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RESUMO

Os plastificantes a base de ftalatos, amplamente empregados na industria do poli (cloreto de
vinila) (PVC), tém sido progressivamente restringidos pela legislagdo internacional devido aos
seus efeitos adversos documentados sobre a saude humana ¢ o meio ambiente. Nesse contexto,
o presente trabalho teve como objetivo produzir ésteres furfurilicos por hidroesterificagao
enzimatica de AGLs de 6leo de soja residual com dlcool furfurilico, empregando a lipase
Eversa® Transform 2.0 (ET2.0) imobilizada em quatro suportes hidrofobicos, particulas de
casca de arroz de granulometria fina (CAP) e grossa (CAG), silica funcionalizada com grupos
octil (Si02-Octil) e poli(estireno-divinilbenzeno) (PVB), e avaliar o desempenho frente a
estabilidade de migra¢do dos ésteres obtidos como bioplastificantes em filmes de PVC. A
sintese foi conduzida em sistema isento de solventes organicos, razdo molar AGLs:élcool
furfurilico de 1:1, temperatura de 40 °C e agitacdo de 240 rpm. Todos os biocatalisadores
promoveram conversdes entre 72,2% e 82,9% em até 90 min, com o ET2.0-SiO:-Octil
apresentando a maior conversdo (82,9%) e o ET2.0-CAP a maior produtividade (0,7
pmol-min~'-mg™! proteina). Os filmes de PVC plastificados com os ésteres furfurilicos (PVC-
EF) foram submetidos a testes de migracdo em etanol 75% (v/v) como solvente. O PVC-EF
exibiu migra¢ao de 24,04%, valor superior ao observado para o plastificante comercial DOF
(5,76%), comportamento atribuido a maior polaridade do anel furdnico, que favorece a
interagdo com o solvente e facilita a liberacdo do plastificante da matriz polimérica. Esses
resultados demonstram que os ésteres furfurilicos produzidos pela rota biocatalitica proposta
apresentam potencial como alternativa renovavel aos plastificantes convencionais, sendo a
redu¢do da migracdo em meios polares, por estratégias como epoxidag¢do, uma perspectiva

relevante para estudos futuros.

Palavras-chave: bioplastificante; ésteres furfurilicos; lipase imobilizada; PVC.



ABSTRACT

Phthalate-based plasticizers, widely used in the poly (vinyl chloride) (PVC) industry, have been
progressively restricted by international regulations owing to their documented adverse effects
on human health and the environment. In this context, the present study aimed to produce
furfuryl esters via enzymatic hydroesterification of free fatty acids (FFAs) derived from residual
soybean oil (RSO) with furfuryl alcohol, using Eversa® Transform 2.0 lipase (ET2.0)
immobilized on four hydrophobic supports, such as fine-particle rice husk (FRH) and coarse-
particle rice husk (CRH), octyl-functionalized silica (SiO2-Octyl), and poly(styrene-
divinylbenzene) (PVB), and to evaluate the migration stability of the resulting esters as bio-
based plasticizers in PVC films. The synthesis was conducted in a solvent-free system at a 1:1
molar ratio (FFAs:furfuryl alcohol), 40 °C, and 240 rpm. All biocatalysts promoted FFA
conversions between 72.2% and 82.9% within 90 min; ET2.0-SiO2-Octyl achieved the highest
conversion (82.9%), while ET2.0-FRH exhibited the highest productivity (0.7 pmol-min"-mg™
protein). PVC films plasticized with furfuryl esters (PVC-FE) were subjected to migration tests
using 75% (v/v) ethanol as the simulant solvent. PVC-FE showed a migration of 24.04%, a
value higher than that observed for the commercial plasticizer dioctyl phthalate (DOP) (5.76%),
a behavior attributed to the higher polarity of the furan ring, which promotes interaction with
the polar simulant and facilitates plasticizer release from the polymer matrix. These results
demonstrate that the furfuryl esters produced via the proposed biocatalytic route hold potential
as a renewable alternative to conventional plasticizers, and that reducing migration in polar

media, through strategies such as epoxidation, represents a relevant direction for future studies.

Keywords: bio-based plasticizer; furfuryl esters; immobilized lipase; PVC.
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1 INTRODUCAO

O poli (cloreto de vinila) (PVC) figura entre os termoplasticos de maior producdo e
consumo mundial, com aplica¢des que abrangem embalagens de alimentos, construgdo civil,
dispositivos médicos, setor automotivo e brinquedos (ZHANG et al., 2024). Em sua forma pura,
contudo, o PVC ¢ um polimero rigido e quebradigo, sendo necessaria a adi¢do de plastificantes
para conferir flexibilidade e maleabilidade ao material. Historicamente, os ésteres ftalicos,
denominados ftalatos, dominaram esse mercado, correspondendo a 80% do consumo global de
plastificantes no periodo de 2025 a 2030 (MARKETSANDMARKETS, 2026). O principal
representante dessa classe, o ftalato de dioctil, amplamente referido como DOF, ¢ empregado
em concentragdes que podem atingir 50% em massa em formulagdes de PVC flexivel (SABI et
al., 2025a).

A despeito de seu desempenho técnico consolidado, os ftalatos apresentam uma
limitagdo estrutural critica: por ndo estarem ligados covalentemente & matriz polimérica do
PVC, migram progressivamente para o ambiente ao longo de todo o ciclo de vida do produto
(BRASSEA-PEREZ et al., 2022). Essa migrago resulta na detec¢io de metabélitos de ftalatos
em amostras bioldgicas de praticamente toda a populacdo humana, incluindo urina, sangue e
leite materno (CHANG et al.,, 2021). Do ponto de vista toxicoldgico, os ftalatos sdo
reconhecidos desreguladores enddcrinos, associados a comprometimento reprodutivo,
alteracdes no desenvolvimento fetal e estresse oxidativo em multiplos tecidos (WANG; QIAN,
2021; PAN et al., 2024). Em resposta a essas evidéncias, a Unido Europeia classificou os
principais ftalatos como substancias de muito alta preocupagdo pelo Regulamento Europeu de
Substancias Quimicas (REACH), com concentracio maxima permitida de 0,1% em massa em
brinquedos e materiais em contato com alimentos (WIESINGER et al., 2024).

Esse cenario regulatorio e toxicoldgico impulsionou o desenvolvimento de uma nova
geracdo de plastificantes derivados de fontes renovaveis, denominados bioplastificantes (SABI
et al., 2025b). O mercado global de plastificantes atingiu USD 17,75 bilhdes em 2024, com
projecdo de alcancar USD 28,64 bilhdes até 2034, sendo os bioplastificantes o segmento de
maior expansdo dentro desse mercado, impulsionado pela demanda regulatoria e pela pressao
da industria por alternativas mais seguras (PRECEDENCE RESEARCH, 2025; SABI et al.,
2025b). Entre as alternativas de maior interesse, destacam-se os ésteres furfurilicos, compostos
em que ambos os componentes da molécula, o 4cido e o dlcool, sdo provenientes integralmente
de biomassa. O componente acido ¢ obtido pela hidrolise enzimdtica de 6leos vegetais, € o

componente alcool, o alcool furfurilico, ¢ produzido pela hidrogenagao catalitica do furfural,
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derivado da hemicelulose de residuos lignoceluldsicos agroindustriais como bagacgo de cana-
de-agucar e casca de arroz (WOLNY et al., 2024; MUKHERIJEE et al., 2024). Os ésteres
furfurilicos apresentam baixa toxicidade e elevada biodegradabilidade (SABI; MENDES, 2025;
MUKHERIEE et al., 2024), enquanto a presenga de oxigénio no anel furdnico aumenta a
polarizagdo da molécula e favorece interacdes com a matriz de PVC, contribuindo para a
miscibilidade e compatibilidade do plastificante com o polimero (NGUYEN et al., 2020).

A sintese desses €steres por via enzimatica, empregando lipases como biocatalisadores,
confere ao processo vantagens adicionais em relagdo as rotas quimicas convencionais: maior
seletividade, condi¢des brandas de temperatura e pressdo, auséncia de solventes organicos
toxicos e menor geracao de subprodutos (RODRIGUES et al, 2019). A estratégia de
hidroesterificagdo, hidrolise enzimatica completa do 6leo em acidos graxos livres seguida de
esterificacdo com o alcool, ¢ particularmente adequada para o alcool furfurilico, pois elimina
as limitagdes difusionais associadas ao maior tamanho molecular dos triacilglicer6is e evita a
formacdo de subprodutos gliceridicos parciais (GUIMARAES et al., 2024; NETO et al., 2025).
A utilizagdo do 6leo de soja residual de fritura como matéria-prima introduz ainda uma
dimensdo adicional de sustentabilidade, alinhando o processo aos principios da economia
circular ao transformar um residuo problematico em insumo de interesse industrial (SABI et
al., 2025a).

Nesse contexto, o presente trabalho propds a produgdo de ésteres furfurilicos por
hidroesterificagdo enzimatica do 6leo de soja residual com alcool furfurilico, empregando a
lipase Eversa® Transform 2.0 imobilizada por adsor¢ao fisica em quatro suportes hidrofobicos
de diferentes origens e morfologias: poli(estireno-divinilbenzeno) (PVB), silica funcionalizada
com grupos octil (SiO2-Octil) e duas fragdes granulométricas de casca de arroz (CAP e CAG).
Os ésteres obtidos foram avaliados como bioplastificantes em filmes flexiveis de PVC,
comparando seu desempenho com o plastificante comercial de referéncia DOF, em formulagdes

puras e em mistura bindria, quanto as propriedades de migragao.

2 OBJETIVOS

Produzir ésteres furfurilicos por hidroesterificacdo enzimatica de 6leo de soja residual
com alcool furfurilico, empregando a lipase Eversa® Transform 2.0 imobilizada em suportes
hidrofobicos de diferentes origens e morfologias, e avaliar o potencial dos ésteres obtidos como
bioplastificantes em filmes de PVC com base na resisténcia a migracao em solvente.

Para alcancar esse objetivo, foram definidos os seguintes objetivos especificos:
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a) Preparar e caracterizar quatro biocatalisadores pela imobilizagdo da lipase Eversa®
Transform 2.0 em poli(estireno-divinilbenzeno) (PVB), silica funcionalizada com grupos octil
(S102-Octil) e duas fragdes granulométricas de particulas de casca de arroz (CAP e CAG),
determinando a carga proteica e a atividade hidrolitica de cada preparagao.

b) Produzir ésteres furfurilicos por hidroesterificagdo do 6leo de soja residual em duas
etapas sequenciais (hidrolise e esterificacdo), avaliando a cinética de conversdo e a
produtividade dos biocatalisadores.

¢) Incorporar os ésteres furfurilicos em filmes de PVC e avaliar a resisténcia a migracao
do plastificante em etanol 75% (v/v) como solvente, comparando o percentual de migracdo com

o do plastificante comercial de referéncia DOF.

3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 PVC E PLASTIFICANTES: A ORIGEM DO PROBLEMA

O poli (cloreto de vinila) (PVC) é um dos termoplasticos mais produzidos e consumidos
mundialmente, ficando atras apenas do polipropileno e do polietileno (ZHANG et al., 2024). O
mercado global de PVC foi estimado em USD 47,09 bilhdes em 2025, com projecao de alcangar
USD 80,23 bilhoes até¢ 2034, a uma taxa de crescimento anual composta (CAGR) de 6,1%
(MARKET DATA FORECAST, 2026). Sua ampla ado¢do decorre da combinacdo de baixo
custo de produgdo, versatilidade e durabilidade, que permitem seu uso em embalagens de
alimentos, construc¢do civil, dispositivos médicos, setor automotivo, elétrico e esportivo (SABI
et al., 2025a). No entanto, em sua forma pura, o PVC ¢ um polimero intrinsecamente rigido e
quebradico, o que limita severamente sua aplicabilidade em formulacdes que exigem
flexibilidade e maleabilidade (SEEWOO et al., 2024; ZHANG et al., 2024). Para contornar
essa limitacdo, uma ampla variedade de aditivos é incorporada a matriz polimérica, sendo os
plastificantes os mais funcionalmente relevantes (ZHAO et al., 2024; BI et al., 2021). Em
formulagdes de PVC flexivel, como filmes e revestimentos, a concentracdo de plastificantes
pode atingir entre 30% e 50% em massa (SABI et al., 2025a; SABI et al., 2025b).

Plastificantes sdo compostos organicos de baixa volatilidade, caracteristica necessaria
para minimizar sua perda por evaporagdo e favorecer sua permanéncia na matriz polimérica
durante o processamento e o uso (BOCQUE et al., 2016), frequentemente liquidos incolores,
que, quando incorporados a rede polimérica do PVC, aumentam a mobilidade das cadeias
poliméricas ao reduzir as interagdes secunddrias entre elas, resultando em reducdo da

temperatura de transi¢do vitrea (Tg) e ganhos em flexibilidade, ductilidade e processabilidade



17

(SABI et al., 2025b). Historicamente, os ésteres ftalicos, ou ftalatos, dominam esse mercado:
estima-se que correspondam a 80% do mercado global de plastificantes no periodo de 2025 a
2030, sustentados por seu baixo custo, estabilidade e elevado desempenho técnico
(MARKETSANDMARKETS, 2026). Os ftalatos sdo sintetizados pela reacdo do anidrido
ftalico, derivado de petroleo, com alcoois de cadeia variada, gerando compostos como o di(2-
etilhexil) ftalato (DEHP), o di-n-butil ftalato (DnBP) e o diisononil ftalato (DiNP), entre outros
(CHANG et al., 2021). Em formulagdes de PVC para dispositivos médicos, o teor de DEHP
pode atingir até 40% em massa, enquanto em pisos e revestimentos valores superiores a 30%
sao comuns (WIESINGER et al., 2024; AN et al., 2023).

A principal limitagdo dos ftalatos reside no fato de que eles ndo sdo ligados
covalentemente a matriz polimérica do PVC, estando apenas fisicamente dispersos entre as
cadeias, e por isso migram progressivamente para o ambiente ao longo de todo o ciclo de vida
do produto, desde a fabricacao até o descarte (BRASSEA-PEREZ etal.,2022; AN et al.,2023).
Essa migragdo ¢ intensificada por fatores como temperatura elevada, contato com alimentos
gordurosos, saliva ou suor, e exposi¢cdo a solventes, pois essas condi¢cdes aumentam a
mobilidade molecular e/ou favorecem a difusdo e solubilizagdo dos plastificantes, promovendo
sua extracao da matriz de PVC (LEE et al., 2025; TANZER et al., 2025; SABI et al., 2025b).
Como resultado, metabolitos de ftalatos foram detectados em amostras biologicas de
praticamente toda a populacdo humana, incluindo urina, sangue, leite materno e tecido adiposo,
sendo as criangas o grupo mais vulneravel em razao de sua maior frequéncia de contato com
brinquedos e materiais de PVC e de seu sistema imunologico ainda em desenvolvimento
(CHANG et al., 2021; WANG; QIAN, 2021). Entre os ftalatos mais amplamente produzidos e
estudados destaca-se o di(2-etilhexil) ftalato (DEHP), frequentemente referido na literatura
técnica e industrial pelo termo DOF, em razao da semelhanca estrutural entre seus isomeros de
octila (SABI et al., 2025a; SABI et al., 2025b). Por sua ampla utilizacdo industrial e seu
estabelecido perfil toxicoldgico e de migragdo, o DOF ¢ adotado como plastificante comercial
de referéncia em estudos comparativos com bioplastificantes, fungcdo que também exerce no
presente trabalho.

Estudos em modelos animais e estudos epidemioldgicos humanos associam a exposicao
cronica a ftalatos a efeitos de desregulacdo enddcrina, comprometimento reprodutivo e estresse
oxidativo em multiplos tecidos, comprometendo fungdes hepaticas, renais, pulmonares e do
sistema reprodutor (CHANG et al., 2021; WANG; QIAN, 2021; PAN et al., 2024; BRASSEA-
PEREZ et al., 2022).
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Em resposta a essas evidéncias, regulamentacgdes restritivas foram estabelecidas em
diversas regides. Na Unido Europeia, o DEHP, o DnBP, o diisobutil ftalato (DiBP) e o butil
benzil ftalato (BBP) foram classificados como substincias de muito alta preocupacao
(Substancias de Muito Alta Preocupacdo - SMAP) pelo regulamento REACH, com
concentracdo maxima permitida de 0,1% em massa em brinquedos, materiais em contato com
alimentos e equipamentos elétricos e eletronicos (WIESINGER et al., 2024; CHAPON et al.,
2023). No entanto, a reciclagem de PVC sem controle quimico adequado ainda reintroduz
ftalatos em concentragdes acima dos limites regulatérios em novos produtos, perpetuando a
exposicdo (RAMUNGUL et al., 2022). Esse contexto evidencia a necessidade urgente de
desenvolvimento de plastificantes verdadeiramente seguros, de base renovavel e
biodegradaveis, capazes de substituir os ftalatos sem reproduzir seus riscos toxicologicos,
cenario no qual os ésteres furfurilicos de base biomdssica emergem como alternativa

promissora, conforme detalhado na se¢ao seguinte.

3.2 BIOPLASTIFICANTES: A SOLUCAO RENOVAVEL

O contexto regulatério e toxicologico descrito na se¢do anterior impulsionou o
desenvolvimento de uma nova geracdo de plastificantes derivados de fontes renovaveis,
coletivamente denominados bioplastificantes (HASSAN et al., 2019; ALHANISH; ABU
GHALIA, 2021). Em sentido amplo, bioplastificantes sdo compostos organicos de baixa
volatilidade, obtidos a partir de biomassa vegetal ou de seus derivados, capazes de conferir ao
PVC e a outros polimeros as mesmas propriedades funcionais dos plastificantes convencionais,
como flexibilidade, ductilidade e processabilidade, com perfil toxicologico e ambiental
significativamente mais favoravel (MINALE et al., 2025; ALHANISH; ABU GHALIA, 2021).
O mercado global de plastificantes atingiu USD 17,75 bilhdes em 2024 e projeta-se que alcance
USD 28,64 bilhoes até 2034, a uma taxa de crescimento anual de 5,9% (SABI et al., 2025b),
sendo os bioplastificantes o segmento de maior crescimento dentro desse mercado,
impulsionado pela demanda regulatoria e pela pressdo da induastria por alternativas mais
seguras.

Do ponto de vista estrutural, um plastificante eficiente para PVC deve apresentar trés
blocos funcionais essenciais: uma cadeia alifatica suficientemente longa para intercalar-se entre
as cadeias poliméricas, reduzindo suas interacdes secundarias do tipo dipolo—dipolo (6")C—
CI(&") e criando volume livre na rede; grupos éster, que atuam como blocos coesivos
estabelecendo interagdes especificas com o polimero; e grupos ciclicos ou aromaticos

polarizaveis, que funcionam como blocos compatibilizantes com a matriz de PVC (BOCQUE
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et al., 2016). Além disso, a introducdo de grupos polares adicionais, como grupos epoxi por
meio de epoxidacdo das duplas ligacdes presentes nas cadeias graxas, potencializa essas
interagdes, resultando em filmes com maior estabilidade térmica e melhor resisténcia a
migracdo em simulantes polares (SABI et al., 2025a; HAN et al., 2023; NAJERA-LOSADA et
al., 2024).

Bioplastificantes derivados de acidos graxos vegetais relinem essas caracteristicas de
forma natural: suas cadeias alifaticas longas e insaturadas fornecem flexibilidade a rede
polimérica, enquanto as ligagdes éster conferem polaridade compativel com a matriz de PVC
(BOCQUE et al., 2016; AKTER et al., 2024; DUTTA et al., 2021). Entre as alternativas mais
estudadas, os ésteres epoxidados se destacam pela introdugdo de grupos funcionais oxirano que
aumentam a compatibilidade com o PVC e reduzem a tendéncia a migra¢cdo do plastificante,
tendo como vantagem que, no caso dos ésteres furfurilicos ndo epoxidados avaliados neste
trabalho, representa uma oportunidade natural de desenvolvimento futuro (SABI et al., 2025a;
HAN et al., 2023).

Dentro desse panorama, os ésteres furfurilicos emergem como uma subclasse de
especial interesse, por combinarem matéria-prima de origem 100% biomassica em ambas as
partes da molécula: o componente 4cido, derivado de 6leos vegetais, € 0 componente alcool, o
alcool furfurilico, obtido pela hidrogenacdo catalitica do furfural (WOLNY et al., 2024;
MUKHERIJEE et al., 2024). O furfural pode ser produzido a partir de fragdes hemiceluldsicas
de residuos lignocelulosicos agroindustriais, como bagaco de cana-de-agucar, palha de trigo e
casca de arroz, por hidrolise acida de xilanos seguida da desidratagdo de pentoses,
principalmente xilose (ZHANG et al., 2017), sendo posteriormente convertido em alcool
furfurilico por hidrogenacdo (WOLNY et al., 2024). Os ésteres furfurilicos resultantes
apresentam baixa toxicidade e elevada biodegradabilidade; do ponto de vista estrutural, as
ligacdes éster e a polaridade do anel furdnico estabelecem interagdes favoraveis com os grupos
polares da cadeia de PVC, conferindo compatibilidade com a matriz polimérica (MUKHERJEE
et al., 2024; BOCQUE et al., 2016). Sua sintese por via enzimatica, empregando lipases como
biocatalisadores, confere ao processo um diferencial adicional de seletividade e
sustentabilidade em relagdo as rotas acidas convencionais, conforme detalhado nas se¢des

seguintes.
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3.3 ESTERES OLEOGENOSOS COMO BIOPLASTIFICANTES: O PAPEL DO
OLEO DE SOJA RESIDUAL

Os 6leos vegetais constituem uma das matérias-primas mais versateis para a sintese de
bioplastificantes, em razdo de sua composicado rica em triacilglicer6is (TAGs) contendo acidos
graxos de cadeia longa com diferentes graus de insaturacdo (SABI et al., 2022; AKTER et al.,
2024). Esses acidos graxos, predominantemente insaturados, fornecem as cadeias alifaticas
flexiveis necessarias para intercalar-se entre as cadeias de PVC e reduzir suas interagdes
secundarias, conferindo plasticidade a matriz polimérica (DUTTA et al., 2021; NAJERA-
LOSADA et al., 2024). A presen¢a de duplas ligacdes nessas cadeias oferece sitios reativos
para modificagcdes quimicas posteriores, como a epoxidacdo, que introduz grupos oxirano
capazes de estabelecer interacdes mais fortes com os grupos polares do PVC, aumentando a
compatibilidade e a resisténcia a migracdo do plastificante (HAN et al., 2023; AKTER et al.,
2024). O 6leo de soja destaca-se nesse contexto por ser o de maior produg¢do no Brasil, com
composicdo rica em acidos graxos de cadeia longa predominantemente insaturados e massa
molecular média dos AGLs em torno de 278 g-mol™ (SABI et al., 2022).

A utilizagdo do 6leo de soja residual (OSR), proveniente de processos de fritura de
alimentos, introduz uma dimensdo adicional de sustentabilidade ao processo. O descarte
inadequado de dleos de fritura representa um problema ambiental relevante: quando langado
em redes de esgoto, pode causar obstru¢do de tubulagdes e contaminacdo de corpos d'agua;
quando descartado sem aproveitamento, representa perda de um recurso com potencial de
valorizacao significativo (FOO et al., 2021; SABI et al., 2022). Nesse sentido, a conversao do
OSR em ésteres de alto valor agregado, como plastificantes para PVC, representa uma
estratégia alinhada aos principios da economia circular, transformando um residuo
problemético em insumo de interesse industrial (CARVALHO et al., 2021; KIM et al., 2021).
Do ponto de vista econdmico, o OSR apresenta custo de aquisi¢do significativamente inferior
ao do oleo refinado, uma vez que ¢ coletado como subproduto de estabelecimentos alimenticios.
Embora dispense as etapas industriais de refino e degomagem exigidas para os 6leos virgens, o
OSR pode requerer pré-tratamentos minimos, como filtragem de residuos solidos e
caracterizacdo de sua composi¢do em acidos graxos e indice de acidez, antes de ser empregado
em sistemas reacionais (SABI et al., 2022; MATTOS et al., 2023).

A estratégia de hidroesterificagdo adotada neste trabalho, consistindo na hidrdlise
completa dos TAGs do OSR em AGLs seguida de esterificagdo dos AGLs com élcool
furfurilico, justifica-se pela necessidade de liberar os acidos graxos da estrutura gliceridica

antes da sintese do éster-alvo. A esterificacdo direta a partir de AGLs ¢ mais favoravel do que



21

a transesterifica¢do direta do 6leo com alcool furfurilico, pois elimina limitagdes difusionais
associadas ao maior tamanho molecular dos TAGs no microambiente das lipases imobilizadas,
além de evitar a formacdo de subprodutos gliceridicos parciais que dificultam a purificacao do
produto (GUIMARAES et al., 2024; NETO et al., 2025). A justificativa detalhada dessa
escolha, incluindo os critérios de selecao das lipases empregadas em cada etapa, ¢ apresentada

na sec¢ao seguinte.

3.4  MODIFICACOES QUIMICAS: A ESTRATEGIA DE
HIDROESTERIFICACAO EM DUAS ETAPAS COM DUAS LIPASES

A sintese de ésteres a partir de 6leos vegetais pode ser realizada por diferentes rotas
quimicas ou enzimaticas. A transesterificagdo de triacilglicerdis (TAGs) com um alcool de
cadeia curta ¢ a rota mais empregada industrialmente, especialmente na produgao de biodiesel
(RODRIGUES et al., 2019). No entanto, a transesterificagdo de oleos com alcoois
frequentemente demanda longos tempos reacionais e temperaturas elevadas para viabilizar a
difusdo dos reagentes até o microambiente ativo das lipases imobilizadas (BOLINA et al.,
2021).

A estratégia de hidroesterificacdo contorna essas dificuldades ao separar o processo em
dois estagios com microambientes otimizados para cada reagdo. Na primeira etapa, os TAGs
do 6leo de soja residual (OSR) sdo completamente hidrolisados em acidos graxos livres (AGLs)
em meio aquoso, eliminando a estrutura gliceridica e o glicerol como subproduto. Na segunda
etapa, os AGLs purificados sdo esterificados diretamente com dalcool furfurilico em sistema
isento de solventes organicos (SABI et al., 2025a; SABI et al., 2025b). A principal vantagem
dessa estratégia em relacdo a transesterificagdo ¢ a eliminacao do glicerol como competidor na
etapa de esterificacdo, além de gerar um substrato, os AGLs, com composi¢do quimica bem
definida e menor massa molecular, o que favorece o acesso ao microambiente da lipase
imobilizada (MONTEIRO et al., 2023; GUIMARAES et al., 2024). A operagdo em sistema
isento de solventes organicos, contendo apenas AGLs e alcool furfurilico, permite aumentar a
concentragdo dos substratos no meio reacional e facilita a purificacdo dos produtos. Para
favorecer termodinamicamente a formagao dos ésteres, foram adotadas estratégias de remogao
da agua gerada como subproduto da esterificacdo, como o uso de reatores abertos que permitem
a evaporacao da dgua em temperatura moderada (SABI et al., 2022; MATTOS et al., 2023).

A escolha de duas lipases distintas, uma para cada etapa, fundamenta-se nas diferengas
intrinsecas de especificidade e microambiente 6timo de operacdo de cada enzima. A lipase de

Candida rugosa (LCR) ¢ empregada na hidrdlise aquosa por reunir caracteristicas ideais para
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essa etapa: ¢ classificada como lipase ndo especifica quanto a posicdo de hidrdlise em
triacilglicerdis, o que favorece a hidrélise completa da estrutura gliceridica (SABI et al., 2025a;
CARVALHO et al., 2021). Sua faixa 6tima de pH entre 6,0 e 8,0 e temperatura de 30—40 °C
sd0 compativeis com sistemas aquosos, e sua alta afinidade pela interface dgua-oleo assegura
elevada atividade catalitica mesmo sem adi¢do de emulsificantes ou agentes tamponantes,
simplificando o processo e reduzindo a geracao de residuos (CARVALHO et al., 2021).
Estudos do grupo de pesquisa demonstraram que a LCR solivel promove a hidrélise completa
do OSR em 180 min sob agitagdo orbital, gerando um concentrado de AGLs diretamente
aplicavel na etapa subsequente (CARVALHO et al., 2021; SABI et al., 2022).

A lipase Eversa® Transform 2.0 (ET2.0), por sua vez, ¢ empregada na etapa de
esterificacdo por razdes complementares e igualmente bem fundamentadas. Conforme
detalhado na segdo 3.5, as lipases apresentam mecanismo de ativagao interfacial mediado pelo
deslocamento da regido denominada /id, que expde o sitio ativo em interfaces hidrofobicas.
Esse comportamento ndo ¢ exclusivo da ET2.0, uma vez que a lipase de Candida rugosa
também apresenta estrutura associada a ativacao interfacial. No presente processo, entretanto,
a LCR foi empregada na etapa de hidrdlise do 6leo em sistema dgua/6leo, enquanto a ET2.0 foi
selecionada para a esterificagdo dos AGLs em meio isento de solventes organicos, devido a sua
elevada atividade em meios ndo aquosos e a possibilidade de estabilizagdo por imobilizagdo em
suportes hidrofobicos, nos quais a conformacao aberta da lipase pode ser favorecida (SABI et
al., 2022; MIGUEL JUNIOR et al., 2022). Estudos do grupo reportam que a ET2.0 imobilizada
em suportes hidrofobicos atinge conversdes de AGLs superiores a 70% em sistemas isentos de
solventes, com boa estabilidade operacional ao longo de multiplos ciclos reacionais (MIGUEL
JUNIOR et al., 2022; SABI et al., 2025a). A justificativa detalhada da escolha dessas lipases,

incluindo os critérios de selecdo para cada etapa, ¢ apresentada na se¢ao seguinte.

3.5 LIPASES

As lipases (triacilglicerol acilhidrolases, EC 3.1.1.3) sdo enzimas pertencentes a classe
das serino-hidrolases, responsaveis pela catilise da hidrolise de ligacdes éster em
triacilglicerdis na interface 6leo-agua (SCHMID; VERGER, 1998). Sdo produzidas por uma
ampla variedade de organismos, como microrganismos, plantas e animais, sendo as de origem
microbiana as mais exploradas industrialmente, em razdo de maior disponibilidade,
estabilidade, diversidade -catalitica e facilidade de produgdo e modificagdo genética
(ABDELAZIZ et al., 2025; EHTIATI; KHATAMI, 2025). Entre as fontes fingicas mais

utilizadas estdo Thermomyces lanuginosus, Candida antarctica € Rhizomucor miehei, além da
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levedura Candida rugosa (RODRIGUES et al., 2019; CHANDRA et al., 2020; ABDELAZIZ
et al., 2025).

Em condigdes de excesso de agua, as lipases catalisam a hidrdlise progressiva de
triacilglicerdis, com acumulagao gradual de diacilglicerdis, monoacilglicerdis, glicerol e acidos
graxos livres; a propor¢ao relativa de cada produto depende da extensdo da conversao alcangada
(RODRIGUES et al., 2019). Em meio isento de dgua, o equilibrio termodinadmico se desloca
no sentido inverso, e essas enzimas passam a catalisar reagdes de sintese. Entre elas destacam-
se: a esterificacdo, reacdo direta entre um acido carboxilico e um alcool com formacgao de éster
e dgua; a transesterificacdo, troca do grupo acila entre um éster e um alcool com geracdo de um
novo éster; a interesterificacdo, redistribuicdo de acidos graxos entre diferentes moléculas de
triacilglicerois; e a aciddlise, substitui¢do de um 4cido graxo esterificado por um acido graxo
livre proveniente do meio reacional (BORNSCHEUER; KAZLAUSKAS, 2006; ALI et al.,
2023). Essa reversibilidade catalitica confere as lipases uma versatilidade singular entre as
enzimas hidroliticas, tornando-as Uteis tanto para a obtencao de acidos graxos livres quanto para
a producdo de ésteres de interesse industrial. Além disso, atuam com elevada especificidade
regiosseletiva, enantiosseletiva e quimiosseletiva, o que reduz a formacdo de subprodutos e
simplifica as etapas de purificagdo do produto (RODRIGUES et al., 2019; CHANDRA et al.,
2020; ABDELAZIZ et al., 2025).

O mecanismo de acdo das lipases em interfaces hidrofobicas ¢ regido por um fendémeno
denominado ativagdo interfacial, descrito originalmente por Sarda e Desnuelle (1958) e
elucidado estruturalmente por Brzozowski et al. (1991). Em solugdo aquosa, a maioria das
lipases se encontra na chamada conformacao fechada, na qual uma alga polipeptidica mével
denominada /id (tampa) recobre o sitio ativo, tornando-o inacessivel ao substrato
(RODRIGUES et al., 2019). A lid é composta por residuos de aminoacidos anfifilicos: sua face
interna, hidrofobica, interage com as regides que circundam o sitio ativo; sua face externa,
hidrofilica, permanece em contato com o solvente aquoso (SCHMID; VERGER, 1998).

Na presenga de uma interface hidrofobica, como a superficie de gotas de 6leo ou de
suportes hidrofobicos solidos, ocorre a reorganizacdo conformacional da /id, com exposi¢ao
simultanea do sitio ativo. E por meio da face interna hidrofobica da lid que a enzima adsorve &
interface; o sitio ativo, por sua posicdo central nessa regido, permanece acessivel ao meio
reacional (RODRIGUES et al., 2019; MANOEL ef al., 2015). E exatamente esse mecanismo
que fundamenta a estratégia de imobiliza¢do por adsor¢do em suportes hidrofobicos utilizada

neste trabalho: ao interagir com o suporte, a enzima ¢ retida seletivamente na conformacgao
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aberta, sem necessidade de tratamentos adicionais (BASTIDA et al., 1998; RODRIGUES et
al., 2019).
O mecanismo de ativagdo interfacial e o processo de imobilizagdo por adsor¢cdo em

suporte hidrofobico estdo representados esquematicamente na Figura 1.

Figura I- Representagdo esquematica do mecanismo de hiperativagdo interfacial de
lipases. A enzima em conformacgdo fechada entra em equilibrio com a conformagdo aberta
(ativa), na qual a tampa (1id) se desloca expondo o sitio ativo. Em superficies hidrofobicas, a
conformagdo aberta é estabilizada por adsor¢do interfacial, favorecendo a imobiliza¢do da

lipase em sua forma ativa.

— —_ Suporte
— hidrofobico

Fechada Aberta

Ativacao interfacial

Fonte: Elabora pela autora, adaptado de Rodrigues et al., 2019.

Estudos recentes de dindmica molecular demonstraram que as interagdes entre residuos
hidrofobicos da /id e a fase oleosa sdo os principais determinantes dessa transicao
conformacional (LIANG et al., 2023; WAGGETT; PFAENDTNER, 2024).

Do ponto de vista industrial, as lipases se destacam por operar em condigdes brandas de
temperatura e pH, apresentar elevada seletividade catalitica e encontrar aplicacdo em areas
como alimentos, biocombustiveis, lubrificantes e sintese de ésteres com diversas finalidades
industriais ISMAIL et al., 2021; ABDELAZIZ et al., 2025).

A Eversa® Transform 2.0, lipase empregada neste trabalho, ¢ uma variante
geneticamente modificada derivada de Thermomyces lanuginosus, expressa heterologamente
em Aspergillus oryzae e comercializada pela Novozymes (Bagsvard, Dinamarca) na forma
liquida soluvel (CARVALHO et al., 2021). Originalmente desenvolvida para aplicagdo em
processos industriais de producdo de biodiesel, em que a enzima ¢ empregada em sua forma
livre soluvel, essa preparagdo enzimatica de baixo custo tem demonstrado potencial em outros

processos de sintese de ésteres ap0s a sua imobilizagdo em suportes solidos, incluindo de ésteres
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com diversas propriedades funcionais (CARVALHO et al., 2021; MIGUEL JUNIOR et al.,
2022).

3.6  IMOBILIZACAO DE LIPASES EM SUPORTES HIDROFOBICOS

O emprego de lipases na forma livre apresenta limitagdes relevantes para a viabilidade
de processos industriais. A recuperagdo do biocatalisador ao final da reacdo exige etapas de
separagdo complexas e frequentemente invidveis em larga escala, impedindo o reuso da enzima
e elevando o custo por ciclo de producao (BULLO et al., 2024; ALMEIDA et al., 2024). A
estabilidade operacional das lipases soluveis frente a variacdes de temperatura, pH e presenca
de solventes organicos ¢ também inferior a de preparagdes imobilizadas, o que limita sua
aplicagdo nas condigdes mais severas comuns a processos industriais de sintese de ésteres
(ISMAIL; BAEK, 2020; ENESPA et al., 2022). A imobilizacao de lipases, sendo a associa¢ao
da enzima a um suporte so6lido insoluvel, contorna essas limitagdes ao viabilizar o reuso do
biocatalisador por filtragdo ou centrifugacdo simples e a0 aumentar sua estabilidade térmica e
operacional, restringindo movimentos conformacionais que conduzem a inativagdo (BOLIVAR
etal.,2022; KOVACS-KOTOGAN et al., 2025 ). Do ponto de vista econdomico, o biocatalisador
imobilizado representa um ativo reutilizavel que distribui o custo da enzima ao longo de
multiplos ciclos reacionais, tornando o processo competitivo em escala industrial (BOLIVAR
et al., 2022; GIRELLI; CHIAPPINI, 2023).

Para lipases especificamente, a adsor¢do em suportes hidrofébicos em meio de baixa
forga i6nica ¢ o protocolo mais empregado, pois explora diretamente o mecanismo de ativagao
interfacial descrito na se¢do 3.5. Ao entrar em contato com a superficie hidrofobica do suporte,
a lipase reconhece essa superficie como uma interface 6leo-dgua e assume a conformagao
aberta, ancorando-se por meio de sua extensa regido hidrofobica periférica ao sitio ativo, que
permanece acessivel ao meio reacional (ARANA-PENA et al., 2021; MANOEL et al., 2015).
Esse processo constitui, em uma uUnica etapa, a imobilizagdo, a purificacdo seletiva, a
estabilizacdo e a hiperativacao do biocatalisador (BASTIDA et al., 1998; POTA et al., 2021;
KUANG et al., 2023). A imobilizacdo em suportes hidrofébicos confere as lipases estabilidade
operacional superior a da forma livre, permitindo o reuso do biocatalisador ao longo de
multiplos ciclos reacionais com manutencao significativa da atividade catalitica (RODRIGUES
et al., 2019; MIGUEL JUNIOR et al., 2022; SABI et al., 2022). Adicionalmente, o
microambiente hidrofobico ao redor do biocatalisador contribui para reduzir o acimulo de dgua

no interior do suporte durante a esterificacdo, deslocando o equilibrio termodindmico em
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dire¢do a formagao dos produtos e favorecendo conversdes mais elevadas em sistemas isentos

de solventes (SABI et al., 2022).

3.7  SUPORTES UTILIZADOS

O poli (estireno divinilbenzeno) (PVB) ¢ um copolimero macroporoso de natureza
acentuadamente apolar, produzido pela copolimerizagdo de estireno e divinilbenzeno, cujas
particulas esféricas de geometria uniforme apresentam area superficial elevada, da ordem de
500 m?-g™!, e estrutura macroporosa que permite a imobilizacdo da lipase tanto na superficie
externa quanto no interior dos poros (RODRIGUES et al., 2019; MIGUEL JUNIOR et al.,
2022). A elevada hidrofobicidade intrinseca do PVB elimina a necessidade de etapas de
funcionalizacdo quimica prévia, favorecendo diretamente a interagdo com a conformagao aberta
da lipase via ativacdo interfacial, o que confere ao material alta capacidade de carga proteica
(RODRIGUES et al., 2019; MIGUEL JUNIOR et al., 2022). Cabe destacar que, apesar da
elevada reten¢do de proteina, a imobilizagdo preferencial da lipase no interior dos poros pode
impor limitagdes difusionais ao acesso do substrato ao sitio ativo, aspecto que influencia
diretamente a atividade catalitica do biocatalisador em reacdes de sintese (MIGUEL JUNIOR
et al., 2022). Estudos do grupo de pesquisa com a lipase Eversa® Transform 2.0 imobilizada
em PVB demonstraram sua eficiéncia na sintese de ésteres com diversas propriedades
funcionais em sistemas isentos de solventes (MIGUEL JUNIOR et al., 2022; SABI et al.,
2025a).

A silica (SiO2) ¢ um suporte inorganico amplamente utilizado em imobilizagao
enzimatica em razdo de sua elevada area superficial, porosidade controldvel e estabilidade
quimica e mecanica em amplas faixas de pH e temperatura (RODRIGUES et al., 2019). Em
sua forma nativa, a superficie da silica apresenta grupos silanol (Si-OH) que conferem carater
hidrofilico ao material, condig@o incompativel com a adsorc¢ao de lipases via ativacao interfacial
(RODRIGUES et al., 2019). A funcionalizagdo com octiltrietoxissilano substitui esses grupos
por cadeias alifaticas apolares de oito carbonos, conferindo a hidrofobicidade superficial
necessaria para a interacdo seletiva com a conformagdo aberta da lipase (MACHADO et al.,
2019; SABI et al., 2022). O menor tamanho de particula da silica funcionalizada em relagao
aos suportes lignoceluldsicos favorece a difusdo de substratos ao microambiente do
biocatalisador, contribuindo para elevadas atividades cataliticas e conversdes em reacdes de
esterificagao (GAMA et al., 2019; SABI et al., 2022).

A casca de arroz ¢ um residuo lignoceluldsico gerado em larga escala no beneficiamento

do arroz (Oryza sativa). Sua composi¢do inclui fracdes de celulose (~32%), hemicelulose
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(~21%), lignina (~21%) e silica amorfa (~15%), sendo a lignina, um polimero aromético
reticulado, insoluvel e hidrofébico, a principal responsavel pelo carater hidrofobico intrinseco
da superficie do material (GIRELLI; CHIAPPINI, 2023). Essa hidrofobicidade natural permite
o uso direto da casca como suporte para imobiliza¢do de lipases via ativacdo interfacial, apds
pré-tratamento acido para remog¢ao de impurezas soliveis, o que simplifica o processo e reduz
o custo de preparagao do biocatalisador (GAMA et al., 2019; SABI et al., 2025a). As particulas
de casca de arroz apresentam morfologia irregular e baixa porosidade, de modo que a
imobilizagao da lipase ocorre preferencialmente na superficie externa do material (SABI et al.,
2025a). Neste trabalho, foram avaliadas duas fragdes granulométricas: CAP (particulas
inferiores a 120 mesh) e CAG (particulas superiores a 120 mesh), permitindo investigar a
influéncia do tamanho de particula sobre a capacidade de adsor¢cdo proteica, a atividade

catalitica e a acessibilidade do substrato ao sitio ativo dos biocatalisadores preparados.

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

A lipase Eversa® Transform 2.0 (ET2.0), formulagdo enzimatica liquida solivel
derivada de Thermomyces lanuginosus e expressa em Aspergillus oryzae, e a lipase de Candida
rugosa (LCR), preparag¢do enzimatica na forma de p¢ liofilizado, foram adquiridas da Sigma-
Aldrich Co. (St. Louis, MO, EUA). O poli(estireno-divinilbenzeno) (PVB; Diaion® HP-20) foi
obtido da Supelco Analytical Products (Bellefonte, PA, EUA). A silica comercial e o
octiltrietoxissilano empregado em sua funcionaliza¢do, o alcool furfurilico e a resina de poli
(cloreto de vinila) em pé (valor K de 55-57; massa molar média de 48.000 g-mol™'; densidade
de 1,4 gomL™") foram adquiridos da Sigma-Aldrich Co. O di(2-etilhexil) ftalato (DOF) e o
tetrahidrofurano (THF) foram igualmente adquiridos da Sigma-Aldrich Co. As cascas de arroz
(Oryza sativa) foram doadas pela empresa Arroz Rei de Ouro Ltda. (Itajuba, MG, Brasil). O
6leo de soja residual (OSR) foi coletado apds utilizag@o Unica para fritura de batatas em um
restaurante localizado no municipio de Alfenas, MG, Brasil. Os demais reagentes e solventes
organicos utilizados, incluindo acido cloridrico, acetona, etanol, hidroxido de s6dio, tampao
acetato de sodio, tampao fosfato de s6dio, goma arabica, azeite de oliva e fenolftaleina, foram

de grau analitico e adquiridos da Synth® Ltda. (Sao Paulo, SP, Brasil).
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4.2 PREPARO DOS SUPORTES

42.1 POLIESTIRENO-DIVINILBENZENO E SILICA COMERCIAL

O poli (estireno divinilbenzeno) (PVB) e a silica comercial foram adquiridos
comercialmente e foram diretamente empregados no protocolo de imobiliza¢do descrito no item
4.3. Porém, foi necessaria uma etapa prévia de funcionalizagdo quimica adicional para a silica
comercial para obten¢do de sua forma hidrofobica.

Dessa forma, a silica foi submetida a funcionalizagdo com grupamentos silanos de
natureza hidrofobica, conferindo ao suporte as caracteristicas superficiais necessarias para a
adsor¢ao interfacial da lipase. Todo o procedimento foi conduzido em capela de exaustdo.

Preparou-se uma mistura octil-silano/tolueno na propor¢do 1:10 (v/v), utilizando-se 20
mL dessa mistura por grama de silica. A silica e a mistura de funcionaliza¢do foram adicionadas
sequencialmente a um baldo de fundo redondo de 500 mL contendo pedras de porcelana. O
sistema foi mantido sob refluxo a 120 °C por 4 h em manta de aquecimento, com a contagem
do tempo iniciada apds o surgimento das primeiras bolhas. Ao término, a manta foi desligada e
o sistema resfriado. A silica funcionalizada foi filtrada a vacuo e lavada sucessivamente com
200 mL de acetona, 200 mL de alcool etilico 95% e 200 mL de agua destilada, visando a
remo¢ao do tolueno. O solido resultante foi seco em estufa a 40 °C por 12 h.

Ressalta-se que silicas armazenadas por periodo superior a dois dias foram submetidas
a secagem em estufa a 50 °C por 12 h antes da etapa de funcionalizacdo, visando a eliminagao
da wumidade adsorvida, que poderia comprometer a qualidade da silanizacdo e,

consequentemente, a eficiéncia de imobiliza¢do enzimatica.

4.2.2 CASCA DE ARROZ

O preparo dos suportes derivados de casca de arroz compreendeu um tratamento
hidrotérmico 4cido inicial, seguido de fracionamento granulométrico para obtencao das fragdes
CAP e CAG. O protocolo foi adaptado de Gama et al. (2019).

Na primeira etapa, pesaram-se 30 g de casca de arroz, as quais foram transferidas para
um baldo de fundo redondo de 500 mL contendo pedras de porcelana. Adicionaram-se, em
seguida, 400 mL de solugdo de 4cido cloridrico a 35% (v/v). O sistema foi mantido sob refluxo
a 120 °C por 2 h em manta de aquecimento, com a contagem do tempo iniciada a partir da
observacdo das primeiras bolhas, indicativa do atingimento da temperatura de operagdo. Apds
o periodo de tratamento, a manta foi desligada e o sistema resfriado a temperatura ambiente. A

casca de arroz foi entdo lavada exaustivamente com agua destilada (aproximadamente 2 L)



29

sobre peneira, com o objetivo de remover residuos acidos e impurezas soluveis. O material
lavado foi transferido para placa de Petri e seco em estufa a 80 °C por 24 h.

Na segunda etapa, parte do material seco foi submetida a moagem e, posteriormente a
fracionamento granulométrico por trituragdo em moinho de facas seguida de peneiramento,
obtendo-se duas fragdes distintas: particulas retidas >120 mesh (CAG) e particulas retidas em
<120 mesh (CAP). Essas duas fragcdes constituem suportes a base de casca de arroz e foram

utilizadas diretamente na etapa de imobilizagao.

43  IMOBILIZACAO DA EVERSA® TRANSFORM 2.0 NOS SUPORTES
HIDROFOBICOS

A imobilizagdo da lipase Eversa® Transform 2.0 nos suportes foi conduzida por
adsorcdo fisica, explorando o fendmeno de ativagdo interfacial caracteristico das lipases
(FERNANDEZ-LAFUENTE, 2010; RODRIGUES et al., 2019). A escolha da adsorg¢ao fisica
se justifica por seu baixo custo e facilidade de preparo, além de possibilitar a hiperativacdo da
lipase em conformagdo aberta sobre superficies hidrofobicas (SABI et al., 2022; ALVES et al.,
2017).

A solucdo enzimdtica foi preparada em tampdo acetato de sodio 5 mM, pH 5,0
(MACHADO et al., 2019). Adotou-se a propor¢ao suporte/solu¢do enzimatica de 1:20 (m/v),
utilizando-se 1 g de suporte e 19 mL de solugdo enzimatica, com carregamento inicial de 40
mg de proteina por grama de suporte.

Os ensaios foram realizados em frascos ambar fechados, mantidos sob agitacao orbital
(shaker) a 200 rpm e 25 °C. Apos 24h de contato, foi filtrado a vacuo, e o sdlido obtido foi
transferido para placa de Petri e mantido em refrigeracdo (4 °C) por 24 h para estabilizacdo. Os
biocatalisadores imobilizados foram entdo acondicionados em frascos hermeticamente

fechados e armazenados sob refrigeracgao.

43.1 QUANTIFICACAO DE PROTEINAS PELO METODO DE BRADFORD

Antes do inicio da incubagdo, retirou-se uma aliquota da solucdo enzimatica para
determinagdo da concentragdo proteica inicial (Co) pelo método de Bradford (Bradford,1976).
Ao término do periodo de imobilizagdo, nova aliquota do sobrenadante foi coletada para
determinagdo da concentracdo proteica remanescente (Cf). A quantidade de proteina
efetivamente imobilizada foi calculada pela diferenga entre as concentragdes inicial e final do

sobrenadante, expressando-se o resultado em mg de proteina por grama de suporte (mg-g™).
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4.3.2 ATIVIDADE HIDROLITICA

A atividade hidrolitica da lipase ET2.0 nas formas livre e imobilizada foi determinada
pelo método da emulsdo de azeite de oliva, conforme metodologia adaptada de Alves et al.
(2017). A emulsao foi preparada pela mistura de 25 g de azeite de oliva, 2,25 g de goma ardbica
e 75 g de 4gua destilada, sendo homogeneizada e mantida a 37 °C em banho termostatizado até
o momento do uso. Os ensaios foram conduzidos em frascos Erlenmeyer de 125 mL contendo
5 g de emulsdo e 5 mL de tampao fosfato de sddio (100 mmol/L, pH 8,0), aos quais foram
adicionados 0,1 g de amostra enzimatica. Os sistemas foram incubados a 37 °C, 200 rpm, por
5 minutos em agitador orbital termostatizado. A reacgdo foi interrompida pela adi¢do de 10 mL
de etanol (92,5% v/v), seguida de titulagdo com solugdo de NaOH (~0,03 mol/L) empregando
fenolftaleina como indicador. Um ensaio controle foi conduzido em paralelo, substituindo-se a
amostra enzimatica por tampao. A atividade hidrolitica (AH) foi calculada conforme a equagao

abaixo:

IUN (Vs — Ve)x M x 103
AH (—) =
g
Em que: AH ¢ a atividade hidrolitica (U/g); Vs e Ve s@o os volumes de NaOH gastos

txm

para titular a amostra e o controle, respectivamente (mL); M ¢ a concentracdo molar de NaOH
(mol/L); t € o tempo de reagdo (min); e m ¢ a massa do biocatalisador (g). Uma unidade de
atividade (U) foi definida como a quantidade de enzima capaz de liberar 1 pmol de acido graxo

por minuto, nas condi¢des do ensaio.

4.4 SINTESE DE ESTERES FURFURILICOS
44.1 PRODUCAO DE ACIDOS GRAXOS LIVRES POR HIDROLISE
ENZIMATICA DO OLEO DE SOJA RESIDUAL
A sintese de ésteres furfurilicos foi conduzida em duas etapas. Na primeira etapa foi
realizada a hidrélise do 6leo de soja residual (OSR) empregando a lipase de Candida rugosa
(LCR) soluvel como biocatalisador para a producdo de acidos graxos livres (AGLs), conforme

representado na Figura 2.

Figura 2- Representagdo esquematica da reagdo de hidrolise enzimdtica do oleo de soja
residual catalisada pela lipase de Candida rugosa (LCR) para a produgdo de dcidos graxos

livres (AGLs) e glicerol. Condigoes reacionais: 40% (m/m) de oleo, 40 °C, 1500 rpm,
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concentra¢do de LCR de 3,2 g-L™".
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Fonte: Carvalho et al., 2021

A etapa de hidrdlise enzimatica do 6leo de soja residual (OSR) tem como objetivo a
liberacdo completa dos acidos graxos esterificados na estrutura do triacilglicerol (TAG),
gerando um concentrado de acidos graxos livres (AGLs) que servird como substrato para a
etapa subsequente de esterificagdo. A hidrdlise de TAGs catalisada por lipases ocorre na
interface 6leo-dgua, podendo gerar diacilglicerol (DAG) e monoacilglicerol (MAG) como
intermedidrios parciais antes da liberagdo completa dos AGLs e do glicerol, a depender da
especificidade posicional da enzima empregada (MATTOS et al., 2023).

A lipase de Candida rugosa (LCR) foi selecionada para essa etapa por reunir
caracteristicas particularmente favoraveis a hidrolise completa do 6leo. Trata-se de uma lipase
ndo especifica quanto a posi¢ao de hidrdlise no triacilglicerol, caracteristica que evita o acaimulo
de glicerideos parciais (MAGs e DAGs) e favorece a conversao completa dos TAGs em AGLs
e glicerol (MATTOS et al., 2023; SABI et al., 2025a; CARVALHO et al., 2021). Sua faixa
6tima de atividade, entre pH 6,0-8,0 e temperatura de 3040 °C, é compativel com sistemas
aquosos, ¢ sua elevada afinidade pela interface Oleo-dgua assegura atividade catalitica
satisfatoria mesmo na auséncia de agentes emulsificantes ou tamponantes, o que simplifica o
processo e reduz a geragao de residuos (CARVALHO et al., 2021).

Estudos prévios do grupo de pesquisa validaram esse protocolo de hidrolise isento de
aditivos para o oleo de soja: empregando LCR sob agitagdo mecanica vigorosa (1500 rpm),
responsavel por reduzir a coalescéncia das goticulas de 6leo e manter uma area interfacial
adequada a atuacgdo da enzima, a hidrolise completa do 6leo de soja foi obtida em 180 min de
reacdo, com cerca de 98% de conversao (SABI et al., 2022; MATTOS et al., 2023). Uma vez
obtido o concentrado de AGLs, este foi empregado diretamente como substrato na etapa
subsequente de esterificagdo com alcool furfurilico, conduzida em sistema isento de solventes

organicos e catalisada por uma segunda lipase, conforme detalhado a seguir.
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4.42 ESTERIFICACAO DOS AGLs COM ALCOOL FURFURILICO
Os AGLs obtidos foram empregados diretamente como matéria-prima na segunda etapa,
sendo a esterificacdo dos AGLs com 4lcool furfurilico em meio isento de solvente, conforme

representado na Figura 3.

Figura 3 - Representagdo esquemdtica da reagdo de esterificagdo enzimatica de acidos
graxos livres (AGLs) com dlcool furfurilico catalisada pela lipase Eversa® Transform 2.0
(ET2.0) imobilizada, com formagdo de ésteres furfurilicos e agua como coproduto. Ri, Rz e Rs

representam as cadeias carbonicas dos dcidos graxos derivados do oleo de soja.

Il
HO—C—R;

Lipase @)
(") ° 4 imobilizada o C//
HO—C—R; + ] | _— o p ~R + O
i \ 7/ Agua
HO—-C—Ry ALcooL , N
FURFURILICO Ester furfurilico
AGL

Fonte: Adaptado de Carvalho et al., 2021

Os sistemas reacionais foram compostos por 8 g de substratos na razdo molar de 1:1
(AGLs:éalcool furfurilico) e conduzidos em frascos de vidro abertos, imersos em banho
termostatizado orbital a 40 °C sob agitacdo de 240 rpm; essas condi¢des foram adotadas com
base em metodologia previamente descrita por Carvalho et al. (2021) e adaptada para a sintese
dos ésteres furfurilicos. A utilizagdo de reatores abertos visa a evaporagdo continua da agua
gerada durante a esterifica¢do, deslocando o equilibrio reacional em favor da formacdo dos
¢steres (Carvalho et al., 2021). Os quatro biocatalisadores foram avaliados individualmente,
adotando-se um carregamento de 5 mg de proteina imobilizada por grama de meio reacional,
correspondendo a 0,50 g de ET2.0-CAP, 0,59 g de ET2.0-CAG, 0,26 g de ET2.0-Si02-Octil e
0,15 g de ET2.0-PVB por grama de meio reacional.

O monitoramento das reacdes foi realizado por coleta periddica de aliquotas de 300 uLL
nos tempos de 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 45, 60, 90, 120 e 240 min. Cada aliquota foi diluida em
10 mL de mistura etanol:acetona 1:1 (v/v) e titulada com solu¢do de NaOH 40 mmol-L™
empregando fenolftaleina como indicador. A conversdo de AGLs (%) foi calculada conforme
a equacao abaixo:

Conversao de AGLs(%) = [AGL]o — [AGL], x 100
v [AGL],

Em que: [AGL]Jo e [AGL]; representam as concentragdes de AGLs no inicio da reagdo e

no tempo ¢, respectivamente (mmol-L™"). Ensaios controle foram conduzidos em paralelo nas
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mesmas condigdes, substituindo-se o biocatalisador pelos suportes sem enzima imobilizada, e
nenhum consumo de AGLs foi detectado sob tais condigoes.

A partir dos dados de conversdo obtidos, calculou-se também a produtividade de cada
biocatalisador (P), parametro que expressa a quantidade de AGLs convertidos por unidade de
tempo e por miligrama de proteina imobilizada, permitindo comparar o desempenho catalitico
dos biocatalisadores de forma independente da quantidade de enzima utilizada (SABI et al.,

2025a). A produtividade foi determinada conforme a equagao abaixo:

[AGL]ox X
teqgxm

proteina

Em que: P ¢ a produtividade (umol-min—'-mg™" de proteina); [AGL]o ¢ a concentracdo
inicial de 4cidos graxos livres (umol-g™'); X é a conversdo de AGLs no tempo de equilibrio
(adimensional); t., € o tempo necessario para atingir o equilibrio reacional (min); € My,oteing

¢ a massa de proteina imobilizada por grama de meio reacional (mg-g™).

4.5 PRODUCAO DE FILMES DE PVC

Os filmes flexiveis de poli (cloreto de vinila) foram preparados pelo método casting
(moldagem por evaporagdo de solvente), conforme metodologia adaptada de Sabi et al. (2025a)
e Sabi et al. (2025b). Inicialmente, 2,4 g de resina de PVC em p6 e 0,8 g de plastificante foram
introduzidos em frascos de vidro de 100 mL, aos quais foram adicionados 54 mL de
tetrahidrofurano (THF) para solubilizacdo dos materiais. A solu¢do foi mantida sob agitacao
magnética constante a 500 rpm e 25 °C por 30 minutos. Em seguida, 6 mL da solu¢do resultante
foram transferidos para placas de Petri de 9 cm de didmetro em capela de exaustdo. Os sistemas
permaneceram por 48 h a 25 °C em repouso para completa evaporagdo do solvente e formagao
da rede polimérica. Apds este periodo, os filmes foram armazenados em embalagens de papel
manteiga para posterior utilizagao.

Foram avaliadas trés formulagdes de plastificante: (i) ésteres furfurilicos puros (0,8 g);
(i1) di(2-etilhexil) ftalato (DOF) puro (0,8 g), empregado como referéncia comercial; (iii)
mistura de ésteres furfurilicos e DOF na propor¢ao de 50% em massa de cada componente (0,4
g de ésteres furfurilicos + 0,4 g de DOF); e (iv) o controle, sendo o PVC puro. Adicionalmente,
foram preparados filmes sem plastificante como controle negativo, obtidos pela dissolucdo de
3,2 g de PVC em p6 em 54 mL de THF nas mesmas condi¢des descritas acima (SABI ef al.,
2025a; SABI et al., 2025b).
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4.5.1 MIGRACAO

Os testes de migracao foram realizados empregando no meio de solugdo de etanol a 75%
(v/v), conforme metodologia adaptada de Sabi er al. (2025b). Os filmes foram previamente
pesados e transferidos para frascos de vidro fechados com capacidade de 100 mL, contendo 30
mL de etanol 75%. O sistema foi imerso em banho termostatizado orbital a 25 °C sob agita¢ao
orbital constante de 200 rpm. Apds 72 h de contato, os filmes foram removidos dos frascos e
secos em estufa a 30 °C por 24 h. A varia¢do de massa antes e apos o processo de extracao foi
determinada em balanga analitica e expressa como percentual de perda de massa (%), conforme

a equagao:

. - m; —my
Migracio(%) = — X 100

i
Em que: m; ¢ a massa inicial do filme (g) e mf é a massa final do filme apods o processo

de extragdo e secagem (g) (SABI et al., 2025a; SABI et al., 2025b).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DOS SUPORTES

A morfologia dos suportes utilizados para a imobilizacdo da lipase ET2.0 foi avaliada
por microscopia eletronica de varredura (MEV), técnica amplamente empregada para a
visualizacdo e andlise da superficie de materiais s6lidos (Mohamad et al., 2015). As imagens
obtidas para os quatro suportes estudados sdo apresentadas na Figura 4.

As particulas de casca de arroz, tanto as de granulometria pequena (CAP, <120 Mesh)
quanto as de granulometria grande (CAG, >120 Mesh), apresentaram morfologia irregular e
superficie com baixa porosidade. Em razdo dessas caracteristicas, espera-se que a adsor¢ao da
ET2.0 nesses suportes ocorra preferencialmente na superficie externa das particulas. A
diferenca de granulometria entre CAP e CAG sugere que o suporte CAP possui maior area
superficial por unidade de massa, o que pode favorecer uma maior interacao suporte-enzima e,

consequentemente, influenciar o desempenho catalitico do biocatalisador resultante.

Figura 4 - Imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV) dos suportes
utilizados para imobilizac¢do da lipase Eversa® Transform 2.0: particulas de casca de arroz
pequenas (CAP) (A), particulas de casca de arroz grandes (CAG) (B), silica funcionalizada
com grupos octil (SiO:-Octil) (C) e poli(estireno)-divinilbenzeno (PVB) (D). Imagem (D)
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adaptada de MIGUEL et al. (2022).

Fonte: SABI e MENDES, 2025

As particulas de Si02-Octil apresentaram tamanho de particula inferior ao das cascas de
arroz, com superficie funcionalizada com grupos octil de carater hidrofobico. Essa
hidrofobicidade superficial favorece a adsor¢do da lipase na sua conformacao aberta, fendmeno
denominado hiperativa¢do interfacial, no qual a tampa ("lid") da lipase se desloca, expondo o
sitio ativo e aumentando a atividade catalitica em meios organicos (Sabi et al., 2022). As
particulas de poli(estireno)-divinilbenzeno (PVB), por sua vez, exibiram morfologia esférica e
uniforme, com presenca de poros bem definidos. Essa estrutura porosa favorece tanto a
imobilizacdo da lipase na superficie interna do suporte quanto a intera¢do suporte-enzima,

conferindo ao PVB uma elevada capacidade de adsor¢ao proteica (MIGUEL et al., 2022).

5.2 CARACTERIZACAO DOS BIOCATALISADORES
Os biocatalisadores preparados foram caracterizados quanto a carga proteica

imobilizada e a atividade hidrolitica residual, cujos resultados sdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1- Caracterizagdo dos biocatalisadores preparados: proteina imobilizada e
atividade hidrolitica. O processo de imobilizag¢do foi conduzido em tampdo acetato de sodio

H 5,0 (5 mmol-L™), com carga proteica inicial de 40 mg de proteina por grama de suporte.
p

Suportes Proteina imobilizada Atividade hidrolitica
Imobilizados (mg-g™) U-g™
ET2.0-CAP 99+1,1 509,2+9,2
ET2.0-CAG 8,4+ 1,21 3692+ 17,8
ET2.0- SiO2-Octil 19,1 +04 845,8 + 16,1

ET2.0-PVB 31,8 +0,5 158,0+1,9
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Fonte: Elaborado pela autora.

O biocatalisador ET2.0-PVB apresentou a maior carga proteica imobilizada (31,8 £ 0,5
mg-g'), valor que pode ser atribuido & elevada hidrofobicidade superficial e a alta area
superficial do PVB (~500 m?-g™'), caracteristicas que favorecem intensamente a adsor¢ao
interfacial da lipase (MIGUEL et al., 2022). O biocatalisador ET2.0-Si0.-Octil apresentou
concentragdo de proteina imobilizada intermedidria (19,1 + 0,4 mg-g™'), enquanto os suportes
de casca de arroz, ET2.0-CAP e ET2.0-CAG, exibiram os menores valores (9,9 + 1,1 ¢ 8,4 +
1,21 mg-g™', respectivamente). Esses resultados estdo diretamente relacionados ao grau de
hidrofobicidade de cada suporte: quanto mais hidrofobica a superficie, maior a afinidade pela
conformagdo aberta da lipase e, consequentemente, maior a quantidade de proteina adsorvida,
mecanismo caracteristico da hiperativagdo interfacial (Tabela 1) (Sabi et al., 2022).

Em relagdo a atividade hidrolitica, o ET2.0-Si02-Octil destacou-se com o maior valor
obtido (845,8 + 16,1 U-g™"), indicando que a funcionalizagdo da silica com grupos octil
promoveu a imobilizacdo da lipase com o sitio ativo amplamente acessivel ao substrato,
tendendo a uma imobiliza¢do na superficie externa do suporte. Os biocatalisadores de casca de
arroz apresentaram atividades intermediarias, sendo que o ET2.0-CAP exibiu atividade 27%
superior a0 ET2.0-CAG (502,2 + 9,2 vs 369,2 £ 17,8 U-g™'). Esse comportamento pode ser
explicado pelo menor tamanho de particula do CAP em relagao ao CAG, o que implica maior
area superficial disponivel e, portanto, maior acessibilidade do substrato ao microambiente
catalitico.

O ET2.0-PVB, apesar de ter apresentado a maior carga proteica, exibiu a menor
atividade hidrolitica entre todos os biocatalisadores preparados (158,0 = 1,9 U-g"). Esse
comportamento aparentemente contraditorio pode ser explicado pela preferencial adsor¢do da
ET2.0 na superficie interna dos poros do PVB, que dificulta o contato entre as goticulas do
substrato emulsificado e o sitio ativo da enzima, gerando uma limitac¢ao difusional pronunciada
no ensaio de atividade hidrolitica (MIGUEL et al., 2022). Esse resultado refor¢a que carga
proteica elevada ndo €, por si sO, garantia de alta atividade catalitica, a acessibilidade do sitio

ativo ao substrato ¢ igualmente determinante para o desempenho do biocatalisador.

5.3 PRODUCAO DE ESTERES FURFURILICOS

A aplicacdo dos biocatalisadores preparados na reagdo de esterificacdo dos acidos
graxos livres (AGLs) com dalcool furfurilico foi avaliada em termos de perfil cinético de
consumo de AGLs, conversdo final, tempo de reagdo necessario para atingir o equilibrio

reacional e produtividade do processo. O perfil cinético de cada biocatalisador ¢ apresentado
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na Figura 5, e os parametros de desempenho sao consolidados na Tabela 2.

Tabela 2- Desempenho dos biocatalisadores preparados na reagdo de esterificagdo de
dcidos graxos livres (AGLs) com dlcool furfurilico. As reagoes foram conduzidas com razdo
molar 1:1 (AGLs:dalcool furfurilico), carregamento de 5 mg de proteina por grama de meio

reacional, temperatura de 40 °C e agita¢do orbital de 240 rpm.

Suportes Conversao dos Tempo de Produtividade
Imobilizados AGLs (%) reacao (min) (umol-min*-
mg! de proteina)
ET2.0-CAP 73,2 60 0,7
ET2.0-CAG 72,2 90 0,5
ET2.0- SiO2-Octil 82,9 90 0,5
ET2.0-PVB 81,1 90 0,5

Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 5 - Perfil cinético de consumo de dcidos graxos livres (AGLs) durante a
esterificagdo com dlcool furfurilico catalisada pelos biocatalisadores ET2.0-SiO:-Octil, ET2.0-
CAP, ET2.0-PVB e ET2.0-CAG. Condigées reacionais: razdo molar AGLs:alcool furfurilico de
1:1, carregamento de 5 mg de proteina-g™' de meio reacional, 40 °C, 240 rpm, sistema isento

de solventes orgdnicos. Os valores representam média + desvio padrao de triplicatas.
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Fonte: SABI e MENDES, 2025
Todos os biocatalisadores promoveram a conversdo dos AGLs, com valores finais entre
72,2% e 82,9%, indicando o deslocamento do equilibrio reacional em direcdo a formacao dos
¢ésteres furfurilicos. O biocatalisador ET2.0-Si02-Octil apresentou a maior conversao (82,9%),

resultado consistente com sua elevada atividade hidrolitica (Tabela 1), com a maior
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acessibilidade do sitio ativo da lipase promovida pela funcionalizagao hidrofobica do suporte
(Sabi et al., 2022). O ET2.0-PVB alcangou conversao similar (81,1%) em 90 min; embora sua
atividade hidrolitica fosse consideravelmente inferior, esse comportamento pode ser atribuido
a elevada carga proteica imobilizada nesse suporte, que compensa parcialmente a limitagao
difusional imposta pela estrutura porosa do PVB (MIGUEL et al., 2022). Além disso, na etapa
de esterificagdo, os substratos empregados (AGLs e alcool furfurilico) apresentam maior
facilidade de acesso ao interior dos poros do biocatalisador quando comparados as goticulas de
6leo presentes no ensaio de atividade hidrolitica, o que pode reduzir o impacto das limitagdes
difusionais sobre a conversao final (MIGUEL JUNIOR et al., 2024; SABI; MENDES, 2025).
Os biocatalisadores de casca de arroz apresentaram as menores conversdes finais (73,2% para
ET2.0-CAP e 72,2% para ET2.0-CAG), possivelmente em razdo da menor parti¢ao do substrato
hidrofébico ao microambiente desses suportes, de natureza menos hidrofobica em relagdo ao
PVB e a Si0,-Octil.

Como observado na Figura 5, o ET2.0-Si0:-Octil e o ET2.0-PVB destacaram-se pela
elevada velocidade inicial de reacdo, consumindo 71,9% e 66,1% dos AGLs nos primeiros 30
min, respectivamente, o que reflete a maior acessibilidade ao sitio ativo da lipase nesses
sistemas. Em contraste, o ET2.0-CAP ¢ o ET2.0-CAG exibiram velocidade inicial menor
(50,6% e 40,3% em 30 min), possivelmente em razdo da menor particdo do substrato ao
microambiente dos suportes de casca de arroz. Apds 90 min, todos os sistemas convergiram
para o equilibrio reacional.

A produtividade, parametro que integra simultaneamente a conversao obtida, o tempo
necessario para atingi-la e o carregamento de biocatalisador empregado, destacou o ET2.0-CAP
como o sistema mais eficiente (0,7 pmol-min~'-mg™' de proteina), em razdo de ter alcancado
conversao expressiva (73,2%) em apenas 60 min, sendo o menor tempo de equilibrio entre
todos os sistemas estudados. Os demais biocatalisadores apresentaram produtividade proxima
de 0,5 umol'min~''mg™"' de proteina, associada a um tempo de equilibrio de 90 min. Essa
diferenga pode estar relacionada a limita¢ao difusional do substrato ao interior dos poros do
PVB e da SiO:-Octil, que retarda a taxa de conversdo inicial mesmo nesses sistemas de alta
atividade hidrolitica (Alves et al., 2017). Esses resultados evidenciam que a casca de arroz,
além de ser um residuo agroindustrial de baixo custo e ampla disponibilidade no Brasil,
representa uma alternativa biocatalitica competitiva para a producdo sustentavel de ésteres

furfurilicos.



39

5.4 TESTE DE MIGRACAO EM FILMES DE PVC

Os ensaios de migragao foram conduzidos em solucdo de etanol 75% a 25 °C, 200 rpm
por 72 h, com o objetivo de avaliar a estabilidade dos plastificantes no interior da matriz de
PVC em contato com um meio simulante aquoso-alcoolico. Esse solvente ¢ amplamente
utilizado em estudos de migracdo de plastificantes por sua capacidade de penetrar a rede
polimérica do PVC por difusdo, favorecendo a solubiliza¢do e extragdo dos plastificantes da
matriz (SABI et al., 2025b). E importante ressaltar, contudo, que o presente estudo empregou
um Unico solvente de migracdo de cardter hidroalcodlico, o que constitui uma limitacao
metodoldgica relevante: uma avaliagdo abrangente do comportamento migratorio de
plastificantes em filmes de PVC requer o uso de simulantes com diferentes polaridades, como
agua destilada e solugdes oleosas, conforme recomendado por normas internacionais de
migracdo (SABI et al., 2025b; LEE et al., 2025). Os resultados aqui apresentados devem,
portanto, ser interpretados como um estudo exploratério do comportamento migratério dos
¢ésteres furfurilicos em meio aquoso-alcodlico, € ndo como uma avaliagdo definitiva de sua
adequagdo para aplicagdes em contato com alimentos. Os resultados de perda de massa média

sdo apresentados na Figura 6.

Figura 6 - Perda de massa média (%) dos filmes de PVC puro e plastificados submetidos
ao ensaio de migragdo em etanol 75% (25 °C, 200 rpm, 72 h). PVC-EF: plastificado com
esteres furfurilicos;, PVC-DOF: plastificado com dioctil ftalato;, PVC-50%EF-50%DOF::

plastificado com mistura equimassica de ésteres furfurilicos e dioctil ftalato.
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Fonte: Elaborado pela autora.
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O filme de PVC puro apresentou a menor perda de massa (2,17%), valor atribuido a
extracdo de pequenas moléculas residuais da matriz polimérica, como moléculas de HCl
liberadas durante a desidrocloragdo do PVC, e ndo a migracao de plastificantes (SABI et al.,
2025b). O filme PVC-DOF, plastificado com o dioctil ftalato comercial de referéncia,
apresentou perda de massa de 5,76%, resultado consistente com o carater predominantemente
apolar desse composto e com sua reconhecida tendéncia a migracdo moderada em meios
organicos (SABI et al., 2025b).

O filme PVC-EF, plastificado com os ésteres furfurilicos produzidos neste trabalho,
apresentou a maior perda de massa (24,04%), valor aproximadamente quatro vezes superior ao
do PVC-DOF. Esse resultado ndo deve ser interpretado de forma isolada: ele reflete, de maneira
determinante, a natureza do solvente empregado. O anel furdnico presente na estrutura dos
ésteres furfurilicos confere polaridade intermediaria a molécula, tornando-a quimicamente afim
ao etanol aquoso; nesse sistema, as moléculas de etanol penetram a rede polimérica do PVC
por difusdo, interagem com os ésteres furfurilicos por afinidade polar e promovem sua liberagao
da matriz, um mecanismo caracteristico da migracdo de plastificantes em solventes
hidroalcodlicos (MUKHERIJEE et al., 2024; SABI et al., 2025b). Em solventes de menor
polaridade, como &4gua destilada, a afinidade entre o plastificante e o solvente seria
substancialmente reduzida, e espera-se que a migracdo dos ésteres furfurilicos fosse
consideravelmente menor, sendo uma hipotese que constitui uma perspectiva relevante para
estudos futuros (SABI et al., 2025b). Adicionalmente, a introdug@o de grupos epoxi na estrutura
dos ésteres furfurilicos, por epoxidacao das duplas ligacdes das cadeias graxas, representa uma
estratégia promissora para aumentar a resisténcia a migrag¢ao desses compostos, por ampliar as
interacdes polares com os grupos clorometilénicos da cadeia de PVC e reduzir a solubilidade
do plastificante no meio etanolico (SABI et al., 2025b; HAN et al., 2023).

O filme PVC-50%EF-50%DOF, preparado com a mistura equimdassica dos dois
plastificantes, apresentou perda de massa de 15,82%, uma redu¢do de aproximadamente 34%
em relacdo ao PVC-EF puro. Esse comportamento indica que a combinagdo dos dois
plastificantes resulta em interagcdes mais complexas com a cadeia de PVC: enquanto as cadeias
alifaticas apolares do DOF restringem a penetracdo do etanol na matriz polimérica, os grupos
¢éster dos ésteres furfurilicos estabelecem interagdes fracas com os grupos polares do PVC,
reduzindo coletivamente a mobilidade das moléculas plastificantes na rede polimérica e,
consequentemente, sua tendéncia a extracao pelo solvente (SABI et al., 2025a; SABI et al.,
2025b). Esses resultados indicam que a utilizagdo dos ésteres furfurilicos em formulacao binaria

com o DOF representa uma estratégia promissora para a reducdo parcial da dependéncia de
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plastificantes de origem exclusivamente petroquimica em filmes flexiveis de PVC, ainda que a
otimizagdo da resisténcia a migracdo dos ésteres furfurilicos puros exija desenvolvimentos

estruturais futuros, como a epoxidagao das cadeias graxas.

6 CONCLUSAO

Este trabalho demonstrou a viabilidade de um processo biocatalitico sustentavel para a
sintese de ésteres furfurilicos por hidroesterificagdo enzimatica de 6leo de soja residual com
alcool furfurilico, empregando a lipase Eversa® Transform 2.0 imobilizada em suportes
hidrofobicos de diferentes origens e morfologias. As diferengas estruturais entre os suportes
influenciaram diretamente o processo de imobilizagdo e o desempenho catalitico dos
biocatalisadores, com destaque para o ET2.0-SiO.-Octil em atividade hidrolitica e para o
ET2.0-CAP em produtividade. Os biocatalisadores de casca de arroz, suporte de baixo custo e
origem agroindustrial, demonstraram desempenho competitivo, refor¢ando seu potencial no
contexto da economia circular.

Os ensaios de migracao revelaram que os ésteres furfurilicos apresentaram maior perda
de massa em etanol 75% do que o DOP comercial, comportamento atribuido a afinidade polar
do anel furanico pelo simulante empregado. O uso de simulante Gnico constitui uma limitagao
do presente estudo, e a formulagao binaria com DOP demonstrou ser uma estratégia promissora
para reducdo parcial da dependéncia de plastificantes petroquimicos.

Como perspectivas futuras, recomenda-se: (i) a confirmacao da identidade quimica dos
¢ésteres furfurilicos produzidos por RMN e CG-MS, permitindo a determinacdo do perfil de
¢ésteres e da conversao efetiva por andlise estrutural; (ii) a avaliagdo da estabilidade operacional
dos biocatalisadores ET2.0-CAP e ET2.0-CAG em multiplos ciclos de reutilizagdo, com
investigacdo dos mecanismos de desativag¢do ao longo do reuso; (iii) a realizacdo de ensaios de
migracdo em simulantes adicionais com diferentes polaridades, incluindo dgua destilada e
simulantes gordurosos, para uma avaliagdo completa do comportamento migratdrio dos ésteres
furfurilicos em condicdes representativas de diferentes aplicacdes; (iv) a epoxidacao das duplas
ligagcdes das cadeias graxas dos ésteres furfurilicos, estratégia que reduz substancialmente a
migra¢do em meio etandlico e melhora as propriedades mecanicas e térmicas dos filmes de
PVC; e (v) a otimizagdo das condigdes reacionais de esterificagdo, incluindo razdo molar
AGLs:alcool furfurilico, temperatura e carregamento enzimdtico, visando maximizar a

conversao e a produtividade dos biocatalisadores selecionados em escala ampliada.
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