilico-lipofilico balanceado) que
basicamente ¢ uma razao entre os grupos polares da molécula sobre os grupamentos apolares.
Emulsificantes com HLB baixo (3 a 6) sdo mais lipofilicas, ou seja, possuem maior afinidade
com Oleos e sdo indicadas para estabilizar emulsdes A/O. J4 moléculas com indice HLB alto
(8 a 18) possuem maior afinidade com a fase aquosa e sdo indicadas para emulsdes O/A (Zheng
et al., 2015).

Dentre a vasta aplicagao dos emulsificantes, se destacam a industria alimenticia ¢ a
industria de cosméticos. Os emulsificantes contribuem para a fabricagdo de maionese, sorvetes,
molhos, no caso da induastria de alimentos e constituem formulagdes de cremes, logdes,
protetores solares e shampoo na industria de cosméticos (Xiao et al., 2025; Calvo et al, 2020).
No geral essas moléculas auxiliam na estabilidade fisica e quimica desses produtos garantindo
sua textura e estabilidade do produto final (Henao-Ardila; Quintanillla-Carvajal; Moreno et al.,

2024).
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Os emulsificantes podem ser classificados como naturais (oriundos direto de uma fonte
vegetal ou animal) ou podem ser sintetizados. Como exemplo de emulsificantes naturais tem-
se proteinas como as caseinas, polissacarideos como a goma aradbica e pectina e lecitina, um
fosfolipidio de origem vegetal. Como exemplo de sintéticos tem-se o monoestearato de
sorbitana, monooleato de sorbitano etoxilado (Tween 80), lauril éter sulfato de sodio, entre
outros (Arancibia et al., 2017; European Food Information Council, 2022).

Outra classificagdo comum ¢ em relacdo a estrutura quimica dos emulsificantes, como
ilustrado na Figura 1. Emulsificantes catidnicos apresentam carga elétrica positiva na regido
hidrofilica da molécula e sao frequentemente utilizados para estabilizar emulsdes em asfaltos,
revestimentos e tintas. Os surfactantes anidnicos apresentam carga elétrica positiva na regiao
hidrofilica da molécula, incluindo sais de acido sulfénico. Os emulsificantes zwitterionicos
apresentam simultaneamente cargas positivas e negativas em sua molécula, como ocorre com
as alquilbetainas, utilizadas em shampoos infantis devido a sua baixa irritabilidade. E por fim
existem os emulsificantes nao i06nicos, aqueles cuja molécula ndo apresenta carga elétrica.
Muitos emulsificantes ndo-i6nicos sdo utilizados em alimentos e cosméticos devido a sua baixa

irritabilidade e toxicidade (Hsu et al., 2025).

Figura 1 - Estrutura de diferentes tipos de emulsificantes.

Calda hidrofébica Cabega hidrofilica

Surfactante aniénico

Surfactante Zwitteriénico

Fonte: Adaptado de Hsu et al. (2025).
Dentre os emulsificantes, se encontram alguns ésteres que podem ter aplicacdes

industriais como biodiesel (Lamba; Sarkar; Kumar, 2018), bioplastificantes (Sabi et al., 2025),
fluido de perfuracao (Razali ef al., 2020), Agente anti-cancer (Krimian et al., 2023), lipidio
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estruturado (Caicedo-Paz er al., 2024), agente aromatizante (Jawale; Bhanage, 2023), e
emulsificantes (Gomez-Rodriguez et al., 2024), como descritos nesse trabalho.

Os ésteres sao compostos quimicos que podem ser sintetizados por meio de algumas
reagdes organicas, dentre elas esta a esterificagdo. Esse tipo de rota consiste na reagdo entre um
acido carboxilico e um alcool para a formagao do éster e de dgua. O controle na formagao da
agua nessa reacao ¢ essencial para uma maior conversao em ésteres, pois com a remog¢ao da
agua no produto final, o equilibrio quimico tende para a formacdo dos produtos (ésteres)
(Monteiro et al., 2023).

O mecanismo de reacdo de esterificacdo classico consiste no uso de catalisadores
quimicos para protonar o oxigénio da carbonila, aumentando sua eletrofilicidade e tornando
ele mais suscetivel ao ataque nucleofilico. Em seguida, o dlcool atua como nucleofilo atacando
o carbono da carbonila, resultando, entdo, em um intermediario tetraédrico. Um proton ¢
liberado do oxigénio oriundo do alcool e um proton se liga a um dos oxigénios da hidroxila
oriunda do acido carboxilico, etapa para a formac¢ao de um bom grupo abandonador (agua).
Apos a eliminagdo da agua, ¢ restaurada a ligagdo C=O e o éster se torna protonado. Por fim,
o éster protonado perde este proton para regenerar o catalisador e formar o produto final (Khan
etal.,2021).

A catalise classica utiliza-se de catalisadores quimicos como acidos fortes a bases fortes
(NaOH, KOH), logo oferece uma alta atividade catalitica ¢ um bom rendimento para a
transformac¢do das matérias-primas renovaveis em aditivos poliméricos. Entretanto, o uso desse
tipo de catalisador gera residuos toxicos e de dificil tratamento aos efluentes, trabalham em
condigdes elevadas de pressdo e temperatura e ainda podem danificar os equipamentos (Sabi
etal., 2022).

Nesse sentido, a catdlise enzimatica (uso de enzimas como catalisadores) se torna uma
alternativa mais vidvel pois oferece alta especificidade e seletividade, garantindo produtos de
maior pureza com minima formag¢ao de subprodutos indesejados e opera em condigdes brandas
de temperatura e pressdo, o que resulta em menor consumo de energia e maior seguranca
operacional (Roque et al., 2022; Gémez-Rodriguez et al., 2024; Mukherjeee et al., 2024).

Dentre todas as enzimas, as lipases serdo o foco deste trabalho.

3.2 LIPASES E IMOBILIZACAO
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As lipases, sdo as enzimas mais importantes nesse contexto, sendo a classe das
hidrolases (EC 3) as mais utilizadas, mais especificamente as lipases do tipo (EC 3.1.1.3), que
tem uma ampla especificidade do substrato e pode trabalhar com grandes concentracdes de
substrato (Rodrigues et al., 2019).

A atividade natural dessas enzimas ¢ a hidrdlise de triglicerideos, para produgdo de
glicerol e dcidos graxos livres (AGL), sendo utilizadas também para catalisar reagdes diferentes
da sua atividade natural, como a esterificacdo e a transesterificagdo (Monteiro et al., 2023;
Rodrigues et al.,2019).

A esterificagdo enzimdtica ¢ uma alternativa a catalise quimica, no qual pode-se
trabalhar em condi¢des brandas de temperatura, com meios isentos de solventes organicos e
com menos geragdo de residuos toxicos (Junior et al., 2022; Sabi et al., 2022; Carlos et al.;
2024).

Essa reagao ¢ controlada termodinamicamente, € o excesso de um dos reagentes, sendo
o alcool o mais utilizado, desloca o equilibrio para a formagdo de produtos, aumentando o
rendimento da reag¢do. Outro ponto importante, ¢ a remog¢ao da dgua, que também interfere no
deslocamento do equilibrio melhorando o rendimento (Sousa et al., 2025).

Na esterificagdo enzimatica catalisada por lipases, o mecanismo (Figura 2) ¢ conduzido
pela triade catalitica do sitio ativo da enzima, composto pelos aminoacidos Serina (Ser).
Histidina (His) e Aspartato (Asp) ou Glutamato (Glu). Na primeira etapa do mecanismo, a
Serina tem seu oxigénio atacando a carbonila do 4cido carboxilico (Etapa A), este ataque leva
a formag¢ao de um intermediario tetraédrico, que ¢ estabilizado por interagdes de hidrogénio no
Orificio Oxianion da enzima, seguido pela transferéncia do préoton da (Ser) para a (His), o
grupo abandonador abstrai um préton da histidina, sendo liberado na forma de agua (Etapa B).
Em seguida, ha a formacao do complexo acil-lipase (Etapa C), onde o grupo acil esta ligado
covalentemente ao oxigénio da Serina. Depois, a histidina atua como uma base e abstrai um
proton do éalcool (Etapa D), transformando-o em um nucleofilo mais forte. Este nucleéfilo,
realiza um segundo ataque nucleofilico a carbonila do complexo (Etapa E), formando o
segundo intermedidrio tetraédrico, que também ¢ estabilizado no sitio ativo da enzima. Neste
intermediario, o oxigénio da Serina abstrai um proton da Histidina, o que provoca a clivagem
da ligagdo entre a Serina e o grupo acil (Etapa F), e consequentemente, o éster € liberado (Etapa

G) e a lipase ¢ regenerada em sua conformacao inicial (Stergiou et al., 2013).
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Figura 2 - Representacdo de mecanismo de esterificagdo enzimatica catalisada por lipases.
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Fonte:
Adaptado de Stergiou (2013).

Segundo (Sousa ef al., 2025) a sintese de ésteres utilizando as lipases ¢ um desafio
atual, principalmente pela dificuldade de viabilidade economica do processo, visto que essas
enzimas tém um custo elevado. Além disso, existem desafios relacionados a estabilidade e

atividade catalitica destas enzimas, que devem ser superados com projetos bem preparados.
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Para superar esses desafios, as lipases precisam passar por protocolos de imobilizagao.
As lipases tém um modo de acgdo atrativo, chamado ativagdo interfacial (Figura 3), nesse
mecanismo, o sitio ativo delas ¢ protegido por uma cadeia polipeptidica hidrofobica, muito
descrita na literatura como “tampa” ou “lid”, e em um ambiente aquoso essa estrutura se
mantém na conformacao “fechada”, isto ¢, na sua forma monomérica inativa, impedindo o
acesso dos substratos. Quando goticulas lipidicas ou suportes solidos, de natureza hidrofobica,
entram em contato, hd um deslocamento para a conformagao “aberta”, forma monomeérica ativa

(Rodrigues et al 2019; Adlercreutz, 2013).

Figura 3 - Mecanismo de ativagdo interfacial de Lipases.
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Fonte: Adaptado de Rodrigues et al., (2019).

Com esse mecanismo, chamado de mecanismo de adsorcao fisica hidrofobico, onde as
lipases ficam adsorvidas nos suportes hidrofobicos, ¢ possivel imobilizd-las na sua
conformagdo ativa, o que direta ou indiretamente, pode solucionar os desafios atuais
mencionados no comeco desta se¢do (se¢ao 2.3) (Rodrigues ef al., 2019; Adlercreutz, 2013).
As lipases imobilizadas apresentam melhorias em comparagao a sua forma soluvel, € possivel
obter melhoras na estabilidade, atividade catalitica, especificidade e até mesmo na viabilidade
do processo (Sousa et al., 2025; Lima et al., 2024; Rodrigues ef al.,2019).

Em relagdo aos suportes para imobilizacdo, ¢ interessante que os materiais sejam
porosos para que a enzima fique adsorvida, materiais mesoporosos € macroporosos sao
amplamente utilizados na literatura (Juliano ef al., 2023). Diversos materiais podem ser
utilizados com essas caracteristicas, como por exemplo, particulas de polimetacrilato
mesoporosas, polipropileno poroso, suportes acrilicos mesoporosos, entre outros (Rodrigues et

al., 2019).
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O protocolo de imobilizacdo por adsor¢ao hidrofobica ¢ simples e eficiente, sua
principal vantagem € permitir a purificagao e imobilizagdo em uma Unica etapa, pois as lipases
se fixam no suporte, enquanto os contaminantes hidrofilicos sdo eliminados no processo de
lavagem. A forma monomérica aberta adsorvida proporciona grande estabilidade contra
variacoes de forga iOnica e agentes oxidantes, e o suporte auxilia a prevenir a inativacao da
enzima, causada pelo acimulo de contaminantes hidrofilicos (como agua e glicerina). Além
disso, o método ¢ reversivel, o que significa que o suporte pode ser reutilizado (Rodrigues et
al., 2019).

Diversos trabalhos na literatura estudaram a sintese de ésteres utilizando derivados do
acido decanoico por meio da catalise enzimatica como potenciais emulsificantes. Gomez-
Rodriguez et al. (2024) investigaram a sintese do decanoato de galactomanana, um potencial
emulsificante. A reacdo escolhida foi a transesterificagdo entre o decanoato de vinila e a
galactomanana, conduzida em dimetilsulféxido (DMSO) e catalisada pelo Novozym 435.

O estudo de Roque ef al. (2025) explorou a sintese do decanoato de 2-(2-etoxietoxi)
etila a partir do dietilenoglicol monoetiléter e dcido decanoico. A reagdo de esterificacdo foi
conduzida em um sistema ausente de solventes, utilizando como catalisador a lipase de
Thermomyces lanuginosus (LTL) modificada quimicamente com dodecanal. O produto obtido
¢ de interesse para aplicacdo como emulsificante.

Kaewprapan et al. (2012) focaram na sintese do decanoato de dextrana, um produto
com potencial aplicacdo como emulsificante. A reacdo empregada foi a transesterificacio entre
a dextrana e o decanato de vinila, realizada em DMSO. O catalisador utilizado foi a lipase
liofilizada de Candida rugosa (LCR).

Inprakhon et al. (2017) descreveram a produgdo do monocaprato de sacarose, também
destinado a ser utilizado como emulsificante. A metodologia envolveu uma reacdo de
transesterificacdo entre a sacarose e o decanoato de vinila, conduzida em DMSO. Assim como
o estudo anterior, o catalisador empregado foi a Lipase liofilizada de Candida rugosa (LCR).

Jadhav, Gogate e Annapurna (2021) concentraram-se na obten¢do do decanoato de
poliglicerol, um composto relevante na induastria como emulsificante. A sintese foi realizada
através da reagdo de esterificacdo entre o poliglicerol e o 4cido decanoico em um sistema
ausente de solventes. O catalisador enzimatico Novozym 435 foi o biocatalisador escolhido

para otimizar o processo.
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4 METODOLOGIA

4.1 MATERIAIS

Lipase Eversa® Transform 2.0 (ET2.0) foi adquirida da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA).
Particulas de poli(estireno-divinilbenzeno) foram adquiridas da Supelco (St Louis, MO, EUA). Acido
decanoico ¢ Tween 20 foram também adquiridos da Sigma- Aldrich. Oleo fusel foi adquirido da
Raizen Taruma Ltda. (Taruma, SP). A sua composi¢do centesimal (%m.m™) sdo descritos em um
estudo recente realizado em nosso grupo: agua (11,6 %), etanol (4,2%), propanol (3,9%), butanol
(1,1%), alcool isobutilico (11,5%) e alcool isoamilico (67,7%) (Mattos et al., 2023). Oleo de coco
(Ducoco) e detergente lava louca (Ypé€) foram adquiridos em mercado local. Todos os outros

reagentes foram de grau analitico adquiridos da Synth®.

4.2 PROCEDIMENTO DE IMOBILIZACAO DA LIPASE EVERSA TRANSFORM 2.0® POR
ADSORCAO FiSICA

A imobilizagdo da lipase Eversa® Transform 2.0 em particulas de PEDB consistiu na
preparacao de uma suspensdo contendo solugao da lipase previamente preparada em solugdo tampao
fosfato de sodio pH 5 (5 mmol.L'") na propor¢io suporte:solu¢io enzimatica de 1:19 (g.mL™1)
empregando um carregamento inicial de proteina de 40 mg.g™! de suporte (Carvalho et al., 2021;
Guedes et al., 2022). A suspensdo foi mantida sob agitagdo (200 rpm) em um shaker orbital por 24h.
Ao final, o biocatalisador heterogéneo preparado foi filtrado, lavado exaustivamente com agua
bidestilada e estocado a 4°C por 8 h. A concentragdao de proteina imobilizada (PI) foi quantificada

pelo método de Bradford.

4.3 PRODUCAO ENZIMATICA DOS ESTERES

As reagdes de esterificacdo foram conduzidas em frascos de Duran de 100 mL abertos,
contendo 6 g do meio reacional (acido decandico + oleo fusel). O sistema foi mantido sob agitacao
mecanica continua a 240 rpm e imerso em um banho termostatizado. Os frascos atingiram a
temperatura desejada 15 minutos antes da adi¢do do biocatalisador. Para monitorar a reagdo, amostras
(50 pL) foram coletadas em intervalos definidos, diluidas em etanol hidratado a 95% (m.m) e o
4dcido residual foi quantificado por titulagdo. Utilizou-se solucio de NaOH 40 mmol. L' e
fenolftaleina como indicador. A porcentagem de conversao foi calculada com base na razio entre a

concentracao molar de acido consumido e a concentracao inicial (Mattos et al., 2023).
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4.4 OTIMIZACAO DA REACAO DE ESTERIFICACAO USANDO DCCR

Neste estudo, foi avaliada a interag@o e o efeito individual de trés importantes variaveis na
esterificacdo como razdo molar AD:OF (1:1 a 1:4), temperatura de reagcdo (25 °C a 55 °C) e
concentracdo de lipase imobilizada (5 a 25% m.m™). O delineamento proposto (modelo DCCR)
consistiu de 17 ensaios, 8 pontos fatoriais, 6 pontos axiais € 3 pontos centrais na qual foram realizados
de forma randomica. A variavel dependente (resposta) foi a conversdo do acido (AD) em ésteres apos
15 min de reacdo (fase linear da reacdo). Os dados experimentais obtidos foram analisados em um
nivel de confianca de 95% utilizando o software Protimiza Experimental Design
(https://experimental-design.protimiza.com.br/).

Os efeitos das trés variaveis e suas interagdes foram determinados por analise de variancia
(ANOVA). A adequacgdo do modelo proposto foi avaliada pelo coeficiente de determinagio (R?).
Superficies de contorno foram utilizadas para avaliar a relagdo entre parametros de entrada e resposta
(porcentagem de conversao de AD) e determinar as condi¢des 6timas de reacdo. A validade deste

modelo foi determinada pela produgdo dos ésteres nas condi¢des Otimas.

4.5 EFEITO DO TEMPO NA PRODUCAO DOS ESTERES

O efeito do tempo de reagdo na producdo de ésteres de 6leo fusel com acido decanoico foi
estudado sob as condi¢des experimentais 6timas obtidas a partir da analise de superficie de resposta
e graficos de contorno do planejamento experimental: 35,5 °C, razdo molar AD:OF de 1:3 e
concentracdo de biocatalisador imobilizado de 25% em massa (ou concentracdo de proteina
imobilizada de 7,75 mg por grama de mistura de reagdo), para determinacdo do tempo minimo
necessario para a reagdo atingir o equilibrio. Em condi¢gdes de agitacdo previamente estabelecidas
(Sabi et al., 2022; Carvalho et al., 2021; Guedes et al., 2022; Mattos et al., 2023). Além disso, o
conjunto de experimentos, também foi conduzida uma reacao de esterificagao utilizando extrato de
ET2.0 ndo imobilizado, utilizando a mesma carga proteica inicial (1,41 mL de extrato liquido de ET

2.0, que corresponde a 7,75 mg de proteina por grama de mistura de reacao).
4.6 ANALISE TERMICA

A andlise de Calorimetria Diferencial Exploratoria (CDE) dos ésteres foi realizada em um
analisador térmico DTC Q20 V24.11. Uma quantidade de 9,5mg de amostra do éster de decanoico
foi pesada e colocada em um cadinho de aluminio com gas nitrogénio 50ml/min a uma taxa de

aquecimento de 10 °C min' de -50 a 100 °C sob atmosfera de nitrogénio a uma vazao de 50 mL.min™".
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4.7 CARACTERIZACAO DOS ESTERES PRODUZIDOS POR ESPECTROSCOPIA DE
INFRAVERMELHO POR TRANSFORMADA DE FOURIER (EITF)

Os espectros de infravermelho das matérias-primas (4cido decanoico e o6leo fusel) e dos
produtos (ésteres de dleo fusel) foram realizados no espectrometro Shimadzu IR Affinity-1 (Shimadzu
Corporation, Kyoto, Japdo). Esse espectro foi adquirido em 32 scans entre 4000 e 600 cm™! com

resolugdo espectral de 4 cm™.

4.8 PROPRIEDADES EMULSIFICANTES DOS ESTERES DE OLEO FUSEL
SINTETIZADOS

Os ésteres obtidos nas condi¢des Otimas foram separados do meio em funil de separagdo,
lavados com agua destilada e desidratados com Na>SO4 anidro, conforme estudo anterior realizado
em nosso grupo (Mattos et al., 2023). A capacidade emulsificante dos ésteres obtidos foi avaliada
pela adicao de 2 mL de 6leo de coco e 3,5 mL de uma solugdo emulsificante preparada na proporgao
volumétrica de 3 partes de ésteres e 4 partes de dgua destilada em tubos de ensaio de vidro fechados
com dimensdes de 15 x 125 mm. Os tubos foram agitados por 1 minuto a 700 rpm em um vortex
homogeneizador e armazenados em estufa de secagem a 50 °C por 48h mantidos em condic¢des
estaticas. O desempenho emulsificante dos ésteres foi comparado com detergente lava louca e Tween
20. O teste controle na auséncia de emulsificantes foi também conduzido (substituicao do
emulsificante por 4gua destilada). O indice de emulsificagdo (IE) foi determinado pela relagdo entre
a altura da emulsdo com a altura total dos materiais nos tubos de ensaio, conforme descrito em um

estudo anterior (Neta et al., 2012).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 IMOBILIZACAO DA LIPASE EVERSA TRANSFORM 2.0® POR ADSORCAO FISICA

Neste estudo, a lipase Eversa® Transform 2.0 foi imobilizada por ativagio interfacial nos
poros do suporte organico por interagdes hidrofobicas. Para isso, utilizaram-se condi¢des
experimentais fixas de tampdo acetato de 5 mmol.L"' em pH 5, a 25°C, com um carregamento inicial
de proteina de 40 mg.g~* de suporte. A concentragio méaxima de proteina imobilizada foi de 31 + 2,4
mg.g”! com um rendimento de imobilizagdo de 77,5%. Esse valor pode ser justificado pela presenca
de estabilizantes empregados nas formulag¢des enzimaticas que interagem com os poros do suporte,
impossibilitando o acesso da enzima (Carlos et al., 2024).

Esses resultados mostram uma alta afinidade dessa enzima com o suporte hidrofébico, no qual
a regiao hidrofobica localizada proxima do sitio ativo da enzima interage preferencialmente com os
sitios hidrofobicos localizados na regido interna do PEDB. Levando em consideragdo que o processo
de adsorgdo fisica ¢ puramente um processo de transferéncia de massa, a grande dimensao dos poros
desse suporte permite uma grande area de contato para que a enzima possa ser adsorvida nas regides
internas do suporte quatro vezes maior que o didmetro molecular da lipase (53,2 A) (Alves et al.,

2017; Carvalho et al., 2021).

5.2 OTIMIZACAO DA PRODUCAO ENZIMATICA DE ESTERES DE OLEO FUSEL

Para a otimizagdo da producao de ésteres de 6leo fusel, avaliou-se o efeito de trés parametros
que afetam diretamente o rendimento da reagdo: a temperatura, a propor¢ao de biocatalisador
imobilizado e a razdo molar entre os reagentes, utilizando um delineamento experimental composto
rotacional (DCCR) (Tabela 1). Os resultados dos ensaios estdo apresentados na Tabela 2, na qual
mostra que a porcentagem dos valores de conversdo de acido graxo variou de 6,20% (Ensaio 13) a
39,70% (Ensaio 14). Isso mostra que a utilizagdo do delineamento proposto possibilitou aumentar a
conversdo em 6 vezes. Conforme mostrado na Figura 4, os valores preditos pelo modelo proposto
(valores tedricos) foram bastante similares aos valores experimentais. Estes resultados mostram
claramente que o modelo proposto ¢ bastante adequado para explicar o efeito de relevantes

pardmetros na formagdo dos ésteres. O coeficiente de correlagio do modelo (1?), foi de 97,65%.
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Tabela 1 - Parametros utilizados para o planeamento experimental

Fatores Unidade -1,68 -1 0 1 +1,68
Razdo molar - 1:1 1:1,6 1:2,5 1:3,4 1:4
Temperatura | °C 25 | 31 | 40 | 49 55

Biocatalisador | %m.m! 5 | 9 | 15 | 21 25

Fonte: Do autor (2024).

Tabela 2- Relagdo entre as variaveis independentes e os valores de conversao experimentais
obtidos em 15 minutos de reagao.

Variaveis independentes Experimental
Ensaios Razao molar Temperatura Biocatalisad Conversao (%)
AD:OF °C or
imobilizado
% m.m’!
1 L (1:1,6) -1(31) -1 (9) ' 10,80
) b (1:3,4) -1(31) -1(9) ' 6,60
3 b (1:1,6) +1 (49) -1(9) I 16,40
4 Lo (1:3.4) +1 (49) -1(9) ' 15,40
5 b (1:1,6) -1(31) +1(21) ' 31,00
6 Lo (1:3.4) -1(31) +1 1) ' 38,20
7 L (1:1,6) +1 (49) +1(21) ' 17,80
8 b (1:3,4) +1 (49) +1(21) I 30,20
9 ' 1,68 (1:1) 0 (40) 0(15) ' 14,70
10 ' +1,68 (1:4) 0 (40) 0(15) ' 24,10
11 "o (1:2,5) -1,68 (25) 0(15) ' 20,60
12 L (1:2,5) +1,68 (55) 0(15) ' 21,50
13 I 0(1:2,5) 0 (40) -1,68 (5) I 6,20
14 "o (1:2,5) 0 (40) +1,68 (25) 39,70
15 L (1:2,5) 0 (40) 0(15) ' 27,10
16 I 0(1:2,5) 0 (40) 0 (15) I 28,90
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17 0(1:2,5) 0 (40) 0 (15) 25,50

Fonte: Do autor (2024).

Figura 4 - Relacdo entre porcentagem de conversdo predita e experimental em 15 minutos do acido

decandico.
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Fonte: Do autor (2024).

A relagdo desses parametros com os valores de conversao foi realizada pelo teste ¢ € estdo
expressos na Tabela 3, na qual apresenta os termos considerados significativos para o modelo (valores
de p < 0,05) como a média dos valores de conversdo, termo quadratico da razdo molar (M?), termo
quadratico da temperatura (T?), termo linear da concentragiio de biocatalisador imobilizado (B), e
razao molar (M) e das interacdes entre razdo molar e biocatalisador imobilizado (M.B) e
temperatura/biocatalisador imobilizado (T.B). Por outro lado, os termos lineares de razao molar (M)
e temperatura (T), e os termos quadratico da concentragdo de biocatalisador quadratica e interacao
(M.T) foram excluidos do modelo pois apresentaram valores de p > 0,05, termos ndo significativos

ao nivel de confianga de 95%.
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Tabela 3 - Coeficientes de regressdo, erro padrao e valor p para o modelo proposto.

Fatores Coeficiente de Erro padrao valor p
regressao
Média 26,17 1,32 0,0000
Razao molar -2,40 0,68 0,0098
quadréatica
Temperatura -1,82 0,68 0,0325
quadréatica
Biocatalisador linear 9,10 0,62 0,0000
Razdo molar linear 2,21 0,62 0,0000
Razdo molar x 3,10 0,81 0,0065
biocatalisador
Temperatura x -4.45 0,81 0,0009

Biocatalisador

Fonte: Do autor (2024).

A partir dos valores do coeficiente de regressao para os termos significativos para o modelo,

foi possivel obter uma equacao quadratica que explica a relagdo dessas varidveis com a porcentagem

de conversao do acido graxo em ésteres, como pode ser visto na equagdo abaixo:

Y (%) =26,17+2,21.M - 2,40.M? - 1,82.T> + 9,10.B + 3,10.M.B - 4,45T.B

Em que: Y (%) representa a porcentagem de conversdo, M representa a razdo molar, T a

temperatura e B a concentragdo de biocatalisador imobilizado.

Tabela 4 - Analise de variancia para o modelo proposto na sintese enzimatica de €steres.

ANOVA; R?>=97,65

Fonte de variagcao | Soma dos Graus de teste F F tabelado
quadrados liberdade

Regressao 1525,4730 9 41 3,20

Residuos 36,7659 7

Falta de ajuste 14,9792 5 0,28

Erro puro 21,7867 2
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ANOVA; R?>=97,65

Fonte de variagcao | Soma dos Graus de teste F F tabelado
quadrados liberdade
Total 1562,2388 16

Fonte: Do autor (2024).

Além disso, a analise de variancia (ANOVA) (Tabela 4), junto com o teste de Fisher, ajudam

a validar o modelo proposto, mostrando uma relagdo entre as variaveis significativas e a resposta, €

o valor de F calculado (41,00) foi superior a 12 vezes que o valor de F tabelado no teste de Fisher em

5% de significancia (3,20). O erro puro apresentado se mostrou pequeno, sinalizando uma boa

reprodutibilidade dos dados.

Devido a elevada adequacao do modelo proposto aos dados experimentais obtidos, pode-se

criar superficies de resposta (tridimensional) e de contorno (bidimensional) que correlaciona as

variaveis avaliadas neste estudo e seus efeitos na formagao dos ésteres com o intuito de encontrar um

ponto O6timo para a reagdo enzimatica, como pode ser observada nas Figuras 5A, 3B.
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Figura 5 - Superficie de resposta de conversao para producao enzimatica de ésteres derivados do
acido decanoico. (A) Superficie de resposta e curva de contorno: Razao molar AG:OF x
temperatura; (B) Superficie de resposta e curva de contorno: Razdo molar AG:OF x
biocatalisador imobilizado.
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Fonte: Do autor (2024).

A razdo molar entre as substancias reacionais influéncia no rendimento da reagdo, pois um
aumento da proporc¢ao das substincias reacionais desloca o equilibrio quimico de uma reagdo de
esterificagdo para a formacdo dos produtos, logo, uma reagcdo que contenha um excesso de acido
decanoico ou de oleo fusel consegue aumentar o rendimento da formagao dos ésteres desejados.
Entretanto, uma razao molar muito exagerada ndo favorece a formagdo dos ésteres por produzir
efeitos nocivos ao biocatalisador imobilizado (Alves et al., 2016; Bv et al., 2019; Sousa et al., 2021).
A temperatura influencia na sintese dos ésteres pelo fato de que o aumento de temperatura favorece

a solubilidade das substancias reacionais e redu¢ao da viscosidade, facilitando a transferéncia de
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massa no sistema reacional, entretanto, uma temperatura muito elevada pode causar a desnaturacao
das enzimas, diminuindo a sua atividade catalitica (Yudhana et al., 2023; Todero et al., 2015). Por
fim, a concentragcdo do biocatalisador imobilizado também influencia na reagdo, pois um aumento
dessa concentracdo favorece o aumento de sitios cataliticos disponiveis para a reacao (Lage et al.,
2016; Guedes Junior ef al., 2022; Manan ef al., 2018). De acordo com a equagao apresentada acima,
o termo linear de concentracdo de biocatalisador (+9,10B) foi o termo que apresentou a maior
influéncia (positiva) na formacdo dos ésteres, confirmando a sua forte influéncia na reacao de
esterificagao.

O efeito da razdo molar AD:OF e da temperatura de reagdo e sua interagdo mutua na reacao ¢
ilustrado na Figura 5(A). A maxima de conversdo do acido pode ser obtida para reagdes realizadas
com excesso de OF para valores de razao molar AD:OF entre 1:2,5 e 1:3,4. Por outro lado, um
aumento adicional da quantidade de OF (razdo molar AD:OF de 1:4) resultou em uma ligeira redugao
da conversdo devido a diluicdo do 4cido no meio reacional e/ou remogao da camada de hidrata¢ao
essencial da enzima pelo excesso de OF, que pode afetar negativamente sua atividade catalitica
(Carvalho et al., 2021). Um aumento adequado na temperatura resulta na redugdo da viscosidade no
meio de reagcdo que favorece a transferéncia de massa de reagentes para o microambiente da lipase
(Mattos et al., 2023). De acordo com a Figura 5(A), a maxima formag¢ao de ésteres pode ser obtida
na faixa de temperatura entre 31 °C e 49 °C.

De acordo com a Figura 5(B), a maxima conversdo em ésteres foi alcangada para
concentracdes de biocatalisador acima de 25% m.m™!, como descrito anteriormente para os resultados
sumarizados na Tabela 1. Portanto, a andlise das superficies de contorno revela que a maxima
producdo dos ésteres (baseada em termos de conversdo do 4cido) pode ser obtida para valores de
razdo molar AD:OF de 1:3, 35,5 °C e 25% m.m"' de biocatalisador. Portanto, a validade do modelo
foi conduzida por comparagao entre os valores experimental e predito de conversao apds 15 min de
reacdo. Nestas condigdes 6timas, a conversdo experimental e predita obtidas foram 44,7% e 47,8%,
na qual revelam a validade do modelo proposto. A Figura 6 apresenta o produto majoritario na reagao
de esterificagdo entre o acido decanoico e 6leo fusel. Existem outros produtos formados devido ao
fato do 6Oleo flsel ser uma mistura de alcoois superiores, entretanto em sua composi¢ao, ele apresenta

majoritariamente o alcool isoamilico.
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Figura 6 - Produto majoritério referente a reagdo de esterificagdo entre o dcido decanoico e 6leo fusel.
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Fonte: Do autor (2024).

5.3 EFEITO DO TEMPO PARA PRODUCAO DOS ESTERES DE OLEO FUSEL

Para a producdo enzimatica de ésteres de Oleo fusel, utilizaram-se os valores 6timos obtidos
no delineamento experimental: razdo molar acido organico:6leo fusel 1:3, temperatura 35,5 °C e
concentragdo de biocatalisador imobilizado 25% m.m, comparando esses resultados com a producao
enzimatica desses ésteres utilizando a enzima na sua forma livre, como pode ser observado nas Figura
7.

Nos primeiros 30 minutos de reacao, foi observado um perfil linear de formagao da mistura
de ésteres que evidencia satisfatdria acessibilidade dos materiais de partida nos poros do
microambiente da lipase imobilizada. Esses resultados mostram uma boa transferéncia de massa
externa (agitacdo mecanica) e interna (difusdo dos materiais de partida aos poros suporte) (Carlos et

al., 2024).
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Figura 7 - Efeito do tempo na producdo enzimatica dos ésteres de oleo flsel utilizando lipase

imobilizada e livre.
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Fonte: Do autor (2024).

Os resultados na Figura 7 mostram, ainda, uma satisfatoria conversao dos acidos organicos,
chegando a uma conversdo de aproximadamente 85%, até mesmo utilizando a enzima livre. No geral,
enzimas na sua forma livre tendem a se agregar em meios aquosos, diminuindo a transferéncia de
massa dos materiais de partida aos seus sitios ativos, reduzindo sua atividade catalitica (Fernandez-
Lafuente, 2010; Junior et al., 2022). Entretanto, neste sistema reacional a lipase em sua forma livre
obteve praticamente a mesma conversao que sua forma imobilizada devido a possivel natureza
anfifilica dos ésteres resultantes (propriedades emulsificantes ndo ionicas). Nessas condi¢des, a
estrutura tridimensional da lipase mudou de conformagdo fechada (inativa) para aberta (ativa),
expondo assim seu sitio ativo as matérias-primas. Importante mencionar que mesmo que obteve essa

conversao, a lipase em sua forma livre impossibilita a sua reutilizagdo em posteriores bateladas.

5.4 ANALISE TERMICA DOS ESTERES DE OLEO FUSEL

Foi realizada a técnica de Calorimetria Diferencial Exploratéria (CDE) para determinagao dos
eventos térmicos dos ésteres sintetizados. Com base em estudos do grupo (Matheus, 2025), em que
realizou analise termogravimétrica dos ésteres de 6leo fusel, o autor chegou como resultado que este
¢éster € estavel termicamente até 120°C. Por esse motivo, a temperatura escolhida para a realizagao
do CDE foi de -50°C a 100°.

A figura 8 mostra os resultados obtidos, tendo uma curva de resfriamento (linha tracejada

vermelha) e uma curva de aquecimento (linha tracejada preta). A curva de resfriamento tem um pico
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maximo em aproximadamente -40°C, que corresponde a solidificagdo do éster. A amplitude e a forma

do pico confirmam que a amostra ndo ¢ um composto puro, a natureza do 6leo fisel como uma mistura

de alcoois superiores resultou na formag¢ao de uma mistura de decanoatos, alargando a faixa de

temperatura de solidificacao.

Na curva de aquecimento, o pico principal foi localizado proximo de -30°C. Este valor abaixo
do ponto de fusdo do decanoico livre (31,38°C) (Liu, Pent et al., 2019), confirma o sucesso da

esterificagdo, com um ponto de fusdo reduzido. A transi¢ao de fusdo também se apresenta como um

evento mais alargado, comecando em -40°C e se estendendo até -10°C. Desta forma, obteve-se um

abaixamento do ponto de fusdo e um alargamento da faixa de fusdo.

Figura 8 - Grafico de Calorimetria Diferencial Exploratéria (CDE).
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5.5 CARACTERIZACAO DOS ESTERES DE OLEO FUSEL POR ESPECTROSCOPIA DE
INFRAVERMELHO POR TRANSFORMADA DE FOURIER (EITF)

O espectro de EITF do 4cido decanoico, 6leo fusel e ésteres de dleo fusel (Figura 9)

!¢ 2922 cm’!, bandas caracteristicas de vibracio de

apresentam bandas intensa em 2853 cm”
estiramento de grupos metila (CH3) e metileno (-CH2-). Além disso, essas moléculas apresentam
bandas entre 1456 e 1465 cm’!, referentes a vibragdo de estiramento da ligagdo simples carbono-

oxigénio (C-O) (Roque et al., 2025).

Figura 9 - Caracterizagao dos ésteres de oleo fusel por (EITF).
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Fonte: Do autor (2025).

O espectro do oleo fisel e o 4cido decanoico apresentam bandas em 3343 cm™ atribuidas a
deformacdo axial de ligagdes O-H e o dleo fusel apresenta uma banda em 1052 cm’! caracteristica de
vibracao de estiramento C-O em 4alcoois primérios. A confirmacao da formagdo dos ésteres aparecem
na banda em 1167 cm™! referente a vibragdo de estiramento do grupo éster (-C(=0)O-) (Gémez-
Rodriguez et al., 2024) Por fim, a banda de grupos hidroxilas presente em ambas as matérias-primas

ndo apareceram no espectro do produto, logo houve uma boa separagdo e purificacao dos ésteres.
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5.6 AVALIACAO DAS PROPRIEDADES EMULSIFICANTES DOS ESTERES DE OLEO
FUSEL SINTETIZADOS

As potencialidades promissoras dos ésteres de oleo fusel como agentes emulsificantes
também foram demonstradas em estudos anteriores (Roque et al., 2024; Kaewprapan ef al., 2012;
Inprakhon et al., 2017; Gomez-Rodriguez et al., 2024; Jadhav; Gogate; Annapurna, 2021).

Portanto, a potencial aplicagdo dos ésteres sintetizados a partir do acido decanoico como
agentes emulsificantes foi investigada para o sistema de emulsdao simulada compostos por 6leo de
coco e dgua. E possivel notar que apos 48 h a 50°C, o sistema emulsificado com os ésteres obtidos
no presente estudo apresentou a maior interacdo entre as fases organica (6leo) e aquosa, expressa em
termos de indice de emulsificacdo (IE): amostra (A) na Figura 9. Neste sistema, o valor de IE foi de
62%, enquanto que para o Tween 20 (amostra B) foi de 31% e para o detergente comercial lava louga

foi apenas 11% (amostra C).

Figura 10 - Comparacao da atividade emulsificante de A - ésteres de oleo fusel; B - Tween 20; C -

Detergente neutro; D - Branco.

Fonte: Do autor (2024).

Estes resultados mostram claramente a promissora aplicagdo destes ésteres como
emulsificantes em formulagdes 6leo/agua. O éster sintetizado é capaz de interagir com a fase organica
e aquosa por conta de sua caracteristica anfifilica por meio de interagdes intermoleculares do tipo

interacdes hidrofobicas do tipo Van der Waals, dipolo-dipolo e também ligagdes de hidrogénio.
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6 CONCLUSAO

A lipase Eversa® Transform 2.0 (ET2.0) foi empregada em sua forma imobilizada em
particulas hidrofobicas de poli(estireno-divinilbenzeno) (PEDB), através do método de adsorgao
fisica por ativagdo interfacial. Este protocolo de imobilizagdo se mostrou altamente eficiente,
resultando em uma carga proteica de 31 + 2,4 mg-g~' e indicando uma alta afinidade da enzima pelo
suporte. A imobilizacdo ¢ fundamental, pois promove a hiperativacao da lipase em sua conformacao
aberta , garantindo maior estabilidade e possibilitando o reuso do biocatalisador, o que ¢ essencial
para a viabilidade econdmica do processo em escala industrial.

O sucesso da sintese dos ésteres em um sistema isento de solventes organicos foi garantido
pela otimizagao do processo através do Delineamento Experimental Composto Rotacional (DCCR).
Esta analise estatistica permitiu identificar as condig¢des reacionais ideais para a maxima conversao
do 4cido decanoico, estabelecidas em uma razao molar 4cido decanoico:o6leo fusel de 1:3, temperatura
de 35,5 °C e concentragdo de biocatalisador de 25% m.m™.

O estudo do efeito do tempo nas condigdes reacionais Otimas revelou um desempenho
catalitico notavelmente superior da enzima imobilizada. Foi atingida uma conversao méaxima de acido
decanoico, da ordem de 85%, em um tempo reacional de apenas 90 minutos. Nos primeiros 30
minutos, o perfil linear de formagdo dos ésteres indicou uma satisfatoria transferéncia de massa dos
reagentes no microambiente da lipase imobilizada. Em comparagdo, a lipase em sua forma livre
apresentou uma conversao significativamente mais baixa (60% apos 90 minutos) , sublinhando o
impacto positivo da imobiliza¢ao na atividade e eficiéncia da lipase.

Os ésteres de oleo fusel demonstraram ser emulsificantes eficazes em emulsdes 6leo-agua
com indices de emulsificacdo superiores aos emulsificantes comerciais Tween 20 e detergente neutro.
Especificamente, os ésteres alcancaram um indice de emulsificagdo (IE) de 62% ap6s 48 horas a 50
°C, um valor significativamente maior do que o obtido com Tween 20 (31%) e o detergente comercial
(11%). A formacgdo desses ésteres foi confirmada pela Espectroscopia no Infravermelho por
Transformada de Fourier (EITF), que revelou a banda caracteristica do grupo ésterem 1167 cm™ , e
pela Calorimetria Diferencial Exploratoria (CDE), que comprovou o abaixamento do ponto de fusao,
também indicando a presenga do grupo éster.

Por fim, encorajamos estudos adicionais para explorar a potencial aplicagdo dos ésteres de
6leo fusel sintetizados como ingredientes para diversas formula¢des alimenticias e cosméticas. Estes

estudos adicionais ndo apenas expandirdo o uso de matérias-primas renovaveis, mas também
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contribuirdo para a expansao das potencialidades da lipase Eversa® Transform 2.0 em processos

oleoquimicos, em especial quando aplicada em sua forma imobilizada.
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