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Duarte, Jaqueline Greco. Producdo e caracterizacdo de um novo biolubrificante obtido por
hidroesterificacdo enzimatica a partir do 6leo de mamona. Tese (Doutorado em Bioquimica)
Instituto de Quimica, Departamento de Bioquimica - Universidade Federal do Rio de Janeiro,
Rio de Janeiro, 2018.

Lubrificantes possuem um grande mercado consumidor e produtor. No entanto, ndo sao
biodegraddveis e cada 1 L de lubrificante pode contaminar 1.000.000 L de agua potdvel.
Assim, torna-se necessdria a busca por solucdes que permitam o desenvolvimento de éleos
ambientalmente compativeis, como ésteres organicos biodegradaveis (biolubrificantes). O
objetivo deste trabalho foi estudar a produgcdo de novos biolubrificantes, por
hidroesterificacdo enzimatica (catalisado por lipases), utilizando como matéria-prima o éleo
de mamona (OM). Foram utilizadas sementes de mamoneira como biocatalisador da
hidrélise do OM produzindo 97,8% de acidos graxos livres de mamona (AGLM), ricos em
acido ricinoléico (AR), apdés 1 h de reacdo. As lipases comerciais de C. rugosa, Lipomod 34
MDP®, (CRL) foram empregadas para catalisar as reacbes de esterificacdo dos AGLM com
diferentes polidlcoois: neopentilglicol (NPG), trimetilolpropano (TMP), pentaeritritol (PE). A
CRL catalisou a redugdao da acidez em 80% com NPG e TMP e 70% com PE, apds 96 h. Na
auséncia de polidlcool a CRL foi capaz de sintetizar oligbmeros de AGLM (estolideos).
Andlises de ressonancia magnética nuclear (RMN) confirmaram a preferéncia da CRL pela
formacdo dos estolideos utilizando o acido ricinoléico em detrimento dos outros substratos.
A analise do teor de AR (% m/m), por cromatrografia gasosa, permitiu conhecer o seu perfil
de consumo durante a reacdo de sintese de estolideos e propor uma correlacdo com a
diminuigdo da acidez total no meio reacional (% m/m). O estudo do teor de agua na reagdo
de formacdo de estolideo revelou que o teor de 15% m/m produziu uma reducdo de 70% da
acidez em 14 h com consumo total do AR livre e grau de polimerizagdo de 6/7. Analises de
cromatografia de exclusdo por tamanho (GPC ou SEC) e de RMN, objetivando calcular o
nuimero de estolideo (NE), foram realizadas para os estolideos livres. Elas mostraram que
entre 8 e 14 h de reacdo, houve aumento do grau de polimerizacdo e da quantidade das
diferentes fracdes de estolideos [dimeros, trimeros, tetrameros e pentameros(+)]; de 14 a
24 h, apesar do perfil ndo alterar significativamente, o NE aumenta conforme o tempo
reacional o que corresponde ao aumento do indice de viscosidade e da estabilidade
oxidativa e na diminuigao do ponto de fluidez e indice de acidez total. Foi realizada também
a otimizacdo da reacdo por planejamento experimental (DCCR) que permitiu diminuir o
tempo de consumo total do AR para 5 h, utilizando temperatura de 45 °C, 14,4% m/m de
agua e 1,61% m/m de CRL. A etapa de otimizagdo levou a um aumento de produtividade (2,8
vezes) e diminuicdo da concentracdo de enzima (2,5 vezes) com a obtencdo de um estolideo
com propriedades similares ao obtido em 14 h: indice de viscosidade, 142; estabilidade
oxidativa, 48 min; e ponto de fluidez, -42°C. Estudos preliminares da producdo de estolideos
acabados, isto é com todas as terminacgdes livres esterificadas, por esterificacdo com etanol
(EtOH) e 2-etil-1-hexanol (2EH) foram realizados. O preparado enzimatico comercial
Novozymes 435 foi um bom catalisador atingindo 2,3 % (EtOH) e 1,8% m/m da acidez total
do meio (2EH) em 6 e 24 h, respectivamente. Neste trabalho foi possivel gerar
biolubrificantes que se inserem no contexto das tecnologias verdes, e que poderdao ser
utilizados como biolubrificantes acabados, éleos basicos e aditivos.

Palavras chave: biolubrificante, acido ricinoléico, 6leo de mamona, CRL, estolideos.



Duarte, Jaqueline Greco. Production and characterization of a new biolubricant obtained by
enzymatic hydroesterification from castor oil. Thesis (Doctor of Biochemistry), Chemistry
Institute, Biochemistry Department, Federal University of Rio de Janeiro, 2018.

Lubricants have a large consumer and producer market. However, they are not
biodegradable and 1 L of lubricant can contaminate 1,000,000 L of potable water. Thus, it is
necessary to search for solutions that allow the development of environmental friendly oils,
such as biodegradable organic esters (biolubricants). The objective of this work was to study
the production of new biolubricants by enzymatic hydrolysis (catalyzed by lipases) using
castor oil (CO) as the raw material. Castor seeds were used as a biocatalyst for CO hydrolysis,
producing 97.8% of castor oil free fatty acids (COFFA), rich in ricinoleic acid (RA), after 1 h of
reaction. The comercial prepared of C. rugosa lipases (CRL) were used to catalyze the
esterification reactions of the AGLM with different polyols: neopentylglycol (NPG),
trimethylolpropane (TMP), pentaerythritol (PE). The CRL reduced acidity by 80% with NPG
and TMP, and 70% with PE after 96 h. In the absence of polyol the CRL was able to produce
AGLM oligomers (estolides). Nuclear magnetic resonance (NMR) analyzes confirmed the
preference of CRL for the formation of estolides using ricinoleic acid over other substrates.
The analysis of the RA content (% w/w), by gas chromatography, revealed its consumption
profile during the reaction of estolide synthesis and to propose a correlation with the
decrease of the total acidity in the reaction medium (% w/w). The study of the water content
in the estolide formation reaction revealed that a content of 15% m/m produced a 70%
reduction in acidity in 14 h with total free RA consumption and degree of polymerization of
6/7. Gel permeation chromatography (GPC) and NMR analyzes aiming for estolide number
(EN) were performed showing an increase in the polymerization degree and in the amount
of different estolide fractions [dimers, trimeros, tetramers and pentamers (+)] from 8h to 14
h of reaction. From 14 h to 24 h of reaction, although the profile does not change
significantly, the EN increases according to the reaction time, resulting in an increase in the
viscosity index and oxidative stability and a decrease of the pour point and total acidity
index. The optimization of the reaction by experimental design (DCCR) was also carried out,
which reduced the time of total RA consumption to 5 h, using a 45 °C temperature, 14.4%
w/w water and 1.61% w/w CRL. The optimization step led to an increase in productivity (2.8
times) and a reduction in enzyme concentration (2.5 times) with an estolide whose
properties are similar to that obtained with 14 h: 142 of viscosity index; 48 min of oxidative
stability; and -42 °C pour point. Preliminary studies on the production of ethanol-esterified
(EtOH) and 2-ethyl-1-hexanol (2EH) esterified stolides were performed. The commercial
enzyme Novozymes 435 was a good catalyst, reaching 2.3% (EtOH) and 1.8% w/w of the
total acidity of the medium (2EH) in 6 and 24 h, respectively. In this work, it was possible to
generate biolubricants that are inserted in the green technologies context, and that can be
used as finished biolubricants, basic oils and additives.

Key words: biolubricant, ricinoleic acid, castor oil, CRL, estolides.
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Figura 17 Exemplo de ataqgue oxidativo ao hidrogénio bisalilico presentes nos acidos graxos
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Figura 18 Hidrdlise do éleo enddégeno as sementes de mamona. As sementes de mamona
(360 U/g) foram trituradas em mixer junto com tampdo acetato de sddio, 0,1 M, pH 4,0, na
razdo semente/tampao de 1:5 (m/v). Apds trituracdo, a mistura foi incubada a 30 °C sob
agitacdo (tempos de 0,25 3 24 ). ...eeiei e e e eara e e e eaas 96
Figura 19 Hidrdlise enddgena x Hidrdlise do déleo de mamona. Esta figura trata da
comparagao entre hidrélise apenas do éleo enddgeno (presente nas sementes ou com éleo
de mamona extra adicionado no processo. Para ambos os procedimentos de hidrdlise, as
sementes de mamona (com atividade lipasica de 226 U / g) foram trituradas em mixer, junto
com tampdo, 0,1 M, pH 4,0, na razio semente/tampdo /dleo de 1:5:5 (m/v/v). Apds a
trituracdo, a mistura foi incubada a 30 °C, sob agitacdo magnética constante. O déleo foi
extraido e a sua acidez foi determinada por titulagdo com NaOH 0,04 M. .......ccevvenrrvvnnennnn. 97
Figura 20 Comparacgao entre o AGLM obtido por hidrdélise enzimatica (A); comercial (B) e o
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Figura 21 Conversdo (% AGLM) das reacles de sintese de ésteres catalisadas pelas lipases
RM-IM, CALB e CRL. Todas as enzimas foram utilizadas numa concentracdo de 4% (m/m de
AGLM). As reac¢Oes descritas em 6.2 foram conduzidas em reatores encamisados a 40 °C,
com agitacdo constante, usando AGLM e os polidlcodis: NPG (2,5:1), TMP (3,75:1) ou PE
(52 0) et ee et e et et e e e e e et ee e ee e e e e e e e e e e e e e e e e e eeee s e eeeeeneeeee s eeen s eseen e eeseseeeenereeen 108
Figura 22 Conversdao (expressa como % dos AGLM que foram esterificados) da reagdo de
sintese de biolubrificantes catalisada pela CRL a 4% m/m do AGLM. As reacdes foram
conduzidas na presenca e auséncia de 1% de agua, a 40 °C, em leito agitado, empregando
como substrato os AGLM e os polidlcoois NPG (2,5:1), TMP (3,75:1) ou PE (5:1). Aliquotas
foram retiradas em 24 e 94 h e foram analisadas pelo método titulométrico para
posteriormente ser calculada a conversdao dos AGLM (% AGLM). ......c.ceevureeiieeesieeescieeeeeinenn. 111
Figura 23 Conversdo (expressa como % das hidroxilas do alcool que foram esterificadas) da
reacdo de sintese de biolubrificantes catalisada pela CRL a 4% m/m dos substratos. As
reagOes foram conduzidas na presenga e auséncia de 1% de 4gua, a 40 °C, em leito agitado,
empregando como substrato os AGLM e os polidlcoois NPG (2,5:1), TMP (3,75:1) ou PE (5:1).
Aliguotas foram retiradas em 24 e 94 h e foram analisadas pelo método titulométrico, para
posteriormente ser calculada a conversdo (% hidroxilas esterificadas). ....ccccceeeevvenvvvennnnenn. 112
Figura 24 Sintese de biolubrificantes a partir de AGLM e PE utilizando a CRL em quatro
condi¢Bes distintas: auséncia e presenca de 1, 3 e 5 % m/m de agua. As rea¢des foram
conduzidas em reatores encamisados a 40 °C, com agitagao magnética constante por 68 h.

Figura 25: Resultado da acidez (expresso como % m/m AGLM) da reagdo controle e sem
enzima (CRL). As reacdes foram conduzidas empregando como substrato os AGLM e a 4 %
(m/m do AGLM) durante 163 h a 40 °C, em reator de leito agitado.........cccceeeeeevuvereeecreeennnn. 115
Figura 26 Conversao (% AGLM) da sintese de ésteres com polidlcoois totalmente
solubilizados catalisados pela CRL 4% m/m de AGLM. As reac¢des de sintese de
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biolubrificantes foram conduzidas a 40 °C por 96 h em reatores encamisados com agitacdo
constante. A razdo molar AGLM:NPG e TMP foi de 2,5:1 e 3,75:1, respectivamente. .......... 120
Figura 27 Consumo da acidez total do meio reacional e acido ricinoléico livre durante a
cinética de producdo de estolideos. O substrato utilizado foi AGLM e a reacdo foi realizada
com a adicdo de 15% m/m de agua e 4% m/m de CRL. Aliquotas foram retiradas de 2- 24 h
de reacao, centrifugadas (10.000 rpm, 5 min), e os sobrenadantes foram analisados quanto a
acidez total pelo método titulométrico e ARL por CG (resultados foram expressos em % m/m
100 1e Y 1 =) RSP RR RPN 138
Figura 28 Cromatograma da reacdo de formacdo de estolideos no ponto inicial (0 h)
correspondendo a composicdao dos AGLM. Os picos assinalados correspondem ao padrao
interno C:17 (Peak 1) e ao 4cido ricinoléico (Peak 2). Os demais picos presentes no
cromatograma pertencem aos demais acidos presentes nos AGLM. .........ccccceveeeeeiccvniennennn. 139
Figura 29 Cromatograma do ponto de 18 h da reacdao de formac¢ao de estolideos. Os picos
assinalados correspondem ao padrao interno C:17 (Peak 1) e ao acido ricinoléico (Peak 2). Se
observa que os demais d4cidos presentes, assim como o acido ricinoléico diminuem,
indicando que todos os AGLM foram utilizados na formacdo de estolideos seja como
terminadores das cadeias poliméricas, na por¢ao alcodlica.......cceeevvvveeeieeeeeicciririeeeee e 140
Figura 30 Associagdo entre o acido ricinoléico livre (ARL) e a acidez total da amostra. Os
graficos mostram a relacdo ndo linear entre as varidveis (A); e a regressao linear logaritma,
transformada das curvas de acidoricinoléico livre (ARL) e acidez total (AT) (In ARL=0,0625AT-

0,6789; R?=0,9873; P< 0.0001). ...oecveeiieeieiieeieeieeteesieesteetesteesteeaeesseesseesaesaaesaeenseensessaensessnenns 142
Figura 31 Representacdo das ligagOes éster utilizadas para calcular o NE: -C—-O—C- como #1 e
SC-OH COMO H2. ..ttt ettt e e e e e sttt e e e e e e e s re et et e e e e e s s nnnsbbeneeeaeesesaannnneens 144

Figura 32 Cinética da reacdo de formacdo de estolideos, avaliado pelo NE (A) e perfil de
polimerizagdo (B). O NE aumentou de forma nao-linear com o tempo sendo o aumento de 8
as 14 h proeminente com relacdo aos demais. Cada tempo reacional representou um perfil
diferenciado de estolideos livres sendo a partir de 14 h predominante a fracdo de
pentameros (+) cujo NE auxilia na determinacdo da maior molécula de estolideos formada.

Figura 33 (A) reagOes de esterificagcdao do terminal carboxilico dos estolideos de 14 h com a
utilizacdo de etanol (EtOH). (B) reacbes de esterificagcdo do terminal carboxilico dos
estolideos de 14 h com a utilizacdo de 2-etil- 1- hexanol (2-EH). As reac¢Ges foram
conduzidas com a razdo molar de 1:1,5 utilizando 10 g de estolideo e 4 % m/m de enzima, a
40 °C e agitacdo constante. O controle reacional foi realizado com a CRL e o estolideo de 14
h sem a presenga de AICO0N.......couuiiiiiiiiie e e e 150
Figura 34 Efeitos padronizados da conversao de acido ricinoléico em estolideos................ 167
Figura 35 Superficie de resposta para a CAR. (A) temperatura e enzima variando em fungao
da agua no ponto central; (B) temperatura e agua variando em fun¢do da enzima no ponto
central; (C) agua e enzima em func¢do da temperatura constante no ponto central. ........... 170
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Figura 36 Cinética de consumo de dacido ricinoléico e formacao de estolideos. A cinética foi
realizada conforme descrito na 8.1.3. Utilizando 1,61 % m/m de enzima 34 MDP, 14,4 %
m/m de dgua e AGLM. As reagdes foram conduzidas a 50 °C, sob agitacdo constante. ....... 174
Figura 37 Reuso da CRL, a 50 °C, na reacdo contendo 1,61 % m/m de enzima, 14,4 % m/m de
agua e AGLM. A reacao foi conduzida por 4 h, sob agitacdo magnética constante. ............. 174
Figura 38 Cinética de consumo de acido ricinoléico e formacdo de estolideos. A cinética
reacional foi realizada utilizando 1,61 % m/m de CRL, 14,4 % m/m de agua e AGLM. As
reagdes foram conduzidas a 45 °C, sob agitacdo magnética constante. ..........cccceeeeeiveeenns 175
Figura 39 Reuso da CRL na reacgdo, a 45 °C, contendo 1,61 % m/m de enzima, 14,4 % m/m de
agua e AGLM. A reacdo foi conduzida por 5 h conforme descrito em 8.3. .....cceeevveeeeernnnnneee. 176

Xiv


file:///C:/Users/Avatar/Dropbox/Doutorado/Defesa/Versão%20final%202.docx%23_Toc518001802
file:///C:/Users/Avatar/Dropbox/Doutorado/Defesa/Versão%20final%202.docx%23_Toc518001802
file:///C:/Users/Avatar/Dropbox/Doutorado/Defesa/Versão%20final%202.docx%23_Toc518001802
file:///C:/Users/Avatar/Dropbox/Doutorado/Defesa/Versão%20final%202.docx%23_Toc518001803
file:///C:/Users/Avatar/Dropbox/Doutorado/Defesa/Versão%20final%202.docx%23_Toc518001803
file:///C:/Users/Avatar/Dropbox/Doutorado/Defesa/Versão%20final%202.docx%23_Toc518001804
file:///C:/Users/Avatar/Dropbox/Doutorado/Defesa/Versão%20final%202.docx%23_Toc518001804
file:///C:/Users/Avatar/Dropbox/Doutorado/Defesa/Versão%20final%202.docx%23_Toc518001804

Lista de Tabelas

Tabela 1 Classificagcdo ATIEL/API dos tipos de dleos basicos (ROCCO et al., 2016; LUBRIZOL,

Tabela 2 Comparagao entre as caracteristicas dos 6leos parafinicos e nafténicos (adaptado
de ROCCO etal., 2016; DO BRASIL et al., 2012 € SILVA, 2012) .....oeveeeiieeeeieieeeeeieeeeeeevee e 19
Tabela 3 Composicao percentual (%) dos acidos graxos mais comuns encontrados nos dleos
vegetais mais utilizados para a producdo de lubrificantes (ROCCO etal., 2016) .................... 27
Tabela 4 Biodegradabilidade primaria de dleos basicos medida pelo método CEC-L-33-A-93
(BART, J.C.J., GUCCIARDI, E., CAVALLARO, 2013@). ..eeiiiiiiiirrriieiieei e eeeiarreee s e e e 70
Tabela 5 Comparacdo entre a composicdo de acidos graxos livres (AGLs) obtidos por hidrdlise
enzimatica (Proprio) € 0 COMETCIA.....ciiuiuiiei i are e e e earre e e 99
Tabela 6 Atividades lipasicas das enzimas CRL, CALB e RM-IM realizadas segundo
metodologias descritas NO tOPICO B.1.....eeeiiiiiiiiciiireeiee e e e e e e eeeeeanrreeeeeeees 107
Tabela 7 Resultados das analise de RMN do sobrenadante obtido apds centrifugacdo da
reacdo de AGLM, CRL (4 % m/m) com NPG, TMP e PE e na auséncia de polidlcoois, conduzida
por 96 h a 40 °C sob agitagao Mmagnética CoNStaNTe. ......cccevivriiiieeiriiiee e 117
Tabela 8 Analise de RMN do sobrenadante obtido da centrifugacdo da reacdo entre AGLM,
CRL (4 % m/m dos substratos) com NPG e TMP (solubilizados previamente) conduzida por 24
h a 40 °C sob agitacdo Mecanica CONSTANTE. ......cceeiciiiieiiiiiee e erre e e e e raeee e 121
Tabela 9 Propriedades lubrificantes do 6leo de mamona, comparado aos produtos das
reacOes de esterificacdo entre: AGLM proprio com NPG e TMP (razbes molares de 2,5: 1 e
3,75: 1, respectivamente); e, sem polidlcoois, usando AGLM comercial e préprio. Todas as
reacBes foram catalisadas pela CRL a 4% m/m de AGLM e estdo descritas em 6.5.1 e 6.5.2.

Tabela 10 Caracteristicas lubrificantes de produtos encontrados na literatura..................... 124
Tabela 11 Acidez total e teor de dgua (%) a O, 24 e 120 h das reag¢des de formagdo de
estolideos com adigGes de dgua variando de 1-15% (M/M). ccceevveriiiirieniiesie e 135
Tabela 12 Relacdo entre valores de ARL observados, por meio da andlise de deteccdo dos
ARL, e preditos pela equacdo da regressdo linear logaritma (InARL=0,0625AT-0,6789) com
base na acidez total da amMOSTIa. .....cccecciiiii i e 143
Tabela 13 Caracterizacdo quanto as caracteristicas lubrificantes dos diferentes estolideos
livres obtidos em 6, 14 e 20 h de reacdo e suas comparacdes com os estolideos obtidos pela
reacao do estolideos de 14 h com etanol e 2-etil-1-hexanol. A rea¢ao de formacao de
estolideos foi feita utilizando AGLM, CRL (4% m/m) e 4gua (15% m/m), a 40 °C sob agitacado
mecéanica de 200 rpm. O NE foi realizado por RMN descritas em 7.3.1, a conversao dos ARL
em estolideos conforme descrito em 7.6.2 e as demais andlises de caracterizacdo estdo
(o LT o gL = T - 1 0 2 PSP 153

XV



Tabela 14 Propriedades de alguns Oleos basicos/aditivos comerciais utilizados em
proporcoes variadas para a composicdo do lubrificante final de interesse (CERMAK; ISBELL,
2000) . cuitiee ettt e e e e e e e e e ra——eeeeaat——ee e e —ateeeaattateeaahbaaaaeaabaeaeeaaaaeeeearaaeeeaannraeas 159
Tabela 15 Valores reais e codificados das varidveis estudadas no DCCR...........cccevevriiiieennne 164
Tabela 16 Matriz de Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) com os valores
codificados das variaveis e os valores da conversdo do acido ricinoléico (CAR), calculada em 4
h, para cada ensaio realizado. ........ccuuiiiiieiie e 165
Tabela 17 Coeficientes de regressao para a resposta CAR do DCCR. Os termos lineares estao
indicados pela letra L e os termos quadraticos pela letra Q. Em negrito estdo destacados os
efeitos estatisticamente SignifiCatiVoS. ......ueeveiiiiiiciiiiiieeee e 166
Tabela 18 Coeficientes de regressdao com efeitos estatisticamente nao significativos
F=q g o] Lo o130 P 168
Tabela 19 Teste de analise de variancia (ANOVA) do DCCR para a conversdao maxima do acido
el TgTo] [=T ool =T o g =T} o] T =T o Ly U 168
Tabela 20 Valores criticos sugeridos pelo DCCR para se obter as maiores conversdes do acido
aTelTgTo] [=T ol I =T o g =T} o] T =T LS 172
Tabela 21 Otimizacdo das condi¢cOes pré-selecionadas pelo DCCR sendo a CAR calculada com
base NO ARL €M 2 h dE rBAGA0. ...cuueiei ettt ettt st e e st e e s e saae e e e sabaeeesnnsaneesanns 173
Tabela 22 Caracterizacdo quanto as caracteristicas lubrificantes dos estolideos obtidos na
reacdo ndo otimizada, realizada a 40 °C, 4 % m/m de CRL e 15 % m/m de agua e sua
comparagdao com os estolideos obtidos pela reagdo otimizada a 45 °C, 1,61% m/m de CRL e
14,4 % m/m de 4dgua. As andlises de caracterizagdo estdo descritas na sessdo 4.2.2. .......... 178

XVi



SUMARIO

1
2

LaTd ol [Tt Lo TS 1
(0] o 1= 410 TSRS 5
R O 1 o T1=1 d Vo T =4 =T -1 R 5
2.2 ObjetiVos @SPECITICOS. ...uiiiiiiiiie ettt et e e e e e eaae e e e et e e e e e nnaaeaaean 5
Y I To X 211 o] [ToT=d = [of- FH U UUPURRRRRRIORN 8
3.1 LUBIFICANTES et 8
3.1.1 Mercado de [ubrificantes.........coovviiiiiiiiiiiii 10
3.1.2 Lubrificantes acabados ..........cooeirieiiieiiieee e 13
3.2 01@0S DESICOS.....cvvvirieiicteteiiieste ettt bbbttt 15
3.21 Classificagao dos Ole0S DASICOS......cccuviiiiiiiiiieiiriiee et 15
3.3 O1@0S VEZELAIS ...ttt ettt ettt ettt ettt ettt n et et e s 25
331 Aplicacdo na producdo de lubrificantes .......ccccceeeeeeeieciiiieeeeeec e, 26
3.3.2 INSAturagdes NA POIrGA0 ACH...uiiiiruiiieiiiiiiie e e 29
333 Hidrog€nio B @ iI8aga0 ESter ..ccci e 30
3.3.4 010 de MAMONA ...covueeieieererieereetete ettt b st s st s s anaeaes 33
3.3.5  ACIO FCINOIBICO. . .cvveveveveeeteteteeete ettt tea et s s sn e 34
3.4 BiolUBKIfICANTES ..eeiiiiieiie e e s 36
3.5 Formas de obtengao de biolubrificantes .......cccccoeiecciiiiiei e, 39
3.6  Lipases e esterases: Mercado de ENZIMAS .....eeieeeeeieeiinrrerereeeeeeiierireeeeeeeeseenssrneeeeeeess 40
3.6.1 Lipases e esterases: caracteristiCas GeraiS......covvivrrureeeeriuveeeesiiiieeeesneeeeesvneeens 41
3.6.2 Estrutura e mecanismo de atUaga0......ceeeieeiieciiiiiieeee e 45
3.6.3 Classificacdo da especificidade das liPases........ccceeeeecvieeeeciiiee e 50
3.6.4 Lipase/esterase de Candida rugosa.............cccueeeeecueeeeeciiueeeeeeieeeeeeiireeeeeeisreneeens 51
3.7 Aplicacdo de enzimas na producado de biolubrificantes ........cccoccevvieeeeieeiicicccinnnneen. 54
3.8  POlIOIESTOIES..... ettt st e nee 55
3.9 ESTONEOS ..ttt e st 59
3.10 Sintese de eSTOIIAEOS .....ccciuiiiiiiiieiieeeee e 63
3.10.1  Catdlise QUIMICA ...ccceiieiieeee ettt et e e e e e e et e e e e e e e e e s eaarraeeeeaaeeeeaan 64



0 O A O} 7= 1 LY = =] a V41 4 =] £ or- [P TOR 66

3.11 Principais propriedades dos lubrificantes.........ccccecuiiiiriiiiiiiniiiie e 68
3.11.1 Propriedades QUIMICAS ....ccccieieeiiiiiiieeeeeecectter e e e e e e eesrree e e e e e e e e s e eesnnsreaeeeaaesennns 68
3.11.2  Propriedades fiSICaS .....iiiiiiiieeieiiiie et e e e ara e e e eaas 78
Materiais € MetodolOogia COMUM ........uiiiiiiii ittt e e e e et ee e e e e e e anrres 84

4.1 MATEIIAIS wevveiiiiiiiiiitt e e 84

N N |V 1= o Yo (o] Lo =4 - SRR 85
421 Analise de deteccdo de acidos graxos livres (AGL)......ccccveeeereeeieiccinveeeeeeeeeeeenns 85
4.2.2 Propriedades fisicas e funcionais dos biolubrificantes...........ccccccevviiieeiniinnennn. 85
Estudo das condi¢Bes de hidrélise do 6leo de mamona .........cccceeeeeeeeccciiieeeeee e, 90

5.1 Determinac¢do da atividade hidrolitica das sementes de mamona ..........ccccceeeuuneee. 90
5.1.1 Extrato acetonico das sementes de MamoNa .......cccceeevveereenieenieeenieeeesee s 90
5.1.2 Ensaio de atividade hidrolitica........ccoceeeriiiiniiiiiicee e 91

5.2 Hidrdlise do 6leo de mamona e recuperacdo dos acidos graxos livres de mamona

(AGLIM). ettt ettt e h e bttt e bt e e bt e b e e e b e e bt e e heeeab e e beenareebeeeaneene 91
521 Hidrdlise do 6leo de Mamona ........coceerieriieiieeee e e 91
5.2.2 Recuperagao doS AGLIM.........uiiiiiiiiieeiiiiieeeeeeiiee e esieee st e e s siae e e s saaeeeeenaseee s 92

5.3 Cromatografia SaS0Sa ...ccccceccuriiiieieeeiecctrrre e e e e e e e e e e e e e e e e enrrraaaeaaeas 93

5.3.1 Metilacdo dos Acidos Graxos Livres para Andlise por Cromatografia Gasosa...93

5.3.2 Anélise da Composicdo em Acidos Graxos por Cromatografia Gasosa.............. 93
5.4 ReSUIAOS....coiiiiiiie et 94
54.1 Hidrdlise do 6le0 de Mamona ........cocueeiieiiiieiieeee e e 94
5.4.2 Comparacdo entre o AGLM obtido e 0 comercial ......cceeeveeeeeieiinieeeeeeeeeeeenennnnee, 99
Estudo da producdo de biolubrificantes com polialcodis ........cccovvveeeieeiiiicciiiiiieeeeee e, 101
6.1 Determinacdo das atividades lipasiCas ......ccccceeerieiiciiiiieiee e 101
6.1.1  Atividade hidrolitiCa.......cooeerieeriieieee e 101
6.1.2 Atividade de eSterifiCaa0 .....ccccuirieiieiiecicrreeeeee e e e e 102
6.2 Esterificagdo dOS AGLM ........ooiiiiiiiiiiiiiiee sttt e e st 102
6.2.1 Avaliacdo de diferentes eNziMas .....ccccceeeecceiiiiieee e 102
6.2.2 Aplicacdo da enzima CRL na esterificacdo dos AGLM .........ceeeeevvvccinnreeeeeeeeennnn. 103
6.3  Calculo da conversao dos AGLM €m STeres .........cccovueriieeneeeiieenieenee e 103
6.4  Analise dos produtos da reacdo por ressonancia magnética nuclear (RMN).......... 104



6.5 Aumento de escala para avaliacdo das caracteristicas lubrificantes...................... 105

6.5.1 Avaliacdo dos produtos derivados dos polidlcoois........cccceveeeeeeicccirieeeeeeeeeennn, 105
6.5.2 Caracterizacdo da reagao CONrole .......cc.uviiieieeii i 106
6.6 RESUIAOS....coiiiiiiiiie e e 107
6.7  SElECA0 dAS BNZIMAS .eveiiiiiieieciirieeee et ee e e e e eessrrrer e e e e e e e e e s e eaaaraeeeeeeeesennssnneees 107
6.7.1  Atividades enzZimatiCas ........eeeiuiiiiiiiiiiiiieiie e e 107
6.7.2 Avaliacdo de diferentes enzimas na esterificacdo dos AGLM.............cccuveeeenne 108
6.8 Producdo de biolubrificantes derivados de polidlcoois pela CRL.......ccccceeveennnnneeee. 110
6.9 Avaliacdo davariacdo da concentracdo de dgua na reacdo de AGLM e PE. ........... 113
6.10 Avaliacdo da producdo de estolideos dos AGLM na reagdo controle ..................... 114
6.11 Analises de RMN dos produtos das r€agOES.........cccuveeeeiureeeeriiriereeeeirreeeesereeeeeeanens 116
6.12 Efeito da solubilizacdo dos POlidlCOOIS. .......ueeeeieeiiiiiiriieeiee e 119
6.13 Caracterizacdo dos produtos quanto as suas propriedades lubrificantes............... 122
Estudo da producdo de estolideos lubrificantes livres e acabados .........cccccvveeeeiineenns 126
7.1 Esterificagd@o doS AGLIM .......cccuiieiiiiieiieiiiiieieeee e e e eeeeirrrer e e e e e e sesnnraereeeeeesennnssnneens 126
7.1.1 Efeito da adigao de dgua e cinética da produgao de estolideos .........cccc........ 126

7.1.2 Estudo preliminar da esterificacdo para formacao dos estolideos acabados..127
7.2 Andlise doteOr d& AZUA ..cccuvieeeeiieee et e 128
7.3  Analises de caracterizacdo quimica dos produtos obtidos..........cccceeeeeeiiiicrrnveeneen.. 128

7.3.1 Analise de ressonancia magnética nuclear para determinacdao do nimero de
(3 o] 1Te [=To T U U U 129

7.3.2 Andlise de determinagdo do perfil de massa molar das amostras de estolideos
por GPC 129

7.4  Avaliacdo das propriedades dos estolideos livres em diferentes tempos apds

(o1 4= o ok F PP P TSP PPTOPRROPPRPPPON 130
7.5 Avaliacdo das caracteristicas dos estolideos acabados .........c.cceeccvviivieeeeeiieeccnnnnnee. 130
7.5.1 Producdo do estolideo com 14 h de reagao .....cccecuveeeeecieeeeceieeee e, 130
7.5.2 Reacdes de esterificacdo do terminal carboxilico para caracterizacao............ 131

7.6  Analise do conteudo de acidoricinoléico livre no meio reacional por cromatografia
ot Yo Y- [ (1 C) ISP 131

7.6.1 Derivatizacdao do Acido ricinoléico [IVIe .......ccuveeeeciiieeeeee e, 132

7.6.2 Analise dos ésteres isopropilados de acidos graxos por cromatografia gasosa
133

XiX



7.7 [T U] 7= Yo (o LR 134

7.8  Efeito da concentracdo de dgua na producdo de estolideos pela CRL.................... 134
7.9 Cinética de formacdo de estolideos.........ccceeeeeeiiicciiiiiieeeee e 137
7.9.1 Relagdo entre a acidez e a concentragao de acido ricinoléico........cccceeeeuneeen. 141
7.9.2 Alongamento do estolideo durante a reagao.......ccceeecvvvveeeeeeeecicciccinreeee e 143
7.10 Estudo preliminar da esterificacdo para formacao de estolideos acabados........... 147
7.11 Caracteriza¢do dos estolideos livres e acabados.........ccccouveveeciiieeiccciieeeecee e, 151
7.11.1  Indice de acidez tOtal (IAT) .o eeeeeeeeeeeeeeee ettt et ee e ee e eeeeeeeene 154
7.11.2  Viscosidades @ 40 € @ 100 °Cu....eeerieieiiieeiiieerieee et eitee st e e e s e s sinee e 154
7.11.3  Indice de ViSCOSIAAAE (IV) weveureeeereeeeeeeeeeeeeetee ettt ee et et e ee et eeeereeneeeeneenens 155
7.11.4  PONtO d@ FIUIAEZ (PF) uuuurreeiiiiiiiiiiiiieeeieee ettt e e e eesabaraee e e e 156
7.11.5 Estabilidade oxidativa (EO) .......ccccvrrreiieeeeiiiiireieeeee e e eesenrraeeee e 157
7.11.6 Comparagao com produtoS COMEICIAIS . .cuiirureeeiriireeeeriieeeeeerireeeessreeeeensvaeeens 159

8 Estudo da otimizacdo da reacdo de produgdo de estolideos lubrificantes livres ........... 161
8.1 Investigacdo das condicdes de producdo de estolideos........ccccevrvveeereeeieicrrnnrenenn. 161
8.1.1 Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR)......cceeevvveeeiiveeciieeesiieenns 161
8.1.2 Avaliacdo do efeito da temperatura Na reagao.......cccccvvveeeeeeeeeccciiiiiieee e 162
8.1.3 Cinética de producdo de estolideos otimizada...........ccceeeeeeivieeeeiiiieee e, 162

8.2 REUSO da BNZIMA c..eiiiiiiiieiieeiee ettt e e e e ne 162
8.3  Caracterizagao dos estolideos livres apds otimizagao da reagao........cccceecuveeeennee. 163
8.4 ReSUIAOS....coiuiiiiiiee e 164
8.5 Investigacdo dos parametros da reagdo de produgao de estolideos ...................... 164
8.5.1 Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR).......ccceeeviveeeeiiiieeeennenen. 164
8.5.2 Avaliacdo das melhores condicOes reacionais.........cccccvvveeeeeeeeeicciireeeeeeeeeeeans 172
8.5.3  Avaliagao das caracteristicas lubrificantes .........ccccocovveeiiciie i 177

9 CONCLUSOES......cuiuiiieteteeiitste ettt s ettt ettt s bt s et e se s s s seseanaeas 180
10 PERSPECTIVAS ...ttt ettt ettt ettt st e e bt e st e e be e sateebeesabeesaeeeaeens 182
11 REFERENCIAS ...ttt ettt ettt ettt ettt es ettt ettt et et et et et et et et esesesesesesesenes 183

XX



Capitulo 1

1 Introducao

Os lubrificantes minerais, 6leos derivados do petréleo, sdao exemplos claros de
produtos Uteis, porém, perigosos ao meio ambiente (MMA; CONAMA, 2005; ORI-JESU; ORI-
JESU, 2009). O aumento do rigor legislativo das normas ambientais e dos precos do dleo cru
devido a diminuicdo das reservas de petrdleo tem conduzido a substituicdo gradual dos
6leos minerais por 6leos sintéticos e 6leos sintéticos provenientes de fontes renovaveis
(AZI1Z et al., 2014; KANIA et al.,, 2015; PANCHAL et al., 2017). Estes ultimos, conhecidos
também como biolubrificantes, podem ser obtidos por catalise quimica (MCNUTT; HE, 2016)
ou enzimatica (NAGENDRAMMA,; KAUL, 2012).

O mercado mundial de lubrificantes acabados constitui menos de 1% da entrada de
6leo cru nas refinarias, o que significa cerca de 36.000.000 toneladas por ano, com os
biolubrificantes representando aproximadamente 2% deste (BART, J.C.J., GUCCIARDI, E.,
CAVALLARO, 2013a; BARTZ, 1998). A previsdo é de que o mercado de lubrificantes alcance
49.300.000 toneladas até o ano de 2022 com crescimento de 2,8% ao ano (BAIN &
COMPANY; GAS ENERGY, 2014a, 2014b). Enquanto o mercado de lubrificantes acabados de
base mineral se encontra praticamente estagnado, os biolubrificantes vém apresentando um
crescimento médio de 10% ao ano nos ultimos 10 anos alertando para a importancia de mais
aporte de recursos para o desenvolvimento e consolidacdo desta tecnologia (EHRAN et al.,
2008; SOARES, 2013a).

Os Dbiolubrificantes sdo ésteres organicos biodegradaveis, que podem ser
decompostos, em até um ano, por meio da metabolizacdo microbiana. Os principais ésteres
utilizados como biolubrificantes sdo ftalatos, diésteres, C36 dimeratos, trimetilatos e ésteres
produzidos da reacdo entre dacidos mono ou dicarboxilicos e polidlcoois (3alcoois
polihidroxilados) que também sdo conhecidos como poliolésteres (BART, J.C.J., GUCCIARDI,
E., CAVALLARO, 2013a; ROCCO et al., 2016). Os poliolésteres vém sendo estudados devido a
serem produtos com boa estabilidade, pois tém presenca de um atomo de carbono
guaternario assim como a auséncia de um hidrogénio secunddrio na posi¢cdo B a hidroxila

(MOULOUNGUI; PELET, 2001). Ambas caracteristicas, que trazem maior interesse para os
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poliolésteres, também podem ser encontradas em oligbmeros de acidos graxos conhecidos
como estolideos.

De uma forma geral, lubrificantes apresentam propriedades fisico-quimicas que
variam de acordo com a aplicagdo para a qual sdao formulados. Algumas destas, como a
estabilidade oxidativa, sdo extremamente importantes e, no caso de dleos vegetais, esta
propriedade é bastante insatisfatéoria (CERMAK; ISBELL, 2003; PULLEN; SAEED, 2012). Isto
ocorre, pois, a medida que se sintetiza uma molécula altamente resistente a oxida¢ao, com
as duplas ligagdes removidas ou protegidas por impedimentos estéricos, deve-se levar em
consideracdo que a acdo dos micro-organismos responsaveis pela sua biodegradacdo
também serd dificultada (SILVA, 2012). Assim, o grande desafio da producdo de um
biolubrificante reside no fato de se tentar encontrar um equilibrio, ou seja, uma molécula
que tenha alta resisténcia a oxidagdo e seja simultaneamente biodegradavel.

Dentro do contexto da producdo dos biolubrificantes por tecnologia enzimatica,
destacam-se como biocatalisadores as lipases (triacilglicerol éster hidrolases, E.C. 3.1.1.3 —
IUPAC). Estas enzimas atuam, geralmente, em interface organico-aquosa, catalisando a
hidrélise da ligagdo éster de triacilglicerdis formando acidos graxos livres e triacilglicerol
(SHARMA; CHISTI; BANERJEE, 2001). Em ambientes aquo-restritos, estas podem atuar em
diversas rea¢des de sintese como a esterificacdo e a transesterificacdo (GOTOR-FERNANDEZ;
VICENTE, 2007). Justamente pela importancia das reacBes de sintese para a industria
petroquimica, a aplicacdo das lipases vem crescendo progressivamente, como na producao
de biodiesel (AGUIEIRAS et al., 2014; BISEN; SANODIYA, 2010; SOUZA et al., 2009) e de
biolubrificantes (DA SILVA et al., 2015, LAGE et al. 2016). No caso especifico da producdo de
biolubrificantes, a enzima comercial de Candida rugosa tem sido relatada como um
catalisador especifico para a utilizacdo em derivados de mamona, seja para a producdo de
oligdbmeros de dacido ricinoléico conhecidos como estolideos (BODALO et al., 2005) como
para a producdo de biolubrificantes a partir do biodiesel metilico de mamona e
trimetilolpropano, reagdao na qual se obteve conversdes altas (¥98%) quando comparada a
mesma reacdo via catalise quimica (~60%) (DA SILVA et al., 2015).

O ¢dleo de mamona é proveniente da prensagem das sementes da mamoneira
(Ricinus communis) planta presente em todo o territério brasileiro sendo destaque na

producdo brasileira (MCKEON et al., 2016). Atualmente, a hidrélise industrial deste 6leo para



produzir acidos graxos livres é realizada por hidrdlise térmica ou quimica, geralmente
usando catalisadores alcalinos (MAHER; BRESSLER, 2007; SALIMON; ABDULLAH; SALIH,
2011), o que pode causar oxidacdo do produto final. O acido ricinoléico também pode ser
produzido por saponificacdo seguida de acidificacao (SATYARTHI; SRINIVAS; RATNASAMY,
2011). Este ultimo procedimento, apesar das temperaturas amenas em compara¢do com a
hidrélise térmica, fornece um produto com alteracdes de cor e odor e uma grande
quantidade de residuos (lodo acido e agua dura). O processo de hidrdlise catalisado por
lipases ja vem sendo estudado por diversos autores com vantagens evidentes em relagao a
qualidade do produto obtido (AVELAR et al., 2013; CAVALCANTI-OLIVEIRA et al., 2011; DE
SOUSA et al., 2010; HERMANSYAH et al., 2007; NOOR; HASAN; RAMACHANDRAN, 2003). O
produto da hidrdlise deste 6leo é composto por 70 - 90% de acido ricinoléico ou acido 12-
hidroxi-9-cis-octadecendico, que possui estrutura diferenciada por conter uma ligacdo cis-
dupla no cabono 9 e uma hidroxila no carbono 12. A estrutura quimica deste acido leva o
6leo de mamona a ser um dleo naturalmente mais viscoso (DOLL et al., 2017; JUNIOR et al.,
2011). Derivados ésteres do 4cido ricinoléico tém sido sugeridos como potenciais
biolubrificantes (AZEVEDO; LIMA, 2001; GARCIA-ZAPATEIRO; VALENCIA; FRANCO, 2014;
JUNIOR et al., 2011; POTULA et al., 2014), porém a sua estabilidade oxidativa é questionada
devido a hidroxila livre no carbono 12 do 4acido ricinoléico. No entanto, se esta hidroxila for
esterificada, como na reacdo de obtencdo de estolideos, o produto desta reacdo pode se
tornar mais estavel (YAO et al., 2010).

Os estolideos sdo oligbmeros formados a partir da esterificacdo entre dois acidos
graxos de modo a conservar sempre um terminal carboxilico livre (AGUIEIRAS et al., 2011;
BODALO-SANTOYO et al., 2005; DOLL et al., 2017). Esta catalise pode ser feita via quimica,
entre diversos acidos graxos, desde que estes tenham como nucledfilo o carbono de uma
ligagdo dupla ou uma hidroxila livre, no caso dos hidroxidacidos, como o acido ricinoléico. No
entanto, estas reagdes requerem elevadas temperaturas e pressdes, o que prejudica a
qualidade do produto final obtido (ISBELL et al., 2000).

Nosso grupo de pesquisa do laboratério de biotecnologia microbiana (LaBiM / UFRJ)
tem se dedicado nos ultimos anos ao desenvolvimento de produtos biotecnolégicos tais
como biodiesel (AGUIEIRAS et al., 2014; CASTRO et al., 2014; CAVALCANTI-OLIVEIRA et al.,
2015) e biolubrificantes (CAVALCANTI et al., 2018; DA SILVA et al., 2015; DA SILVA; HABERT;



FREIRE, 2013; FERNANDES et al., 2017; GRECO-DUARTE et al., 2017) que em conjunto com o
conhecimento fornecido pela Geréncia de Produtos (PROD) do CENPES/ Petrobras tornou
possivel o desenvolvimento desta tese.

Deste modo, a presente tese de doutorado descreve o desenvolvimento de um novo
processo totalmente realizado por rota enzimatica, utilizando lipases, que abordou o estudo
da hidroesterificacdo do dleo de mamona, que consiste na hidrélise do 6leo de mamona e na
esterificacdo entre o produto desta hidrdlise e dele com diferentes polidlcoois. Este processo
se encontra inserido no contexto das Tecnologias Verdes e possibilitou o desenvolvimento e
o controle do processo de producdo de biolubrificantes do tipo estolideos para diversas
aplicacdes do mercado, diminuindo a dependéncia externa na area e podendo significar

reducdo de custos de produgdao deste insumo.



Capitulo 2

2 Objetivos

2.1 Objetivo geral

Esta tese de doutorado tem como objetivo desenvolver um processo biocatalitico de
obtencdao de biolubrificantes com diversas caracteristicas, que sejam promissores para o
mercado de lubrificantes, a partir do 6leo de mamona. A proposta é de utilizar o processo de
hidroesterificacdo enzimatica, utilizando enzimas comerciais e vegetais (obtidas das
sementes dormentes de mamoneira), sendo o processo como um todo baseado nos

principios da quimica verde.

2.2 Objetivos especificos

Para realizar este trabalho, diversos objetivos especificos tiveram de ser cumpridos nao

necessariamente na ordem que serdao apresentados, a saber:

v' Desenvolvimento de uma metodologia que permita hidrolisar o dleo de mamona

utilizando as préprias sementes de mamona como biocatalisador.

v' Selecdo de enzimas comerciais especificas para a esterificacdo dos acidos graxos

livres de mamona (AGLM).

v" Desenvolvimento de um método analitico, por cromatrografia gasosa, de detec¢do

do acido ricinoléico livre no meio reacional.

v" Producdo de biolubrificantes a partir da hidroesterificacdo do dleo de mamona

utilizando diferentes polialcoois.



Estudo da producdo de estolideos livres pela lipase comercial de Candida rugosa.

Estudos preliminares de selecdo de enzimas para producdo de estolideos acabados.

Otimizacdo da producdo de estolideos livres por planejamento experimental do tipo

delineamento composto central rotacional (DCCR).

Reuso do biocatalisador na condicdo otimizada.

Caracterizacdo e comparacdao quanto as propriedades lubrificantes de todos os

estolideos formados.
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Capitulo 3

3 Revisdo Bibliografica

3.1 Lubrificantes

Os lubrificantes sdo oleos de extrema importdncia para a garantia do bom
funcionamento de qualquer maquinario, atuando dentre outros na economia de energia e
de combustivel, seja no setor de transportes ou em processos produtivos industriais (BART,

J.C.J., GUCCIARDI, E., CAVALLARO, 2013a).

Os primeiros registros do uso de lubrificantes datam de 2006 a.C. no Egito antigo e
possivelmente comegou com a necessidade de diminuir o atrito no transporte dos blocos
necessarios para a construcdo das Esfinges e Piramides. Antes disso, como o uso de
lubrificantes era desconhecido, os egipcios utilizavam galhos de arvores para arrastar e
puxar os trendés com aproximadamente 60 toneladas de blocos. A fungdo dos galhos de
arvores era reduzir o atrito de deslizamento entre o trend e o solo. O primeiro vestigio de
Oleo lubrificante foi encontrado nas rodas de um “trend” e foi comprovado que o elemento
que estava sendo utilizado era sebo de boi ou de carneiro. Em 1.700 a.C., ainda no Egito
antigo, se utilizava, além de gordura animal, d4gua, lama e gordura vegetal para lubrificar os
deslizadores dos “trends” e também os eixos de carruagem (CLARILUB, 2013;

WEARCONTROL, 2010).

Seguindo mais adiante na linha do tempo, temos registros do uso de lubrificantes nos
jogos olimpicos, na antiga Grécia, desde sua primeira edicdo em meados de 776 a.C. Uma
das modalidades era a corrida de bigas, que também tinham seus eixos lubrificados por
gordura animal. Em 200 d.C. os romanos também utilizaram as bigas como meio de
transporte, que por sua vez também eram lubrificadas por gordura animal. Nos castelos da
Idade Média, entre os séculos V e X, a gordura animal foi utilizada para lubrificar o
mecanismo de abertura dos portdes e nas rodas das carruagens. Na Noruega, no ano de 780,
os vikings construiram os primeiros Drakkars — compridos barcos a vela no qual foi usado o

6leo de baleia para lubrificar o suporte de articulagdo das velas e o eixo do leme. J& no
8



século XV, com o inicio das grandes navegacbes comerciais, o 6leo de baleia também foi

usado para lubrificar a maquinaria dos navios, como os timdes (CLARILUB, 2013).

Desta forma, os primeiros O6leos lubrificantes conhecidos utilizados pelos seres
humanos foram os 6leos de origem animal e também dleos vegetais. No século XIX, os
triglicerideos naturais foram gradualmente substituidos por lubrificantes derivados do
petréleo, denominados 6leos minerais. O petrdleo era conhecido ja na antiguidade, devido a
afloramentos frequentes no Oriente Médio. Estudos arqueoldgicos demonstram que foi
utilizado hd quase seis mil anos pelos drabes. No entanto, a industria petrolifera que
conhecemos hoje, comecou a se formar em meados do século XIX. Em agosto de 1859 o
americano Edwin Laurentine Drake perfurou o primeiro pogo para a procura do petréleo, na
Pensilvania e definitivamente tragou o inicio da histéria dos lubrificantes de origem mineral.
Estes entdo foram substituindo aqueles de origem animal e vegetal, pois eram mais baratos
e tinham elevada estabilidade térmica - suportavam o calor por mais tempo sem se

decompor (SILVA, 2012; LASTRES, 2003; USP, 1999).

Nos dias atuais, apesar da maior parte dos lubrificantes utilizados nas diversas
aplicacdes dos dleos lubrificantes ainda serem de origem mineral, os padrdes de qualidade
exigidos (como graus de viscosidade, resisténcia a oxida¢ao, ponto de fluidez), sdo cada vez
mais rigorosos e nem sempre podem ser alcancados com o uso dos dleos minerais
convencionais. Com os avancos nas tecnologias de producdo de lubrificantes, rotas
alternativas de producdo dos mesmos vém sendo desenvolvidas para a obtencdo de
produtos com maior durabilidade e menor impacto ambiental (BART, J.C.J., GUCCIARDI, E.,
CAVALLARO, 2013a; KANIA et al., 2015; SILVA, 2012; SYAIMA et al., 2015).

Os lubrificantes podem ser classificados como uma substancia ou como um grupo de
produtos. Como uma substancia eles sdo caracterizados como 6leos que possuem diversas
propriedades lubrificantes que variam de acordo com a finalidade para a qual sdo
produzidos; sdo utilizados para facilitar a movimentacao de corpos sélidos ndo somente para
diminuir o atrito, mas também o desgaste entre as superficies que estdo interagindo.
Quando sdo classificados como um grupo de produtos, eles desempenham um papel

essencial na industria e no transporte, uma vez que sem lubrificacdo ndo ha transferéncia de



energia e qualquer maquindrio estaria condenado ao mau funcionamento desde seus

primeiros usos (BART, J.C.J., GUCCIARDI, E., CAVALLARO, 2013a; PANCHAL et al., 2017).

Dentro do grupo dos lubrificantes existem os fluidos funcionais que sdo usados em
aplicacdes onde seu propodsito principal ndo somente é atuar na friccdo e reducdo do
desgaste, embora seja necessario algum grau de lubrificacdo, mas também na troca de
energia e calor. Exemplos de tais aplicacdes sdao os fluidos de transformadores, os fluidos de
transferéncia de calor, os fluidos hidraulicos e os fluidos de refrigeracao para metais. Além
da ampla aplicacdo em motores, engrenagens e fluidos hidraulicos, existem milhares de
outras formulacdes de lubrificantes ou graxas especificamente personalizadas que diferem
muito, tanto quimicamente quanto fisicamente (BART, J.C.J., GUCCIARDI, E., CAVALLARO,
2013a; KANIA et al., 2015).

Sendo assim, lubrificantes sdo responsdveis pela reducdo de atrito e desgaste, além
de manter limpo e refrigerar os equipamentos. Tal fungdo é realizada por meio da formacao
de uma pelicula, que permite o bom funcionamento dos equipamentos, resultando em
eficiéncia na transferéncia de energia, economia de energia e de combustivel. Além disso, os
lubrificantes protegem as maquinas contra a corrosdo das partes metalicas por acao
tensoativa; remove o calor gerado pelo atrito ou pela combustdo, no caso de motores;
promove a selagem do sistema lubrificado; e proporciona a limpeza do sistema removendo
as impurezas (BAIN & COMPANY; GAS ENERGY, 2014b; BART, J.C.J., GUCCIARDI, E.,
CAVALLARO, 2013a; DO BRASIL et al., 2012).

3.1.1 Mercado de lubrificantes

Atualmente, as bases de maior consumo no mercado brasileiro de lubrificantes sdo
derivados do refino do petrdleo. Entretanto, ndo ha previsdo para expansao e criacao de
novas unidades de refino. Sendo assim, as oportunidades vigentes se concentram nos 6leos
sintéticos e na ampliacdo das operagdes de rerrefino. A classificacdo destes 6leos quanto aos
seus grupos podera ser vista no topico 3.2.1 (BAIN & COMPANY; GAS ENERGY, 2014a, 2014b;
ROCCO et al., 2016; SOARES, 2013a).

10



O mercado mundial de lubrificantes acabados constitui menos de 1% da entrada de
dleo cru nas refinarias, o que significa cerca de 36.000.000 toneladas por ano, com os
biolubrificantes representando aproximadamente 2% deste (BART, J.C.J., GUCCIARDI, E.,
CAVALLARO, 2013a; BARTZ, 1998). O relatério Bain & Company and Gas Energy (2014)
menciona que em 2012, o consumo de biolubrificantes no Brasil foi de 1.400 toneladas o
que representa 0,1% do volume total de lubrificantes consumidos no mercado local,
enquanto a parcela dos biolubrificantes no mercado global ja era de 1%. A previsdo é de que
o mercado mundial de lubrificantes alcance 49.300.000 toneladas, sendo seu crescimento de
2012 a 2022 de 2,8 % ao ano (BAIN & COMPANY; GAS ENERGY, 2014a, 2014b). Enquanto o
mercado de lubrificantes acabados de base mineral se encontra praticamente estagnado, os
biolubrificantes vém apresentando um crescimento médio de 10% ao ano nos ultimos 10
anos alertando para a importancia de mais aporte de recursos no desenvolvimento e
consolidacdo desta tecnologia (EHRAN et al., 2008; SOARES, 2013a).

Apesar do mercado de biolubrificantes no Brasil ainda ser reduzido, as informacgdes
que temos disponiveis na literatura conduz a um futuro promissor, além disso, a
representatividade dos biolubrificantes a nivel mundial indica que hd um grande potencial
de crescimento do mercado interno brasileiro.

O consumo anual de biolubrificantes no mercado europeu, por exemplo, alcangou
130.000 toneladas em 2006, 150.000 em 2008 e a tendéncia é de atingir 230.000 toneladas
em 2020 sendo os principais usudrios desta tecnologia a Alemanha e os paises da
Escandindvia. Nestes paises mais avancados na producdo de biolubrificantes, o maior
obstaculo para o desenvolvimento das tecnologias verdes é a disponibilidade de matérias-
primas, diferentemente do cenario brasileiro no qual temos a vantagem competitiva de
produzir as matérias-primas - principalmente plantas oleaginosas - fato que coloca o pais em
posicdo privilegiada para apresentar um papel de destaque no mercado global (WHITBY,
2006; BAIN & COMPANY; GAS ENERGY, 2014b; PETRAN et al., 2008; SOARES, 2013a).

Os maiores obstaculos encontrados no Brasil sdo as incertezas técnicas uma vez que
ainda se encontram no inicio de desenvolvimento, o que leva a problematica econémica
devido aos altos custos dos produtos, mas, mesmo assim, algumas empresas estdo se
estabelecendo no pais apostando nesse potencial e planejam altos valores de investimento

para os proximos anos visando aumentar a produgao de biolubrificantes. Como exemplos, se
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destacam a empresa nacional paulista VGBio e as empresas norte-americanas sediadas em
S3o Paulo: Amyris, Elevance e Solazyme (BAIN & COMPANY; GAS ENERGY, 2014b).

Outros fatores indicam que a expectativa sera o aumento da producdo de
biolubrificantes no Brasil. O mercado automotivo, por exemplo, avangou de forma
expressiva nos ultimos anos. Este avanco é estimado diretamente pelo nimero de
automdveis em circulacdo no pais que cresceu de 30 milhdes, no inicio de 2008, para 42,6
milhdes, no final de 2012. Além deste fator, a producao industrial brasileira possui previsao
de crescimento médio anual de 3,6% até 2025. Ambos fatores tendem a impulsionar o
consumo brasileiro de lubrificantes estimulando a demanda local pelos mesmos. E
importante ressaltar, no entanto, que estes lubrificantes locais possuem qualidade inferior,
tanto no ramo industrial quanto no ramo automotivo e o desenvolvimento de motores mais
modernos, com maior eficiéncia, tende a reduzir o consumo dos lubrificantes locais, uma vez
gue serdo necessarios lubrificantes de qualidade superior (BAIN & COMPANY; GAS ENERGY,
2014b).

No setor automotivo, os veiculos que circulam no Brasil possuem tecnologias
inferiores em comparacdo aqueles dos paises desenvolvidos, sendo uma possivel explicacdo
para a utilizacdo de lubrificantes inferiores neste segmento no Brasil. Entretanto, se acredita
que isto seja temporario, uma vez que programas como o Inovar-Auto incentiva a inovacao
tecnoldgica e adensamento da cadeia produtiva de veiculos automotores estdo
impulsionando o progresso nesta area. Este programa tem dentro de suas metas,
investimentos em inovacdo e melhoria das qualidades dos veiculos circulando no territério
nacional. Além disso, existem também novas regulagdes sobre emissdes de poluentes
veiculares, que podem aumentar a demanda por lubrificantes de melhor qualidade. Espera-
se, portanto, uma reducdo no consumo nacional de dleos basicos provenientes do refino,
que sdo oleos de menor qualidade, como os parafinicos e maiores investimentos em

lubrificantes sinteticos (ABDI; MDIC, 2018; BAIN & COMPANY; GAS ENERGY, 2014b).

Outro exemplo de insercdo de dleos provenientes de fontes renovdveis sdo os 6leos
de transformadores - que servem como isolantes e que tem resisténcia a altas temperaturas.
Nos paises desenvolvidos tal qual os Estados Unidos cerca de 20% dos 6leos utilizados em

transformadores foram oleos vegetais enquanto no Brasil, que é o grande produtor de
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oleaginosas, os 6leos vegetais correspondem a apenas 3% do total de éleo utilizado em
transformadores num senso realizado em 2012. Esta tendéncia de aumento decorre
principalmente do alto custo de remediacdo de areas onde ocorre vazamento de dleo
mineral dos transformadores levando a maior utilizacdo de dleos vegetais (BAIN &

COMPANY; GAS ENERGY, 2014b).

Além do aumento no rigor das leis ambientais, visando a saude do meio ambiente, o
mesmo tipo de exigéncia tem sido feito na area de saude humana tendo impacto direto
sobre a demanda de lubrificantes mundialmente. Um destaque vai para a utilizacdo de
lubrificantes de grau alimenticio (lubrificantes classificados como de grau alimenticio ndo
podem possuir substancias téxicas aos seres humanos). Esta restricdo é importante
principalmente no ramo das induUstrias alimenticias para que os alimentos estejam
protegidos no caso de contato durante o processo produtivo (BAIN & COMPANY; GAS
ENERGY, 2014b; SOARES, 2013a).

A tendéncia brasileira para os préoximos anos consistird, entdo, no avanco da
producdo de ésteres organicos, produzidos por rota renovavel (biolubrificantes), de forma a
tirar vantagem do beneficio competitivo que o Brasil tem, no que diz respeito a producao de
matérias-primas vegetais. Ademais, deverdao ocorrer melhorias na eficiéncia do rerrefino,
gue consiste na reutilizacdo dos dleos lubrificantes usados ou contaminados (OLUC), com
tecnologias mais avancadas de aproveitamento dos OLUCs, além de investimentos em pdlos
6leoquimicos para fornecimento de matérias-primas para esta industria (BAIN & COMPANY;

GAS ENERGY, 2014a).

3.1.2 Lubrificantes acabados

Os 6leos lubrificantes acabados sdo, segundo a ANP, éleos lubrificantes formulados a
partir de um 6leo basico ou da mistura dos 6leos basicos podendo conter ou ndo aditivos em

sua formulacdo, sendo seu principal constituinte o éleo basico.

Na Figura 1 podemos observar um fluxograma demonstrando a cadeia de producdo

dos lubrificantes acabados até seu consumo. Os dleos lubrificantes sdao constituidos por
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Oleos basicos, que compreende a maior parte do produto final acabado. Este lubrificante
normalmente contém aditivos que sdo utilizados para enquadrar o lubrificante dentro de
determinada especificacdo fisico-quimica exigida pelo tipo de aplicacdo (BAIN & COMPANY;
GAS ENERGY, 2014b; DO BRASIL et al., 2012; MMA; CONAMA, 2005; ROCCO et al., 2016).

Descarte / Rerrefino

Oleos basicos ) Aditivos Lubrificantes Consumo

Figura 1 Fluxograma da cadeia de producao de lubrificantes (BAIN & COMPANY; GAS
ENERGY, 2014b)

Os lubrificantes acabados derivados de éleos minerais ou sintéticos, provenientes de
petréleo, sdao os mais utilizados atualmente. Eles sdao formados por hidrocarbonetos e
contém em sua composicdo elementos como o enxofre, nitrogénio e alguns metais tragos
que contribuem para sua toxicidade e baixa biodegradabilidade (ADHVARYU, A., LIU, Z,,
ERHAN, S.Z., 2005). Além disso, € comum, conforme o uso, surgirem problemas associados a
degradacdao do produto e também, no caso de automdveis, a sua contaminagao por
subprodutos gerados pela combustdo no carter, o que leva a formacdo de depédsitos, ao

aumento de viscosidade e ao seu mau funcionamento (ARAUJO, 2003).

Para minimizar os inconvenientes provenientes da utilizacdo dos produtos, os dleos
lubrificantes sdo obtidos por meio da mistura de éleos bdsicos e aditivos com funcgbes
antioxidantes, antidesgaste, detergente/dispersante, dentre outras. Deste modo, projetar
um lubrificante acabado para executar estas funcdes é uma tarefa complexa, envolvendo
uma avaliacdo cuidadosa das propriedades do oleo basico e dos aditivos que serdo

empregados (SILVA, 2012).

Este lubrificante serda entdo utilizado e descartado, podendo ser rerrefinado e
retornar a cadeia produtiva. Os 6leos basicos, que podem ser de varios tipos de acordo com
sua precedéncia e formas de obtencdo, possuem caracteristicas diferenciadas, e por isso

serdo abordados na secao 3.2.
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3.2  Oleos basicos

O principal constituinte dos 6éleos lubrificantes acabados sdo os 6leos conhecidos
como bases. Estes Oleos chegam a compor pelo menos 75% da mistura e podem ser
derivados de petrdleo, substancias sintéticas geradas por reacdes quimicas, 6leos usados
provenientes do rerrefino ou d6leos de fonte renovavel como a gordura animal e vegetal,
aplicados separadamente ou misturados. A maior parte dos dleos basicos ndo atende,
integralmente, todos os requisitos de lubrificacdo. Nestes casos, sdo adicionados na
formulacdo aditivos que compdem o produto final, o lubrificante acabado (BAIN &

COMPANY; GAS ENERGY, 2014b; DO BRASIL et al., 2012; ROCCO et al., 2016).

As caracteristicas e a qualidade do lubrificante acabado estdo diretamente
relacionadas ao dleo basico que é seu principal constituinte. Sendo assim, a escolha de qual
dleo basico empregar para formular um lubrificante acabado dependera das caracteristicas
fisico-quimicas almejadas para determinada aplicagdo e desempenhodo produto final.
Dentre os parametros a serem avaliados, encontram-se a viscosidade, o indice de

viscosidade, o ponto de fluidez e a estabilidade a oxidacdo que serdao explicados nos itens

3.11.1e0.

3.2.1 Classificacao dos 6leos basicos

Os dleos basicos podem ser obtidos de diversos tipos de fontes, como o petrdleo,
que varia de acordo com o seu local de proveniéncia e o tipo de matéria prima que o formou
e, além disso, existem diferentes rotas de obtencdo dos dleos bdsicos, sendo as principais
utilizadas hoje em dia o hidrorrefino: como o hidrotratamento (HDT) e hidrocraqueamento
(HCC), extracdo por solventes e rota sintética (DO BRASIL et al., 2012; ROCCO et al., 2016;
SILVA, 2012).

Com o objetivo de tornar mais didatico o entendimento e de cruzar as informagdes
de formas de obtencdo/ fontes/ caracteristicas principais, o 6rgdo estadunidense American

Petroleum Institute (API) e o europeu Association Technique de L’industrie Europeannedes
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Lubrifiants (ATIEL) adotaram um sistema de classificacdo Unico ATIEL/API, conforme

apresentado na Tabela 1.

Tabela 1 Classificagdo ATIEL/API dos tipos de dleos basicos (ROCCO et al., 2016; LUBRIZOL,

2002)
Grupo | Grupo Il Grupo lll Grupo IV Grupo V
!saturados < Saturados =2  Saturados 2 Os demais
90% 90% 90% Ex.:
‘3 2Enxofre > Enxofre < Enxofre < nafténicos,
g 0,03% 0,03% 0,03% Polialfaolefinas silicones,
g (PAOs) ésteres
“ obtidos por
80 <*IV < 120 80<1V<120 IV 2120
rota
sintética.

! conforme método ASTM D 2007

2 Conforme métodos ASTM D 2622 ou ASTM D 4294 ou ASTM D 4927 ou ASTM D 3120

3 indice de viscosidade (IV) ASTM D 2270

Como se pode notar, os dleos basicos sdo entdo classificados em grupos, de acordo
com o teor de enxofre da amostra, o indice de viscosidade e o teor de saturados junto aos
processos de obtencdo e as fontes das quais se originam (BAIN & COMPANY; GAS ENERGY,
2014b; ROCCO et al., 2016; SILVA, 2012 e SOARES, 2013). A seguir sdo detalhados os

principais grupos de 6leos bdsicos:

° Grupo |: sdo os dleos minerais parafinicos obtidos por destilagdao fracionada seguida
de extracdo por solvente (extracdo de aromaticos e desparafinacdo por solvente, passando
ou ndo pelo hidroacabamento) cuja utilizacdo principal é em 6leos automotivos (hidraulico,

motor ou engrenagens);

16



° Grupo |l: sdo obtidos por destilacdo fracionada seguida de hidrorrefino e sdo muito
empregados como o6leo de motor. Possuem bom desempenho quanto a estabilidade
oxidativa e ponto de fulgor, mas ndao atingem os requisitos no que se refere a ponto de
fluidez e viscosidade a baixa temperatura. Sdo produzidos principalmente na América do

Norte, onde dominam 45% do mercado de lubrificantes, e na Asia.

° Grupo lll: sdo dleos bdsicos do tipo Il submetidos ao processo adicional de
hidrocraqueamento, que é um tratamento com hidrogénio seguido de isomerizagao, com o
objetivo de proporcionar bons desempenhos em diversas propriedades, como o indice de
viscosidade, mesmo sem terem modificacdes quimicas especiais. Sua producdo é
principalmente realizada na Europa e na Asia e eles sdo utilizados para fabricacio de dleos

lubrificantes sintéticos.

° Grupo IV: sdo Oleos basicos, obtidos por reagles quimicas, conhecidos como
polialfaolefinas (PAOs), que sdo os dleos sintéticos, derivados da nafta do petréleo, mais
utilizados como dleos basicos ou aditivos de lubrificantes acabados. S3o compostos de
moléculas de dimeros a tetrameros e se assemelham bastante aos éleos basicos minerais
devido a auséncia de ligacdes duplas e de grupos funcionais reativos. No entanto, esta
caracteristica leva a dificuldade de mistura com aditivos devido a falta de polaridade da
molécula (NAGENDRAMMA; KAUL, 2012). Pelas propriedades diferenciadas e por ser um
6leo sintético, as PAOs sao classificadas em um Unico grupo. Os produtos provenientes das
PAOs possuem uma composicdo quimica estavel e cadeias moleculares uniformes, o que
conduz a um excelente desempenho como lubrificante, por exemplo, para uso em motores

de alto desempenho.

. Grupo V: neste grupo estdo os dleos nafténicos e também os ésteres sintéticos. Ele
foi instituido para inserir os dleos basicos que ndo se enquadram nos demais grupos como 0s
poli-isobutenos (PIBs) e os poliolésteres (POEs) que sdo base para alguns lubrificantes

acabados com diversas aplicagdes como em engrenagens e compressores.

Algumas refinarias produzem os o6leos basicos dos grupos I, Il e Ill com indice de

viscosidade mais elevado, ainda dentro de suas respectivas faixas (IV préximo a 120 para os
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Grupos | e Il, conforme Tabela 1, mas para se diferenciarem recebem a denominacao pelo

mercado de grupos I+, ll+, lll+ (ROCCO et al., 2016).

SOARES (2013), considera também a existéncia de um grupo VI que abrangeria um
tipo especifico de oligbmero de olefinas (poli-internaolefinas - PIOs), que é fabricado na
Europa pela polimerizagao de um atomo interno da cadeia alifatica de carbonos, onde esta a

instauracdo, e nao no carbono primdrio (alfa) que origina as PAOs.

3.2.1.1 Oleos basicos minerais

Os 6leos minerais sdo obtidos pelo refino do petrdleo, por meio da destilagdo a vacuo
do dleo cru ou de dleos desasfaltados. Na composicao do petrdleo ainda existem fragdes de
hidrocarbonetos aromaticos que ndo sdo adequadas para a utilizacdo em dleos lubrificantes
e sdo extraidas no processo de refino para modificar as caracteristicas do éleo, sendo
possivel, por exemplo, melhorar a resisténcia a oxidacdo do lubrificante, aumentar o indice
de viscosidade e tornd-lo mais claro. Estes oleos contém menores propor¢cdes de
hidrocarbonetos aromaticos e sdo classificados como parafinicos e nafténicos (Tabela 2) de
acordo com sua maior constituicao de hidrocarbonetos provenientes do tipo de petréleo

processado e das rotas de refino empregadas (DO BRASIL et al., 2012; SOARES, 2013a).
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Tabela 2 Comparagdo entre as caracteristicas dos dleos parafinicos e nafténicos (adaptado

de ROCCO et al., 2016; DO BRASIL et al., 2012 e SILVA, 2012)

Caracteristicas Parafinico Nafténico
indice de Alto Baixo

Viscosidade (IV)
Ponto de Alto Baixo

Fluidez
Estabilidade Boa Média

oxidativa
Carbono 20 40

nafténico (%)

Exemplo de
estrutura
molecular

Os odleos minerais parafinicos sdo compostos principalmente por parafinas, que sdo
alcanos de cadeia longa e com ramificacdes (Tabela 2). Estes dleos sdo utilizados na maior
parte dos lubrificantes automotivos e industriais, a saber: sistemas hidrdulicos,
compressores, motores, mancais, engrenagens e transmissdes, e por isso constituem cerca
de 90% da producdo mundial de 6leos basicos. No entanto, a producdo destes dleos
parafinicos torna essencial uma etapa de desparafinacdo e, mesmo assim, ainda é necessario
o emprego de aditivos para diminuir o ponto de fluidez e evitar ndo somente a formacgao de
cristais parafinicos quando submetido a baixas temperaturas, mas também reduzir a
temperatura de escoamento do produto (DO BRASIL et al., 2012; ROCCO et al., 2016; SILVA,
2012).

Ja os dleos basicos minerais nafténicos, que sdo originados de petréleos ditos como
nafténicos, estdo classificados no grupo V devido, entre outros fatores, ao seu baixo IV
(entre 0 e 40); estes 6leos quase ndao possuem parafinas em sua constituicdo, sendo
formados principalmente por cicloalcanos (Tabela 2). Seus baixos pontos de fluidez sdao
indicados para aplicacdes que demandam baixas temperaturas, como éleos de refrigeracao
e seu baixo indice de viscosidade os torna mais suscetivel a aplicacdes como dleos para

trabalhar com metais (ferramentas de corte e laminagdo), 6leos de processamento de
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borracha (extensores), dleos isolantes de componentes elétricos (transformadores), fluidos
de amortecedores e na formulacdo de graxas (DO BRASIL et al., 2012; ROCCO et al., 2016;
SILVA, 2012).

Os lubrificantes derivados de Oleos béasicos minerais possuem caracteristicas
diferentes de acordo com o local de extracdo do dleo cru, principalmente no que se refere a
viscosidade. Além disso, muitos 6leos minerais contém em sua composi¢ao, compostos de
baixa massa molar que volatilizam, durante a sua utilizagdo, gerando aumento da
viscosidade e diminuindo o ponto de fulgor dos éleos minerais em comparacdo a 6leos

vegetais com a mesma viscosidade (ERHAN, 2005).

3.2.1.2 Oleos basicos de rerrefino

O uso de qualquer éleo lubrificante acabado gera, segundo a NBR-10004 (ABNT), um
residuo téxico que sdo os 6leos lubrificantes usados ou contaminados (OLUC) que contém,
dentre outros, compostos potencialmente carcinogénicos, como aromaticos polinucleados,
provenientes da deteriorizacdo parcial do 6leo lubrificante acabado (MMA; CONAMA, 2005).
Por sua vez, o descarte dos OLUCs realizado diretamente em cursos d’agua ou no solo gera

graves danos ambientais.

Assim, a resolucdo CONAMA 362 de 2005 é o documento que estabelece as diretrizes

de recolhimento e destinacdo dos OLUCs como se pode ver pelo Art. 1° citado abaixo:

“Art. 1° Todo o6leo lubrificante usado ou contaminado devera ser
recolhido, coletado e ter destinacdo final, de modo que ndo afete negativamente
0o meio ambiente e propicie a maxima recuperacdo dos constituintes nele

contidos, na forma prevista nesta Resolugao.”
MMA & CONAMA, Resolugéo 362/2005

Desta forma, o rerrefino é um método ambientalmente mais seguro para se realizar a
reciclagem dos OLUCs, sendo a melhor alternativa em curto prazo deste tipo de residuo

(MMA; CONAMA, 2005). Esta técnica compreende a reutilizacdo dos OLUCs por meio da

20



remog¢ao de aditivos, produtos de degradacdo e de contaminantes dos dleos lubrificantes
usados ou contaminados, para se obter dleos basicos com diversas qualidades que podem
variar de acordo com o processo utilizado bem como a eficiéncia do processo (BAIN &

COMPANY; GAS ENERGY, 2014b; MMA; CONAMA, 2005).

No Brasil, os processos de rerrefino apresentam ao menos 5 etapas que exigem
destilacdo a vacuo com temperaturas superiores a 250 °C, além do uso de catalisadores e
solventes para a extragdo que n3ao sdo compativeis com o meio ambiente: (a)
homogeneizacdo, caracterizacdo e segregacao das amostras de OLUC; (b) desidratacdo e
obtencdo de hidrocarbonetos leves; (c) tratamento quimico ou extracdo; (d) recuperacdo
dos solventes/catalisadores e (v) clarificagdo (CANCHUMANI, 2013). O processo de rerrefino,
no entanto, gera uma borra acida, devido ao processo de clarificagdo que utiliza acido
sulfarico até 20% (m/m), que é extremamente tdxica ao meio ambiente (ABNT, 2004) e de
dificil degradacdo (GETLIFF; JAMES, 1996). Uma tentativa de neutralizar a formacdo desta
borra acida, produzida no processo convencional, é a utilizacdo do processo Meiken
melhorado (ou 4cido/argila), que é a principal tecnologia utilizada no Brasil. Esta tecnologia
apresenta menores gastos e custo de manutengdo, entretanto, a eficiéncia é menor e os
produtos tém qualidades inferiores (BAIN & COMPANY; GAS ENERGY, 2014b). Por outro
lado, esta tecnologia gera outro residuo denominado borra neutra que também entra na

categoria de produtos perigosos ao meio ambiente, segundo a NBR 10004 (ABNT, 2004).

Existem no Brasil 19 rerrefinadores em operacdo. O lider do segmento é a Lwart, que
detém cerca de 50% do mercado de rerrefino em territério nacional (2012), de acordo com
pesquisa realizada pela Agéncia Virtual. O restante do mercado esta dividido entre as
pequenas empresas. A atuacdao no mercado de rerrefino depende de uma operacdo eficiente
de logistica reversa de coleta dos OLUCs que garanta o fornecimento da matéria-prima do

rerrefino a custos competitivos (BAIN & COMPANY; GAS ENERGY, 2014b).

Apesar de a resolugdo CONAMA 362/2005 deixar claro que todo OLUC coletado
deverd ser destinado a reciclagem pelo rerrefino, atualmente a reutilizacao dos OLUCs chega
apenas a 19% da demanda por dleos basicos para lubrificantes (BAIN & COMPANY; GAS
ENERGY, 2014b). Um dos fatores que impede o crescimento deste mercado é a falta de

diversidade no material gerado e a falta de fiscalizacdo dos d6rgaos publicos quanto ao
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descarte irregular dos OLUCs diminuindo, portanto, o potencial de fornecimento de matéria-

prima para o rerrefino (BAIN & COMPANY; GAS ENERGY, 2014a e b).

3.2.1.3 Oleos basicos sintéticos

Os dleos minerais ainda sdao a maior fonte de 6leos basicos, entretanto, com o rigor
das leis ambientais e a diminuicdo das reservas de petrdleo, a demanda por éleos com
qualidades especificas vem aumentando. Assim, o uso de produtos com propriedades
lubrificantes melhoradas, provenientes de sintese quimica a partir de derivados de petréleo,
como o caso das PAOs, é cada vez maior (BART, J.C.J.,, GUCCIARDI, E., CAVALLARO, 2013a;
SILVA, 2012; SYAIMA et al., 2015).

Apesar do aumento de interesse nestes tipos de dleos ser recente, a producdo de
Oleos sintéticos comecou antes mesmo da existéncia do motor de combustdo interna. O
primeiro lubrificante sintético foi desenvolvido por Friedel e Crafts, em 1877, pelas reacdes
de alquilagdes e acilagdes de anéis aromaticos empregando como catalisador o tricloreto de
aluminio nas conhecidas como Friedel-Craft reactions (NAGENDRAMMA; KAUL, 2012;
RUEPING; NACHTSHEIM, 2010);

Durante a Segunda Guerra Mundial, a necessidade de lubrificantes resistentes a
diferentes variacbes de temperatura (altos 1Vs) em motores nos segmentos militares levou
ao desenvolvimento, nos Estados Unidos, da tecnologia de producdo de lubrificantes
sintéticos pelo the United States Naval Research Laboratory, que foram usados
especificamente nos equipamentos militares e industriais. Antes que os ésteres sintéticos
fossem desenvolvidos, o dleo de mamona e de colza eram utilizados. No entanto, mesmo
que com custos elevados, varios ésteres sintéticos desenvolvidos nesta época foram
utilizados como lubrificantes industriais por muitos anos (NAGENDRAMMA; KAUL, 2012;
VANDER; KENBEEK, 1993).

O primeiro lubrificante 100% sintético foi produzido pela AMSOIL e aprovado por
todos os testes do American Petroleum Institute (APl) atingindo sua qualificacdo APl em
1972, sendo comercializado somente em 1975. Apesar de sua aceitacdo ser prejudicada
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pelos precos elevados, suas caracteristicas elevam o interesse por estes dleos quando
comparados as bases minerais. Dentre elas, destacam-se: durabilidade, melhores
propriedades a baixas temperaturas (pontos de fluidez), maiores estabilidades termo-
oxidativa, elevados indices de viscosidade e altos pontos de fulgor (NAGENDRAMMA; KAUL,
2012; SOARES, 2013a).

Desde entdo, a maior parte das grandes empresas ja produzem alternativas de 6leos
sintéticos e semi-sintéticos para comercializagdo. Cerca de 80% do mercado mundial de
lubrificantes sintéticos é composto por: polialfaolefinas (45%), ésteres organicos (25%) e
poliglicdis (10%) (MURPHY et al, 2002). Dentre as bases sintéticas empregadas, a de maior

uso é a PAO.

Em contrapartida, as bases minerais apresentam menor custo e sdo mais abundantes
comparativamente aos sintéticos (ROCCO et al., 2016; SILVA, 2012). Entdo, surge a questdo
de como convencer os usudrios industriais a pagar mais por um produto sintético. Os
lubrificantes derivados do petréleo sdo mais baratos, desta forma, os sintéticos ndo podem
competir pelas mesmas aplicacdes. Em geral, apesar das caracteristicas difundidas no meio

industrial, que os lubrificantes sintéticos sao melhores protetores e tém maior durabilidade.

Deste modo, apesar dos lubrificantes convencionais apresentarem maior utilizacdo
industrial, a decadéncia das fontes finitas de petrdleo, as novas especificacdes de qualidade
de lubrificantes acabados e o atendimento aos rigorosos regulamentos ambientais do futuro
sdo a principal forga motriz para os novos desenvolvimentos tecnoldgicos nesta area de

sintéticos (NAGENDRAMMA; KAUL, 2012).

3.2.1.4 Oleos basicos de fontes renovaveis

A maior parte dos dleos lubrificantes tem base em éleos minerais que sdo potenciais
poluidores em varios niveis, a saber: a sua combustdo gera gases residuais nocivos ao meio
ambiente e a salde publica; tem baixa biodegradabilidade; alta toxicidade e, mesmo assim,
cerca de 50% de todos os lubrificantes vendidos terminam no ambiente, seja por perdas
durante a aplicagdo, derramamentos ou mesmo volatilizagdo. No caso dos 6leos 100%
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sintéticos, seu uso ainda é restrito devido aos altos custos e pela problematica ambiental
tanto devido a sua composicdo (produzidos a partir de 6leos minerais) quanto pelo seu
processo produtivo ser constituido por uma série de catalises quimicas (MADANHIRE;

MBOHWA, 2016; MMA; CONAMA, 2005; TAMADA et al., 2012).

Nos ultimos anos a diminuicdo das reservas de petrdleo aliadas ao aumento dos
precos do dleo cru e a preocupagdao com emissdes desreguladas de compostos téxicos para o
meio ambiente conduziu a producdao de leis rigorosas quanto ao uso de lubrificantes,
principalmente quando se trata de dreas mais “ecologicamente sensiveis”, e que tendem a

expandir sua atuacdo até mesmo na formulacao de lubrificantes e adicao de aditivos.

No entanto, para os biolubrificantes atuarem em substituicdo aos lubrificantes de
base mineral, algumas desvantagens inerentes a sua natureza deverao ser corrigidas (KANIA
et al., 2015). Por exemplo, estes produtos apresentam altos pontos de fluidez o que significa
que eles tém pouca aplicagdo em baixas temperaturas, e baixa estabilidade oxidativa, o que
indica maior sensibilidade a hidrélise, que é um fator diretamente relacionado a
biodegradabilidade da molécula (KANIA et al., 2015; SILVA, 2012).

Porém, para que se diminua o potencial oxidante de uma molécula, é necessdrio que
todos os pontos passiveis de sofrer oxidagdo sejam protegidos ou eliminados, no entanto, ao
se produzir uma molécula com estes parametros, se deve cogitar que da mesma forma que
ela estd protegida da oxidacdo ela também estard protegida contra a acdo dos micro-
organismos responsdveis pela sua biodegradacdo (SILVA, 2012). Assim, o grande desafio da
producdo de um biolubrificante estd em encontrar um equilibrio, de forma que uma
molécula seja capaz de ter alta resisténcia a oxidacdo e também seja passivel de ser
consumida por micro-organismos.

Pelos motivos apresentados nesta secao, nos Ultimos anos, o uso de dleos bdasicos do
grupo | estd sendo reduzido, a medida que aumenta a necessidade do desenvolvimento de
lubrificantes de qualidade superior aos vigentes. Além disso, a escolha de biolubrificantes
contribui para a imagem publica da companhia (ISO 14000) e com isto abre a possibilidade
da conquista de novos mercados (MADANHIRE; MBOHWA, 2016; ROIZ, 2011; SOARES,
2013b). Desta forma, a tendéncia é dos 6leos bdasicos dos grupos IV e V continuarem a

crescer em uso, ampliando seu desenvolvimento e conquista de mercado para se atingir
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especificacbes mais exigentes no quesito extensdo do intervalo de troca do lubrificante e

durabilidade do equipamento (ROCCO et al., 2016).

Assim, a demanda de produtos verdes derivados de fontes renovaveis como dleos
vegetais e gorduras animais, tanto para uso automotivo quanto no maquindrio industrial,
aumentou e conduzira, futuramente, a alteracdes na procura por aditivos verdes para os
lubrificantes acabados (AZIZ et al., 2016; GARCIA-ZAPATEIRO; VALENCIA; FRANCO, 2014;
MADANHIRE; MBOHWA, 2016; MCNUTT; HE, 2016; MOULONGUI; PELET, 2001; PANCHAL et
al., 2017).

3.3  Oleosvegetais

Enquanto algumas plantas produzem sementes ricas em amido, que sao
carboidratos, para fornecer a energia necessaria para a germinacdo do vegetal, outras
armazenam triacilglicerdis, que sao hidrolisados via oxidacdo dos acidos graxos derivados do
6leo produzindo a energia necessaria para o desenvolvimento embriondrio da plantula

(MCKEON et al., 2016).

Os dleos vegetais sdao encontrados em frutas ou sementes de plantas oleaginosas e
comumente sdo utilizadas para fins alimenticios. Estes 6leos sdo compostos principalmente
por moléculas de triacilglicerol que consistem na esterificacdo de um alcool poli-hidroxilado
gue da a estrutura a molécula, o glicerol, que contém 3 grupamentos hidroxila e trés acidos
graxos que podem ser saturados e/ou insaturados, sendo estes ultimos mais comuns. Da
mesma forma, quando um ou dois grupos hidroxila sdo esterificados no glicerol, serdo
formados, respectivamente monoacilglicerdis e diacilgliceréis (RUDNICK, 2006). De uma
maneira geral, oleos vegetais sdo constituidos principalmente por triacilgliceréis, mas
também tém a presenca de tracos de diacilglicerdis, acidos graxos livres e diversos
compostos organicos como os esterdis e antioxidantes, o que, dependendo da sua utilizagao,

exigird etapas de purificacdo.

A composicao de triacilglicerdis varia de acordo com o éleo e, normalmente, a por¢cao
acil é composta de cinco principais acidos graxos com proporgdes variadas: o dcido palmitico
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(16:0) e o estearico (18:0), como exemplo de dacidos graxos saturados; o acido oléico
(18:1A9), como exemplo de acido monoinsaturado; e, os acidos linoléico (18:2A9,12) e a-
linolénico (18:3A9,12,15), como exemplos de dacidos poli-insaturados. Apesar de muito
utilizados no ramo alimenticio, os 6leos vegetais, bem como seus hidrolisados e seus ésteres
derivados tém sido amplamente utilizados em aplicacdes como: sables, cosmeéticos,

combustiveis e lubrificantes, dentre outras (MCKEON et al., 2016; ROCCO et al., 2016).

Muitos dos dleos utilizados na literatura disputam mercado com a sua utilizacdo na
alimentacdo, como os o6leos de palma (Elaeis guineenses), soja (Glycine max), canola
(Brassica napus), girassol (Helianthus annuus), oliva (Olea europaea), milho (Zea mays) e
amendoim (Arachis hypogaea). No entanto, existem outros éleos que ndo apresentam valor
nutritivo como os 6leos provenientes de plantas da familia Euphorbiaceae como o éleo de
mamona (Ricinus communis L.), cuja composicdo de acido graxos é de 90% de acido
ricinoléico (12-OH 18:1A9), o dleo de tungue (Aleurites fordii) que é composto por 80% de
acido eleostedrico (18:3A9cis,11trans,13trans) e o 6leo de Lesquerella fendleri que é
composto por 8 acidos graxos, dentre eles de 55-60% do dacido lesquerdlico (14-OH
20:1A11cis) e de 2-4% do acido auricdlico que aparentemente ndo possui a composicao bem
conhecida variando entre dois extremos: a presenca de duas hidroxilas e duas ligacOes
duplas, e a presenca de uma hidroxila e uma ligagdo dupla. No entanto, na maior parte dos
artigos cientificos ele é caracterizado com uma hidroxila e duas insatura¢des (acido 14-
hidroxi-11,17-eicosadiendico) (BRAHIM et al., 1996; CARLSON; CHAUDHRY; BAGBY, 1990;
PELAEZ et al., 2003). A presenca natural de um hidroxila no meio da cadeia carbonica conduz
a uma estrutura molecular diferenciada tornando-os Unicos e de aplicabilidade na area

industrial (MCKEON et al., 2016; ROCCO et al., 2016; SOARES, 2013b).

3.3.1 Aplicagdo naproducdo de lubrificantes

Apesar de os 6leos vegetais ndao terem bom desempenho em baixas temperaturas e
serem instaveis quanto a aplicacdo em temperaturas elevadas e a potenciais agentes
oxidantes, o interesse sobre eles e seus derivados vém aumentando na producdo de éleos

basicos e aditivos para a producdao de biolubrificantes. Sendo assim, para biolubrificantes
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provenientes dos dleos vegetais e de uma forma geral, as estabilidades oxidativa e térmica
sdo pardmetros de extrema importancia. Oleos que possam resistir & oxidacdo sdo menos
propensos a formacdao de depdsitos, material escuro e coprodutos corrosivos, além de
serem menos susceptiveis a variagdes de viscosidade, conforme a mudanga de temperatura,

isto é, apresentam um alto indice de viscosidade (AGUIEIRAS et al., 2011).

Na Tabela 3 temos a representacdo aproximada da composicdao de acidos graxos de

alguns dos 6leos mais utilizados para a producgado de lubrificantes.

Tabela 3 Composi¢ao percentual (%) dos acidos graxos mais comuns encontrados nos 6leos

vegetais mais utilizados para a producgao de lubrificantes (ROCCO et al., 2016)

] Oleos vegetais
Acido Graxo

Oliva Girassol Soja Algodao Milho

Miristico (14:0) - 0,08 0,2 0,8 -
Palmitico (16:0) 14,23 8,36 11,35 20,13 14,03
Estearico (18:0) 3,42 5,03 4,15 3,10 3,33
Oléico (18:1) 71,10 27,65 25,30 22,86 35,08
Linoléico (18:2) 6,76 56,30 50,60 50,16 44,40
Linolénico (18:3) 1,36 2,06 8,20 1,32 1,96

O dleo de soja é a fonte de matéria prima mais atrativa em todo o continente
americano e ocupa a primeira colocagdo na produgdo mundial de dleos vegetais (29%)
representando uma importante fonte renovavel. Nos Estados Unidos, a sua producdo é de
2,5 bilhdes de galbes por ano, enquanto a producdo mundial é de cerca de 6 bilhdes de
galdes por ano. Esta elevada produgdao ocorre devido a combina¢ao do baixo custo com a
estabilidade mesmo com a elevada quantidade de insaturacbes nos acidos graxos que
compdem este 6leo (Tabela 3). O éleo de soja cru tem viscosidade a 40 °C préxima a de um
6leo mineral (29,00 cSt — unidade de viscosidade centistokes que equivale a mm?/s nas
condi¢Oes descritas em 4.2.2.3), um alto ponto de fulgor (325 °C) - que é relacionado a baixa
volatilidade, o que reduz ou mesmo elimina os potenciais perigos durante o uso - e um alto

27



indice de viscosidade (246). Todos os 6leos vegetais crus contém alguns elementos naturais
que podem interferir: na estabilidade do dleo, na solubilidade em hidrocarbonetos, nas
rea¢cles quimicas e no ponto de fluidez. Dessa forma, é necessaria uma etapa de purificacao
para a obtencdo de dleos vegetais refinados. Entretanto, para modificar a cadeia do acido
graxo do 6leo vegetal, é necessario conhecer com exatiddo sua composicao, além de suas
estabilidades térmica e oxidativa (DA SILVA; FREIRE, 2017; MCKEON et al., 2016; PETROVIC,
2008; NAGENDRAMMA,; KAUL, 2012).

Outra fonte vegetal extremamente atrativa e que vem cada vez mais conquistando
seu espaco é o 6leo de mamona, que nao entra na classificacdo descrita na Tabela 3, pois se
distingue dos demais pela presenga de 90% de um hidroxiacido, o acido ricinoléico, fato que

o transforma numa fonte praticamente pura deste substrato.

Este acido graxo (12-OH 18:1A9) é responsavel por diversas propriedades desejaveis
na producgao industrial em diversas areas, dentre elas a producdo de lubrificantes conforme
serd visto no tépico 3.5. Os principais fornecedores deste éleo s3o a india, o Brasil e a China,
no entanto, seu cultivo representa alguns desafios devido a presenca da ricina uma proteina
alérgena que inibe a sintese proteica por inativacdo ribossomial e por isso é extremamente
toxica. Além da ricina existe também nas sementes e tortas de mamona a presenga de um
complexo também alérgeno formado de glicoproteinas e proteinas de baixo peso molecular
conhecido como CB-1A dentro do qual destaca-se a albumina 2S. A literatura cientifica e de
patentes ja descreveram métodos que possibilitaram a total detoxificacdo da torta da
mamona por meio da fermentacdo em estado sdélido a partir de fungos filamentosos. Esta
metodologia possibilitou a geracdo de enzimas como as lipases e o uso desta torta para
racdo animal (CASTRO et al., 2009; FERNANDES et al., 2012; GODOY, M.G.; GUTARRA,
M.L.E.; MACIEL, F.M.; FELIX, S.P.; BEVILAQUA, J.V.; MACHADO, O.L.T.; FREIRE, 2009;
GODOY et al., 2011, 2012).

Por outro lado, o 6leo de mamona nao apresenta toxinas em sua constitui¢cao, uma
vez que estas permanecem na torta proveniente das prensagens das sementes para a sua

extracdo (MCKEON et al., 2016).

Na Tabela 3 pode-se notar que a maior porcao de acidos graxos que compdem 0s

6leos vegetais contém insaturagdes do tipo cis, o que contribui diretamente para o estado
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liquido dos dleos vegetais e, consequentemente, na diminuicdo do ponto de fusdo — por
exemplo, o acido estedrico (18:0) tem ponto de fusdo 69,6 °C enquanto o acido oléico (18:1)
gue contém uma ligacdo dupla, cis, do carbono 9 para o 10, tem ponto de fusdo de 13,4 °C.
Isso ocorre porque a configuragdo cis das duplas ligagGes provoca uma dobra de 30° na
cadeia carbonica, o que dificulta a agregacdao das moléculas, diferentemente do que ocorre
com os acidos graxos saturados, que é o oposto. Quanto maior o teor de dcidos graxos
saturados lineares na composicdao do 6leo vegetal, menos fluido ele serd. Desta forma,
materiais com alto teor de acidos graxos saturados sdo mais propensos a serem soélidos na
temperatura ambiente, como ocorre com as gorduras animais. Estas substancias ndo serao
bons lubrificantes, uma vez que seu desempenho em baixas temperaturas sera pior do que
aqueles que contenham de forma predominantes acidos graxos insaturados (BERG;

TYMOCZKO; STRYER, 2002; DA SILVA; FREIRE, 2017; RUDNICK, 2006).

Por vezes, os dleos vegetais in natura, ou seja, sem nenhuma modificacdo quimica,
podem ser utilizados como base ou diretamente como dleos lubrificantes. No entanto,
algumas das propriedades fisicas, tais como a elevada viscosidade e as baixas estabilidades
térmica, hidrolitica e oxidativa ainda limitam a aplicacdo direta dos dleos vegetais como
lubrificantes (CERMAK; BRANDON; ISBELL, 2006; MOULOUNGUI; PELET, 2001). Nos préximos
topicos 3.3.2 e 3.3.3, serdo detalhadas as possiveis hipdteses para a baixa estabilidade

térmica e oxidativa dos dleos vegetais.

3.3.2 Insaturagdes na porgao acil

As insaturacGes presentes na por¢ao acil dos dleos vegetais, funcionam como sitios
ativos para reacdes de oxidacdo uma vez que ligacbes do tipo m sdo notadamente mais
fracas que as ligacdes do tipo o. Em particular, as ligacdes duplas sdo consideradas como
obstaculos para aplicacdes tecnoldgicas, uma vez que sdo especialmente reativas podendo

reagir inclusive com o oxigénio do ar (WAGNER; LUTHER; MANG, 2001).

No entanto, PETROVIC (2008) salienta que ligacdes duplas internas em 6leos vegetais

ndao sdo tdo reativas a ponto de serem polimerizadas diretamente. Primeiramente, isto
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ocorre devido a presenca de hidrogénios alilicos, que funcionam como “armadilhas” para
qualquer radical. O termo “alilico” vem da unidade basica C=C-C. Os carbonos hibridizados
em sp> seguidos de um carbono sp? s3o chamados de carbonos alilicos, e o substituinte que
estiver ligado a este carbono se chamara de substituinte alilico (TABARELLI, 2012). A posicado
alilica e bisalilica (alilica pelas duas extremidades) em acidos graxos (Figura 2) sdo potenciais

reativos para reacdes de oxidacdo (OYMAN et al., 2005).

Os odleos lubrificantes sao, normalmente, submetidos a altas temperaturas, o que
pode significar um entrave na utilizacdo de dleos vegetais in natura, uma vez que nesta
condicdo, as moléculas se tornam mais reativas e as duplas ligacdes podem migrar ao longo
da cadeia. Além disso, se os 6leos forem aquecidos a altas temperaturas (~¥330 °C), pode
ocorrer a polimerizacdo do proprio acido, formando os chamados 6leos “encorpados”, que

sdo Oleos de elevada viscosidade.
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Figura 2 Representagdo das posi¢des alilicas ( * ) e bisalilicas (@ ) em 6leo vegetais
(PETROVIC, 2008).

3.3.3 Hidrogénio B aligagdo éster

Outro fator que leva a instabilidade térmica, hidrolitica e de oxidacao dos odleos
vegetais é a presenca de um hidrogénio B na estrutura do glicerol. MOULOUNGUI e PELLET
(2001) em seu artigo explicam que a presenca de um atomo de hidrogénio B a porcdo
alcodlica do éster aumenta o risco de decomposi¢cao da molécula por meio de uma reacao

que envolve um mecanismo ciclico de baixa energia que leva, em ultima instancia, a quebra
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do éster em olefinas (alcenos) e acidos carboxilicos (Figura 3). Ja no caso de ésteres que ndao
possuem em sua estrutura este dtomo de hidrogénio B, para a sua quebra serd necessario
um mecanismo que envolve muita energia e a formacao de radicais livres, sendo somente

possivel em altas temperaturas (Figura 4).
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Figura 3 Decomposicdo de um éster com a presenga de um hidrogénio B
(circundado) por um mecanismo ciclico de baixa energia.
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Figura 4 Decomposicdo de um éster na auséncia de um hidrogénio B por um
mecanismo de alta energia.

Com o objetivo de testar a hipétese de MOULOUNGUI e PELLET (2001) em moléculas
derivadas do glicerol, tais quais os 6leos vegetais, SILVA (2012) realizou testes comparando a
estabilidade térmica da Triacetina e do Acetil-TMP, cujas estruturas estdo na Figura 5, com o
uso de cromatografia gasosa e de camada fina (TLC — thin-layer chromatography) para
acompanhar a formacdo dos produtos de degradacdo térmica. De acordo com os resultados
obtidos de decomposi¢cdao térmica a 170 °C, o acetil-TMP parece ser mais termicamente
estavel do que a Triacetina, uma vez que a sua taxa de decomposi¢ao é um pouco mais
elevada do que a do acetil-TMP, fato que corrobora com a hipdtese da instabilidade do

hidrogénio B de MOULOUNGUI e PELET (2001).

31



T
JCagpoNt

A B

Figura 5 Molécula de Triacetina - hidrogénio B circundado (A); Molécula de Acetil-
TMP (B) (adaptado de SILVA, 2012)

Assim, com o objetivo de criar alternativas a estes problemas a grande preocupag¢ao
mundial estd voltada para a producdo de fluidos com maior durabilidade e que ndo se
degradem, em curto prazo, sendo esta uma das principais prioridades do setor oleoquimico
desde os anos 90. No inicio desta década a empresa Dupont Co., norte-americana,
introduziu uma soja modificada geneticamente, cujo dleo, originalmente projetado para
frituras, continha elevados teores (>80%) de acido oleico (18:1), e baixissimos teores (3%) de
acido linolénico (18:3), o que correspondeu a um aumento de 27 vezes na estabilidade
oxidativa do 6leo de soja original que contém 20% de 4cido oléico e 8% de linolénico. Tal
caracteristica auxiliou o desenvolvimento de diversos 6leos lubrificantes e graxas com
elevados teores de dcido oléico. Apesar destes 6leos, ricos em acido oléico, solucionarem o
problema da estabilidade oxidativa, ndo resolveriam a questdo do ponto de fluidez, sendo
necessdria a mistura destes dleos com outros 6leos, em geral, ésteres sintéticos, para
melhorar esta propriedade que, além de serem mais caros, por vezes tinham
incompatibilidade com as borrachas presentes nas juntas de vedacdo dos equipamentos

(elastdmeros) (HONARY, 2009).

Desta forma, ha um movimento crescente para o desenvolvimento de éleos vegetais
guimicamente modificados, que permitam a maior flexibilidade na producdo de qualquer
base vegetal, e que originem dleos que tenham, ndo somente alta estabilidade oxidativa,
mas também bons desempenhos quanto as propriedades a baixas temperaturas. Neste
contesto se destacam os estolideos que vém sendo produzidos por rota quimica por meio da

ligacdo entre acidos insaturados. Estes compostos que serdo descritos no tépico 3.9, tem
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apresentado excelentes propriedades fisicas e quimicas representando uma boa alternativa

para a producdo de biolubrificantes (HONARY, 2009).

3.3.4 Oleo de mamona

O 6leo de mamona é proveniente da prensagem da mamona que é a semente da
mamoneira (Ricinus communis L.). A mamoneira é uma planta tipica da regido tropical,
pertencente a familia das Euphorbiaceae, cujo género, Ricinus, é tido como monotipico, uma
vez que hd somente uma espécie: a Ricinus communis. Apesar de apenas uma espécie ser
descrita, existem diversas subespécies reconhecidas: R. communis persicus, R. communis
sinensis, R. communis africanus e R. communis zanzibarensis, sendo que todas apresentam o
mesmo numero de cromossomos e, portanto, sdo compativeis, possibilitando que haja o
intercruzamento entre as subespécies o que eleva a alogamia cuja taxa chega a mais de 40%,
o que dificulta encontrar gendtipo com pureza varietal. A principal forma de polinizacdo é
através do vento, o que facilita ainda mais a alogamia e a dispersdo rapida pelo territdrio
nacional. E uma planta de habito arbustivo, com colora¢es das suas estruturas aéreas
variando entre o verde, o vermelho e o rosa. Suas inflorescéncias sdo paniculares do tipo
racemo. Seus frutos geralmente possuem espinhos o que, evolutivamente, indica perigo a
espécies predadoras. As sementes apresentam-se com diferentes tamanhos, formatos e,
assim como as partes aéreas, com grande variabilidade de padrdes de coloracdo (AGEITEC,
2015; AZEVEDO; LIMA, 2001; EICHOLZ; SILVA, 2011; MACEDO et al., 2006; MILANI;
COUTINHO, MARCIA B. M. NOBREGA SUASSUNA; COUTINHO, 2005).

Existem relatos da cultura da mamoneira no Egito desde o ano de 4000 a. C. Ja nas
Américas, a introdugao foi feita, provavelmente, depois da chegada dos europeus, com a
vinda dos escravos africanos, sendo as formas existentes na época semelhantes as da Africa.
A mamoneira se mostrou completamente adaptavel as condigdes brasileiras, sendo
encontrada, hoje em dia, crescendo espontaneamente em todo o territério nacional

(AGEITEC, 2015; NETO, 2005).

A partir da prensagem das mamonas, que contém de 40-60% de dleo em sua

constituicdo, extrai-se o d6leo de mamona ou de ricino, que apesar de ser amplamente
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conhecido devido ao seu poder laxante, menos de 1% é utilizado para este fim, enquanto a
maior parte é utilizada tanto in natura quanto apds processamento (ricinoquimica) em
diversas aplica¢Oes industriais, tais como: produgao de farmacos, cosméticos, na formulagao
de tintas e plastificantes, prote¢do anticorrosiva, biodiesel, lubrificantes, fluidos hidraulicos,
polimeros, corantes, colas e aderentes, aditivos para resinas vinilicas, sintese de fungicidas,

impermeabilizante de tecidos, entre outras aplicacdes (MCKEON et al., 2016; NETO, 2005).

Um grande investimento foi realizado em diversas regides brasileiras com o objetivo
de se incentivar o cultivo da mamona para que esta fosse fonte principal do biodiesel a ser
produzido no pais. Entretanto, esta estratégia ndo foi exitosa e, além do seu uso como
matéria-prima a producao de biodiesel gerar um produto que nao atinge as especificagdes
necessarias para a sua utilizacdo como produto industrial, a utilizacdo deste dleo em
produtos de maior valor agregado, como os biolubrificantes, poderd vir a ser uma estratégia

interessante (DA SILVA; FREIRE, 2017).

3.3.5 Acido ricinoléico

A cultura da mamoneira apresenta um importante potencial econémico e estratégico
ao pais e a grande varidedade de aplicacles industriais do 6leo de mamona somente sdo
possiveis devido a sua composi¢ao quimica bastante singular que conta com a presenga de
90% de acido ricinoléico ou acido 12-hidroxi-9-cis-octadecendico (12-OH 18:1A9) (Figura 6)
(MCKEON et al., 2016; SAVY FILHO et al., 2007). Além do 6leo de mamona, outros 6leos
vegetais também possuem acidos graxos incomuns, tais como, o 6leo de tungue, que é
composto por 80% de dacido eleostearico (18:3A9cis,11trans,13) e o 6leo de Lesquerella
fendleri que contém cerca de 55 — 60% de acido lesquerdico (acido 14-hidroxi- 11- cis-
eicosenoico) e de 2-4% do acido auricdlico (acido 14-hidroxi- 17- cis-eicosenoico). Estas
caracteristicas sdo resultado de um processo evolutivo que fornece a estas sementes
vantagens frente a predacdo e as doencas (MCKEON et al., 2016).

O acido ricinoléico possui 18 dtomos de carbono e uma dupla ligacdo cis entre os
carbonos 9 e 10, assim como ocorre com o acido oléico, ele difere deste e da maioria dos

outros acidos graxos, de ocorréncia natural, por apresentar uma hidroxila no carbono 12 de
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sua cadeia. A presenca do grupamento hidroxila nas proximidades da ligacdo cis confere
caracteristicas estruturais e funcionais que, ndo somente proporcionam ao 6leo de mamona
algumas de suas propriedades intrinsecas, mas também ativam a molécula, tornando-a
acessivel a muitas reagdes quimicas que lhe confere as propriedades quimicas incomuns
dentro da categoria 6leos vegetais (ISBELL et al., 2006; JUNIOR et al., 2011; MCKEON et al.,
2016).

WM—CH3
HO

Figura 6: Estrutura quimica do acido ricinoléico

Dentre as propriedades conferidas pela estrutura singular deste acido, se destacam a
alta massa molar, elevada viscosidade, elevada miscibilidade em &alcool, baixos pontos de
fusdo (5°C) e baixissimos pontos de solidificagcdo (-12°C a -18°C) (MCKEON et al., 2016), o

gue contribui para o interesse industrial dos seus derivados.

Atualmente, a hidrdlise industrial do 6leo de mamona para produzir acidos graxos
livres (AGLM), ricos em 4cido ricinoléico livre (ARL), é realizada por via térmica, que utiliza
temperaturas bem elevadas, ou por via quimica (geralmente usando catalisadores alcalinos)
ou ainda por saponificacdo seguida de acidificacdo (GOMES et al., 2013; MAHER; BRESSLER,
2007; SALIMON; ABDULLAH; SALIH, 2011), o que pode causar oxidacdo do produto final.
Estes ultimos procedimentos, apesar de utilizarem temperaturas amenas (70 — 100 °C), em
comparacao com a hidrélise térmica, fornece um produto com alteracdes de cor e odor e
uma grande quantidade de borra acida e dgua dura no processo, além da formacdao de uma
glicerina de baixa qualidade (GOMES et al., 2013; SATYARTHI; SRINIVAS; RATNASAMY, 2011).
Além disso, os processos que exigem elevadas temperaturas e pressdes podem levar a
formacdo de oligbmeros do acido ricinoléico, conhecidos como estolideos (GOSWAMI et al.,
2010). Sendo assim, apesar dos métodos apresentados apresentarem, normalmente, menor
tempo de hidrélise, é desejdvel que estes processos sejam mais eficientes, com altos
rendimentos, menor quantidade de subprodutos e um menor nimero de etapas. Dentro

deste contexto, o uso de biocatalisadores, como as lipases, podem ser uma estratégia
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interessante para a hidrélise do 6leo de mamona (AVELAR et al., 2013; GOMES et al., 2013;
HERMANSYAH et al.,, 2007; NOOR; HASAN; RAMACHANDRAN, 2003; SATYARTHI; SRINIVAS;
RATNASAMY, 2011).

3.4 Biolubrificantes

O termo biolubrificante se refere a todo lubrificante biodegradavel que é projetado
de forma a maximizar o seu desempenho para responder as demandas dos equipamentos
mais modernos. O conceito de biodegradabilidade estd relacionado a capacidade do
biolubrificante ser decomposto em um intervalo de até 1 ano, pelos ensaios padrdo de
biodegradabilidade, por micro-organismos presentes em solos carbonosos atodxicos,
formando dgua, diéxido de carbono ou metano, e terra carbonacea (SALIMON; ABDULLAH;

SALIH, 2011; SILVA, 2012).

Apesar dos biolubrificantes ainda comporem um segmento limitado algumas
aplicagdes equivalentes aos 6leos minerais ja sao encontradas como utilizagdao em: fluidos
hidraulicos, fluidos de perfuracdao, 6leos de turbina, déleos de engrenagens industriais,
compressor, refrigeracdo, e motor, fluidos de maquina e metalurgicos, 6leos de carter, éleos
para processamento de alimentos, graxas biodegraddveis entre outros (BART, J.C.J,
GUCCIARDI, E., CAVALLARO, 2013a; MADANHIRE; MBOHWA, 2016). Outras dareas de
aplicacdo sdoindustrias de cosméticos, téxteis e fibras, liquidos de troca térmica e industrias
de plasticos (LAMSA, 1995). Devido a isto, os estudos se voltaram para a investigacdo de
materiais naturais como residuos de 6leo organico, gordura animal e os éleos vegetais como
substratos a producdo de biolubrificantes (KANIA et al., 2015; PANCHAL et al., 2017;
SALIMON; SALIH; YOUSIF, 2012a).

Na década de 80 foram desenvolvidos 6leos biodegradaveis para motosserras
baseados em ésteres naturais a partir de triglicerideos de éleo de canola (LAMSA, 1995). Na
Europa ocidental ja foram introduzidos, desde a década de 90, éleos de motores a gasolina
compostos de misturas 1:1 de ésteres organicos com PAOs ou dOleos provenientes de
hidrocragueamento e os aditivos convencionais na tentativa de estarem de acordo com as

regulamenta¢des ambientais. No entanto, estes lubrificantes somente estardo de acordo
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com os requisitos ambientais, em termos de biodegradabilidade e volatilidade, se a fracdo
de ésteres for aumentada (SIEGEL; SKIDD, 1995). Ainda nos anos 90, varias empresas
americanas tais como a Lubrizol Co, de Ohio, seguiram a mesma tendéncia européia. A
referida empresa investiu quantidades significativas em P&D para desenvolver aditivos
extremamente efetivos a partir do 6leo de girassol com alto teor de acido oléico. Além disto,
a patente do primeiro fluido hidraulico de trator com base em dleo de soja foi desenvolvida
na mesma época, pelo centro de pesquisas de biolubrificantes da University of Northern
lowa, o NABL (National Ag-Based Lubricants Center) (HONARY, 2009).

No entanto, os primeiros produtos desenvolvidos apresentaram baixo desempenho
e/ou altos custos devido ao fato de que o grande destaque era dado a compatibilidade
ambiental destes produtos e ndo na questdao econdémica ou seu desempenho. Assim, no
final da década de 90, todas as tecnologias verdes foram reduzidas ou mesmo eliminados de
muitas empresas americanas e as pesquisas continuaram a serem realizadas apenas em
laboratdrios académicos e governamentais (SILVA, 2012).

A compatibilidade ecolégica, desempenho técnico, robustez, durabilidade, e precos
acessiveis sdo a base para futuros desenvolvimentos nesta area. Entre as fontes renovaveis,
os Oleos vegetais tém se sobressaido como matérias-primas para a producdo de
biolubrificantes (FOX; STACHOWIAK, 2007; HSIEN, 2015; LAMSA, 1995; MADANHIRE;
MBOHWA, 2016; MOBARAK et al., 2014; PANCHAL et al., 2017; QUINCHIA et al., 2014), uma
vez que apresentam, segundo KANIA et al. (2015); MADANHIRE & MBOHWA (2016) e
MAKKONEN (1994) as seguintes caracteristicas:

° Excelentes propriedades tribolégicas (durabilidade do filme protetor);
. Baixa volatilidade (20% menos volateis quando comparados aos 6leos minerais);
° Altos indices de viscosidade (6leos com multi-aplicabilidade);

° 99% de biodegradabilidade;

o N&do apresentam poder corrosivo;

Pelas propriedades apresentadas acima, tem-se a comprovag¢ao da possibilidade de
aplicacdo dos 6leos vegetais como base para a producdo de biolubrificantes. Além disso, a
producdo de biolubrificantes de base vegetal é, no Brasil, uma grande vantagem

competitiva, uma vez que o pais apresenta destaque no cenario agricola mundial e ha
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perspectiva de crescimento desse mercado ndo somente no Brasil como no mundo (BAIN &

COMPANY; GAS ENERGY, 2014b).

Fora a comprovacdo técnica, a utilizacdo de dleos vegetais também tem utilidade
social, uma vez que poderd gerar empregos para todas as camadas da populacdo,
promovendo o desenvolvimento, evitando o éxodo rural e favorecendo uma melhor
distribuicao de renda. Além disso, como se trata de um produto biodegradavel, eles entram
no ciclo natural de qualquer material organico, ndao degradando o ambiente ou gerando um

produto ndo retornavel, conforme pode ser visto na Figura 7 (SOARES, 2013b).
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Figura 7 Ciclo de vida de lubrificantes produzidos de fontes renovaveis (WILLING,
2001).

Os principais tipos de ésteres utilizados como biolubrificantes sao: ftalatos,
trimetilatos, diésteres, C36 dimetiratos e ésteres de alcodis polihidroxilados (polidlcool) que
também sdo conhecidos como poliolésteres. As estruturas quimicas destes biolubrificantes

podem ser visualizados na Figura 8.
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Figura 8 Exemplos dos principais ésteres utilizados como biolubrificantes

Ultimamente, os ésteres derivados do 4cido ricinoléico tém sido sugeridos na
literatura como potenciais biolubrificantes (AZEVEDO; LIMA, 2001; DOLL et al.,, 2017;
GARCIA-ZAPATEIRO; VALENCIA; FRANCO, 2014; JUNIOR et al., 2011; POTULA et al., 2014;
SILVA, 2012), porém a sua estabilidade oxidativa é questionada devido a hidroxila livre no
carbono 12 do acido ricinoléico. No entanto, se esta hidroxila for esterificada o produto

desta reagdo tornar-se-a mais estavel (YAO et al., 2010).

3.5 Formas de obtengao de biolubrificantes

Ultimamente, com o mercado crescente visando o desenvolvimento de lubrificantes
biodegradaveis, diversas rotas que envolvem a modificacdo quimica dos dleos vegetais tém
sido desenvolvidas. Estas reacdes tém como objetivo principal a melhoria das capacidades
lubrificantes inerentes aos dleos vegetais bem como aquelas nas quais ndo apresentam boa

funcionalidade como as estabilidades oxidativa e térmica. Para se produzir um
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biolubrificante é necessario formar ésteres que podem ser obtidos por diversas reacdes
catalisadas quimica (MCNUTT; HE, 2016; PANCHAL et al., 2017) ou enzimaticamente. A
catalise enzimatica, em geral, envolve o uso de lipases e esterases (AKERMAN et al., 2011;
CAVALCANTI et al., 2018; DA SILVA et al., 2015; DORMO et al., 2004; GRECO-DUARTE et al.,
2017; HAJAR; VAHABZADEH, 2014a; LAGE et al., 2016; MALHOTRA; MUKHERJEE; GUPTA,
2015; TRIVEDI et al., 2015).

3.6 Lipases e esterases: mercado de enzimas

O mercado mundial de enzimas voltadas para as industrias tem valor estimado de
USS 2,3 bilhdes/ ano em um senso realizado em 2007 e segue trés principais eixos de
atuacdo: enzimas para alimentos e bebidas; enzimas para ragao animal; e, enzimas que sdo
destinadas a indUstrias de tecidos e de produtos de limpeza. Neste mercado, as lipases estado
em terceiro lugar, atrds apenas das proteases e amilases em volume de venda (FERNANDES;
MILAGRES; MUSSATTO, 2007; LAGUERRE et al., 2017).

O mercado brasileiro de enzimas representa cerca de 2% do total mundial no qual as
exportacdes de enzimas chegaram a USS 3 milhdes e as importagdes a USS 31 milhdes. As
amilases sdo as mais importadas (USS 4 milhdes), seguidas de proteases (USS 2,5 milhdes).
Apesar de ser bem inferior ao mercado mundial, o mercado brasileiro apresenta grande
potencial crescimento. No Brasil, a grande geracdo de residuos agroindustriais podem servir
como substrato para a fermentacdo de micro-organismos produtores de enzimas que
poderdo ser utilizadas nas industrias de alimentos, medicamentos, tecidos e celulose/papel,
o que conduz ao maior interesse em se desenvolver tecnologias verdes (FERNANDES;
MILAGRES; MUSSATTO, 2007; FERREIRA-LEITAO et al., 2017; PEREIRA JR.; BON; FERRARA,
2008).

As principais razdes que justificam o potencial de aplicagdo biotecnolégica nao
somente das lipases e das esterases como das enzimas em geral sdo: a) atuacdo em
condicbes ambientes/medianas de temperatura, pressdo e pH; b) alta estabilidade em
solventes organicos; c) especificidade pelo substrato; d) altas régio e enantiosseletividade; e
e) o fato de serem ambientalmente compativeis constituindo uma tecnologia verde de

substituicdo as rotas catalisadas quimicamente (FERREIRA-LEITAO et al., 2017; LAGUERRE et
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al., 2017). Sendo assim, um dos principais motivos para este aumento na producdo e
comercializacdo das lipases é a constatacdo destes beneficios, o que traz vantagens no
desenvolvimento de tecnologias alternativas, para serem industrialmente empregadas.

Apesar de promissora a utilizagdo industrial de lipases ainda apresenta alguns
desafios a serem superados como, por exemplo, a diminuicdo dos custos de producdo. Estes
custos podem ser minimizados por meio de melhoramento genético das cepas produtoras e
imobilizacdo com consequente estabilizacdo que permitam o reuso do biocatalisador e
muitas vezes, a hiperativacdo da enzima (CAl et al., 2018; JAEGER; EGGERT, 2002; PALOMO
et al., 2006; RODRIGUES; BERENGUER-MURCIA; FERNANDEZ-LAFUENTE, 2011; SILVA, 2012;
VOLPATO, 2009).

Os trabalhos encontrados na literatura que retratam a produc¢ao de biolubrificantes
por catalise enzimdtica, a partir de dleos vegetais, envolvem a utilizagdo de lipases e/ou
esterases produzidas por diversos micro-organismos, dentre os quais, Rhizomucor miehei,
Candida antarctica e Candida rugosa (AGUIEIRAS et al., 2014; CAVALCANTI et al., 2018;
HAJAR; VAHABZADEH, 2014b; MALHOTRA; MUKHERJEE; GUPTA, 2015; SALIMON et al.,
2011).

3.6.1 Lipases e esterases: caracteristicas gerais

Diferenciar os conceitos de lipases e de esterases é uma tarefa ardua possivelmente
devido ao fato de ambas serem versateis e catalisarem basicamente a mesma diversidade de
reacOes. A definicdo de esterases frente as lipases ainda é bastante discutida e ao longo dos
anos gerou diversos trabalhos na tentativa de diferencia-las. Apesar de todos os esforgos e
de terem sido propostos critérios de distincdo, nenhum deles obteve consenso na
comunidade cientifica. Apesar disso foi sugerida uma reorganizacdo, apenas de uma forma
pragmatica, que divide o grande grupo das carboxilester hidrolases em esterases lipoliticas
(LEst ou lipases: EC: L3.1.1.1) e esterases nao-lipoliticas (NLEst: EC: NL3.1.1.1) (ROMANO et
al., 2015).

Uma possivel diferenca estd no conceito que, por definicdo, a funcdo natural das
lipases é a de catalisarem a hidrdlise de ligacdes éster presentes em triacilglicerdis de cadeia

longa, liberando diacilglicerdis, monoacilglicerdis, glicerol e acidos graxos. Nao ha definicao
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explicita para o termo triacilglicerol de “cadeia longa”, no entanto, acredita-se que os
“substratos padrdao” para as lipases sejam aqueles cujas cadeias contenham mais que 8
atomos de carbono. E importante ressaltar que as lipases sdo capazes de hidrolisar ésteres
de cadeias menores, diferentemente das esterases que somente hidrolisam ésteres com
cadeias cujo tamanho seja menor que 8 atomos de carbono (ROMANO et al., 2015). Sendo
assim, pode-se inferir que todas as reacdes catalisadas pelas esterases sdo catalisadas pelas
lipases, mas nem todas as reacdes catalisadas pelas lipases poderao ser catalisadas pelas
esterases. E comum o consenso de que lipases sdo esterases que agem em acilglicerdis de
cadeias longas (JAEGER; DIJKSTRA; REETZ, 1999; MANCHENO et al., 2003). O triacilglicerol é
apenas um exemplo frente a todos outros compostos que podem ser substratos destas
enzimas, sejam eles de baixa ou de alta massa molar. Os substratos possiveis para as lipases
sdovariados e vdo desde amidas e tioésteres aos hidroxiacidos, tais como o acido ricinoléico
(PAQUES; MACEDO, 2006).

Apesar dos esforgos na renomeagao dos grupos, ainda vale a nomenclatura oficial
designada pela Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular (IUBMB) na qual as
lipases e as esterases estao dentro do grupo EC 3.1.1 cuja classificacdo é de hidrolases éster
carboxilicas ou ainda hidrolases. As esterases ou carboxilesterases (EC 3.1.1.1) sdo
sistematicamente classificadas como hidrolases éster carboxilicas bem como o nome do
grupo e as lipases ou triacilglicerol lipases (EC 3.1.1.3) sistematicamente classificadas como
triacilglicerol acilhidrolases. A fun¢do natural destas enzimas é, como dito acima, a hidrdlise
em meio aquoso de ligacGes éster liberando acidos graxos e alcool, como pode ser visto na

Figura 9.
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Figura 9 Esquema hipotético de uma reacao de hidrélise (sentido direto) de um
triacilglicerol catalisada por lipases ou esterases produzindo glicerol e acidos graxos
(R"=0ouzR?2=0u #R®=0u £ R' | R' < 8 4tomos de carbono).
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No entanto, em ambientes restritos em dgua estas enzimas sdo capazes de catalisar

reacOes reversas como a esterificacdo de acidos graxos livres com um dlcool, por exemplo o

glicerol (Figura 9). Outras reagdes utilizando o mesmo mecanismo — que sera visto no tépico

3.6.2 - também poderdo ser realizadas como a interesterificacdo, a transesterificacao,

aciddlise e amindlise (Figura 10) (JAEGER; REETZ, 1998; PAQUES; MACEDO, 2006; SHARMA;

CHISTI; BANERJEE, 2001).
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Figura 10 Esquema representando exemplos de reagdes catalisadas pelas

lipases (modificado de PAQUES; MACEDO, 2006)

As lipases e as esterases sdo biocatalisadores que podem ser aplicadas em diversas

reacGes, motivo que justifica o crescimento de sua atuacdo no mercado internacional. A

estimativa é de que a participacdo destas enzimas chegue a niveis compardveis com os das

proteases que representam 25-40% das vendas de enzimas industriais.
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Além de atuar em diversas reacdes, estas enzimas possuem elevada estabilidade e
eficiéncia, assim como propriedades quimio-, régio- e/ou enantiosseletivas, que as tornam
muito atraentes e versateis (FREIRE; CASTILHO, 2008; ROMANO et al., 2015). Esta
versatilidade provém de um fen6meno descrito na literatura como “promiscuidade
enzimatica” (COSTA, 2011; HULT; BERGLUND, 2007; KAPOOR; GUPTA, 2012) uma vez que
uma mesma enzima pode atuar em grupos funcionais e substratos distintos (promiscuidade
enzimdtica do substrato), sobre diversas condi¢cGes reacionais (promiscuidade enzimatica de
condicdo), e/ou em diferentes transformacdes quimicas e com diferentes estados de
transicdo (promiscuidade catalitica). As lipases e as carboxilesterases sdo as enzimas
descritas pela literatura como as enzimas mais promiscuas. Elas possuem ampla
versatilidade de substratos, no entanto, apresentam elevada especificidade como
régioespecificidade (distingdo entre as posi¢cdes 1 e 3 dos triacilglicerdis); especificidade em
termos de acidos graxos e do alcool presente na sintese/hidrdlise e estéreoespecificidade.
Estas enzimas , em geral, também apresentam estabilidade em condi¢des extremas de pH,
temperaturas e também estabilidade em presenca de solventes organicos (KAPOOR; GUPTA,
2012).

Normalmente, as lipases sdo encontradas na natureza, sendo produzidas por
eucariotos multicelulares (animais e plantas) e micro-organismos em geral, presentes nos 3
dominios (Eukarya, Archaea e Bacterya). As lipases de origem animal sdo responsaveis pelo
metabolismo de lipidios e nas plantas, estdo presentes nos tecidos de reserva de energia de
diversas espécies (SHARMA et al.,, 2001), sendo também encontradas nas sementes de
diversas angiospermas como a mamona — Ricinus communis (GRECO-DUARTE et al., 2017), o
pinhdo manso — Jatropha curcas (DE SOUSA et al., 2010), entre outras diversas como girassol

(Heliantus annuus L.) e trigo (Triticum aestivum L.) (BARROS; FLEURI; MACEDO, 2010).

No caso da produgdo industrial, ndo somente das lipases e das esterases como de
qualquer enzima, maior destaque é dado aquelas produzidas por micro-organismos, uma vez
gue estes possuem menor tempo de geracdo, grande versatilidade de condigbes de
operacdo, pois sdo encontrados nos mais diversos ambientes desde gelo até lava de vulcdes,
e a facilidade de manipulacdo tanto geneticamente, visando aumentar sua capacidade de
producdo, quanto em relagdo as suas condi¢gdes de cultivo (PEREIRA JR.; BON; FERRARA,
2008; SHARMA; CHISTI; BANERJEE, 2001). Além disto, as lipases microbianas sdao de grande
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interesse biotecnolégico devido as elevadas estabilidade, seletividade e especificidade de

substrato, quando comparadas a outras enzimas (KAPOOR; GUPTA, 2012).

3.6.2 Estrutura e mecanismo de atuacao

As hidrolases, de modo geral, compartilham a mesma estrutura conhecida como
“dobras a/p das hidrolases” cuja composicdo consiste numa folha-p central conectada por a-
hélices que envolvem o nucleo protéico. Muitas das lipases contém uma alga polipeptidica
anfifilica, cuja composicdao é varidavel, associada a estas dobras, normalmente cobrindo o
sitio ativo, conhecida como tampa (em inglés cap ou lid) como pode ser visto na Figura 11

(JAEGER et al., 1994; ROMANO et al., 2015).

Configuragao
aberta

Figura 11 Lipase de Rhizomucor miehei em suas configuracoes de tampa aberta e
fechada (RODRIGUES et al., 2013).

A fungdo desta alca polipeptidica nas lipases é normalmente associada ao fenbmeno
conhecido como “ativacdo interfacial”. Esta caracteristica vem sendo bastante explorada no
ramo de imobilizacdo destas enzimas para manter a mesma imobilizada em sua configuracao
mais ativa (forma aberta) melhorando a sua atuacdo (RODRIGUES et al., 2013). Para que este
fendbmeno ocorra é necessario que haja a presenca de uma interface na qual as duas fases,
organica e aquosa, coexistam. Sem esta interface, a enzima assume a configuracdo fechada
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em que o sitio ativo fica completamente isolado do meio reacional sendo assim considerada
a “conformacao inativa”. Entretanto, quando a enzima entra em contato com esta interface
ocorre uma modificacdo na conformac¢dao da tampa que se altera da configuracao fechada
para a configuracdo aberta no que se conhece como a “conformagdo ativa”. Nesta
configuracdo os residuos hidrofdbicos que compGem a superficie do sitio ativo ficam
expostos aumentando a interacdo hidrofébica e liberando o acesso do substrato hidrofébico
ao sitio ativo formando um complexo enzimatico ativado (JAEGER; REETZ, 1998; ROMANO et

al., 2015; SHARMA,; CHISTI; BANERJEE, 2001).

Outros estudos mostraram que as lipases que nao tém uma estrutura como esta
“ ” A P . Zae . ~
tampa” tém sua atividade enzimatica reduzida e sofrem uma alteracdo na sua
especificidade pelo substrato. Além de casos nos quais os residuos constituintes da tampa
podem afetar a especificidade reacional das mesmas. Estes resultados fortalecem o conceito
de que esta “tampa” exerce uma importante fungcdo na modulacdo n3do somente da
atividade, mas também da especificidade, enantioseletividade e estabilidade das lipases

(RICCARDI et al., 2017; SECUNDO et al., 2006).

Segundo JAEGER et al. (1994) algumas lipases como de Pseudomonas aeruginosa e de
Pseudomonas glumae apresentam tampa, porém ndo apresentam ativacao interfacial.
Estudos recentes por cristalizacdo demonstraram, no entanto, que além de apresentar a
ativacdo interfacial, as lipases de Pseudomonas aeruginosa apresentam duas tampas e nao
somente uma como a maioria das lipases. Tal fato pode ser observado por estudos de
cristalizacdo e de simulagdes dinamicas moleculares nos quais foi determinado que a
primeira tampa estaria entre os residuos 125 aos 148 e a segunda do residuo 210 ao 222. Foi
sugerido que a segunda tampa agiria como um ativador a movimentac¢ado da primeira tampa
(CHERUKUVADA et al., 2005). Além disso, algumas lipases como a de Staphylococcus hyicus
mostram ativacdo interfacial somente com alguns substratos sendo capaz de catalisar a
hidrolise de acilglicerdis e de fosfolipideos, no entanto, sua ativacdo interfacial ocorre com a
presenca de tributirina no meio reacional e ndo acontece com diheptanoil-fosfocolina
(JAEGER et al., 1994) o que evidencia que a presenca da tampa e sua composi¢cdo pode
também regular a especificidade destas enzimas. H4 ainda aquelas lipases que ndo

apresentam tampa como a lipase B de Candida antarctica (JAEGER; REETZ, 1998).
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As proteinas que compdem a familia das hidrolases parecem também compartilhar,
fundamentalmente, do mesmo mecanismo de atua¢do que conta com a presenca de uma
triade catalitica composta por uma porg¢ao nucleofilica — que consiste em residuos de serina,
aspartato ou cisteina -, uma histidina e um acido carboxilico - que pode ser um aspartato ou
um glutamato (ROMANO et al.,, 2015). No caso das lipases e das esterases, elas sdo
caracterizadas como serino hidrolases tendo mecanismo semelhante ao das serino-

proteases sendo o nucledfilo composto por uma serina (JAEGER et al., 1994).

O mecanismo cldssico envolve a formacdo de dois intermedidrios sendo um
tetraédrico e o outro intermedidrio acilenzima envolvendo o ataque nucleofilico do
grupamento hidroxila do residuo de serina pelo carbono da ligacao éster do substrato. O
resultado deste ataque é a formagdo de um intermediario tetraédrico que posteriormente
perde a molécula de alcool formando um intermedidrio composto por acil-enzima.
Finalmente este intermedidrio perde a porgdo acil devolvendo a enzima sua forma nativa

(JAEGER et al., 1994).

Este mecanismo hidrolitico de acdo das lipases e esterases pode ser visto Figura 12 e
serd separado em (a), (b), (c), (d) e (e), conforme apresentado na Figura apenas como um

recurso para melhor explica-la segundo JAEGER et al. (1994).

(a) A hidrélise comeca com o ataque nucleofilico a carbonila (C=0) do substrato pela
hidroxila do residuo de serina presente na triade catalitica que compde o sitio ativo. Este
residuo de serina estava ligado com o residuo de histina por uma interagdao entre o

hidrogénio da hidroxila e o anel imidazdlico da histidina;

(b) Este anel imidazdlico, por sua vez, incorpora o préton do grupo Ser — OH
adquirindo uma carga total positiva que é equilibrada pelos residuos de acido (aspartato ou
glutamato) que tem carga negativa. Concomitantemente, é formado o primeiro
intermedidrio tetraédrico, estabilizado por duas ligacdes hidrogénio com as ligacdes amida
dos residuos pertencentes ao “buraco do oxianion” que é formado por residuos os quais sdo
utilizados como estrutura para constituir ligacGes hidrogénio, estabilizando assim a carga

negativa proveniente do oxigénio da carbonila;
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(c) o préton incorporado pelo anel imidazdlico da histidina é transferido, quebrando
o intermediario tetraédrico e liberando uma molécula de alcool. O grupamento &acido
retoma a dupla ligacdo da carbonila e se torna ligado covalentemente com o residuo de

serina formando um intermediario acilenzima;

(d) a histidina entdo ativa nucleofilicamente a molécula de dgua — tornando seu anel
imidazdlico novamente protonado- que hidrolisa a ligagao covalente do intermedidrio com a
serina via ataque nucleofilico no carbono da carbonila do intermedidrio acilenzima,
desfazendo a dupla ligacdo (C=0); (e) a histidina entdo doa seu préton ao residuo de serina
que libera como produto a porcdo acida do substrato e a enzima retorna a sua configuracao

natural.

O mecanismo das reacdes realizadas pelas hidrolases éster carboxilicas, tais como as
lipases e as esterases, nos conduz ao entendimento de que a variedade de reagdes ocorre
devido a modificacdo do nucledfilo que ataca o intermediario acilenzima, gerando diferentes

produtos provenientes de diferentes tipos de reacgdes.
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Figura 12 Esquema representando o mecanismo de uma reagao de hidrolise de éster
catalisada por esterases e lipases. O substrato (éster) bem como os produtos da reagao
(acido carboxilico e alcool) sao apresentados em vermelho. Por sua vez, a triade
catalitica e a 4gua estdao em preto e, em azul, sao representados os residuos do buraco
do oxianion. As etapas (a), (b), (c), (d) e (e) estao explicadas no texto que precede a
figura (ALMEIDA, 2005 modificado de JAEGER et al., 1994)

O conceito de um mecanismo contendo duas etapas foi recentemente contestado
devido a exploracdao computacional da reagdao sugerindo uma melhoria no conceito que
envolve quatro etapas com a formacdo de dois intermedidrios tetraédricos além do
intermedidrio acilenzima. Fora isso, os autores discutem e elucidam duvidas até entdo ndo
compreendidas pelo modelo anterior além de complementar diversas informagdes como o
fato de que o primeiro intermediario tetraédrico é estabilizado ndo somente por duas mas
por trés ligagGes hidrogénio proporcionadas pelos grupos NH dos residuos do buraco do
oxianion que é formado por residuos de glicina (Gly 92 e 93) e o atomo estrutural de

nitrogénio do residuo de alanina (Ala 170). Ainda, estas interacbes sao fundamentais, pois
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promovem o alinhamento do C5 do substrato com o residuo de serina o que é uma condicdo

fundamental para o inicio do processo catalitico (ARANDA et al., 2014).

Outra hipotese baseada na comparacdo de estruturas de raios-X de diversas
lipases/esterases é que as diferentes conformacdes do oxidnion podem controlar qual
nucledfilo (alcool ou agua) é favorecido no ataque nucleofilico do intermediario acilenzima
ativando ou inativando o ataque da dgua por meio de uma segunda molécula de dgua (JIANG

et al., 2011).

3.6.3 Classificacdao da especificidade das lipases

A especificidade das lipases podem ser divididas em 3 grupos principais (BARROS;
FLEURI; MACEDO, 2010; DE CASTRO et al., 2004; KAPOOR; GUPTA, 2012; PAQUES; MACEDO,

2006; ROMANO et al., 2015) de acordo com as suas quimio-, régio — e enantiosseletividades.

. lipases regiosseletivas: A especificidade estrutural ou regiosseletividade é
decorrente da orientagdo imposta pelas dimensdes e pela estrutura do sitio ativo a ligacado
do substrato sendo observada tanto nas lipases quanto nas esterases, entretanto somente
nas lipases esta divisdo é mais explorada. Estas restricbes levam a distincdo e a
transformacdo seletiva de funcdes quanto a hidrdlise, as lipases apresentam
regiosseletividades que podem ser dividida em 3 grupos principais:

X lipases nao especificas: que catalisam a hidrélise randémica de triacilglicerdis
de forma a obter &acidos graxos provenientes das posicdes 1, 2 ou 3 e glicerol (ex: produzidas
por Candida rugosa, Candida antarctica, Staphylococcus aureus, Chromobacterium viscosum
e Pseudomonas sp.);

X lipases 1,3-especificas: que catalisam as ligagdes 1,3 dos triacilglicerdis
formando acidos graxos, 2- monoaciglicerol, 1,2 e/ou 2,3 diacilglicerol, sendo estas ultimas
estruturas instdveis e por isso passiveis de sofrer reorganizacdo do grupamento acil que

migram lentamente formando 1,3 diacilglicerol e 1- ou 3- monoacilglicerdis o que os torna

50



um substrato hidrolisavel por estas enzimas (ex: de Rhizomucor miehei, Aspergillus niger,
Mucor javanicus, Humicola lanuginosa, Rhizopus delemar, Rhizopus oryzae, Candida

lipolytica, Rhizopus niveus e Penicillium roquefortii);

X8 lipases especificas por acidos graxos: estas lipases também hidrolisam
triacilglicerdis em quaisquer uma das 3 posicdes, no entanto sdo especificas para um grupo
ou um tipo de acido graxo. Este tipo de especificidade ndo é comum entre as lipases e o

exemplo mais estudado até hoje é a lipase de Geotrichum candidum.

Existem também estudos que comprovam que algumas lipases podem ser 2-

especificas tal como a lipase A de Candida antarctica (ZINNI et al., 2004).

° Enantiosseletivas: ndo somente as lipases como também as esterases tem a
habilidade de discriminar enantiobmeros (R- e S-isébmeros) em misturas racémicas sendo
considerada uma das maiores aplicagdes na industria das esterases. A enantioseletividade
pode variar de acordo com o substrato e pode estar conectada a natureza do éster

(LUNDELL; RAIJOLA; KANERVA, 1998).

. Lipases seletivas quanto ao tamanho da cadeia de carbonos e ao numero de

insaturacdes presentes na cadeia de carbonos dos acidos graxos (PAQUES; MACEDO, 2006).

3.6.4 Lipase/esterase de Candida rugosa

As lipases de C. rugosa (CRL) foram descritas pela primeira vez na década de 60,
década na qual duas isoenzimas foram identificadas e denominadas inicialmente como Lip A
e Lip B. Atualmente, a nomenclatura Lip A e B foi abandonada, uma vez que existem pelo
menos sete genes envolvidos na produgdao das CRLs, passando a ser nomeadas pela
numeracdo das enzimas de Lip 1 a Lip 7, sendo as enzimas Lip 1 a 5 ja bem caracterizadas
bioquimicamente (DOMINGUEZ DE MARIA et al., 2006a). As Lips 1,2, 3, 4 e 5 possuem cerca
de 70% de semelhanga na sequéncia de aminodacidos que as origina sendo consideradas

isoenzimas. Todas apresentam massa molar em torno de 60 kDa e, entre elas, poucas
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diferencas sdo encontradas em termos de ponto isoelétrico e grau de glicosilacdo (FERRER et

al., 2001, 2009).

O estudo das Lips 1 e 3 por cristalizacdo permitiu determinar que, apesar de
diferirem quanto a especificidade de substrato, elas compartilham 88% da sequéncia de
aminodcidos. Enquanto a Lip 1 hidrolisa preferencialmente triacilglicerideos com quase
nenhuma especificidade pela cadeia de dcidos graxos. A Lip 3, além de triacilgicerol, é capaz
de hidrolisar colesterol, sendo encontrada na sua forma purificada como um extrato
comercial de nome colesterol esterase (Sigma) (CYGLER; SCHRAG, 1999). Uma resolucdo das
Lips 1, 2 e 3 foi feita na sua conformacao fechada, que mostrou que a Lip 2 apresenta 79.4%
de identidade da sequéncia de aminoacidos com a Lip 1 e 82,2% com a Lip 3. Apesar das
regides essencialmente identicas entre as trés enzimas, o conteudo de fenilalanina é
especifico para cada uma das Lips, que resulta em diferentes ambientes cataliticos, e que
provavelmente se ajusta ao caracter de lipases/esterases principalmente da Lip 2 e 3
(MANCHENO et al., 2003). Segundo MANCHENO et al., (2003) a Lip 2 chega a ter atividade
especifica esterasica (afinidade por solucdes aquosas com ésteres solUveis de cadeias curtas)

duas vezes maior do que a Lip 3.

Diferentes fermentag¢des podem levar a diferentes concentragdes de lipases e perfis
isoenzimaticos. Devido a isto, a producdo das isoenzimas é apontada como um dos fatores
mais importantes para explicar a falta de reprodutibilidade biocatalitica em meio organico,
quando se utiliza o extrato bruto de CRLs (DALMAU et al., 2000; DOMINGUEZ DE MARIA et
al., 2006a). A CRL comercial é uma enzima que se destaca na literatura pelo uso frequente
em biotransformacGes. No entanto, a obtencdo de CRL recombinante é um desafio a
pesquisa ja que a levedura C. rugosa utiliza um cédigo genético ndo universal no qual o
codon que normalmente expressa a leucina, CUG, é expressado como serina (ALBERGHINA;
LOTTI, 1997; CYGLER; SCHRAG, 1999; DOMINGUEZ DE MARIA et al., 2006b; FERRER et al.,
2009).

Por comparacdo entre sequéncias de aminoacidos, as CRLs pertencem a uma familia
de proteinas que contém em sua maior parte esterases, o que explica o caracter ambiguo
lipase/esterase descrito para as CRLs. Dentro desta familia existem ainda outras lipases

como as de Geotrichum candidum — com a qual as CRLs contém 40% de identidade - e a de
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Galactomyces geotrichum. Outros membros desta familia incluem acil e butirilesterases,

carboxilesterases e colesterol esterases (CYGLER; SCHRAG, 1999; MANCHENO et al., 2003).

O sitio ativo das CRLs é composto por residuos de Ser-His-Glu, tais quais as serino
proteases da familia das hidrolases e também possuem as dobras o/B caracteristicas das
hidrolases (topico 3.6.2). O sitio ativo é coberto por uma tampa anfifilica composta por uma
estrutura em a-hélice dos residuos de aminoacidos 65 ao 94. A composi¢cdao de aminodacidos
varia entre as isoformas sendo apenas 14 deles conservados nas estruturas das tampas das
Lips 1, 2 e 3 o que explica a variedade de especificidade encontrada entre as isoenzimas

(DOMINGUEZ DE MARIA et al., 2006a; MANCHERNO et al., 2003).

As lipases de C. rugosa e Geotrichum candidum possuem em seus sitios ativos a
presenca de um tunel de acomodacdo do substrato somente encontrado nestas enzimas.
Este tunel apresenta uma conformagdo em “L”, que aparentemente encaixaria
perfeitamente com a conformacdo estrutural do dcido oléico que possui uma insaturacao
entre os carbonos 9 e 10. Assim, apesar da CRL ser ndo especifica catalisando a reacdo de
diversos acidos graxos e diversos tamanhos de cadeia ela apresenta baixas atividades frente
a substratos com mais de uma insaturacdo (poli-insaturados) como o acido linolénico (18:3)
(DOMINGUEZ DE MARIA et al., 2006a). A composicdo em residuos de aminoacidos varia as
proporcoes de fenilalanina entre as lips 1, 2 e 3 influenciando suas caracteristicas
esterdsicas, uma vez que a Lip 2 e 3 possuem tunéis menores (95 e 93 A) doque aLip1 (135
,&) (MANCHENO et al., 2003) que, portanto, comporta substratos maiores exibindo sua

caracteristica lipasica e diferenciando-a da demais.

O estudo dos extratos enzimdaticos comerciais de C. rugosa permitiram avaliar a
maior presenca da Lip 1 em detrimento das 2 e 3. Nestes extratos, foi possivel também
encontrar carboxilesterases/ tioesterases (DICZFALUSY; ALEXSON, 1996; SANCHEZ et al.,
1999). DICZFALUSY & ALEXSON (1996) descobriram e purificaram duas esterases em torno
de 40 kDa, YTE-1 e YTE-2, com caracteristicas cinéticas semelhantes, sendo apenas a
primeira caracterizada em detalhes. Ambas foram denominadas como especificas para
cadeias longas de acil-CoA- tioesterases (long-chain acyl-CoA thioesterases). Os estudos
realizados sugeriram que estas esterases pertencem a uma nova familia de serino esterases

presentes em leveduras. Mais recentemente, nosso grupo de pesquisa publicou um novo
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método que possibilita realizar transesterificacido em gel nativo ou desnaturante de
eletroforese, que permitiu identificar a banda de 40 kDa nos extratos comerciais de CRL
como a responsavel pela reacao de transesterificacdo do biodiesel de mamona com TMP
(DUARTE et al., 2016). Recentemente, foi publicado um artigo sobre a utilizacao da célula de

C. rugosa (whole-cell) com atividade de oxiredutase (NIE et al., 2005).

3.7 Aplica¢do de enzimas na produgdo de biolubrificantes

Atualmente, a aplicacdo das lipases/esterases progressivamente vem conquistando
seu espaco no ramo industrial. O LaBiM (Laboratério de Biotecnologia Microbiana) em
convénio com o CENPES/PETROBRAS tém desenvolvido, nos uUltimos anos diversas patentes
e artigos com referéncia a producdo de biodiesel e de biolubrificantes catalisado por estas
enzimas (AGUIEIRAS et al., 2014, 2017; CASTRO et al., 2014; CAVALCANTI-OLIVEIRA et al.,
2015; CAVALCANTI et al., 2018; DA SILVA et al., 2015; DUARTE et al., 2016; FERNANDES et
al., 2017; GRECO-DUARTE et al., 2017).

A producdo destes bioprodutos pode ser realizada por transesterificagdo ou
hidroesterificacdo de dleos ou gorduras com alcodis de cadeia curta, principalmente,
metanol e etanol, no caso da producdo de biodiesel e de alcoois de cadeia longa ou ainda
alcoois polihidroxilados (polidlcoois) na producdo de biolubrificantes. Outra forma seria a
simples esterificacdo dos acidos graxos livres provenientes da produgao industrial como os
derivados de dleo de palma e de soja (DDOS e DDOP, respectivamente). Além destes, existe
também um movimento cada vez maior no sentido da criacdo de dleos vegetais modificados
quimicamente, que permitiriam maior flexibilidade no uso de qualquer dleo vegetal como
base, além de com a modificagdo quimica, ser possivel melhorar os desempenhos tanto em
termos fluidez a baixas temperaturas quanto em termos de estabilidade a oxidacdo. Os
estolideos sdo um exemplo destas novas técnicas de modificacdo quimica que também
podem ser obtidos por via enzimatica a partir do acido ricinoléico (BODALO et al., 2009;

GRECO-DUARTE et al., 2017; TODEA et al., 2015).

Apesar das vias quimicas de producao de biodiesel e biolubrificantes a partir de dleos

vegetais serem industrialmente bem estabelecidas, a transesterificacdao e esterificagdo em
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escalas industriais sdo normalmente catalisadas por acidos ou bases; uma catalise
homogénea tipica utiliza como catalisadores o acido p-toluenossulfénico, acido fosfdrico,
acido sulfurico, hidréxido de soédio, etoxido de sodio e metoxido de sédio (WAGNER;
LUTHER; MANG, 2001). Sendo assim, a utilizacdo de uma via enzimdtica, especificamente
lipases ou esterases, se apresenta como uma alternativa interessante para redugao dos

impactos ambientais e a utilizacdo de tecnologias verdes alternativas (SILVA, 2012).

3.8 Poliolésteres

Um dos exemplos mais estudados de biolubrificantes sdo os poliolésteres que sdo
produzidos da reacdo de um alcool poli-hidroxilado — polidlcool — e acidos carboxilicos ou
dicarboxilicos (AKERMAN et al., 2011; AZIZ et al., 2016; CAVALCANTE et al., 2014;
CAVALCANTI et al., 2018; FERNANDES et al., 2017, GRECO-DUARTE et al., 2017; OH et al.,
2013) ou ainda pela reagdo de transesterificagdao entre um biodiesel de fonte diversa e um
polidlcool (AZIZ et al., 2014; DA SILVA et al.,, 2015; OH et al.,, 2013). Os polidlcoois,
diferentemente do glicerol, ndo tém a presenga de um hidrogénio B, mas sim de um carbono
guaternario no centro da molécula o que confere estabilidade ao produto final (WAGNER et
al, 2001). Os 4acidos utilizados na sintese de poliolésteres podem ser de cadeia longa ou
curta, saturada ou insaturada, e linear ou ramificada, respeitando as relagdes que cada
composicdo de acido graxo tem com as propriedades finais do biolubrificante, conforme
visto no tépico 3.3.1. Além disso, no caso da auséncia de duplas conjugadas na composicdo
do acido graxo proveniente de dleo vegetal e, portanto, de hidrogénio bisalilicos, os
derivados de polidlcoois terdo elevadas estabilidades oxidativas e hidroliticas, excelentes

desempenhos a baixas temperaturas e alta biodegradabilidade (PETROVIC, 2008).

Os polidlcoois mais utilizados e conhecidos sdo o neopentilglicol (NPG), o
trimetilolpropano (TMP) e o pentaeritritol (PE) que possuem respectivamente 2, 3 e 4

hidroxilas e suas férmulas estruturais poderao ser visualizadas na Figura 13.
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Figura 13 Estruturas moleculares dos polialcoois: neopentilglicol (NPG), trimetilolpropano
(TMP) e pentaeritritol (PE)

A maioria dos lubrificantes utilizados como fluidos de perfuracdao sao derivados de
polidlcoois. Apenas uma pequena quantidade destes fluidos sdao derivados de alcoois simples
ou mono-hidricos, incluindo os ésteres alifaticos ou diésteres, que sdo provenientes de
acidos dicarboxilicos. No entanto, quando comparados aos diésteres, aqueles fluidos
derivados de polidlcoois apresentam melhores desempenhos no que diz respeito a
estabilidade oxidativa e térmica, indices de viscosidade e pontos de fulgor (KANIA et al.,

2015).

Como exemplo de comercializacdo destes derivados de polidlcoois, a empresa
Miracema-NUODEX comercializa o 6leo proveniente da reacdo de acido oléico e
neopentilglicol, o LIOVAC® 4252, que apresenta baixa taxa de evaporacdo e baixa acidez.
Além disso, possui excelentes propriedades de lubricidade e estabilidade quimica, com baixa
tendéncia a sofrer hidrélise, sendo uma das suas aplica¢des a utilizagdo como déleo basico em
substituicao total ou parcial do éleo mineral em formulagdes de 6leo de corte. Também
recomendado como agente de lubricidade para demais formulagdes de lubrificantes

(MIRACEMA-NUODEX, 2018).

Diversos trabalhos trazem o estudo de reagcbes com a utilizacdo de polidlcoodis e
fontes de dleos vegetais diversos. AKERMAN et al. (2011) estudaram a sintese de trioleato
de trimetilolpropano (TMP), utilizando a lipase B de Candida antarctica (Novozym®435), e a
agua formada no meio reacional foi removida com a aplica¢gao de vacuo conforme ia sendo
formada. A remocgdo de dgua formada em reacbes de esterificacdo é fundamental para que
ndo ocorra a reacdo de hidrélise do produto formada ja que a agua passa a funcionar como

um aceptor de acil e os ésteres de polidlcoois como doadores de acil. O trioleato de TMP
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apresentou propriedades interessantes para a aplicacdo em fluidos hidrdulicos
especialmente em temperauras elevadas. A eficiéncia reacional foi avaliada frente a variacao
de diversos parametros reacionais tais como a temperatura (60 — 100 °C), razdo molar acido
oléico: TMP (1; 2; 3; 3,3 e 4,5:1) e concentragdo de enzima (0,5 — 7,5%). Como resultado os
autores observaram que a formacdo do trioleato de TMP foi maior em temperaturas e
concentragdes enzimaticas mais elevadas na razdo molar de 3,3. O produto formado nas

condig¢des otimizadas apresentou ponto de fluidez de -42 °C.

A aplicagao de lipases imobilizadas de C. antarctica, Pseudomonas cepacia e
Rhizomucor miehei foi realizada na sintese de ésteres lubrificantes a partir da
transesterificacdo do biodiesel metilico de colza com 2-etil-1-hexanol, neopentilglicol e
trimetilolpropano. Utilizando a lipase de C. Antarctica para o 2-etil-1-hexanol, neopentilglicol
e trimetilolpropano, uma conversdo de 98% dos substratos foi atingida em 50, 150 e 200 h
respectivamente. As melhores propriedades foram encontradas no éster de 2-etil-1-hexanol
cujo ponto de fluidez foi de -31,3, indice de viscosidade de 224, sendo as viscosidades a 40 e
a 100 °C as mais baixas de 7,800 e 2,700 cSt, respectivamente. Por outro lado, os ésteres
provenientes do NPG e do TMP tiveram resultados bem semelhantes ao éleo de colza sem

nenhuma modificacdo quimica (GRYGLEWICZ; MUSZYNSKI; NOWICKI, 2013).

Os registros encontrados na literatura que tratam da producdo de ésteres de PE sdo
relativos a producdo por catalise quimica. AZIZ e colaboradores (2014) otimizaram os
parametros da transesterificacdo do biodiesel metilico do dleo de palma e PE, usando como
catalisador o metéxido de sddio, para a obtencdo do tetra éster do biodiesel metilitico de
palma pentaeritritol. As condicbes de temperatura, concentracdo do catalisador e a razao
molar foram variadas atingindo o 6timo reacional de 158 °C; 1,19% (m/v) de catalisador,
razdo molar de 4,5:1 (biodiesel:PE) em 1 h de reacdo. Neste trabalho ndo foram avaliadas as

propriedades lubrificantes do produto formado.

A producdo de ésteres derivados de polidlcoois foi realizada por esterificacdo via
catalise quimica com cloreto de estanho ou de alumina utilizando o acido 10-undecendico e
NPG, TMP e PE obtendo rendimentos de 92 — 96% de conversdo do substrato. Os produtos
foram avaliados quanto as suas propriedades lubrificantes e foram encontrados os seguintes

valores: viscosidade a 40 °C, 11,20-36,10 cSt; a 100 °C, 3,200-7,300 cSt; IV, 162—-172; ponto
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de fluidez, +3 a -36 °C; ponto de fulgor, 254-296 °C. Sendo que todos os ésteres
apresentaram boas estabilidades térmicas e suas propriedades foram melhores do que os

obtidos com o acido oléico (PADMAIJA et al., 2012).

A patente US005747434A descreve um procedimento que utiliza as lipases de
Candida rugosa e Mucor miehei (Lipozyme TM) imobilizada para a producdo de ésteres de
trimetilol etano, TMP, trimetilol butano e PE. A producdo por transesterificacdo enzimatica
com o biodiesel metilico de colza ocorreu para os ésteres de TMP e nao para os de PE. As
condicdes reacionais utilizadas foram: 4 g de biodiesel e 0,7 mL de dgua destilada. .As
reacGes foram mantidas por 48 a 72 h em temperaturas de 42 a 58 °C sob vacuo obtendo

conversdes acima de 95% (MERJA LAMSA et al., 1998).

A relagdo CENPES/LaBiM originou um pedido de depédsito de patente (BR 102012
009727-3) com a inovagdo envolvendo a utilizagdo da lipase de Candida rugosa em reagées
de sintese de biolubrificantes a partir dos biodieseis metilicos de mamona (ricinoleato de
metila), de soja e de pinhdo-manso. Foram estudadas as influéncias das varidveis de
processo (tipo e concentracdo de enzima, teor de dgua, temperatura, concentracdo de
biodiesel, tempo de reacdo) em reatores de vidro (50 mL), sob vacuo e temperatura
controlada. Neste trabalho, foi verificado que a varidvel temperatura foi a mais influente
gerando conversGes superiores a 95%, em 24 horas a 45 °C, utilizando-se como matéria
prima o ricinoleato de metila e como biocatalisador a lipase de Candida rugosa. O produto
obtido da reacdo entre o biodiesel metilico de mamona e o TMP, catalisado pelas CRLs,
apresentaram as seguintes propriedades lubrificantes e fisico-quimicas: viscosidade a 40 °C,
291,6 cSt; a 100 °C, 27,59 cSt; indice de viscosidade, 126; e RPVOT (rotating pressure vessel
oxidation test - estabilidade oxidativa): 40 minutos, excelentes caracteristicas que indicam a

viabilidade dessa nova tecnologia para a produgao de biolubrificantes.

Todos os poliolésteres, bem como ocorre com os éleos vegetais, funcionam como
uma espinha dorsal, dando estrutura a molécula. Os ésteres derivados de polidlcoois tém
sido recomendados para o uso em diversos campos de atuacdao como 6leo de carter, d6leos
de motores de 2 tempos, fluidos hidraulicos, de usinagem, de perfuracdo e de compressor,

entre outros, sendo sugerida a avaliacdo prévia da estrutura e propriedades dos
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poliolésteres para posterior escolha da aplicacdo (ALDRICH et al., 1998, WU et al., 2013;
NAGENDRAMMA; KAUL, 2012).

3.9 Estolideos

Muitos estudos vém sendo realizados nos Uultimos anos devido a toda a
contextualizacdo ambiental de modo a referenciar uma grande variedade de dleos vegetais e
derivados modificados quimicamente sendo um grande exemplo além dos poliolésteres,
abordados no tépico 3.8, os estolideos. Estes sdo produtos resultantes da polimerizacdo de
acidos graxos, ésteres ou mesmo dos triacilglicerdis presentes nos dleos vegetais, que
podem apresentar beneficios como dleos basicos para a producdo de lubrificantes ou
diretamente como lubrificantes, sem a necessidade de aditivos (CERMAK et al.,, 2013;

CERMAK; ISBELL, 1990; GARCIA-ZAPATEIRO et al., 2013a; ISBELL et al., 2006).

Em sua forma natural os estolideos podem ser encontrados em quantidades traco, na
forma de estolideos triglicidicos, em sementes de plantas da familia Cruciferae ou
Brassicaceae (familias do repolho, couve-flor, nabo, agrido e da mostarda), nos géneros
Lesquerella e Heliophila, devido a presenca de hidroxidcidos na composicdo de seus
trigliceridios. O 6leo de Cruciferae conta com a presenga dos acidos lesquerdlico (acido 14-
hidroxi-cis-11-eicosandico), densipdlico (acido 15- hidroxi-9,15-octadecadiendico) e
auricélico (acido 14-hidroxi-11,17-eicosadiendico). Especificamente, 96% ou mais do dleo de
Lesquerella auriculata é naturalmente formado por estolideos triglicéricos o que confere

uma excegao (HAYES; KLEIMAN, 1995; ISBELL, 2011; PELAEZ et al., 2003).

Um dos primeiros registros da sintese de estolideos de 6leo de mamona data de 1954
no qual eram chamados de ésteres ricindlicos secundarios (secundary ricinolyl esters). Neste
trabalho, os autores sintetizaram estolideos triglicéricos, a partir de éleo de mamona, de
Lesquerella, e 4cidos graxos, utilizando como catalizador NAOH e temperaturas elevadas
(atingindo 204 °C), sendo o produto desta reacdo foi utilizado como éleo secante (PENOYER;
VON FISHER; BOBALEK, 1954). Existem diversas formas de obtencdo de moléculas de

estolideos, no entanto, as formas mais comuns envolvem a reacdo de esterificacdao entre a
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carbonila funcional, presente no terminal carboxilico de um acido graxo saturado ou ndo, e
uma insaturacdo ou ainda uma hidroxila em outro acido graxo, triacilglicerol ou éster
qualquer como o biodiesel de mamona (AGUIEIRAS et al., 2011; BODALO et al., 2008;
CERMAK et al., 2011, 2013; GARCIA-ZAPATEIRO et al., 2013b; ISBELL et al., 2006).

Assim, a estrutura denominada estolideo é identificada pela presenca de pelo menos
uma ligacdo éster secundaria entre uma molécula com a presenga de um acil graxo a
estrutura alquil de outro fragmento acil graxo. Essas rea¢Ges levam a formagao de estolideos
livres o que significa que possuem algum terminal passivel de ser esterificado (CERMAK;
ISBELL, 2009), conforme exemplo da Figura 14 que mostra uma molécula de estolideo

formada a partir do acido ricinoléico.

Figura 14 Esquema representando um estolideo livre de acido ricinoléico no qual “n”
pode assumir valores a partir de “0”. As setas indicam o terminal carboxilico e a hidroxila
livre por onde o estolideo pode continuar o processo de polimerizagao.

Um dos critérios para se avaliar o tamanho do estolideo é o nimero de estolideo
(NE), que é definido como o nimero de moléculas de acidos graxos que foram adicionadas a
um acido graxo base, (NE = n+1), e representa a extensdo da oligomerizacao (ISBELL, 2011).
Se n=0 (Figura 14) teremos NE = 1, sendo assim encontradas moléculas de dimeros de acidos
graxos, o que classifica o estolideo como monoestolideo. A partir de trimeros (n=1 e NE=2),
os estolideos ja sdo considerados como oligbmeros e por isso sdao nomeados de
poliestolideos apesar de haver algumas denominacdes como diestolideos para trimeros e

assim por diante (HAYES; KLEIMAN, 1995).

Os estolideos livres também podem ser convertidos em ésteres de estolideos em um
processo que é conhecido como reacdo de capeamento do estolideos (capping reactions),

no qual é realizada uma reacdo de esterificacdo em cada um dos terminais livres do
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estolideo com um alcool ou outro acido graxo (saturado). Desse modo, a oligomerizacdo é
finalizada nesse ponto, uma vez que ndo ha sitios para a introducdo de novas moléculas de
acidos graxos e o estolideo é denominado como capeado ou acabado (capped estolide)

(CERMAK; ISBELL, 2003).

Entretanto, no caso de estolideos de acido ricinoléico, como no exemplo Figura 14,
existem outros terminais possiveis para o ataque nucleofilico e estes sitios sdo a hidroxila
livre do acido graxo base e o terminal carboxilico do ultimo acido ricinoléico (indicados pelas
setas). Caso apenas um destes terminais for esterificado o estolideo passa a ser chamado de
“estolideo monoacabado” (mono-capped estolide) e quando os dois sitios estiverem
esterificados o estolideo passa a ser chamado também de “estolideo acabado ou completo”

(full estolide) (ISBELL et al., 2006).

A Figura 15 apresenta outro exemplo da formagdo de um estolideo, no entanto, a
partir do 6leo de Lesquerella que contém de 55 - 60% do acido lesquerdlico (14-OH
20:1A11cis). Neste exemplo destaca-se a producdo de uma molécula de estolideo triglicidico
— 0 que significa que foi formado a partir de um triglicerideo, no caso o dleo de lesquerella —
por meio da reacdo de esterificacdo entre o acido ldurico e os terminais livres hidroxilicos.
Como se nota na Figura, também ha dois possiveis sitios para a esterificacdo. Sendo assim,

esta reacdo pode gerar a formacdao de um estolideo monoacabado ou um estolideo acabado.
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Figura 15 Exemplo da formagao de um estolideo triglicidico a partir da reagao de

esterificacdo entre o dleo de Lesquerella e o acido laurico (modificado de ISBELL et
al., 2006).

A adicdo de um acido graxo saturado como agente terminador (end-capper), pode
diminuir o nimero de insaturagdes na molécula, melhorando sua estabilidade oxidativa. No
entanto, os pontos de fluidez e de névoa sdao negativamente afetados o que diminui o
desempenho do lubrificante em baixas temperaturas (CERMAK; ISBELL, 2002a). Mesmo
assim, tal caracteristica deve ser levada em consideracdo para muitas aplicacdes do
estolideo como lubrificantes, inclusive para ampliar o seu espectro de atuagdo. Logo, a
escolha do material de capeamento é importante para se obter estolideos com as

propriedades requeridas (CERMAK e ISBELL, 2001).
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Na literatura tem sido observado o grande potencial dos estolideos derivados de
acidos graxos, como exemplo o dcido ricinoléico, devido aos seus altos Vs e
biodegradabilidade, podendo ser empregados em aplicacdes especificas como plasticidas,
aditivos em cosméticos, componentes de tintas, controladores de viscosidade em chocolates
e emulsificantes em margarinas e como resinas de revestimento no processamento de
metais (BODALO-SANTOYO et al., 2005; HAYES; KLEIMAN, 1995; PELAEZ et al., 2003;
YOSHIDA et al., 1997). Ultimamente, devido as suas excelentes propriedades lubrificantes,
estolideos livres e acabados tem sido estudados como uma alternativa aos lubrificantes

derivados de dleos minerais (CERMAK; ISBELL, 2002b).

Os estolideos podem ser produzidos a partir de uma série de dleos vegetais como: de
Lesquerella (comum nos Estados Unidos, pertencente a Brassicaceae), de mamona e de
planta dos prados (meadowfoam) (ISBELL et al., 2006; ISBELL; CERMAK, 2004) e de acidos
graxos como: o acido oléico e acido petroselinico (isébmero natural do acido oléico — 18:1
A6cis), acidos graxos do dleo de coco, acidos graxos do d6leo de pennycress (Thalspi arvense)
e 4cido ricinoléico (BODALO et al., 2009; CERMAK et al., 2013, 2015a, 2015b; GRECO-
DUARTE et al., 2017).

De modo geral, os estolideos apresentam excelente lubricidade, com baixos pontos
de fluidez, boa estabilidade oxidativa e biodegradabilidade, e normalmente superam o
desempenho de produtos disponiveis no mercado como fluidos derivados de dleo de soja e
fluidos hidraulicos derivados de petréleo (CERMAK; ISBELL, 2003, 2009; ISBELL; CERMAK,
2004). Além disso, as ligacOes ésteres secundarias dos estolideos sdo mais resistentes a
hidrélise do que as ligacbes presentes nos triglicerideos de 6leos vegetais. Esse aspecto
estrutural dos estolideos origina propriedades superiores em baixas temperaturas, além das

propriedades ja inerentes da molécula de acido graxo (ISBELL; EDGCOMB; LOWERY, 2001).

3.10 Sintese de estolideos

Muitos trabalhos sdo encontrados referenciando a sintese de estolideos. Entretanto,

a grande maioria utilizam acidos graxos puros (acima de 98%) o que encarece 0 processo ou
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ainda produtos comerciais proveniente da hidrdlise térmica/ quimica de dleos diversos, o
gue pode prejudicar as caracteristicas principalmente relativas a estabilidade do produto
final (GRECO-DUARTE et al., 2017). A maior parte dos estudos faz uso da catdlise quimica,
sendo a catdlise acida mais promissora. Todos os produtos ja vistos produzidos por rota
guimica possuem propriedades lubrificantes promissoras. Estes oleos podem ser
empregados como base para a producdo de um lubrificante acabado ou ainda como o
préprio lubrificante sem a necessidade de aditivos, que sdo requeridos para melhorar as
propriedades lubrificantes tornando-os aptos a determinada aplicacdo (CERMAK; ISBELL,

1990).

3.10.1 Catalise quimica

A rota mais empregada para a sintese de estolideos é a partir de reagles de
polimerizacdo do d4cido oléico, acido ricinoléico e acido 12-hidroxiestedrico sob altas
temperaturas ou utilizando catalise acida (CERMAK; ISBELL, 1990, 2001; ISBELL; ABBOTT;
LOHR JR., 1991; JUNIOR et al., 2011) sendo o grupo com mais publicacdes na area
pertencente ao “United States Department of Agriculture” (USDA) em lllinois (EUA). Mais
recentemente foi empregado o uso de liquidos ibnicos para catalisar a reacdo de
esterificacdo do acido ricinoléico (WANG; SUN, 2017).

Os processos de obtencdo de estolideos de alguns dos documentos ja referenciados
neste trabalho serdo descritos a seguir. Nestes trabalhos, é possivel notar que todos exigem
vdrias etapas, requerem tempo (tempo minimo de 24 h) e, além disso, estes estudos exigem
a utilizacdo de produtos perigosos (catalisadores acidos como o acido sulfurico) a saude
humana e do ambiente.

O documento Pl 0905200-3 (2011) apresenta o processo de obtencdo de um
biolubrificante a partir de um hidrolisado de 6leo de mamona compreendendo trés etapas
principais sendo elas: 1) a esterificacdo do hidrolisado de mamona comercial com um
monoalcool utilizando acidos de Lewis como catalisadores; desta etapa os autores obtém
um éster que serd submetido a 2) reacdo de hidrogenacdo catalitica para reducdo da ligacdao
dupla do C9-10; e, finalmente este produto é encaminhado para 3) reagdo de capeamento
da hidroxila com anidridos de acidos que consistem numa acilacdo catalisada por uma base
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nitrogenada para a obtencdo dos estolideos acabados. A reacdo 1 e a 2 ocorrem
concomitantemente em excesso de monodlcool e dura de 12-30 h numa faixa de
temperatura que pode variar de 40-80 °C sob agitacdo constante enquanto a reacdo 3 é
realizada apds a retirada do excesso de alcool e ocorre em atmosfera inerte (nitrogénio ou
Argbnio) na faixa de temperatura entre 80 — 120 °C durante 12 -30 h. Apds o ciclo completo,
o produto devera atingir a temperatura ambiente e ser lavado com solucdo acida e de sais
para a retirada do excesso de anidrido acido e a base nitrogenada da fase organica (JUNIOR
etal.,, 2011).

Os autores ISBELL e colaboradores (1991) do grupo de pesquisa de lllinois (USDA)
patentearam o processo de produgdao de um novo estolideo com caracteristicas lubrificantes
a partir de acido oléico e a posterior esterificacdo deste estolideo com um alcool (US
6018063, 2000). Para isso foi utilizado acido oléico comercial que foi submetido a reacao de
hidrogenacdo catalitica seguida da esterificacdo entre acidos oléicos catalisadas por acido
sulfurico que foi adicionado no tempo de 4 min. Esta reagdo foi conduzida a vacuo por 24 h a
300 rpm e 55 °C. Apds este tempo, foi injetado nitrogénio para desfazer o vacuo e a reagao
foi adicionado um alcool, o vacuo e as mesmas condi¢cGes reacionais foram reestabelecidas,
e a nova reacao foi conduzida por 2 h. Neste tempo, foi adicionada uma solucdo de fosfato
dissédico em dgua contendo cerca da metade do volume reacional, sob agitacdo vigorosa.
Apds isso, a mistura foi deixada em repouso de um dia para o outro para a recuperac¢do da
fase aquosa e a retirada do alcool por destilagdo a vacuo a 100 °C.

Posteriormente, o mesmo grupo patenteou um trabalho, dando seguimento ao
trabalho apresentado no paragrafo anterior, desta vez, com o uso de acido perclérico a 60 °C
e como matéria-prima foram adicionados, ndo somente acido oléico, mas também dacidos
graxos provenientes da hidrdlise do dleo de coco e acidos graxos livres como o laurico,
miristico, decandico, octandico e caprdico, em diversas razGes molares. Os produtos das
reacOes foram: estolideo livre, 2-etil-1-hexil estolideos e produtos sem os mondmeros de
acidos graxos livres, foram caracterizados quanto ao ponto de fluidez, viscosidade
cinematica a 40 e 100 °C por meio dos quais é calculado o indice de viscosidade (IV), ponto
de névoa e cor. A reagdo foi conduzida de forma bem semelhante a do documento US
6018063 (2000), sendo que ao final, o produto obtido também poderia passar por mais uma

etapa de remogdo para retirada dos monémeros de acidos graxos ainda livres, que é feita na

65



temperatura de 180-190 °C em destilacdo a vdcuo. O produto final, mesmo utilizando
elevadas temperaturas, obteve caracteristicas interessantes, podendo em alguns casos ser
empregado sem a necessidade de alguns aditivos. O maior ponto de fluidez (3 °C) e o menor
IV (122) foram encontrados para os estolideos livres provenientes das rea¢des entre acidos
oléico: estedrico (razdo molar 2:1) e acido oléico: caprédico (2:1), respectivamente. O menor
e melhor ponto de fluidez (-36 °C) foi encontrado no 2-etil-1-hexil estolideo proveniente da
reacdes entre os acidos oléico: laurico (2:1) e por fim o maior IV (232) foi encontrado no
produto apds a remogao dos mondmeros livres na reagao entre acido oléico: acidos graxos
de dleo de coco (3:1).

Os autores GARCIA-ZAPATEIRO et al.,, (2013b) estudaram as propriedades
tribolégicas, térmicas e a viscosidade de uma variedade de estolideos livres obtidos do acido
oléico e ricinoléico e suas misturas com éleos vegetais (6leos de girassol, que contém teores
elevados de &acido oléico, e 6leo de mamona) produzidos por diferentes protocolos de
sintese quimica com catalisadores dcidos. Os autores observaram que o grau de
polimerizacdo foi afetado de acordo com o protocolo utilizado sendo o maior encontrado
com o uso do acido sulfurico. Foram produzidos estolideos com massa molares de 4,4 a 6,9

vezes maiores que os acidos graxos utilizados como reagentes.

3.10.2 Catalise enzimatica

Como visto no tépico 3.10.1, a maior parte dos trabalhos relacionados a sintese de
estolideos utiliza catalisadores acidos como acido sulfurico e acido percldrico, e/ou altas
temperaturas (200 °C) e pressdes. Entretanto, além dos relacionados a geragao de efluentes
acidos e corrosdao proveniente dos residuos dcidos, a sintese de estolideos pelo processo
quimico apresenta problemas relacionados a coloracao e odor do produto final, devido as

altas temperaturas empregadas (BODALO-SANTOYO et al., 2005; BODALO et al., 2009).

Além disso, a utilizacdo de acidos fortes como o acido sulfurico também pode
conduzir a quebra de grupos funcionais presentes nos estolideos e a formacdo de
subprodutos que se decompdem ao longo do tempo, liberando grupamentos acidos
sulfonados que diminuem o pH da solugdo de estolideos, prejudicando o funcionamento do

fluido (CERMAK; ISBELL, 2001; HAYES; KLEIMAN, 1995).
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O uso de biocatalisadores vem entdo representando uma alternativa interessante
para a obtencdo de estolideos em relacdo aos métodos quimicos convencionais. Além disso,
como os métodos enzimaticos sdao bem especificos, quase nenhum coproduto reacional serd
formado, o que reduz a quantidade de efluentes industriais gerados. Além disso, o emprego
de biocatalisadores reduz o consumo de energia do processo, pelo fato das lipases atuarem

em condi¢Bes reacionais brandas de temperatura, pH e pressdo (LAGUERRE et al., 2017).

O estado da arte com relagdo a produgdo de estolideos por via enzimatica ndao
apresenta tanta representatividade. No entanto é possivel encontrar estudos utilizando
principalmente as lipases comerciais de Candida rugosa (BODALO-SANTOYO et al., 2005;
BODALO et al., 2008, 2009; YOSHIDA, YASUKO; MITSUO, KAWASE; CHOZO, 1993; YOSHIDA et
al., 1997). Duas patentes japonesas mencionam o uso de lipases para a produgdo de
estolideos a partir de hidroxidcidos, particularmente o AR. O documento JP213387 (1990)
expressa os estolideos produzidos por nimero de iodo (iodine value) e JPH05211878 (1993)
tratam da producdo enzimatica utilizando lipases imobilizadas na concentracdo de 800 mg/g
de substrato, com controle de retirada de agua durante a rea¢ao usando acidos graxos livres
de mamona comerciais, mas ndo menciona relatos quanto as propriedades dos lubrificantes
obtidos.

Em 1995, HAYES & KLEIMAN testaram oito lipases quanto a sua capacidade de
sintetizar estolideos a partir de uma mistura que continha acido lesquerdlico e oléico. Com
excecdo da lipase de Aspergitlus niger, todas as enzimas 1,3 -especificas - lipases de Rhizopus
arrhizus e Rhizomucor miehei - ndo foram capazes de sintetizar os estolideos. As lipases nao-
especificas de Candida rugosa e Geotrichum candidum catalisaram a formacao de estolideo
com> 40% de rendimento, com > 80% de monoestolideos formados por um grupo acil
lesquerdlico e um oléico. A lipase, também ndo especifica de Pseudomonas sp., sintetizou
estolideos com 62% de rendimento sendo a mistura do produto composta principalmente
por monoestolideos e diestolideos compostos de acido lesquerdlicos.

Recentemente, TODEA et al., (2015) fizeram o estudo conjunto da varredura de
diversas lipases comerciais para testar, ndo somente a producado de estolideos mas também
a seletividade de diversas lipases comerciais frente aos substratos utilizados, entre as lipases
utilizdas estdo: C. rugosa, Aspergillus oryzae, Candida antarctica A, Rhizopus arrhizus, C.
antarctica B, P. fluorescens e de pancreas de porco. Foram utilizados dois tipos de
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hidroxiacidos comerciais saturados (C16 160H, C18 120H) e um insaturado — 4cido
ricinoléico (C18:1 A9cis 12-OH) para comparar a seletividade das enzimas frente aos
diferentes substratos e a catdlise foi realizada em meio organico composto por tolueno.
Todas as reagbes foram conduzidas pelo tempo de 24 h, na temperatura de 40 °C e os
produtos foram avaliados. Os autores encontraram resultados com maiores conversdes dos
acidos graxos livres (91,6 %) utilizando o acido-16-hidroxi-hexadecandico obtendo dimeros,
trimeros e tetrameros utilizando as enzimas C. antarctica B e de pancreas de porco. Além
disto, utilizando o acido ricinoléico, os autores obtiveram no maximo 33,2% de conversdo
para a as enzimas C. antarctica B, sendo o maior produto encontrado nesta reagao os
dimeros. Utilizando a enzima P. fluorescens formou-se até trimeros com 31,5 % de

conversdo. A enzima de Candida rugosa, entretanto, nao apresentou boa conversao.

3.11 Principais propriedades dos lubrificantes

3.11.1 Propriedades quimicas

3.11.1.1 Biodegradabilidade

O derramamento de 1 litro de éleo mineral é capaz de contaminar 1 milhdo de litros
de 4dgua potavel que ficard impréprio para uso (BART, J.C.J., GUCCIARDI, E., CAVALLARO,
2013a; JUNIOR et al., 2011). Além da contaminac3o, a sua toxicidade e formacdo de filme
sobre os corpos fluviais tende a impedir a sobrevivéncia da fauna local tornando inviavel
gualquer tipo de degradacao.

Deste modo, nos ultimos anos, a producao de lubrificantes tem sido direcionada para
produtos obtidos de fontes renovdveis e biodegradaveis. A definicdo do termo
biodegradabilidade pela ASTM (American Society for Testing and Materials) demorou alguns
anos até se chegar a um consenso, o que levou a atrasos no desenvolvimento de padroes e
de biolubrificantes na década de 90, na época por influéncia da tendéncia europeia (SILVA,
2012). Este conceito tem se destacado dentro dos parametros para a selecdo de odleos
basicos e para a formulacdao de d6leos acabados, no que diz respeito a adicdo de aditivos

(BART, J.C.J., GUCCIARDI, E., CAVALLARO, 2013a; FOX; STACHOWIAK, 2007; KANIA et al.,
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2015; MADANHIRE; MBOHWA, 2016; MCNUTT; HE, 2016; NAGENDRAMMA; KAUL, 2012). O
ensaio padrao utilizado no Brasil para determinacao da biodegradabilidade de compostos de
acordo com o Coordinating European Council é o CEC L-33-A-93 (antigo CEC L-33-A-82) e por
meio dele chega-se ao valor de 15 — 35% de biodegradabilidade para os 6leos minerais.

De uma forma geral, os lubrificantes biodegradaveis sdo aqueles passiveis de serem
convertidos, por micro-organismos, em compostos de massa molar menor que a original que
nao detém toxicidade e, portanto, ndo representam ameacas ao ambiente. A estrutura
quimica dos lubrificantes / aditivos utilizados esta diretamente relacionada a sua taxa de
biodegradacdo e afetam as suas propriedades, que por vezes afetam o desempenho nos
varios ensaios padrdo de biodegradabilidade. A solubilidade em agua, por exemplo, é critica
em alguns testes de biodegradabilidade porque quanto menor a solubilidade em agua, mais
dificil o seu acesso pela microbiota. A toxicidade, por sua vez, é muito importante, pois se o
lubrificante é toxico e reduz a populacdo de organismos, entdo isto deverd afetar
negativamente o processo de biodegradacao (RUDNICK, 2006).

A biodegradabilidade pode ser classificada por quatro testes de acordo com o
material e sua susceptibilidade ao ataque por micro-organismos aerdbicos ou anaerdbicos:
biodegradabilidade primaria (relativa), final, inerente ou pronta (BART, J.C.J., GUCCIARDI, E.,
CAVALLARO, 2013a; SILVA, 2012).

Produtos ditos como prontamente biodegraddveis sdo aqueles que passaram pelos
testes de triagem da biodegradabilidade final. Estes testes sdo tdo rigorosos que se assume
que estes compostos irdo se decompor rapida e completamente em ambientes aquaticos
sob condi¢cdes aerdbicas. Normalmente, isso implica que 60% ou mais do material
submetido ao teste de biodegradabilidade foi convertido a CO,, em 28 dias. Mais de 95% dos
Oleos basicos usados na fabricacdo de lubrificantes ndo atendem ao critério de serem
prontamente biodegradéveis. Sendo assim, estes materiais podem ser submetidos a testes
de biodegradabilidade inerente, que sao utilizados para avaliar se uma substancia tem algum
potencial para biodegradacdo. A maior parte dos biolubrificantes hidraulicos sdo produtos
prontamente biodegradaveis.

Produtos inerentemente biodegraddveis sdo quimicos que claramente terdo algum
tipo de biodegradacdo em qualquer teste de biodegradabilidade (seja ela primaria ou final).

Este teste é utilizado também para avaliar se a substancia tem algum tipo de potencial para
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biodegradacdo. Os dleos minerais brancos e lubrificantes de grau alimenticio sdo geralmente
produtos inerentemente biodegradaveis, uma vez que levam mais tempo para serem
consumidos no meio ambiente do que 6leos vegetais e, além disto, sdo considerados como
produtos.

Biodegradabilidade final (Ultimate biodegradation) é o nivel de degradacdo
alcancado quando o composto de teste é totalmente convertido (100% biodegradado), por
micro-organismos, resultando na producdao de CO,, CH4, H;0, sais minerais e novos
constituintes celulares microbianos (biomassa). Oleos vegetais, em geral, sdo “finalmente”
biodegradaveis. Existe também uma linha de produtos lubrificantes, de base bioldgica, da
United Bio Lube, que é classificada como “finalmente” biodegradavel, pela classificacdao mais
elevada da USDA. A maior parte dos produtos de base biolégica, por serem feitos a partir de
fontes renovaveis, sera classificada como prontamente biodegradavel. No caso dos dleos
vegetais a biodegradabilidade é de 99% e, usualmente, cai para 90 a 98% com a inclusdo de
aditivos. Por outro lado, a biodegradabilidade dos o6leos minerais é de apenas 20%
(MAKKONEN, 1994).

A biodegradabilidade primaria de um lubrificante é medida, tipicamente, pelo
método CEC-L-33-A-93 e corresponde a alteracdo na estrutura quimica de uma substancia
por micro-organismos, resultando na modificacdo de alguma propriedade da mesma. Na
Tabela 4 podem ser observados alguns Oleos basicos e seus percentuiais de

biodegradabilidade primaria.

Tabela 4 Biodegradabilidade primaria de 6leos basicos medida pelo método CEC-L-33-A-93
(BART, J.C.J., GUCCIARDI, E., CAVALLARO, 2013a).

Tipo de dleo Biodegradabilidade primaria (%)

Oleo mineral 15-35

Oleo mineral branco 25-45
Alquilbenzeno 5-20
PAO 5-30
Poli-isobutileno 0-25
Poliéster 0-25

Poliolésteres e di-ésteres 55-100

Oleos vegetais e naturais 70-100
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3.11.1.2 Estabilidade termo-oxidativa

Para um produto ser oxidativamente estdvel significa ter a habilidade de manter suas
propriedades se exposto a condi¢Ges operacionais especificas (HONARY; RICHTER, 2011). Os
Oleos vegetais tém melhor desempenho em termos de evaporacdo e toxicidade, entretanto
tem pior desempenhono quesito desempenho em alta temperatura e tempo de prateleira. A
razdo reside na sua estrutura molecular, em particular no grupo B-CH central na porcao
glicerol e nas ligagdes duplas nas cadeias graxas. A estabilidade oxidativa de um dleo vegetal
depende entdo de sua estrutura que determina as propriedades do lubrificante e as
estabilidades operacionais, das condicOes utilizadas para a sua extracdo, da presenca de
contaminantes (particularmente tragcos de metais, agua, radicais e peréxidos), antioxidantes
naturais e condi¢cdes de armazenamento. O uso direto de dleos vegetais puros bem como os
préprios biolubrificantes enfrentam problemas em condi¢cdes de temperatura elevada, pois,
nestas condi¢des sao submetidos a oxidagao degradativa. A maioria dos biolubrificantes tém
uma temperatura operacional maxima de 70 °C, podendo atingir 120 °C em formulag¢des. O
conhecimento das propriedades oxidativas dos lubrificantes é necessario para prever a
estabilidade térmica em longo prazo destes fluidos, que é uma propriedade lubrificante
criticamente importante. De modo geral, a ligacdo éster leva a instabilidade hidrolitica, as
insaturagdes tornam o material mais susceptivel a rdpida oxidagcdo que conduz a um
aumento em viscosidade, elevado IAT (indice de acidez total) e corrosdo. Por outro lado, as
duplas ligacbes sdo necessarias uma vez que a presenca de uma longa cadeia saturada
resulta em baixo desempenho a frio (BART, J.C.J., GUCCIARDI, E., CAVALLARO, 2013b; SILVA,
2012). Quanto mais resistente for um lubrificante a oxidacdo, menor serd a tendéncia de
formar depdsitos, lodo e subprodutos corrosivos em aplicacGes de graxa, éleo de motor e

Sleo industrial (CERMAK; ISBELL, 2003).

Aditivos e misturas sdao freqlentemente usados para melhorar a estabilidade
oxidativa de um dleo vegetal, o que leva a perdas na biodegradabilidade e aumento na
toxicidade. Os antioxidantes naturais, tais como tocoferdis, caroteno, lecitina e gossipol,
estdo presentes naturalmente nos oleos vegetais, que também sdo passiveis de sofrer
oxidacdo. Os antioxidantes evitam ou reduzem a formagdo de radicais livres, promovendo
reacbes de terminacdo e, também, atuam na formacdo de uma pelicula sobre a superficie
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metalica, evitando assim o contato da mesma com o déleo. Muitos antioxidantes sintéticos
tém sido desenvolvidos e testados em Oleos vegetais, como, por exemplo, produtos
fendlicos e aminas. O produto mais conhecido, BHT (2,6-di-tert- butil-1-4-metilfenol) é
efetivo em ésteres e 6leos vegetais e tem a vantagem de ser aprovado pelo US Food and
drug administration (FDA) como um produto GRAS (generally recognized as safe), sendo
utilizado como antioxidante para produtos alimenticios. Além do BHT, outros produtos
fendlicos também sdo conhecidos. ISBELL (2011) constatou que a adicio do BHT em
conjunto com ADA (difenilamina alquilada) na propor¢cdo 1:1 totaltizando 1% do volume
total do estolideo acabado (2 Etil-1-hexil- coco-oleico estolideo) o qual aumentou de 17 para
251 minutos de estabilidade oxidativa medido por RPVOT. Normalmente, lubrificantes
acabados para carter apresentam estabilidade oxidativa de 240 min medida em RPVOT

(ASTM D 2272).

Existem vdrios métodos disponiveis para realizagdo dos testes de estabilidade
oxidaiva como: Indice de estabilidade oxidativa (OSl) - oxidative stability index, teste de
oxidacdo por bomba rotatéria (RPVOT) — rotating pressure vessel oxidation test, estimacao
de perdxidos, método do oxigénio ativo e o método Rancimat (CERMAK; ISBELL, 2003; SILVA,
2012).

Muitos dleos vegetais tém sua estabilidade oxidativa medida com o OSI, que é um
teste de oxidacdo mais brando do que o RPVOT. A industria geralmente dita o método ou
instrumento a ser usado para um teste especifico. Oleos vegetais sdo principalmente
utilizados pela industria alimenticia, entdo, a maior parte dos métodos de determinacao da
estabilidade oxidativa foram criados por esta industria e, da mesma forma, pela industria
quimica. Os métodos para estabilidade oxidativa utilizados pela industria de lubrificantes sao
baseados em éleos derivados do petrdleo (6leos minerais) e, em geral, ndo sdo adequados
aos oleos vegetais. Assim, a maioria das aplica¢des de alimentos requer o uso do OSI e ndo a
RPVOT. Embora a industria do petréleo exija um teste com condi¢cdes muito mais severas do
qgue a industria alimenticia, devido ao ambiente em que sdo usados, a RPVOT é um dos

testes recomendados (CERMAK; ISBELL, 2003; SILVA, 2012).

Outros métodos convencionais para melhorar a estabilidade oxidativa dos dleos

vegetais sdo a hidrogenacdo dos &cidos graxos. A estrutura de oleos altamente
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monoinsaturados também pode ser modificada quimicamente para melhorar as
propriedades funcionais do dleo. AKOH (1994) comparou a estabilidade oxidativa por OSI
entre o 6leo de soja refinado e o produto de sua parcial hidrogenacdo, respectivamente,
encontrando 9,4 h e 15,3h a 110 °C comprovando que ha uma melhoria ao se hidrogenarem
as duplas ligacbes, no caso, de mais de 60%. A mesma abordagem foi adotada com os
estolideos provenientes do acido oléico, que foram submetidos a hidrogenagao com 2%
m/m de 10% de palddio em carvdo ativado para obtengdo de estolideos completamente
saturados Tendo-se em vista os resultados obtidos por AKOH (1994), se esperava que a
hidrogenacdo dos estolideos provenientes do acido oléico seguissem a mesma tendéncia
apresentada pelo éleo de soja, se mostrando mais estdveis na forma saturada do que os
estolideos insaturados. No entanto, o produto final tinha baixissimo desempenho a baixa
temperatura, o que o tornou inutil para as aplicagdes desejadas (ISBELL; EDGCOMB;

LOWERY, 2001).

A oxidacdo de compostos graxos insaturados ocorre em diferentes taxas,
dependendo n3do somente do numero, como também da posicao das ligacdes duplas
conforme foi observado no estudo da estabilidade oxidativa em relacdo a posicdo olefinica
de ésteres metilicos graxos monoendicos (ISBELL; ABBOTT; CARLSON, 1999). Os autores
demonstraram que a ligacdo dupla A5 é a mais estavel, em mais de uma ordem de grandeza,
e determina um valor OSI excepcionalmente alto em comparacdo com a A6, A9 e A13. No
caso de acidos poli-insaturados, a ocorréncia de posi¢des bisalilicas (Figura 16) sdo ainda
mais propensas a oxidacdo do que as posicdes alilicas. As taxas relativas de oxidacdo sao

demonstradas na Figura 16.
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Figura 16 Comparagao entre a oxidagao relativa de acidos graxos com o mesmo numero de
carbonos (C18) variando a quantidade de duplas ligacdes e, portanto, a presenca de

hidrogénios alilicos. Da esquerda para a direita taxa de oxidagao relativa: estearatos:
oleatos: linoleatos: linolenatos = 1: 10: 100: 200.

O ataque oxidativo aos acidos graxos insaturados comeca pela transferéncia de um
elétron e formacgdo de radicais livres (iniciacdo). Este intermediario radical reage com o
oxigénio molecular em uma reacdo em cadeia formando os hidroperdxidos pelo que é
designado de propagacdo (Figura 17). Os hidroperdxidos resultantes sdo ainda degradados
com a producdo de pequenas moléculas (dgua, alcoois, aldeidos, cetonas, dacidos
carboxilicos) e produtos de condensac¢do, que aumentam a viscosidade e podem até formar

sedimentos por policondensacdo (terminacdo). A degradacdo resulta em fragmentos volateis
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de baixo peso molecular e produtos de degradacdo que prejudicam as propriedades
lubrificantes. A concentracdo de oxigénio também tem um efeito direto na taxa de formacao

de hidroperdxido (BART, J.C.J., GUCCIARDI, E., CAVALLARO, 2013a; SILVA, 2012).

0-0 O-0OH

Hidroperéxido

Figura 17 Exemplo de ataque oxidativo ao hidrogénio bisalilico presentes nos acidos
graxos com duplas conjugadas.

A oxidacdo pode incluir também reacdes de polimerizacdo entre triglicerideos por
meio de reacdes de atomos préximos a insaturacao, o que pode formar material de massa
molar mais elevada e insollveis que venham a se depositar como “lamas”. O dtomo de
hidrogénio-B dos triglicerideos também é facilmente eliminado da estrutura molecular
através da oxidacdo o que leva ao enfraquecimento da ligacdo éster no centro da molécula,
que ird quebrar apenas pelo calor, criando um acido carboxilico e uma porgdo glicerol
promovendo, assim, uma degradagao adicional do dleo. A extensdo da oxidagao e formagao

de produtos de oxidacdo é influenciada pela presenca de antioxidantes e metais.

A umidade também exerce influéncia nas reacles de oxidacdo (BART, J.C.J,
GUCCIARDI, E., CAVALLARO, 2013b). Em um nivel de atividade de dgua de 0,5 + 0,2 (um teor
de agua de aproximadamente 50% da solubilidade de saturacdo), a 4gua tende a estabilizar
os hidroperdxidos e facilitar as reagdes de terminacdo dos radicais livres. Em niveis
inferiores, esta “hidroprotecao” é negligenciavel, conduzindo a altas taxas de oxidagdo. Ja
em niveis mais elevados, ocorre o risco de formacao de acidos graxos livres (os quais oxidam
mais rapido do que os glicerideos). Acidos carboxilicos livres gerados a partir da oxidacdo de

um triglicerideo tornam o lubrificante acido promovendo a corrosdo. Além disto, estes
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grupos acidos tém atracdo por metais oxidados que poderdo ser removidos e solubilizados
pelo 6leo a partir de algumas superficies de partes metalicas lubrificadas. As taxas de
oxidacdo tendem a serem maiores em teores de umidade préximos ou superiores a

saturagao.

Outro fator que acelera a oxidacdo é a radiacdo, incluindo a luz solar e a artificial. A
luz promove a formacgao de radicais livres, influenciando a oxida¢dao. A foto-oxidagao ocorre
por um mecanismo diferente envolvendo oxigénio singleto em taxas 1000 ou mais vezes

mais rapidas do que sem a radiacdo (BART, J.C.J., GUCCIARDI, E., CAVALLARO, 2013b)

Esteres de acidos graxos com grupamentos no carbono 12, como, por exemplo, o
éster 12-acetilricinoleato de metila (derivado do 6leo de mamona), apresentam melhores
estabilidades oxidativas (YAO et al, 2010). Isto ocorre em fun¢do do impedimento estérico
imposto pelo grupamento, o qual esta situado no carbono alilico, adjacente a dupla ligagao.
Desta maneira, torna-se mais dificil a eliminacdo dos hidrogénios adjacentes a esta dupla

ligacdo.

3.11.1.3 Estabilidade hidrolitica

A estabilidade hidrolitica pode ser medida por meio do indice de acidez total (IAT). O
IAT baixo dos Oleos vegetais quimicamente modificados (CMVOs) contribui para sua boa
estabilidade quimica e térmica. Em termos de estabilidade hidrolitica, os 6leos minerais sao
superiores aos 6leos vegetais e seus derivados. A presenca da ligagao éster torna os CMVOs
mais susceptiveis a hidrélise quando expostos a atmosferas Umidas, ou quando em contato
com agua. A resisténcia a hidrdlise depende do tipo de alcool no éster (se o produto é
transesterificado), do tamanho das ramificacbes acila nas cadeias de acidos graxos, da
geometria molecular, dos aditivos empregados e das condi¢des de operagdo. Grupos acila
lineares sdao mais susceptiveis a hidrélise do que grupos acila ramificados. Os parametros de
processo (acidez, grau de esterificacdo, remocdo de residuos de catalisador e agente

neutralizante) dos CMVOs também apresentam um importante impacto em sua estabilidade

76



hidrolitica. Uma baixa acidez, um alto grau de esterificacdo e um baixo nivel de residuos de

processo aumentam a estabilidade hidrolitica dos CMVOs (RUDNICK, 2006).

3.11.1.3.1 indice de acidez total

A acidez de um dleo geralmente é expressa em termos de indice de acidez total
(quantidade de hidroxido de potdssio (mg) necessdria para neutralizar os componentes
acidos presentes em 1g de 6leo). O ponto de neutralizacdo da amostra é detectado pela
mudanca de sua coloracdo (método colorimétrico ASTM D974), pela leitura do pH (método
eletrométrico ASTM D664) ou ainda a analise pode ser realizada pelo método oficial AOCS

Cd 3d-63 (BART, J.C.J., GUCCIARDI, E., CAVALLARO, 2013a).

Oleos e gorduras comerciais contém sempre quantidades de 4cidos graxos livres e
impurezas, sendo o indice de acidez utilizado no controle da qualidade de fabricacdo uma
vez que este deve ser bem baixo. O indice de acidez total de déleos vegetais de boa qualidade
é inferior a 10 mg KOH / g e, normalmente, é encontrado de 20 a 25 mg KOH / g para dleos
de qualidade inferior. Mesmo dentro da mesma safra de sementes, a acidez pode variar
também em relacdo a extracdo e ao armazenamento de 6leo (BART, J.C.J., GUCCIARDI, E.,

CAVALLARO, 2013a).

J4 os Oleos vegetais e gorduras usados contém frequentemente mais de 3% em
massa de dacidos graxos livres e esse aumento da acidez ocorre devido a contaminacado
externa ou processo de oxidacdo acelerado. Assim, o indice de acidez total de uma amostra
de dleo é indicativo da qualidade do fluido e pode ser usado para determinar quando o dleo
deve ser trocado. Para a aplicacdo como lubrificantes, sdo desejaveis valores inferiores a 0,5
mg KOH/g, uma vez que valores elevados de acidez contribuem para aumentar efeitos de

corrosdo (SILVA, 2012; BART, J.C.J., GUCCIARDI, E., CAVALLARO, 2013a).
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3.11.2 Propriedades fisicas

3.11.2.1 Propriedades a baixas temperaturas

Um dos requisitos que é fundamental a um éleo lubrificante é que ele permaneca
liqguido em uma ampla faixa de temperatura. O ponto de fluidez é a temperatura mais baixa
registrada na qual um dleo ainda é fluido e é a propriedade mais importante para se avaliar
o comportamento dos 6leos lubrificantes a baixas temperaturas, tanto que por muito tempo
este parametro foi o Unico utilizado. Hoje em dia também é utilizado, por exemplo, o ponto
de névoa que corresponde a temperatura na qual compostos dissolvidos no éleo, tais como
parafinas comecam a cristalizar. O ponto de fluidez é uma propriedade especialmente crucial
para 6leos que devem fluir a baixas temperaturas, tais como éleos hidraulicos de baixa
temperatura, 6leos de refrigeracdo, dleos de processamento de borracha e dleos de
usinagem (refrigerantes), além de graxas e fluidos de perfuracdo. O ponto de fluidez deve
ser pelo menos 10 °C abaixo da temperatura mais baixa prevista no ambiente no qual o
lubrificante sera usado (BART, J.C.J., GUCCIARDI, E., CAVALLARO, 2013a; KANIA et al., 2015;
SILVA, 2012).

Basicamente, o ensaio para determinacdo o ponto de fluidez consiste no
aquecimento preliminar, seguido do resfriamento a uma velocidade especificada e
observada em intervalos de 3 °C para avaliar as caracteristicas do escoamento sendo a
menor temperatura na qual o éleo ainda se movimenta o ponto de fluidez. Quanto mais
baixo, melhor o dleo basico, sendo dado destaque aos valores inferiores a —36°C (SILVA,
2012). Os Oleos vegetais apresentam tipicamente pontos de fluidez de -10 a -20 °C e
solidificam em -15 °C, quando permanecem por longos periodos a baixas temperaturas. Ja os
poliolésteres, como os obtidos da reagdao entre o acido oléico e TMP (TMP-oleatos), tém
pontos de fluidez de -20 a -45 °C, o que é considerada uma faixa interessante, uma vez que
engloba a maior parte das aplicacoes lubrificantes (ISBELL; EDGCOMB; LOWERY, 2001; SILVA,
2012). Assim, sdo necessarias modificacdes quimicas com o objetivo de melhorar esta

propriedade.
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SALIMON; SALIH, 2010 e SALIMON; SALIH; YOUSIF, 2012a promoveram modificacoes
na estrutura do acido ricinoléico e do acido oléico, respectivamente, buscando avaliar as
variacOes no ponto de fluidez e na estabilidade oxidativa. Eles observaram que o aumento
do comprimento da cadeia do éster de cadeia média influenciou positivamente as
propriedades a baixa temperatura dos diésteres produzidos, pois eles criaram uma barreira
estérica ao redor das moléculas individuais inibindo a cristalizagao. Os resultados indicaram
o ponto de fluidez mais baixo (-48 °C) para o etil-hexil 9- (octanoiloxi) -10- (behenoxi)
octadecanoato com éster intermedidrio de cadeia behénica (C22) (SALIMON; SALIH; YOUSIF,
2012a). O ethilhexil 10,12-dihidroxi-9-behénoxiestearato apresentou o ponto de fluidez mais

baixo dentre os derivados do 4cido ricinoléico (-42 °C) (SALIMON; SALIH; 2010).

As ligagGes hidrogénio sao um parametro critico que influencia as propriedades de
baixa temperatura de ésteres sintéticos. Desta forma, aumentar a quantidade de ligacdes de
hidrogénio aumenta a interacdo intermolecular, o que, por sua vez, aumenta o volume
estérico devido a formacdao de dimeros, trimeros ou até moléculas maiores, fracamente
associadas, o que conduz a um ponto de fluidez baixo. A remogdo destas liga¢des hidrogénio
pela esterificagdo pode levar a diminuigdo ou ao aumento do ponto de fluidez de acordo
com o tamanho e a natureza do terminador. Segundo ISBELL (2006), se tratando de agentes
de capeamento saturados, quanto maior a cadeia carbdnica (C18:0 e C20:0) mais facil serd o
empilhamento entre as moléculas o que conduzird a um ponto de fluidez maior do que o
6leo de origem. No entanto, se a cadeia for menor (C2:0 < C:16) elas parecem interromper o
empilhamento das moléculas produzindo pontos de fluidez menores do que os odleos
originais. Bem como, a presenca de duplas ligacdes no terminador diminui o ponto de fluidez

pois modifica o arranjo estérico da molécula diminuindo sua compactacdo.

Ja foi demonstrado que a irradiacdo com micro-ondas, IM, e os tratamentos térmicos
tais como o “aquecimento corporal”, AC (heat-bodying), produzidos a 280 °C e pressurizados
a vacuo, afetam ndo somente a estrutura, mas também as propriedades térmicas e a
lubricidade do dleo de soja, OS (BISWAS et al., 2007). Os dleos provenientes tanto de AC
guanto de IM formaram uma estrutura de anel ciclico com polimerizacao fato que aumentou
a viscosidade. O ponto de fluidez diminuiu de -9 °C (OS) para -15 °C (AC-0S) e -18 °C (IM-0S),

e manteve altas viscosidades. Entretanto, o dleo IM, apesar do baixo ponto de fluidez,
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mostrou um potencial reduzido como lubrificante, possivelmente devido a polimerizacdo por

micro-ondas.

Os odleos termicamente polimerizados (6leos termo-encorpados ou compostos) sdo
produzidos principalmente a partir de dleo de linhaca refinado e dleos de soja ou dleo de

tungue a 280 °C e alto vacuo.

A posicdo e a presenga de ramificagdes também é um fator relevante para o ponto de
fluidez. A presencga de ramificagdes no centro da cadeia diminui mais o ponto de fluidez do
que ramificacGes nas extremidades da mesma. As ramificacdes diminuem a simetria interna
da molécula, resultando em um decréscimo do ponto de fluidez. O ponto de fluidez também
diminui com o aumento da quantidade de duplas ligagbes na molécula. Tais fatores
diminuem o ponto de fluidez pelo mesmo motivo que é a diminuicdo da compactacao das
moléculas de dleo vegetal (RUDNICK, 2006; SILVA, 2012). Sendo assim toda modificacdo que
leve a um aumento das ramificacdes da molécula irdo beneficiar as propriedades a baixas
temperaturas uma vez que impedem o empilhamento das moléculas e portanto o dleo

permanece fluido mesmo em temperaturas baixas.

3.11.2.2 Viscosidade

A viscosidade é a propriedades fisicas mais importantes de qualquer lubrificante,
pois esta ligada diretamente as propriedades triboldgicas do fluido. Devido a viscosidade do
fluido, ocorre a formacao de um filme protetor as superficies metalicas que diminui os
desgastes e o ataque sofrido pela friccdo independentemente da sua natureza (mineral,
sintética ou vegetal) e aplicacdo final. De uma forma simples, a viscosidade de um fluido
corresponde a sua resisténcia ao escoamento, que é fung¢ao da forca necessaria para haver
deslizamento entre suas moléculas. Para os biolubrificantes ndo ha um valor pré-definido,
entretanto, por razdes de mercado, a faixa de 8 a 15 ¢St a 100°C é a que encontra um maior
ndmero de aplicagdes (BART, J.C.J., GUCCIARDI, E., CAVALLARO, 2013a; GARCIA-ZAPATEIRO
et al., 2013c; SILVA, 2012). Uma das principais desvantagens dos 6leos vegetais a serem
usados como lubrificantes biodegradaveis é a faixa estreita de viscosidade disponivel, em
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contraste com uma grande variedade de lubrificantes minerais ou sintéticos encontrados no
mercado, cobrindo uma ampla gama de viscosidades, o que favorece a sua utilizacdo em
muitas aplicacGes diferentes (BART, J.C.J., GUCCIARDI, E., CAVALLARO, 2013a).

Dois fatores que afetam a viscosidade sdo a presenca de ligagOes de hidrogénio
pelos grupos hidroxila e a estrutura tridimensional formada pelas ramificacGes estéricas das
moléculas. A presenga de uma hidroxila livre favorece interagdes intermoleculares entre os
estolideos criando dimeros fracamente associados, trimeros, etc., o que expande a estrutura
estérica da solucdo aumentando assim a viscosidade do 6leo. Desta forma, aos estolideos
acabados tém viscosidades menoresquando comparados aos estolideos monoacabados,
independente do comprimento da cadeia, devido a diminuicdao do volume estérico das
moléculas. A esterificacdo da hidroxila reduz ou elimina a ligacdo de hidrogénio e
consequentemente reduz a viscosidade do 6leo (ISBELL et al., 2006).

No caso da obtencdo de biolubrificantes por transesterificacdo, a viscosidade
aumenta com o tamanho da cadeia do alcool (ERHAN; PEREZ, 2002).

GARCIA-ZAPATEIRO et al., (2013b) chegaram & conclusdo que os estolideos livres
obtidos a partir do acido ricinoléico por catdlise acida apresentaram melhores propriedades
a baixa temperatura e viscosidade muito mais elevada do que aqueles preparados a partir do
acido oléico. Em geral, as viscosidades dos produtos obtidos foram relacionadas a sua massa
molar o que estd de acordo com outros trabalhos como os de ERHAN e PEREZ (2002) e
ISBELL e colaboradores (2006). Este ultimo concluiu que o aumento da viscosidade de um
6leo esta correlacionado com o aumento do comprimento da cadeia carbdnica, seguindo
uma relacdo linear.

A viscosidade também aumenta com a mistura dos estolideos provenientes do
acido oléico e ricinoléico com seus respectivos 6leos: de semente de girassol (com altos
teores de acido oléico) e 6leo de mamona. Tal fato indica que os 6leos vegetais podem bem
ser utilizados como um aditivo para aumentar a viscosidade dos lubrificantes sendo o
destaque os obtidos com estolideos preparados a partir do acido ricinoléico. No entanto,
esta mistura com seus respectivos 6leos ndo alterou as suas propriedades tribolégicas

(GARCIA-ZAPATEIRO et al., 2013b).

81



Reacles como oxidacdo e polimerizacdo ou oligomerizacdo, como no caso dos
estolideos, possibilitam a producdo de lubrificantes com uma faixa de viscosidades bem
ampla (10 a 10000 cSt a 40°C).

Quando se encontram no produto grupos acila isolados as ramificagdes resultam
em uma diminuicdo da viscosidade (SILVA, 2012), no entanto, da mesma forma que ocorre
no caso de interacbes fracas entre as moléculas de estolideos, a viscosidade aumenta se
ocorrem ligacGes cruzadas entre estes grupos acil ramificados que podem ocorrer via

ligagOes sulfeto, carbono ou éter.

3.11.2.2.1 indice de viscosidade

O indice de viscosidade (IV) é determinado por meio de calculos, que sdo descritos no
método ASTM D2270, correspondendo a um numero adimensional que é utilizado para
caracterizar a variagdo da viscosidade cinematica de um produto de acordo com a
temperatura. O calculo para a determinacdo do IV leva em consideracdo os valores medidos
das viscosidades do produto a 40 °C e a 100 °C. Desta forma, quanto maior o IV, menor sera
a variacao da viscosidade de um produto com o aumento da temperatura e vice-versa
(BART, J.C.J., GUCCIARDI, E., CAVALLARO, 2013a). Os triglicerideos, em geral possuem duplas
ligacOes e linearidade espacial, o que os permite manter fortes interacdes intermoleculares
com o aumento da temperatura quando comparados a hidrocarbonetos ou ésteres mais
ramificados. Estes fatores conferem maiores IVs aos éleos vegetais do que os 6leos de base

mineral (BART, J.C.J., GUCCIARDI, E., CAVALLARO, 2013b; MOBARAK et al., 2014)

Os dleos vegetais quimicamente modificados (CMVQ’s) assim como os dleos vegetais
refinados, possuem IVs superiores aos 6leos minerais os torna mais favordveis para
aplicacoes quando o IV se aproxima de 200. O IV diminui com a introducdo de ramificagOes e
grupos ciclicos em CMVQO’s (ERHAN et al, 2002). O IV também estd, relacionado com a
estabilidade oxidativa e reflete tanto a propensdao de um dleo ou gordura para oxidar e
polimerizar quanto para formar depdsitos no motor. No entanto, uma relagdao entre
tamanhos de cadeia e IV ainda ndo foi encontrada, diferentemente do que ocorre para a

viscosidade, uma vez que muitos perfis de acidos graxos bem como diferentes estruturas
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podem produzir o mesmo IV (BART, J.C.J., GUCCIARDI, E., CAVALLARO, 2013a; CERMAK;
ISBELL, 2009). Entretanto, segundo AKERMAN e colaboradores (2011), foi observada uma
tendéncia geral de aumento do ponto de fluidez concomitantemente com o aumento do IV
devido ao incremento da cadeia alquilica dos acidos graxos dentro da faixa de C5 a C18.

Além disto, pela literatura, estolideos acabados originam melhores Ivs do que estolideos

mono-acabados (ISBELL et al., 2006).
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Capitulo 4

4 Materiais e metodologia comum

4.1 Materiais

Para realizar este trabalho, foi utilizado o éleo de mamona comprado da empresa
Campestre (Sdo Bernardo do Campo, Brasil); as sementes de mamona e o 4cido ricinoléico
comercial foram gentilmente doados pela empresa Biodleo Bahia (Feira de Santana, Brasil) e
Miracema-Nuodex (Jardim S3o José, Brasil), respectivamente; o acetato de etila grau

analitico foi comprado da LabSinth.

Os polidlcoois utilizados no Capitulo 6 foram: neopentilglicol (NPG),
trimethilolpropano (TMP) e pentaeritritol (PE) — comprados da Sigma-Aldrich (Jurubatuba,
Brasil) e as lipases comerciais utilizadas foram: a lipase liofilizada de Candida rugosa,
Lipomod™ 34 MDP (CRL) obtida da Biocatalysts Inc. (UK); a lipase de Candida antarctica
imobilizada na resina ani6nica macroporosa Duolite A568 - Novozyme 435 (CALB), e a de
Rhizomucor miehei imobilizada em resina de troca anidnica - Lipozyme RM-IM (RM-IM)

sendo estas duas ultimas da Novozymes (Araucaria, Brasil).

Para a analise no cromatografo gasoso desenvolvida no Capitulo 7 e utilizada nos
Capitulos 7 e 8, o catalisador, cloreto de acetila, foi adquirido da Merck (Sdo Paulo, Brasil); o
bicarbonato de potdssio foi obtido da Sigma-Aldrich (Jurubatuba, Brazil) e os solventes:
Isopropanol (99.8%), etanol (99%) e n-hexano (95%) foram adquiridos da TEDIA (Fairfield,
USA).

Para as reag¢des de esterificacdo dos estolideos livres e mono-acabados, o etanol
(99,8%) foi obtido do Labsynth (Brasil) e o 2-etil-1-hexanol (99,6%) foi obtido da Sigma-
Aldrich (Jurubatuba, Brazil).
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4.2 Metodologia
4.2.1 Analise de detec¢ao de acidos graxos livres (AGL)

O monitoramento da producdo e da diminuicdo de acidos livres nas reacgdes de
hidrélise e de esterificacdo, respectivamente, que consta nos Capitulos 5 a 8 foi realizado
pela titulacdo dos acidos livres, liberados ao longo da reagao. Cem microlitros de amostra
foram pesados em balanga analitica e, em seguida, submetido a titulagdo, em triplicatas para
cada ponto analisado. A reag¢des foram paralisadas com 40 mL de solucdo de acetona:etanol
1:1 (v/v) e o teor de acidos liberados foi determinado em titulador automatico Mettler
Toledo G20 até pH 11,0 com solucdo de NaOH 0,04 mol/L. Os brancos reacionais, sem adicdo
de enzimas, foram realizados nas mesmas condi¢cdes. O teor de acidos livres foi calculado

pela Equacao 1:

A = MM XNXV
L7 10 xmy,

Equacao 1

Sendo:

A = teor de acidos livres (% - m/m de acido livres da amostra)

MM= massa molar do acido de maior porcentagem no 6leo (298,46 g)

V = volume de NaOH titulado menos o volume utilizado na titulacdo do branco (mL)
N = normalidade da solugao de NaOH

M,am = Massa de amostra (g)

4.2.2 Propriedades fisicas e funcionais dos biolubrificantes

A qualidade dos biolubrificantes é uma indicagdo do tempo esperado para que tal

lubrificante mantenha seu desempenho inalterado. A caracterizacdo dos biolubrificantes
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guanto as suas propriedades fisicas e funcionais, foi realizada a partir dos produtos obtidos
nos topicos 6.5, 7.4, 7.5 e 8.3. Os produtos obtidos foram caracterizados conforme descrito
em DA SILVA et al., 2015. A viscosidade cinematica a 40 e 100 °C foi determinada de acordo
com ASTM D 445 e o indice de viscosidade foi determinado por meio do calculo descrito na
ASTM D 2270 que leva em consideragcdo as duas viscosidades supracitadas. O ponto de
fluidez foi analisado de acordo com o método descrito na ASTM D 97. A estabilidade
oxidativa foi determinada utilizando o método da bomba rotatéria (RPVOT) de acordo com a
ASTM D 2272. Além destes, o indice de acidez total também foi determinado de acordo com
a norma oficial AOCS Te 1a-64 (1997) por meio de titulacdo potenciométrica utilizando KOH
(0.1 mol I%) até que todos os &cidos fossem neutralizados. Todos estes parametros serdo

detalhados nos tépicos que se seguem.

4.2.2.1 Estabilidade oxidativa pela bomba rotatéria (RPVOT)

Este ensaio de estabilidade oxidativa segue a norma ASTM D 2272, no qual, a
amostra de 6leo é inserida em um recipiente de aco com um catalisador metdlico
padronizado (Cobre). Este recipiente foi entdo pressurizado com oxigénio (90 psi) e
posteriormente mantido em um banho de silicone a 150 °C. Conforme o oxigénio é
consumido, a pressao diminui representando a oxidacdo do dleo. Sendo assim, quanto maior
0 tempo necessario para se consumir o oxigénio mais resistente o éleo serd a oxidacdo.
Neste método, o tempo necessdrio para uma reducdo de 25 psi é medido e é expresso como

a estabilidade oxidativa.

4.2.2.2 Pontode fluidez— ASTM D 97

Este ensaio foi avaliado segundo a ASTM D 97. Primeiramente, a amostra é aquecida
e posteriormente resfriada a uma taxa especifica, e observada em intervalos de 3 °C para
avaliacdo de suas caracteristicas de escoamento. A menor temperatura na qual ainda se

observa movimento do fluido é referenciada como o Ponto de Fluidez.
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4.2.2.3 Viscosidade cinematica - ASTM D 445

O ensaio de viscosidade cinematica foi feito de acordo com a ASTM D 445 na qual um
volume fixo de amostra é adicionado a um tubo viscosimétrico calibrado (Cannon Fenske). O
tubo é entdo colocado em banho com temperatura especificada e rigorosamente controlada
(£ 0,01 °C). Em seguida, determinou-se o tempo para que o volume da amostra escoe sob
gravidade através do capilar do viscosimetro. A viscosidade cinematica foi obtida pelo
produto do tempo de escoamento medido pela constante de calibracdo do viscosimetro na

unidade de centistokes ou mm?/s.

4.2.2.4 indice de viscosidade

O indice de viscosidade (IV) é um pardmetro utilizado para caracterizar a variagdo da
viscosidade cinematica de um produto derivado do petréleo com a temperatura. E um
nuimero adimensional obtido pelos calculos descritos na ASTM D 2270 que prevé calculos
para valores de IV < 100 e para valores de IV > 100 baseado na medi¢dao prévia das
viscosidades a 40 °C e a 100 °C da amostra. Quanto maior o IV menor a alteracdo da

viscosidade de um produto com a variacdo da temperatura.

Para IV < 100 é utilizada a Equacgado 2

Equacao 2
Quando IV > 100 os calculos utilizados estdo na Equacdo 3 e na Equacao 4:
antilog N) — 1
= ( g N) + 100
0,00715
Equagao 3
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__logH-logU
B logL

Equagdo 4

Nas quais:

L e H: parametros que podem ser extraidos de uma tabela, dependendo do valor da

viscosidade a 100 °C da amostra, ou podem ser calculados (cSt);
U: viscosidade cinematica a 40 °C da amostra (cSt).

Para os calculos foi utilizado o programa “CALTUDQO”, desenvolvido em VisualBasic, o qual

fornece o IV do lubrificante a partir das suas viscosidades a 40 e 100°C.

4.2.2.5 indice de acidez total

A acidez do produto foi determinado pelo indice de acidez total (IAT) ou valor de
acido (acid value), de acordo com a norma AOCS Te 1a-64 (1997), na qual IAT é a massa de
hidroxido de potassio (mg) necessdria para neutralizar os acidos graxos presentes em 1 g de
amostra. Esse indice corresponde a concentra¢do de grupos carboxila presente no meio
reacional, que decresce devido a formacao do estolideo. A Equacao 5 foi empregada para a

determinac¢ao do IAT:

Veor X M % 56,10
m

IAT =

Equacao 5

Na qual:

Vkon = volume de KOH utilizado para a amostra diminuido do branco reacional (mL)

M = molaridade da solucdo de KOH
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56,10 = massa molar do KOH (g)
m = massa de amostra (g)

IAT = indice de acidez total (mg de KOH/g de amostra).
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Capitulo 5

5 Estudo das condi¢des de hidrélise do 6leo de mamona

Neste capitulo, estd descrita metodologia especifica utilizada e os resultados obtidos
para obtencdo dos acidos graxos livres de mamona (AGLM), por meio da hidrdlise enzimatica
do d6leo de mamona. Esta hidrdlise foi desenvolvida como uma proposta de baixo custo e
que garante um produto final de qualidade e sem degradacdo de suas propriedades
naturais, uma vez que é realizada em temperaturas amenas e com as proprias sementes de
mamoneira. Para cumprir tal objetivo foi utilizada a metodologia discriminada abaixo, além

da descrita no topico 4.2.1.

5.1 Determinagao da atividade hidrolitica das sementes de mamona

As sementes de mamona, utilizadas na metodologia de hidrélise do éleo de mamona
desenvolvida nesta tese, foram avaliadas quanto a sua atividade de hidrélise de acordo com
a metodologia descrita por CAVALCANTI et al., 2007. Com este fim, foi produzido o extrato
acetbnico para posteriormente ser avaliada a atividade referente a este extrato e entdo

utilizar as sementes como biocatalisador da hidrdlise do 6leo de mamona.

5.1.1 Extrato acetdnico das sementes de mamona

O extrato acetonico das sementes de mamona foi obtido pela adigao de 150 mL de
acetona a 4 °C em 10,0 g de sementes. Essa mistura foi triturada em mixer e peneirada para
obter particulas menores que 500 um. Estas foram lavadas com 300 mL de acetona, a 4 °C, e
incubados com 150 mL de acetona durante 16 h. Apds a incubacdo, a mistura foi filtrada e
lavada com 150 mL de acetona. O pd, livre de gordura, foi deixado em um baldo aberto
durante 24 h até completa remocdo da acetona residual e depois armazenado a 4 °C para

posterior uso na determinacao da atividade hidrolitica (CAVALCANTI et al., 2007).
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5.1.2 Ensaio de atividade hidrolitica

A atividade hidrolitica do extrato acetonico de sementes de mamona foi determinada
utilizando como substrato a tributirina a 5% (m/v) emulsionada com 25% (m/v) de Triton X-
100 em tampdo acetato, 0,1M, pH 4,0 (50%, v/v), completado com agua destilada para o
volume total. Noventa miligramas do extrato acetonico foi adicionado a 10 mL de emulsdo e
incubado por 3, 5 e 7 minutos a 37 °C sob agitacdo constante a 200 rpm. A reacgao foi
interrompida pela adicdo de 20 mL de acetona:etanol (1:1), que também promove a
extracdo dos acidos graxos liberados, e esta mistura foi incubada por 10 minutos a
temperatura ambiente sob agitacdo (200 rpm). Os brancos reacionais foram obtidos
adicionando as 90 mg de extrato acetOnico apds a acetona:etanol. Os acidos graxos foram
titulados com solucdo 0,04 M de NaOH em titulador automatico Mettler Toledo G20 até o
valor de pH final de 11,0. Uma unidade de atividade enzimatica (U) é definida como a
quantidade de enzima (g de extrato acetbnico) capaz de catalisar a liberacdo de 1 umol de

acido graxo livre por min (em condi¢des de velocidade inicial) (CAVALCANTI et al., 2007).

5.2 Hidrdlise do 6leo de mamona e recuperacgao dos acidos graxos livres de mamona
(AGLM).

5.2.1 Hidrolise do 6leo de mamona

Trinta gramas de sementes de mamona foram adicionadas a 150 mL de tampao
acetato de sddio, 0,1 M, pH 4,0, mantendo a razdo de 1:5 (m/v). Esta reagdo foi realizada
primeiramente com sementes cuja atividade lipasica foi de 360 U/g e depois com sementes
cuja atividade foi de 226 U/g. Esta mistura foi triturada em mixer por 2 min e foi transferida
para reatores encamisados mantidos a temperatura de 30 °C sob agitacdo mecanica a 200
rpm. Esta reacao foi nomeada de hidrdlise do 6leo enddégeno uma vez que trata da hidrélise

do 6leo presente nas sementes.

Para aumentar a concentracdo de AGLM obtidos ao final da hidrdlise, esta reacao

também foi realizada com éleo de mamona extra, no que foi chamado hidrélise do éleo de
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mamona. Este 6leo foi adicionado a mistura de tampao acetato de sédio, 0,1 M, pH 4,0 e
sementes, no mesmo volume do tampdo (150 mL), mantendo a razio de

sementes:tampdo:dleo de 1:5:5 (m/v/v).

Ambas misturas formaram uma emulsdo de cor branca na qual as sementes de
mamona, que contém lipases enddgenas, atuaram como um biocatalisador, hidrolisando o
todo 6leo de mamona (enddgeno e extra) presente no meio reacional. As reac¢des foram
realizadas em duplicatas bioldgicas e cada replicata foi analisada em triplicata. O teor de

AGLM foi avaliado pela titulacdo dos mesmos segundo metodologia descrita em 4.2.1.

5.2.2 Recuperag¢ao dos AGLM

As reacOes descritas na se¢do 5.2.1 foram paralisadas com a adicdo do solvente
acetato de etila na razdo 2:1 (v/v): meio reacional com o objetivo de extrair os AGLM. O
meio reacional formou, entdo, duas fases: 1) fase superior, contendo o acetato de etila,
AGLM dissolvidos e algumas particulas menores provenientes da trituragcdo das sementes; 2)
fase inferior, contendo uma emulsdo formada de sementes trituradas, tampdo, acetato de
etila e glicerol. A fase superior (1) foi recuperada e armazenada, enquanto a fase inferior (2)
foi centrifugada por 5 min a 10.000 rpm para separar a emulsdo e recuperar os AGLM
dissolvidos no solvente e retirar o biocatalisador, que foi lavado com 300 mL de acetato de
etila para recuperar o AGLM ainda remanescentes. O solvente armazenado foi pesado e a
ele, 10% (m/v) de sulfato de sddio anidro foram adicionados. A mistura foi mantida sob
agitacdo magnética, fechada, em capela, por 30 min para absorver a dgua presente no
solvente. Posteriormente, a agitacdo foi parada e, apds a decantagdao do sulfato de sédio
anidro, o solvente rico em AGLM foi filtrado em papel de filtro. O solvente foi recuperado

em rotaevaporador (PolyScience®) para ser reutilizado e os AGLM armazenados até seu uso.
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5.3 Cromatografia gasosa

5.3.1 Metilagdo dos Acidos Graxos Livres para Anélise por Cromatografia Gasosa

Oito microlitros das amostras foram transferidas para tubos de hidrdlise, no qual foi
adicionado 3,0 mL da solu¢do de metanol:hexano (4:1 v/v) e em seguida 300 uL de cloreto
de acetila (catalisador), sob agitacdo suave. Os tubos foram fechados em atmosfera de N>,
seguindo-se o aquecimento em banho maria com agitacdo a 100 °C por 1 h; em seguida, os
tubos foram resfriados a temperatura ambiente. Adicionou-se lentamente 3,0 mL de KHCO;
(10 % m/v) para paralisar a reagdo e neutralizar o catalisador, seguindo-se a agitacdo em
vortex por 30 segundos e centrifugacdo a 2.000 rpm por 10 min. Apds centrifugacdo, a fase
superior (organica) foi entdo transferida cuidadosamente para frascos de armazenagem de
2,0 mL e as amostras foram analisadas em cromatdgrafo gasoso (CG). As andlises foram
feitas em triplicata e o ensaio em branco foi realizado com agua deionizada (LEPAGE; ROY,

1986).

5.3.2 Analise da Composi¢do em Acidos Graxos por Cromatografia Gasosa

Os acidos graxos que foram metilados de acordo com o tdpico 5.3.1, para serem
convertidos em compostos mais voldateis, seguiram para a analise em cromatodgrafo gasoso
Shimadzu GCMS-QP2010 em coluna Omegawax 320 Supelco (30 m x 0,32 mm x 0,25 um)
com detector de ionizagdo de chama (FID). As temperaturas do injetor e do detector foram
de 260 e 280 °C, respectivamente. A temperatura inicial da coluna foi de 150 °C, chegando a
210 °C no final da corrida. A rampa de corrida aplicada iniciou com a temperatura de 150 °C
por 5 min, seguida por um aumento até 210 °C, com uma rampa de 2 °C/min. A corrida foi
mantida isotermicamente por 30 min. Foi utilizada a razao de split: 1:20, volume de injegao

foi de 1 pL, e o fluxo do gas de arraste (hélio) foi de 1,1 mL / min.
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A identificacdo dos acidos graxos foi determinado pela compara¢do com a solucao
padrao comercial contendo 37 ésteres metilicos de acidos graxos (Supelco® 37 FAME Mix)

adquirida da Sigma-Aldrich.

5.4 Resultados

5.4.1 Hidrdlise do dleo de mamona

A hidrdlise de éleos ricos em hidroxiacidos, como o dleo de mamona, é normalmente
realizada em altas temperaturas e pressdes o que nao é recomendado, uma vez que podem
levar a formacdo de estolideos e fornecem produtos com alteracbes de cor e odor
(GOSWAMI et al., 2010). Ademais, ocorre formacdo de grande quantidade de borra acida e
agua dura no processo, além de ser obtida uma glicerina de baixa qualidade (GOMES et al.,
2013; SATYARTHI; SRINIVAS; RATNASAMY, 2011). Esta hidrélise também pode ser realizada
de forma ndo catalitica utilizando vapor superaquecido o que necessita de reatores feitos de
materiais resistentes a corrosdo, e que, fora os problemas relativos a qualidade do produto,
torna o processo caro e com alto consumo de energia (HOLLIDAY; KING; LIST, 1997). Desta
forma, alternativamente, a hidrélise enzimatica do 6leo de mamona tem sido estudada

amplamente na literatura.

KHASKHELI et al. (2015) estudando a otimizacdo da hidrdlise enzimatica do 6leo de
mamona, empregaram lipases comerciais de Rhizopus oryzae em um sistema de emulsao
Oleo-dgua em uma relagcdo dleo: agua 1:4, na qual a reacao foi conduzida por 12 h a 37 °C
para obter 90% m/m de acidos graxos livres. GOMES et al. (2013) com o objetivo principal de
utilizar o 6leo de mamona hidrolisado na producdo de aromas, desenvolveu um
procedimento de hidrélise utilizando lipases comerciais. Eles obtiveram o melhor resultado
com a enzima Lipozyme TL-IM, alcangando, 95% de acidos graxos livres as 25 h, em pH 8,0 e
temperatura de 27 °C. Normalmente, os processos enzimaticos relatados na literatura
requerem tempos longos para obter um alto nivel de AGLM, necessitam de solventes para a
recuperagdo, que nem sempre sdao compativeis com o meio ambiente, e utilizam enzimas

comerciais, o que aumenta o custo final.
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Neste trabalho, foi desenvolvida uma estratégia para hidrolisar o 6leo de mamona na
qual o biocatalisador é composto das lipases presentes nas sementes dormentes de
mamona (AVELAR et al., 2013; FUCHS; VINE; HILLS, 1996). Apesar de ser necessario o uso de
solvente para a extracdo dos AGLM apds hidrélise, conforme descrito no tdpico 5.2.2, este
solvente é descrito no Guia para industrias (Food and drug administration. Guide for industry
Q3C”, 2012) como pertencente a classe 3, que inclui solventes que ndo apresentam riscos
para a saude humana, e tém baixa toxicidade. Além disto, este solvente é recuperado e
reutilizado, neste processo ou em outros, por meio da sua condensacdo em rotaevaporador.
Assim, o objetivo desta etapa foi obter, por via enzimatica, os acidos graxos livres do éleo de

mamona (AGLM), que contém cerca de 90% de 4acido ricinoléico em sua composicao.

Inicialmente, foi avaliada a producdo dos AGLM pelo processo que denominamos de
hidrélise do dleo enddgeno e consiste na hidrélise do d6leo presente nas sementes de
mamona catalisada pela lipase também presente nas sementes dormentes de mamona. Para
tal, as sementes de mamona foram trituradas em presenca de tampao e, em seguida, essa
mistura foi incubada em reator agitado onde a reagdo de hidrdlise continuou a ocorrer. O
resultado deste processo de hidrdlise do éleo enddgeno, primeiramente foi realizado com

sementes cuja atividade era de 360 U/g, e esta apresentado na Figura 18.
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Figura 18 Hidrdlise do 6leo enddégeno as sementes de mamona. As sementes de mamona
(360 U/g) foram trituradas em mixer junto com tamp3do acetato de sédio, 0,1 M, pH 4,0, na
razdo semente/tampao de 1:5 (m/v). Apds trituragdo, a mistura foi incubada a 30 °C sob
agitacdo (tempos de 0,25 a 24 h).

Acidez (% m/m de acidos livres na amostra)

O processo de hidrélise do 6leo enddgeno gerou um déleo cuja acidez liberada foi de
97,8 + 0,7% m/m em apenas 1h de incubagdo. Apesar da taxa de hidrdlise ter sido elevada,
este lipidio encontrava-se em baixa concentracdo no meio reacional uma vez que foi
proveniente das sementes de mamona, que contém apenas 45 - 50% da sua massa em éleo
(TAMBASCIA; TEIXEIRA, 1986). Sendo assim gerado uma pequena concentragdo de AGLM no
meio reacional uma vez que sdo provenientes da hidrdlise do éleo presente nas sementes de
mamona. Para aumentar esta concentracdo, foi mantida a relagdo 1.5 (m/v) de
sementes/tampdo e foi adicionado, a esta mistura, uma quantidade extra de dleo de
mamona, no mesmo volume do tampdo. Esta mistura foi triturada e incubada em reator
para a reacdo de hidrdlise. No entanto, devido a mudanca do lote das sementes, a atividade
caiu para 225,7 + 0,5 U / g e devido a isto, por comparacdo, novamente foi realizada a
reacdo de hidrélise do 6leo enddgeno. O resultado dessas hidrélises estd apresentado na

Figura 19.
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Figura 19 Hidrolise endogena x Hidrdlise do 6leo de mamona. Esta figura trata da
comparagao entre hidrélise apenas do 6leo endégeno (presente nas sementes ou com
6leo de mamona extra adicionado no processo. Para ambos os procedimentos de
hidrdlise, as sementes de mamona (com atividade lipasica de 226 U / g) foram trituradas
em mixer, junto com tampao, 0,1 M, pH 4,0, na razdo semente/tampao /éleo de 1:5:5
(m/v/v). Apés a trituragdo, a mistura foi incubada a 30 °C, sob agitacio magnética
constante. O dleo foi extraido e a sua acidez foi determinada por titulagdo com NaOH
0,04 M.

Os AGLM produzidos na hidrdlise do dleo endégeno atingiu, em apenas 15 minutos, a
acidez de 85,36 = 2,5% m/m; em 45 min de reacdo, 93,13 + 5,9% m/m; e em 4 h, 94,62 +
0,8% m/m (Figura 19). No entanto, como ja dito, a quantidade gerada de AGLM/mL de
reacdo é infima e dependente da massa de sementes sendo que esta ndo pode ser
aumentada e a razdo tem que ser mantida segundo testes prévios ndo mostrados neste
documento. Sendo assim para aumentarmos a concentra¢gdo de AGLM/mL de meio reacional
foi realizada, em comparagdo com a reac¢do anterior, a hidrélise com o éleo de mamona
extra (fora o das sementes) cuja cinética também é demonstrada na Figura 19. A reacdo de
hidrélise do 6leo de mamona produziu, em 15 minutos, 42,83 + 3,2% m/m; em 4 h, 87,83 +
3,67% m/m; e, em 6 h de reagdo, 91,9 + 0,7% m/m. A produtividade em g AGLM/h calculada
em 6 h nas reagbes com dleo endégeno e d6leo de mamona extra foram 15,3 e 15,8,

respectivamente, no entanto, considerando que a hidrdlise do dleo de mamona contém 6
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vezes mais oleo para a mesma quantidade de enzima teremos uma produtividade de 93,6 g
AGLM/h para a hidrélise do éleo de mamona. Desta forma, a condi¢do com adi¢cdo de dleo
de mamona (maior concentracdo de substrato) foi escolhida para dar continuidade ao

trabalho.

Nesta reacdo, as condi¢cdes de temperatura e pH ja foram descritas anteriormente
como sendo o6timas para as lipases dormentes de mamona (CAVALCANTI et al., 2007), no
entanto, ainda existem parametros que poderdo ser melhorados, dentre eles a agitacgao.
Segundo a literatura a agitacdo vigorosa é necessaria para manter a emulsdo durante a
reacdo (SYAIMA et al., 2015). SYAIMA et al (2015) estudaram, em seu trabalho, a hidrdlise do
efluente do moinho de dleo de palma (palm oil mil efluente — POME) utilizando lipases de
Candida sp. Os autores variaram a agitacdo de 500 para 950 rpm e observaram que,
inicialmente, o aumento da agitacdo diminui o tamanho das goticulas aumentando a area
superficial entre o 6leo e a enzima na fase aquosa, proporcionando maiores taxas iniciais nas
reacOes de hidrélise. Entretanto, o uso prolongado de agitacdes acima de 650 nado foi
adequado devido, provavelmente, ao cisalhamento da enzima (SALIH; SALIMON; YOUSIF,
2011; SYAIMA et al., 2015). A agitacdo utilizada, neste trabalho, foi de 200 rpm, e apenas a
mudanca da agitacdo magnética para a agitacdo mecanica com o auxilio de um rotor
(durante o trabalho), ja fez a acidez maxima do processo aumentar para 95 -98% m/m o que
sugere que o aumento da agitacdo podera ser um parametro importante na otimizacdo do
processo de hidrélise.

Nesta etapa do trabalho, foi possivel realizar uma hidrélise com alta taxa inicial de
rea¢ao, utilizando lipases provenientes da trituracdo de sementes em condi¢des de reagao
brandas. Além disso, a baixa toxicidade do solvente utilizado para recuperar os AGLM, faz
com que este processo se enquadre nos principios da quimica verde. Deste modo, esta
etapa foi escolhida como primeiro passo na nova rota de producdo de biolubrificantes

utilizando 6leo de mamona.
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5.4.2 Comparacao entre o AGLM obtido e o comercial

As composicGes de acidos graxos livres dos AGLM, produzidos pela metodologia
desenvolvida deste trabalho, e o AGLM comercial sdo muito similares (Tabela 5). No
entanto, a amostra comercial tém uma porcentagem (m/m) 4 vezes maior de compostos
indeterminados. Este indice de dacidos graxos ndo identificados da AGLM comercial pode

estar relacionado a produtos de degradagdo térmica do 6leo de mamona e/ou dos AGLM.

Tabela 5 Comparacdo entre a composi¢cdo de acidos graxos livres (AGLs) obtidos por

hidroélise enzimatica (préprio) e o comercial

Préprio Comercial
Composicao de AGL
(% m/m AGLs na amostra) (% m/m AGLs na amostra)

Acido palmitico C16:0 1,02 + 0,01 1,01 + 0,05
Acido estearico C18:0 0,70+ 0,01 0,39 +0,03
Acido oléico €18:1n9 2,73+ 0,02 2,82 +0,15
Acido linoléico C18:2n6 4,96 + 0,06 3,48 +1,18
Acido a-linolénico
0,47 £ 0,03 0,43 £ 0,02
C18:3n3

Acido behénico €22:0 1,43 + 0,31 2,17 £ 0,89

Acido ricinoléico C18:1-
87,57 £0,15 85,61 £2,75

OH

N3o identificados 0,95 + 0,25 4,308 £ 2,7

Essa diferenca na qualidade das amostras dos dois processos é perceptivel ndo

apenas pela falta de odor, mas também pela aparéncia das duas amostras em quantidades
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semelhantes, como visto na Figura 20. AGLM comercial (B) é avermelhado e turvo, enquanto
AGLM préprio (A) é amarelado, mais préximo da cor do dleo de mamona (C) ambos
translicidos. Tal fato sugere que a hidrdlise realizada para obtencdo da amostra comercial

pode promover a degradac¢ao parcial do 6leo de mamona ou de seus AGLM.

Figura 20 Comparagao entre o AGLM obtido por hidrélise enzimatica (A); comercial
(B) e 0 6leo de mamona (C)
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Capitulo 6

6 Estudo daprodugdo de biolubrificantes com polialcoois

Neste capitulo, estdao descritas a metodologia utilizada e os resultados obtidos para
producdo de ésteres com propriedades lubrificantes, por meio da esterificacdo dos acidos
graxos livres de mamona (AGLM). Foram realizadas rea¢Ges de esterificacdo na auséncia e na
presenca de polidlcoois, com 2, 3 e 4 hidroxilas (neopentilglicol, trimetilolpropano e
pentaeritritol). Para cumprir tal objetivo foi utilizada a metodologia aplicada abaixo, além do

topico 4.2.1, 4.2.2 e da metodologia para producdao dos AGLM descrita no Capitulo 5.

6.1 Determinacgao das atividades lipasicas

Todas as enzimas comerciais utilizadas neste trabalho foram avaliadas quanto a sua

atividade hidrolitica e de esterificagdo, antes de iniciarmos os testes.

6.1.1 Atividade hidrolitica

A determinacdo da atividade hidrolitica, das lipases comerciais utilizadas, foi
realizada usando, como substrato, o éster p-nitrofenil laurato (pNPL), 25 mM, em
acetonitrila:dimetilsulféxido, UV/HPLC, na razdo 1:1 (v/v). Desta solugdo, 0,25 mL foram
solubilizados em 2,2 mL de tampao fosfato, 25 mM, pH 7,0, compondo o branco reacional. A
reacao, realizada em triplicata, foi conduzida a 30 °C e, foi iniciada com a adicdo de 0,05 mL
de enzima (GUTARRA et al., 2009). O aumento da absorbancia foi acompanhado, em 412
nm, pela produgdao cromodforo p-nitrofenol (pNP), de cor amarelada, proveniente da
hidrdlise do pNP-laurato. Uma unidade de atividade hidrolitica (U) foi definida como a
guantidade de enzima necessaria para formacdo de 1 umol de pNP, por minuto, nas

condigcdes reacionais dadas.
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6.1.2 Atividade de esterificagdo

A determinacdo da atividade de esterificagcdo das lipases utilizadas foi realizada com a
reacdo de esterificacdo entre o acido oléico: etanol 1:1 (m/m), usando a enzima a 3% (m/m)
dos substratos, sendo a CRL utilizada na quantidade de 1%. As reacGes foram realizadas em
reatores fechados e encamisados, cujo volume total é de 20 mL, mantidos a 40 °C, e agitados
magneticamente. Triplicatas de 100 pL foram retiradas, em determinados tempos
reacionais, e adicionadas a 60 mL de acetona:etanol, 1:1 (v/v). Os acidos graxos livres
remanescentes foram analisados por titulagdo com NaOH, 0,04 M (SOUZA et al., 2009). Uma
unidade de atividade de esterificacdo (U) foi definida como a quantidade de lipase

necessaria para consumir 1 pumol de acidos graxos por minuto.

6.2 Esterificagdo dos AGLM

6.2.1 Avaliagao de diferentes enzimas

Na etapa de selecdo de enzimas mais apropriadas para a reacdo de esterificacdo dos
AGLM foram utilizadas as lipases CRL, CALB e RM-IM, cuja natureza estd descrita nos
Materiais (tépico 4.1), com os polidlcoois NPG, TMP e PE, descritos no mesmo tdpico,
seguindo a razdo molar de 2,5:1; 3,75:1 e 5:1, respectivamente. A razdo molar variou, de
acordo com o polidlcool utilizado, de forma a manter a mesma razdo entre niumero de

hidroxilas do polidlcool e os AGLM.

As reacgGes foram conduzidas em reatores encamisados (volume total de 30 mL) a 40
°C com agitacdo magnética constante e o inicio da reacdo foi dado com a adi¢cdo de enzima
na propor¢do de 4% m/m em relagdo aos AGLM. Em 24 e 96 h de reagdo, foram retiradas
aliquotas e a mistura reacional foi centrifugada 10.000 rpm por 5 min. O sobrenadante foi
armazenado a 4 °C até ser analisado pelo método titulométrico (descrito em 4.2.1). A
conversdo em ésteres (porcentagem de reducdo de acidez) foi calculada com base no item

6.3 (Equacdo 6).
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6.2.2 Aplicagdo da enzima CRL na esterificacdo dos AGLM

Depois da escolha da enzima mais ativa, novas reacdes foram realizadas, com a
adicdo de agua (1% m/m de AGLM) ao meio reacional, visando compara-las quanto a
conversdo dos AGLM e facilitar a solubilizacdo dos polidlcoois. As reacdes foram realizadas
para os trés polidlcoois, NPG, TMP e PE, nas razbes molares 2,5:1; 3,75:1 e 5:1,

respectivamente. Aliquotas foram retiradas em 24 e 94 h de reacao.

Para compreender se o aumento da concentracdo de agua no meio reacional
influencia a reacdo com o PE, que é o polidlcool menos sollvel, novas rea¢cbes foram
realizadas na auséncia e com a adicdo de 1, 3 e 5% de dgua (m/m dos AGLM) com PE na

razdao molar 5:1. Aliquotas foram retiradas em 24 e 68 h.

Todas as reacoes de esterificacdo foram conduzidas em reatores de vidro cilindricos e
abertos (50 mL), termostatizados a 40 °C, com agitacdo magnética constante e adicdo de 4 %
(m/m dos AGLM) de CRL. No final da reagdo, a mistura foi centrifugada (10.000 rpm por 5
min) e o sobrenadante armazenado a 4 °C até a sua analise. Os produtos destas reacdes

foram analisados com base no item 6.3 (Equagdo 6 e Equagao 7).

Além destas reac¢des, foram realizadas também rea¢Ges sem a adi¢dao de quaisquer
polidcool, reacGes controle e somente os AGLM, sem CRL, para se investigar a producdo de
estolideos (BODALO et al., 2008). Nestas Ultimas, apenas foi realizada a titulacdo dos acidos

graxos livres (descrito em 4.2.1).

6.3 Calculo daconversao dos AGLM em ésteres
Como forma de quantificagdo indireta da sintese de biolubrificantes derivados dos

polidlcoois, a conversdo de AGLM em biolubrificantes foi acompanhada pelo método

titulométrico (acidez), no qual foi quantificado o consumo dos AGLM. A determinagao da
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acidez foi entdo realizada, conforme descrito no item 4.2.1, e a conversdo da reacdao foi
calculada segundo a Equacdo 6 ou a Equacdo 7.

Na Equacdo 6, os resultados estdo expressos na forma de porcentagem de AGLM
esterificado, de forma que 100% de conversdo equivale a 100% dos AGLM esterificados. Na
Equacdo 7 os resultados estdo expressos na forma de porcentagem de hidroxilas dos
polidlcoois esterificadas, de forma que 100% de conversdao equivale a 100% das hidroxilas

esterificadas.

100 x (4; — A;)
A.

i

Conversiao (WAGLM) =

Equacao 6

100x (A — A, )xRM
Hx A

Conversao (% hidroxilas) =

Equacao 7

Onde:

A; = acidez inicial (% m/m);

As = acidez final (% m/m);

RM = razdo molar inicial AGLM/alcool;

H = ndmero de hidroxilas na molécula do alcool.

6.4 Analise dos produtos dareag¢ao por ressonancia magnética nuclear (RMN)

Para a avaliacdo estrutural molecular dos produtos, as amostras foram submetidas a
anélise por RMN de H e *3C para identificacdo dos produtos provenientes das diferentes
reacoes. Nas analises, as amostras foram misturadas com cloroférmio deuterado (CDCl3) a
25 °C na concentracdo de 5% (*H) e 20% (*3C). Cada amostra foi analisada no espectrometro

Agilent INOVA-300 (7,05 T de campo magnético) e foram comparadas as moléculas puras da
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biblioteca espectral de RMN (DUARTE et al., 2016). Foram utilizadas as seguintes condicoes

experimentais:

'H 3¢ BeapT
Frequéncia: 75,439 MHz

Janela espectral: 18,8 KHz
Frequéncia: 75,438 MHz
Tempo de aquisi¢do: 1,3 s
Frequéncia: 299,982 MHz Janela espectral: 18,8 kHz
Pulso (P2): (135°)

Janela espectral: 4,8 kHz Tempo de aquisicdo: 0,9 s
Intervalo entre pulsos: 1s
Tempo de aquisicdo: 1,7 s Pulso: 10,8 us (90 °)
Numero de transientes:
Pulso: 4,25 ps (45°) Intervalo entre pulsos: 10 s

1300
Intervalo entre pulsos: 15s  Numero de transientes: 2048
Ndcleo desacoplado: *H
Numero de transientes: 64 Nucleo desacoplado: *H
Modo do desacoplador:
Modo do desacoplador: NNY

YNY
Processamento:
Jixh: 140 Hz
Line broadening: 0,3 Hz Processamento:
Line broadening: 1,0 Hz
Processamento:

Line Broadening (Ib): 1,0 Hz

6.5 Aumento de escala para avaliagdo das caracteristicas lubrificantes

A andlise de RPVOT (descrita em 4.2.2.1) necessita de 200 g de amostra para sua
caracterizacdo quanto a estabilidade oxidativa. Sendo assim, foi preciso aumentar a escala

de producdo para posterior avaliacao dos produtos obtidos descrita em 4.2.2.

6.5.1 Avalia¢do dos produtos derivados dos polidlcoois

O aumento de escala das reagles, para a caracterizagdo das propriedades
lubrificantes dos ésteres obtidos a partir de diferentes polidlcoois, foram realizadas em

reatores contendo 210 g AGLM e os meios reacionais tinham as seguintes composigdes:

a) AGLM + CRL (4% m/m) + NPG (razdo molar 2,5:1);
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b) AGLM + CRL (4% m/m) + TMP (razdo molar 3,75:1);
c) AGLM + CRL (4% m/m) + PE (razdo molar 5:1);

Todas as reacdes foram mantidas a 40 °C, sob constante agitacdo mecanica de 200
rpm. O inicio da reagdo foi dado com a adigao da enzima. As reagdes foram conduzidas por

96 h, conforme os melhores resultados obtidos em 6.2.2.

As reagdes “a” e “b” também foram realizadas apds a solubilizagao dos polidlcoois. A
temperatura das misturas foi aumentada até que os cristais dos polidlcoois fossem
solubilizados e, depois, a temperatura foi reduzida para a operacional, de 40 °C, antes da

enzima CRL ser adicionada, marcando seu inicio, as reacdes foram conduzidas por 24 h.

Ao final das reagdes, o produto foi centrifugado para separagdo do biocatalisador, a
10.000 rpm por 10 min e o sobrenadante foi estocado em geladeira, a 4 °C até sua

caracterizacgao.

6.5.2 Caracterizacdo dareagdo controle

A reacdo controle, semadicdo de polialcool, foi realizada para os AGLM obtidos neste
trabalho e os adquiridos comercialmente. O aumento de escala das reac¢les para a
caracterizacdo das propriedades lubrificantes destes produtos (estolideos) foram realizadas
em reatores contendo 210 g AGLM proéprio e comercial acrescidos de CRL a 4% m/m. As

reacdes foram conduzidas por 96 h a 40 °C, sob constante agitacao mecanica de 200 rpm.
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6.6 Resultados

6.7 Seleg¢do dasenzimas

6.7.1 Atividades enzimaticas

As lipases de Candida rugosa (CRL) e Candida antarctica (CALB), ndo especificas, e as
lipases de Rhizomucor miehei (RM-IM), 1,3-especificas, foram previamente selecionadas,
devido ao fato de apresentarem bons resultados de conversdo em reacdes de esterificacdo e
de transesterificacdo com dleos vegetais (AGUIEIRAS et al., 2014; CAVALCANTI et al., 2018;
HAJAR; VAHABZADEH, 2014b; MALHOTRA; MUKHERJEE; GUPTA, 2015; SALIMON et al.,
2011). Além disso, as lipases de Candida rugosa e Candida antarctica, apresentaram elevada
taxas reacionais em reacles de esterificacdo com polidlcoois superiores, como o
trimetilolpropano (AKERMAN et al., 2011; AKERMAN et al., 2011; DA SILVA et al., 2015).
Desta forma, para cada uma das enzimas as atividades de hidrélise e de esterificacdao foram

determinadas (Tabela 6), segundo as metodologias descritas no tépico 6.1.

Tabela 6 Atividades lipasicas das enzimas CRL, CALB e RM-IM realizadas segundo
metodologias descritas no tépico 6.1

Atividade hidrolitica (U/g) Atividade de esterificacdo (U/g)

CRL 20470 £ 1400 1403,5 £ 25
CALB 83,2+ 10 3170,0 £ 322
RM-IM 49,5+5 3243,3 + 207

A medida das atividades funciona como um parametro comparativo para definir se as
enzimas estdo ativas que é a informacdo principal uma vez que a agdo enzimatica depende
do substrato utilizado. Na metodologia de andlise de esterificacdo foi utilizado o acido
oléico, que pode, ndo necessariamente, ser o melhor substrato para a atuacdo destas

enzimas. Desta forma, o estudo da esterificacdo destas lipases foi realizado por meio da sua
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utilizacdo no substrato alvo, sendo padronizadas pela massa de enzima e ndo atividade

utilizada em cada reagao.

6.7.2 Avaliagao de diferentes enzimas na esterificagio dos AGLM

Os AGLM obtidos (item 5.2.1) foram utilizados para todas as rea¢Ges de esterificacdo
realizadas neste trabalho iniciando pelas reacdes que avaliaram qual enzima seria a mais
indicada para a producdo dos biolubrificantes. Para a escolha da enzima foram feitas rea¢des
com os trés polidlcoois (NPG, TMP e PE) e AGLM, como substrato das diferentes enzimas.
Aescolha das razbes molares foi realizada com base no trabalho prévio de SILVA, 2012 no
qual foram feitas reacbes entre o biodiesel metilico de mamona e o TMP. Para os demais
polialcodis foi respeitada a mesma relagdo levando em consideragao a quantidade de

hidroxilas. Os resultados de conversao dos AGLM podem ser observados na Figura 21.

100 -

80 -
s O CALB (24 h)
- -]
C 6o B3 CALB (96 h)
* B RMIM (24 h)
o
3 & RMIM (96 h)
g 40 -
g O CRL (24 h)
(@]

CRL (96 h)
20 -
0

Figura 21 Conversao (% AGLM) das reagdes de sintese de ésteres catalisadas pelas lipases
RM-IM, CALB e CRL. Todas as enzimas foram utilizadas numa concentracdo de 4% m/m de
AGLM. As reagoes descritas em 6.2 foram conduzidas em reatores encamisados a 40 °C,

com agita¢dao constante, usando AGLM e os polialcodis: NPG (2,5:1), TMP (3,75:1) ou PE
(5:1).

108



Todas as enzimas avaliadas foram capazes de catalisar alguma conversdo dos AGLM
em ésteres, usando NPG e TMP. No entanto, usando PE, a reacdo progrediu apenas
parcialmente, quando a CRL foi usada (Figura 21). O uso do NPG alcancou diferentes
conversOes de acordo com as diferentes lipases. A enzima RM-IM apresentou 24,8 + 0,3% de
conversdo em 24 h e atingiu 61,0 + 0,6% em 96 h de reacdo; A CALB se comportou de forma
semelhante a RM-IM e alcangou, em 24 h de reacao, 23,0 £ 0,2% e, em 96 h, 55,1 + 0,2%. De
forma superior a todas as enzimas, a CRL atingiu 80,6 + 1,4%, em 24 h, e 90,2 + 0,9%, em 96
h de reacdo.

O uso de TMP gerou conversdes bastante inferiores as lipases RM-IM e CALB. No
caso da RM-IM, a conversdo dos AGLM em ésteres, em 24 h, foi muito baixa 3,5 + 1,5%,
atingindo 27,8 + 0,3%, em 96 h; A CALB, por sua vez, apresentou 13 £ 0,5%, em 24 h, sendo,
esta conversao, estatisticamente a mesma da conseguida em 96 h, 16,4 + 0,4%. Por outro
lado, a CRL apresentou os maiores resultados dentre as trés enzimas utilizadas, em 24 h a
conversao foi de 80,6 + 1,4% e 90,7 £ 1,5% em 96 h.

A utilizacdo de PE, no entanto, ndo mostrou qualquer resultado quando se utilizou
RM-IM ou a CALB, mas para a CRL, a conversdo dos AGLM foi de 48,9 + 0,8% em 24 h e 74,9
+0,3% em 96 h.

A enzima comercial de Candida rugosa foi relatada como catalisador especifico
para produzir biolubrificantes, utilizando biodiesel de mamona e TMP como substratos (DA
SILVA et al., 2015). Segundo DA SILVA et al. (2015), o melhor resultado para a reagdo entre
biodiesel de mamona e TMP foi obtido com o uso da lipase de C. rugosa (Lipomod 34 MDP)
comparativamente as lipases de Rhizomucor miehei (Lipozyme RM-IM) e Candida antartica
(Novozym 435). A reag¢dao enzimdtica produziu uma conversdo mais alta (98%) em
compara¢ao com a catalise quimica (60%). O melhor desempenho desta enzima para AGLM
pode estar relacionado a conformacdo do sitio ativo da CRL. As lipases de C. rugosa possuem
em seus sitios ativos a presenca de um tunel de acomodacdo do substrato que apresenta
uma conformacdo em “L” que aparentemente encaixaria perfeitamente com a conformacgao
estrutural do acido oléico (DOMINGUEZ DE MARIA et al., 2006a). O acido ricinoléico tem um
grupo hidroxila na posicdo 12, que produz uma configuracdo na forma de "L" que
provavelmente se encaixa melhor no sitio ativo da CRL. Entretanto, segundo DUARTE et al.

(2016) a enzima responsavel pela transesterificacdo do biodiesel de mamona com o TMP
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esta na faixa de 40 KDa o que segundo DICZFALUSY & ALEXSON (1996) trata-se de duas
esterases cujo sitio ativo ainda ndo foi descrito.

As lipases CALB e RM-IM foram capazes de catalisar as reacdes apenas com o0s
polidlcoois NPG e TMP. Para todos os trés polidlcoois, o melhor resultado ainda foi obtido
com a CRL, tanto para o tempo de 24 h como de 96 h apesar da mesma ter apresentado a
menor atividade de esterificacdo (Tabela 6). Sendo assim, esta enzima foi escolhida para dar

continuidade ao trabalho.

6.8 Producao de biolubrificantes derivados de polidlcoois pela CRL

Apods a escolha da enzima de melhor atuacdao nos AGLM, foram feitos novos testes da
sua capacidade de producdo de biolubrificantes conforme descrito em 6.2.2. Apesar da
literatura indicar que as reacdes de esterificacdo ocorrem em condi¢des aquo-restritas e que
a presenca de agua no meio pode levar ao deslocamento do equilibrio reacional para a
hidrdlise, as reagGes foram realizadas com e sem a presencga de 1 % (m/m) de 4gua, uma vez
gue uma pequena concentracdo desta pode ser necessdria para manter a conformacdo do
sitio catalitico das lipases, favorecendo a reacdo (KLIBANOV, 1989; YAHYA; ANDERSON;
MOO-YOUNG, 1998). Além disto, a dgua pode ter sido util para facilitar a solubilizacdo dos
polidlcoois e melhorar a transferéncia de massa no meio reacional. Os resultados destas

reagdes se encontram descritos na Figura 22.
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Figura 22 Conversao (expressa como % dos AGLM que foram esterificados) da reagao de
sintese de biolubrificantes catalisada pela CRL a 4% m/m do AGLM. As reag¢des foram
conduzidas na presenca e auséncia de 1% de agua, a 40 °C, em leito agitado, empregando
como substrato os AGLM e os polidlcoois NPG (2,5:1), TMP (3,75:1) ou PE (5:1). Aliquotas
foram retiradas em 24 e 94 h e foram analisadas pelo método titulométrico para
posteriormente ser calculada a conversdo dos AGLM (% AGLM).

Os resultados da Figura 22 mostram que, assim como foi observado na Figura 21,
grande parte dos AGLM foram consumidos nas reacGes de esterificacdo com o NPG (90,2 +
0,4% dos AGLM) e com o TMP (90,7 + 1,0% dos AGLM) e que os resultados foram similares
na presenca ou auséncia da adi¢cdo de 1% (m/m) de agua. A reagdo com PE, embora inferior
do que com os outros polidlcoois, também mostrou uma boa conversdo dos AGLM, sendo
ligeiramente maior quando em presenca de dgua (78,5 £ 0,2 %). Tais resultados indicam que
possivelmente o NPG e o TMP s3dao mais reativos do que o PE e que a presenca de agua nao
contribuiu para melhorar o desempenho das reacdes com os polidlcoois NPG e TMP,
auxiliando apenas na rea¢do com PE.

Todavia, na sintese de biolubrificantes, é desejavel que todas as hidroxilas do alcool
sejam esterificadas (RUDNICK, 2006), por isso, os dados da Figura 22 foram expressos na
Figura 23 na forma de porcentagem das hidroxilas dos polidlcoois convertidas a ligagGes
éster. Esse calculo leva em consideracdo o numero de hidroxilas do alcool e a razdo molar

AGLM/4lcool utilizada na reagdo (Equacdo 7 da metodologia, topico 6.3).
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Figura 23 Conversdao (expressa como % das hidroxilas do alcool que foram esterificadas) da
reacdo de sintese de biolubrificantes catalisada pela CRL a 4% m/m dos substratos. As
reagoes foram conduzidas na presencga e auséncia de 1% de agua, a 40 °C, em leito agitado,
empregando como substrato os AGLM e os polidlcoois NPG (2,5:1), TMP (3,75:1) ou PE
(5:1). Aliquotas foram retiradas em 24 e 94 h e foram analisadas pelo método
titulométrico, para posteriormente ser calculada a conversao (% hidroxilas esterificadas).

Os resultados da Figura 23 indicam que foi possivel obter produtos com 100% das
hidroxilas esterificadas para os polidlcoois NPG e TMP, enquanto para o PE apenas 73,6 +
0,5% das hidroxilas foram esterificadas. Entretanto, foram encontrados valores acima de
100% de conversao, o que indica que deve existir outro produto sendo formado na mesma
reacdo. Possivelmente utilizando as hidroxilas disponiveis nos acidos ricinoléicos que nao

foram consideradas neste calculo.

Como o PE foi o Unico polidlcool que demonstrou alguma melhoria na reagdao com a
adicdo de 1% m/m de agua, alguns testes foram realizados aumentando a concentracdo de

agua na reacdo, como podera ser visto no item seguinte, 6.9.
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6.9 Avaliacdao davaria¢do da concentragao de dgua nareag¢do de AGLM e PE.

Dentre todos os polidlcoois analisados o Unico que demonstrou variagao favoravel a
adicdo de agua foi o PE (conversdo de aproximadamente 78,5 + 0,2% dos AGLM).
Possivelmente, a adicdo de dgua auxiliou a solubilizacdo deste polidlcool que é o menos
solivel no meio reacional, comparativamente aos NPG e TMP. Desta forma, foram
adicionados 1, 3 e 5% de agua no meio reacional. Os resultados destes experimento podem

ser visualizados na Figura 24
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Figura 24 Sintese de biolubrificantes a partir de AGLM e PE utilizando a CRL em quatro
condigdes distintas: auséncia e presenga de 1,3 e 5% m/m de agua. As reagdes foram
conduzidas em reatores encamisados a 40 °C, com agitagdao magnética constante por 68 h.

Como foi possivel observar, a adigdo de 3 e 5% (m/m) de dgua resultaram em
conversoes inferiores aquelas observadas com 1% e na auséncia da mesma. Tal resultado
indica que, possivelmente, o PE apresenta pouca ou nenhuma solubilizacdo no meio, o que o
torna um substrato pouco acessivel para a enzima, dificultando a transferéncia de massa no
meio reacional. Sendo assim, a andlise dos resultados para o PE sugerem que a presenca de

agua no meio reacional ndo apresentou alteracdo que justifique o seu uso.
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6.10 Avaliacdao da producdode estolideos dos AGLM na reacao controle

A hipdtese levantada para justificar os resultados de conversdao superiores a 100%
(Figura 23) é a possibilidade da formagdo de outro produto, utilizando as hidroxilas
disponiveis nos dacidos ricinoléicos. Estas hidroxilas livres ndo entram no calculo de
conversdo (baseado nas hidroxilas dos polidlcoois esterificadas) o que dificulta a analise dos

resultados baseado na titulagdo dos AGLM (diminui¢cdo da acidez no meio reacional).

Na literatura, sdo encontrados relatos quanto a formacao de poliésteres oligoméricos
de acidos graxos hidroxilados, conhecidos como estolideos (estolides) (CERMAK; BRANDON;
ISBELL, 2006; GARCIA-ZAPATEIRO et al., 2013b; PELAEZ et al., 2003; POTULA et al., 2014;
YOSHIDA, YASUKO; MITSUO, KAWASE; CHOZO, 1993). BODALO e colaboradores (2005)
indicaram o uso da enzima de Candida rugosa para a producdo de estolideos de acido
ricinoléico. O acido ricinoléico é o principal composto dos AGLM, que representa 90% da sua
constituicdo. Tal acido possui uma hidroxila no carbono 12 que possibilita a reacao de
esterificacdo entre esta hidroxila e a carbonila funcional do terminal carboxilico de outro
acido graxo, formando oligdmeros de acido ricinoléico (BODALO et al., 2009). HAYES, 1996
observou, dentre diversas enzimas, que a proveniente da C. rugosa é capaz de produzir
estolideos a partir de hidroxidcidos e que lipases 1,3 especificas, como a de Rhizomucor
miehei, ndo produzem estolideos. No entanto, TODEA et al., (2015) testaram a aplicacdo de
diversas lipases comerciais na producdo de estolideos de hidroxidcidos naturais e sintéticos e
nao observam boas conversdes em estolideos utilizando a enzima de C. rugosa. Estes
resultados podem estar relacionados ao uso do solvente tolueno como componente do meio
reacional, que pode ter contribuido para a desativacdo destas lipases.

Assim, foi realizada a reacao controle, isto é, somente os AGLM e a CRL sem a adicao

de quaisquer polidlcool. O resultado pode ser observado na Figura 25.
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Figura 25: Resultado da acidez (expresso como % m/m AGLM) da reagdo controle e sem
enzima (CRL). As reagdes foram conduzidas empregando como substrato os AGLM ea 4 %
(m/m do AGLM) durante 163 h a 40 °C, em reator de leito agitado.

Na Figura 25, pode ser observado elevada reducdo de acidez utilizando apenas os
AGLM como substrato e a enzima CRL como biocatalisador, enquanto que a rea¢do apenas
com o AGLM, sem enzima, manteve a sua acidez constante, conforme a acidez inicial. A
acidez da reagdo controle passa de 95,3% para 32,4 + 1,2%, em 90 h, e 29 £ 0,9 %, em 163h
de reacdo. Tal resultado comprova que a CRL é capaz de realizar a esterificacdo entre os
AGLM formando estolideos, o que corrobora com os dados de (BODALO-SANTOYO et al.,
2005; BODALO et al., 2008; HAYES, 1996; YOSHIDA, YASUKO; MITSUO, KAWASE; CHOZO,
1993).

O resultado obtido na reacdo controle foi semelhante aqueles obtidos para as
reagOes com polidlcoois, sugerindo que a formacgao de estolideos pode ser a principal reacao
catalisada pela CRL. No entanto, apenas a andlise de acidez ndo fornece informacdes sobre
a estrutura dos produtos obtidos nas reacdes anteriores (Figura 22 e Figura 23). Assim, os

produtos foram analisados por ressonancia magnética nuclear (RMN), ao final das reacdes.
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6.11 Analises de RMN dos produtos das reacoes

Com o objetivo de avaliar a constituicdo molecular dos produtos formados pelas
diversas reagdes realizadas, foram feitas analises de RMN (analises realizadas no CENPES —
divisdo de PRODUTQOS), ao final de 96 h de reacdo. Os resultados de concentracdo molar e
massa dos substratos, remanescentes na reacao apds este tempo, e dos produtos formados

estdao descritos na Tabela 7.
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Tabela 7 Resultados das analise de RMN do sobrenadante obtido apds centrifugacao da
reacdo de AGLM, CRL (4 % m/m) com NPG, TMP e PE e na auséncia de polidlcoois,
conduzida por 96 h a 40 °C sob agitacao magnética constante.

Substratos Compostos Molar (%) Massa (%)

\% 6,7 1,3

HO¥

NEOPENTILGLICOL (NPG)

W—.f‘\
. 13,6 17,1
AGLM e NPG =
(razio molar DINEOPENTIL RICINOLEATO
{’ 15 10,9
MONONEOPENTIL RICINOLEATO
- 1 — i 64,7 70,7
DIMERO DO ACIDO RICINOLEICO
/\lm 9,8 2.5
TRIMETILOLPROPANO (TMP)
o . ™ 15 19,7
AGLM e TMP

(razdo molar DIMETILOLPROPIL RICINOLEATO

3,75:1) | i Q,JC
4@ T 15,1 11,9

MONOMETILPROPIL RICINOLEATO

aH [-1

(= a

— . 60,1 65,9
DIMERO DO ACIDO RICINOLEICO
AGLM e PE L o s r. e e .
(razdo molar Tk 100 100
5:1) OLIGOMEROS DO ACIDO RICINOLEICO*
AGLM PN G §
(controle) oo . 100 100

OLIGOMEROS DO ACIDO RICINOLEICO**

*Estima-se que o valor médio de n seja 2 (tetramero)
**Estima-se que o valor médio de n esteja entre 4 e 5 (hexdmetros e heptameros)
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Como pode ser notado, tanto na reacdo controle como na reacdo entre AGLM e PE,
houve 100% de producdo de estolideos, o que confirma a formacdo de oligdbmeros de acido
ricinoléico, com ou sem a presenca do PE. Isto demonstra que ndo houve producdo de
nenhum derivado deste polidlcool e que o mesmo nao participou como substrato na reagao.
O PE é o unico dentre os trés polidlcoois utilizados que ndo se dissolve durante a reacdo e,
além disso, como a andlise de RMN foi feita para o sobrenadante obtido apds centrifugacao
para separacao da enzima, foi possivel perceber que o PE foi o Unico polidlcool a nao
aparecer na composicdo final (Tabela 7). Tal constatacdo indica que o mesmo, de fato, ndo
se dissolve e que foi separado da reacdo apds a centrifugacdo e que sua concentracdo no
meio reacional é infimo ndo se tornando um substrato acessivel para a enzima. Isso pode ser
confirmado também nas reagdes realizadas com a RM-IM e com a CALB nas quais nenhum
éster foi formado na reagcdo com o PE, mostrando também que estas enzimas nao sao

capazes de produzir estolideos (Figura 21).

Na reagdo controle as moléculas maiores de estolideos formadas sao hexametros e
heptameros, sendo os maiores oligdbmeros formados nas quatro reagdes. A presenga dos
polidlcoois aparentemente diminuiu o grau de polimerizacdo dos estolideos, de modo que
com o PE, o grau maximo de polimerizacdo foi de tetrameros, mostrando que apesar de nao
reativo, a presenca deste polidlcool insolivel no meio reacional impediu a formacdo dos
estolideos maiores, devido provavelmente a problemas relacionados ao aumento da

dificuldade de transferéncia de massa (Tabela 7).

Tanto TMP quanto NPG se dissolveram, apesar de ndao imediatamente, no meio
reacional, o que permitiu a formacao de alguns ésteres derivados dos polidlcoois. Por outro
lado, nas reacdes com NPG e TMP, também foi notada a producdo de estolideos, porém, na
forma de dimeros de dacido ricinoléico e em quantidade superior a dos derivados dos
polidlcoois: 65,9 % (NPG) e 70,7 % (TMP) da massa total. Embora tenha havido producao de
ésteres dos dois polidlcoois, apenas no caso do NPG, o produto almejado, com todas as
hidroxilas esterificadas (dineopentil ricinoleato), foi obtido, contudo em quantidades baixas
(17,1% da massa total). A reagdo com TMP produziu apenas mono e dimetilpropil ricinoleato
e nao produziu o trimetilpropil ricinoleato (Tabela 7). Tal fato se deve também a menor

concentracdo de acidos graxos livres disponiveis para a formacdo dos triésteres uma vez que
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todos devem estavar polimerizados na forma de dimeros. Uma possivel hipotese levantada
para explicar tais resultados seria que a demora na solubilizacdo dos polidlcoois pode ter
levado a enzima a iniciar a catalise com o substrato mais facilmente acessivel, no caso, o
acido ricinoléico, o que deve ter impedido a formagdo dos compostos peracilados de
polidlcoois. Sendo assim, optou-se por se realizar uma etapa anterior, de solubilizacdo dos

mesmos antes do inicio das reacdes.

6.12 Efeito da solubilizagdo dos polidlcoois

A partir dos resultados anteriores, foi decidido que uma solubilizacdo prévia do NPG,
TMP e PE seria necessaria para que, com o aumento de suas disponibilidades no momento
inicial da reacao, houvesse preferéncia da enzima pela producdo dos compostos derivados

dos polidlcoois e ndo pela formagdo de estolideos.

Assim, antes de se adicionar a enzima, o meio reacional foi aquecido até a total
solubilizagdo do polialcool. Para isto, a temperatura da mistura AGLM e NPG, TMP ou PE foi
aumentada de 1 em 1 °C, a partir de 40 °C, sob agitacdao constante, de modo que a maxima

temperatura atingida fosse o ponto de solubilizacdo do polidlcool no meio reacional.

Para o PE, apesar do meio ter sido elevado até 150 °C no qual houve altera¢do da cor
do AGLM, ndo foi possivel dissolvé-lo. Desta forma, o PE foi submetido ao seu ponto de
fusdo (aproximadamente 260 °C) e apds a mudanga de estado da matéria para o liquido, foi
incorporado ao AGLM pré-aquecido a 40 °C, procedimento no qual houve solidificacdo do
polidlcool no momento da mistura. AZIZ e colaboradores (2014) conseguiram reagir o PE
com 6leo de palma, utilizando catalise quimica a base de metéxido de sddio, na temperatura
de 158 °C. VALERO e GONZALEZ, (2012) reagiram o PE com 6leo de mamona numa reacdo de
2,5 h, a 200 °C, utilizando como catalisador o oxido de chumbo (Il). No entanto, ambas
reacoes foram destrutivas ao dleo vegetal e nada foi relatado quanto a estabilidade
oxidativa do produto obtido, a qual, possivelmente, foi prejudicada devido as condi¢cGes de
elevada temperatura. Frente a estes relatos, como ndo foi possivel dissolver o PE e os
resultados de RMN ndo mostraram formacdo de nenhum produto derivado, ele foi

descontinuado da tese.
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Tanto o NPG quanto o TMP foram solubilizados pelo aquecimento do meio reacional
entre 56 e 58 °C e permaneceram neste estado, mesmo com a redugdo da temperatura para

40 °C. Assim, esses dois polidlcoois foram utilizados nas etapas seguintes do presente

Capitulo, na forma sollvel no meio reacional.

A solubilizacdo dos polidlcoois nos permitiu reduzir o tempo de obtencdo da

conversdo de 90% m/m dos AGLM em ésteres, de 96 h para 24 h, sugerindo que a

solubilizacdo prévia dos polidlcoois no meio reacional pode ter melhorado as condigbes de

tranferéncia de massa diminuindo o tempo de esterificacdo dos AGLM (Figura 26).
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Figura 26 Conversao (% AGLM) da sintese de ésteres com polidlcoois totalmente
solubilizados catalisados pela CRL 4% m/m de AGLM. As reacdes de sintese de
biolubrificantes foram conduzidas a 40 °C por 96 h em reatores encamisados com agitacao
constante. A razdo molar AGLM:NPG e TMP foi de 2,5:1 e 3,75:1, respectivamente.

As andlises de RMN destes novos produtos obtidos apds a pré- solubilizagcao dos
polidlcoois (“a” e ““b” do topico 6.2.2) foram realizadas e os componentes principais obtidos

estdo descritos na Tabela 8.
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Tabela 8 Anadlise de RMN do sobrenadante obtido da centrifugacao da reacdao entre AGLM,
CRL (4 % m/m dos substratos) com NPG e TMP (solubilizados previamente) conduzida p or
24 h a 40 °C sob agitacao mecanica constante.

Substratos Compostos presentes apos a reagdo Molar (%) Massa (%)
HO

% 17,4 3,9

HOv

NEOPENTILGLICOL (NPG)

i

5 o 15,1 21,8
AGLM e =
NPG DINEOPENTIL RICINOLEATO
(razdo
molar _
2,5:1) 1
25,1 20,9

oM
MONONEOPENTIL RICINOLEATO

oH o

[ 42,4 53,3
H
DIMERO DO ACIDO RICINOLEICO
HD
/\%\:H 44 1
HO
B TRIMETILOLPROPANO
Ly o oM
o 15,3 18,1

[=_1] o

DIMETILOLPROPIL RICINOLEATO
AGLM e o

T™P i JC
(razdo

a

molar L )" 74 5,5
3,75:1) e

MONOMETILPROPIL RICINOLEATO

66,4 65,4

DIMERO DO ACIDO RICINOLEICO
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Estes resultados indicam que a etapa de pré-solubilizacdo dos polidlcoois, no meio
reacional, contribuiu para o aumento da formacdo dos ésteres dos polidlcoois, em
detrimento da fracdo de dimeros do acido ricinoléico. Entretanto, esta diminuicdao nos
dimeros ndo foi tdo significativa, permanecendo como o principal produto da reagdo (53,3%
da massa total usando NPG e 65,4% usando o TMP), enquanto os compostos peracilados
foram minoria (21,8% da massa total de dineopentil ricinoleato e somente 10% do
trimetilolpropil ricinoleato). Tal fato deixa claro que a CRL tem preferéncia pelo acido
ricinoléico como substrato e que a ndo formacdo de compostos derivados dos polialcodis

nao se deve a disponibilidade do mesmo no meio reacional.

6.13 Caracterizacao dos produtos quanto as suas propriedades lubrificantes

A Tabela 9 mostra as principais caracteristicas lubrificantes do dleo de mamona,
utilizado neste trabalho, em comparacdo aos produtos obtidos usando o AGLM, produzido
pela nossa metodologia, “AGLM proéprio” (descrita em 5.2), com polidlcoois previamente
solubilizados e, com os produtos obtidos sem polidlcoois, utilizando o AGLM comercial ou o

AGLM proprio.
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Tabela 9 Propriedades lubrificantes do 6leo de mamona, comparado aos produtos das
reagoes de esterificacao entre: AGLM préprio com NPG e TMP (raz6es molaresde 2,5: 1 e
3,75: 1, respectivamente); e, sem polidlcoois, usando AGLM comercial e préprio. Todas as
reacoes foram catalisadas pela CRL a 4% m/m de AGLM e estdo descritas em 6.5.1 e 6.5.2.

Substratos da reagao

Ensaio Oleo de AGLM + AGLM + AGLM AGLM
mamona NPG TMP proéprio comercial
Viscosidade a 40 °C
245,3 172,0 278,1 379,9 408,2
(mm?/s)
Viscosidade a 100 °C
19,19 17,60 24,49 41,43 41,54
(mm?/s)
Indice de viscosidade
88 111 112 162 154
(V)
Estabilidade oxidativa
50 50 54 51 37
(min)
Ponto de fluidez (°C) -33 -42 -39 -42 -36
Indice de acidez total
potenciométrico 3,15 7,3 4,3 40,4 58,4

(mg KOH/g of sample)

Como se pode notar, as propriedades lubrificantes de todas as amostras foram
satisfatdrias. No entanto, o 6leo de mamona tem indice de viscosidade aquém dos demais,
sendo o menor dentre todos avaliados (88). Segundo ERHAN et al. (2002), os dleos vegetais
refinados, assim como os 6leos vegetais quimicamente modificados (CMVOs), possuem IVs
superiores aos 6leos minerais, entretanto, os IVs somente se tornardo mais favoraveis as
aplicagdes quando se aproximam de 200, o que normalmente é alcangado com o uso de

aditivos.

O ponto de fluidez e a estabilidade oxidativa dos produtos obtidos foram
semelhantes/superiores aos relatados anteriormente para biolubrificantes de origem

vegetal (Tabela 10). Surpreendentemente, quando apenas estolideos estavam presentes, o
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indice de viscosidade (162 e 154 para AGLM préprio e comercial, respectivamente) foi
superior aos resultados para os outros produtos derivados dos polidlcoois. Um indice de
viscosidade (IV) como este significa que a viscosidade do fluido ndo muda muito com a
variagao da temperatura (BART, J.C.J., GUCCIARDI, E., CAVALLARO, 2013a; DA SILVA et al.,

2015), o que é desejavel para qualquer aplicacdo de lubrificante.

Tabela 10 Caracteristicas lubrificantes de produtos encontrados na literatura

Vi i ,
N ~ . Ponto de Viscosidade |sc05|ctl,ade Indice de
Referéncia Reacdo/catalisador . . a 100°C . .
Fluidez  a 40°C (cST) viscosidade
(cST)
AKERMAN et ACL'_dOBO;e'CCO € dT,s/'P/ 4 oc
al,, 2011 P e, f’” laa ) ) ) )
antdrtica
CAVALCANTE Acido Olglco e TMP/ 0
Catalisadores -42 °C - - <160
et al.,, 2014 .. ..
quimicos basicos
Oleo de mamona e
YAO et al.
Oetal, metanol/ Metdxido - 13,80 2,770 22
2010 e
de sddio.
AMDEBRHAN Oleo de mamona e
metanol/ Hidréxido -5°C 30,40 - -
etal., 2015 ‘4
de sddio
Biodiesel metilico de
DA SILVA et mamona e o
al., 2015 TMP/lipase 34 P de 427 307,6 38,33 148

Candida rugosa.

Por outro lado, o IAT dos estolideos foi bem maior (40,4 e 58,4 mg KOH g — 1 de
AGLM proprio e comercial, respectivamente) do que os produtos NPG e TMP e o préprio
6leo de mamona (7,3; 4,3 e 3,15 mg KOH g_1 de amostra, respectivamente). Isso pode ser
explicado pela caracteristica acida dos estolideos livres que estd relacionada a ponta
carboxilica livre do acido ricinoléico (vide Revisdo bibliografica, Capitulo 3, item 3.9). Esta
acidez, entretando, pode ser diminuida utilizando diferentes estratégias como, por exemplo,

esterificacdo destas moléculas com um alcool simples como podera ser visto no Capitulo 7.

O uso dos AGLM préprio ou comercial, como substratos para a reacdo enzimatica,
gerou produtos com diferentes caracteristicas. O uso dos AGLM préprio levou a obtencdo de

um produto com ponto de fluidez mais baixo do que o obtido com o comercial (—42 °C

124



versus —36 °C) e um aumento de 1,4 vezes na estabilidade oxidativa (51 min versus 37 min).
Estas diferencas podem ser atribuidas aos processos de obtencdo dos AGLM: o processo
enzimatico (deste trabalho) preservou a estrutura dos AGLM, enquanto o processo de
obtengdao dos AGLM comercial, possivelmente hidrélise térmica, produziu subprodutos que

afetaram as caracteristicas do biolubrificante (vide Capitulo 5, item 0).

A avaliacdo das caracteristicas dos produtos obtidos e a existéncia de poucos estudos
na literatura sobre a produgdo de estolideos por via enzimatica tornaram este produto o

principal alvo para a continuidade deste trabalho.
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Capitulo 7

7 Estudo daproducao de estolideos lubrificantes livres e acabados

Neste Capitulo, estdo descritos os estudos da obtencdo de estolideos (anteriormente
denominado reacdo controle) e sua caracterizacdo para os diferentes graus de polimerizacao
do produto. Além disto, também foram realizados estudos preliminares para a producdo de
estolideos acabados utilizando os alcoois etanol e 2-etil-1-hexanol. Para isto, foi utilizada,
além da metodologia descrita abaixo, o tépico 4.2.1 e 4.2.2, bem como o processo de

obtencdo dos AGLM descrito no Capitulo 5.

7.1 Esterificagdao dos AGLM

7.1.1 Efeito da adigdo de agua e cinética da producdo de estolideos

Estudou-se, inicialmente, o efeito da dgua na reacdo de producdo de estolideos, em
duplicatas bioldgicas para cada condigdo testada. Em 12 g de AGLM (contendo 88% de acido
ricinoléico) foram adicionados 1, 3, 5, 10 ou 15% m/m de agua, apos agitacdo e a mistura
ficar homogénea, visualmente, foram adicionados 0,48 g de CRL (4% m /m), dando inicio a
reacdo. Aliquotas foram retiradas em 24 e 120 h de reac¢do que foi conduzida em reatores
encamisados, mantidos a 40 °C, sob agitacdo magnética constante. As aliquotas foram
centrifugadas (10,000 rpm por 5 min) e os sobrenadantes foram estocados a -20 °C até

serem analisados quanto ao seu teor de acidos livres por titulacdo.

Na melhor condicdo de concentragcdo de agua no meio reacional foi realizada uma
cinética de producdo de estolideos. O acompanhamento do consumo do substrato (acido
ricinoléico) foi realizado pelo teor de acidez de (pelo método titulométrico secdo 4.2.1) e
consumo de acido ricinoléico (g/100 g ou % m/m de amostra- andlise de CG descrito no item

7.6). O perfil de tamanhos dos estolideos foi avaliado por Cromatografia de exclusdao de
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tamanho (GPC, item 7.3.2) e o tamanho da maior fracdo de estolideos foi calculado pelo

numero de estolideo (NE, item 0).

7.1.2 Estudo preliminar da esterificacao para formagao dos estolideos acabados

Para a padronizacdo das reacbes de esterificacdo do terminal carboxilico, foi
realizado um aumento de escala para reatores com 200 g de AGLM, 15 % m/m de dgua e 4 %
m/m de CRL. A reagdo foi finalizada em 14 h, que corresponde ao tempo reacional no qual o
acido ricinoléico foi quase todo consumido (< 4g/100 g amostra). O meio reacional foi
centrifugado (10.000 rpm, 10 min) e o sobrenadante utilizado para as reacles de
esterificacdo. O produto obtido foi estocado em geladeira a 4 °C até ser utilizado.

Para a esterificacdo das terminagdes livres do estolideo foram testadas 3 enzimas
comerciais: CRL, CALB e RM-IM. Os testes foram realizados utilizando 10 g do estolideo, 4 %
enzima m/m de estolideo e os alcoois etanol, como alcool primario, e o 2-etil-1-hexanol,
como alcool secundario. As reacbes foram conduzidas em reatores cilindricos fechados e
encamisados a 40 °C, sob agitacdo magnética constante mantendo a relacdao 1:1,5. A reagao
controle, sem alcool, foi realizada com a enzima CRL 4 % m/m e o estolideo de 14 h para
avaliar se a utilizacdo da CRL estaria de fato esterificando os terminais livres ou apenas
catalisando a formacdo de mais estolideos.

Foram retiradas aliquotas nos tempos de 1, 2, 6 e 24 h, que foram centrifugadas a
10.000 rpm por 10 min e foram analisadas pelo método titulométrico. A razdo molar entre
os estolideos e os alcoois foi calculada a partir do nimero de moles de NaOH utilizados para
neutralizar o produto obtido que corresponde, entdo, ao nimero de moles de carboxilas
disponiveis no produto. Tal cdlculo do nimero de moles de NaOH e, portanto, do nimero de

carboxilas disponiveis estd descrito na Equacao 8.

Nyaon = [(M X V)/mam )]

Equagao 8
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Sendo:

Nygoy = Numero de moles de NaOH que corresponde aos COOH livres (mmol/g

amostra)
V = volume de NaOH titulado (mL)
M = molaridade da solugdo de NaOH (mol/L)

m,,,, = massa de amostra (g)

7.2  Andlise do teor de agua

O teor de dgua das aliquotas, provenientes das reacdes de producdo de estolideos da
secao 7.1.1, foi determinado pelo método de titulagdo coloumétrica utilizando o

equipamento Karl-Fisher (BRUTTEL; SCHLINK, 2006).

7.3 Andlises de caracterizagcdao quimica dos produtos obtidos.

Os estolideos produzidos neste Capitulo, foram caracterizados quanto a estrutura
guimica, por ressonancia magnética nuclear, que nos permite também determinar o nimero
de estolideo (NE). O NE proporciona uma estimativa de qual é o estolideo de maior massa
molecular na amostra. Além disso, os estolideos obtidos foram também avaliados por
cromatografia de permeacdo em gel (GPC) ou cromatografia de exclusdo de tamanho (SEC),
com o objetivo de determinar o perfil de distribuicdao dos estolideos, de acordo com seus
tamanhos. Esta metodologia é capaz de discernir os estolideos formados até a fragao de
tetrameros, pois a partir de pentdameros, todos os estolideos eluem em um mesmo pico e
foram denominados como pentameros (+). Estas analises serdo descriminadas nos itens a

seguir.
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7.3.1 Anadlise de ressonancia magnética nuclear para determinag¢do do nimero de
estolideo

O NE é a medida direta do tamanho da principal cadeia polimérica/oligomérica de
carbono constituinte da amostra e é determinado pela razdo entre a integracdo dos picos -C-
O-C-, sinal de 73,5 ppm e -C-0, sinal de 71,5 ppm no espectro de RMN que pode ser visto no
anexo ao final deste documento. Para determinacdo do nimero de estolideo das aliquotas
obtidas de 2, 4, 6, 8, 10, 14, 20 e 24 h da cinética de producado de estolideos (item 7.1.1), as
anélises de RMN de 13C foram realizadas no equipamento Agilent 400MR (9,40 T de campo
magnético), em solugdo de CDCl; ou mistura de CDCl; a temperatura de 25 °C, na
concentragao de 20% em massa, em sonda de 5mm. Foram utilizadas as seguintes condigdes

experimentais:

3¢
Frequéncia: 100,5 MHz

Janela espectral: 25,0 kHz
Tempo de aquisicdo:1,3 s
Pulso: 13,4 us (90°)
Intervalo entre pulsos: 10 s
Numero de transientes: 2048
Nucleo desacoplado: *H
Modo do desacoplador: NNY
Processamento:

Line broadening: 1,0 Hz

7.3.2 Anadlise de determinagao do perfil de massa molar das amostras de estolideos por
GPC

A andlise de GPC foi utilizada para determinacdo do perfil de tamanhos dos
estolideos para as aliquotas de 2, 4, 6, 8, 10, 14, 20 e 24 h da cinética de producdo de
estolideos (secdo 7.1.1). O sistema cromatografico empregado foi a bomba isocratica Agilent

1200, equipado com trés colunas em série (Styragel Column, HR 2; 5 um; 7,8 mm x 300 mm;
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500 — 20 K, THF [WAT044237]; Styragel Column, HR 1; 5 um; 7,8 mm x 300 mm, 100 — 5 K;
THF [WAT044234]; e Styragel Column, HR 0,5; 5 um, 7,8 mm x 300 mm, 0 — 1 K, THF
[WAT044231]). Aplicou-se 20 uL de amostra em uma alca de injecdo, que foi injetada
automaticamente, por injetor Waters 2707. As amostras foram entdo recebidas pelo
detector ELSD 2000ES a 40 °C, com fluxo de N, de 1,6 L/min. O eluente utilizado foi o
tetrahidrofurano (THF) com fluxo de 0,6 mL/min e o tempo total de analise foi de 55 min.
Para comparacdo e identificacdo dos constituintes das amostras, foi feita uma curva de
calibracdo preparada com padroes de poliestireno (PSS) cobrindo as massas moleculares de
580 a 66000 Da (PSS - M,,): PSS1 — 22000 e 1680; PSS2 — 11600 e 980; PSS3 — 28500 e 2450;
PSS4 — 10100 e 3250 PSS5 — 66000, 7000 e 580. A massa molar dos estolideos mais pesados

e mais leves foi determinada pela extrapola¢ao da curva de calibragao.

7.4 Avaliagao das propriedades dos estolideos livres em diferentes tempos apos cinética

Para caracterizar os produtos formados, quanto as propriedades lubrificantes, foi
realizado um aumento de escala para reatores com 210 g de AGLM, 15% m/m de agua e 4%
m/m enzima. As reag¢des foram retiradas em tempos de 6, 14 e 20 h, foram centrifugadas
(10.000 rpm, 10 min). O sobrenadante foi diluido em acetato de etila e a ele foi adicionado
10% m/m de sulfato de sddio anidro, para retirada de qualquer resquicio de dgua. A mistura
foi deixada agitando por 30 min e depois filtrada em papel de filtro a vacuo para
posteriormente ser recuperada em rotaevaporador (PolyScience®). O produto obtido foi

estocado em geladeira a 4 °C até ser caracterizado.

7.5 Avaliagao das caracteristicas dos estolideos acabados

7.5.1 Produgao do estolideocom 14 h de reagao

Primeiro foi produzido o estolideo livre em 14 h de reacdo para que ambos estolideos
acabados partissem de um mesmo 6leo basico. Para isso, 600 g de AGLM, 15 % m/m de agua
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(90 g) foram transferidos para um reator encamisado aberto mantido a temperatura de 40
°C. Quando este meio reacional chegou a temperatura de 40 °C, sob agitacdo, foi dado inicio
areagdo com a adi¢do de 4 % m/m enzima (24 g). A reagdo foi retirada em 14 h, centrifugada
(10.000 rpm, 10 min) e o sobrenadante foi armazenado em geladeira a 4 °C até ser utilizado
para as reacoes de esterificacdo com os alcoois: etanol e 2-etil-1-hexanol, descritas no tépico

7.5.2.

7.5.2 Reagles de esterificacao do terminal carboxilico paracaracterizagao

Para estas reacdes, a quantidade de alcool foi calculada de modo a manter a razao
molar 1:1,5 (COOH livre: dlcool). O cdlculo do COOH livre estd na se¢do 7.1.2. Foi utilizado
200 g do estolideo com acidez total (dosada pelo método titulométrico) a 28 e 4% m/m de
CALB (8,0 g). A reagdo foi iniciada com a adi¢ao de dlcool e os reatores encamisados a 40 °C
foram mantidos fechados sob agitacdo constante a 200 rpm garantindo que a enzima
estivesse em contato com todo o meio reacional. A reagdo foi retirada em 6 h para o caso do
etanol e em 24 h para o 2-etil-1-hexanol, centrifugada (10.000 rpm, 10 min) e os
sobrenadantes foram secados em rotaevaporador com banho a 60 °C a 72 mbar por,

aproximadamente, 1 h. O dleo obtido foi estocado em geladeira a 4 °C até ser caracterizado.

7.6 Andlise do contetdo de acido ricinoléico livre no meio reacional por cromatografia
gasosa (CG)

Esta andlise foi desenvolvida e utilizada neste Capitulo e no seguinte (8) tanto na
determinacdo do conteldo de acido ricinoléico livre (ARL), remanescente no meio reacional,
durante a sintese de estolideos, quanto para auxiliar na compreensado da oligomerizacdo do
estolideo. O desenvolvimento desta metodologia permitiu a discrimina¢ao da formagao do
estolideo pela incorporacdo do ARL ou pela conjugacdo de estolideos menores. Além disto,
esta analise possibilitou a observacdao dos demais dcidos graxos livres presentes no meio
reacional bem como sua diminuicdo ao longo da reagdo por incorporacao a estrutura dos

estolideos.
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O presente método foi desenvolvido com base na derivatizacdo analitica dos ARLs
pela sua esterificacdo com isopropanol para a quantificacdo dos mesmos no meio reacional
(g/100 g amostra, que serd referido como % m/m), e também, baseado na esterificagcdo de
acidos graxos livres por catdlise acida (LEPAGE; ROY, 1986), com adaptacdes. No presente
trabalho, foi utilizado, como agente de derivatizacdo, o isopropanol no lugar do metanol,
presente no método original (LEPAGE; ROY, 1986), com o objetivo de melhorar as
propriedades cromatograficas do derivado (WOLFF; BAYARD; FABIEN, 1995) e permitir a
solubilizagdo completa dos ARLs. Além disso, o tempo e a temperatura do método original
foram reduzidos para restringir a esterificacdo apenas aos acidos graxos que permanecem

livres na amostra, sem transesterificar os estolideos formados.

7.6.1 Derivatizagao do acido ricinoléico livre

Quinze microlitros dos sobrenadantes provenientes das reacdes de producdo dos
estolideos foram pipetados em tubos ja pesados (tara) de vidro, com tampas rosqueadas
revestidas de politetrafluoretileno (PTFE). A dgua residual presente na amostra foi separada
e evaporada das mesmas pela adicdo de 100 pL de etanol, secos por vapor de nitrogénio e,
apos este procedimento, os tubos foram pesados novamente para determinacdo do peso
das amostras ja livres de agua. Foi preparada uma solugao padrao interno de 4dcido
heptadecandico (C17:0) a 0,625 mg/mL em isopropanol. Desta solugdo, foram adicionados
as amostras 2,4 mL /tubo, totalizando 1,5 mg de acido heptadecandico/tubo. Em seguida, a
cada tubo foram adicionados 0,6 mL de n-hexano. Os tubos foram, entdo, homogeneizados
em vortex até a total solubilizacdo da amostra. Apds este procedimento, 300 uL do
catalisador da esterifaca¢dao do isopropanol com os acidos ainda livres na amostra, o cloreto
de acetila, foram, gota a gota, adicionados aos tubos em capela, enquanto a mistura era
gentilmente agitada. Os tubos foram fortemente fechados e as amostras foram entao
submetidas a reacdo (isopropilacdo), sob agitacdo, a 80 °C, por 20 min, em um banho
termostatizado (Kotterman). Apds a reagdo, os tubos foram resfriados em dgua e 3,0 mL de
uma solucdo 15% KHCO3, em 3agua deionizada, foram lentamente adicionados para parar a

reacdo e neutralizar a mistura. Os tubos foram entdo submetidos a centrifugacdo, a 2000
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rpm, por 10 min e uma aliquota de 300 pL da fase superior, rica em hexano, foi retirada e
estocada em tubos de vidro (vials), a 20 °C, até serem analisadas no CG. O branco reacional

foi realizado em paralelo com a adicao de dgua deionizada no lugar da amostra.

7.6.2 Anadlise dos ésteres isopropilados de acidos graxos por cromatografia gasosa

Os acidos graxos isopropilados foram analisados em um CG (GC-2010; Shimadzu,
Japan) equipado com uma coluna fast, capilar, composta de polietilenoglicol (Omegawax
100; 15 mx0,1 mmx0,1 um; Sigma, Sao Paulo, Brasil). As condi¢des utiizadas foram: 260 °C;
gas de arraste: hélioa 3,0 mL-min”; volume de injecdo de amostra: 1,0 uL com razdo de split

1

1:200. A temperatura inicial da coluna foi 140 °C aumentando numa taxa de 60 °C min™" até

210 °C, temperatura na qual se manteve por 2 min; posteriormente ela foi aumentada a 20
°C.min™! até atingir 260 °C mantido por 1 min e finalmente, aumentou-se a 10 °C min™* até
280 °C permanecendo constante por 2 min totalizando tempo de corrida de 10,67 min. A
temperatura do detector de ionizacdo em chama foi 280 °C. O percentual de acido

ricinoléico foi calculado segundo a Equacgao 9.

(MPIxAR)

AR= 100 x—————
(MAXAPI)

Equacao 9
Sendo:
AR: acido ricinoléico (g/100 g amostra, % m/m);
MPI: Massa do padrdo interno (g);
AR: Area do pico do acido ricinoléico;
MA: massa de amostra(g);

API: Area do pico do padrio interno.
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Os resultados provenientes das triplicatas analiticas de cada duplicata bioldgica
foram comparados entre si pela utilizacdo do teste-t com 95% de confianca. O percentual de
conversao do acido ricinoléico é uma medida da diminui¢do do acido ricinoléico no meio e

foi calculado pela Equagao 10.

(AR; — ARy)
AR,

1

CAR =100 x

Equagdo 10

Sendo:

CAR: Conversao do acido ricinoléico (%);

AR;: Teor inicial de acido ricinoléico (% m/m de amostra);
AR¢: Teor final de 4cido ricinoléico (% m/m de amostra);

A identificacdo do pico correspondente ao &acido ricinoléico foi realizada pela
compara¢ao com a solucdo padrao comercial de acido ricinoléico, adquirida da Sigma-

Aldrich, que foi submetida a mesma analise descrita em 7.6.1.

7.7 Resultados

7.8 Efeito daconcentragdode agua na produgao de estolideos pela CRL

No Capitulo anterior (6), foram feitos estudos preliminares da quantidade de agua
adicionada no meio reacional para a producdo de derivados de polidlcodis e apesar de ndo
ter havido influéncia para a utilizagdo do NPG ou do TMP, no caso do PE, sua adicdo,
primeriamente pareceu positiva e nesta reacao foi constatado por RMN a presenca de 100%
de estolideos como produto final. Na literatura, os poucos estudos relacionados a produgao

de estolideos por via enzimatica estao relacionados a adicdo de dgua no meio reacional,
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sendo esta menos necessdria, no caso da utilizacdo de enzimas imobilizadas (BODALO et al.,
2008; YOSHIDA et al., 1997), do que no caso de enzimas livres (BODALO-SANTOYO et al.,
2005). De acordo com os resultados obtidos em BODALO-SANTOYO et al. (2005), 144,000
ppm de dgua [14,4% agua (m/m)] seria a concentragdo ideal para a produgdo de estolideos
nas condicdes utilizadas neste estudo. Para iniciarmos o estudo da reacdo de producdo de
estolideos foi realizado entdo a comparacdo entre a ndo adicdo de dgua com a adicdo de 1,
3,5, 10 e 15% (m/m) de 4gua nos quais, além da acidez (4.2.1), foi acompanhado também o

teor de dgua das amostras 7.2), conforme pode ser observado na Tabela 11.

Tabela 11 Acidez total e teor de agua (%) a 0, 24 e 120 h das reagdes de formagao de
estolideos com adigbes de dgua variando de 1-15% (m/m).

Acidez (% AGLM)*
Controle* 1% ** 3%** 5% ** 10% ** 15%**
Oh 100 100 100 100 100 100
24h  62+0,2° 35+05° 35+13,7° 28+23° 33+05° 29+2,3°
120h  29+1,3%" 24+14*"* 20+42°* 17402 20+0,1°* 184+2,6°"

Teor de dgua (ppm)

Controle* 1% ** 3%** 5% ** 10% ** 15%**
Oh 0 10000 30000 50000 100000 150000
24 h 3124,5 2932,7 2198,0 2467,0 3089,1 3344,6
120 h 2276,1 2199,0 2013,4 1890,0 2513,7 2495,0

*Sem adicdo de dgua  **m/m de agua

Todos os valores foram convertidos para um inicial de 100% de acidez para melho

comparar todas as amostras, uma vez que somente o conteudo de agua que varia dentre as
amostras.

b | etras mindsculas se referem ao teste de Turkey para comparacdes entre as diferentes
condic¢Oes testadas (colunas).

Aletras mailsculas se referem ao teste t de Student realizada dentro do mesmo tempo 120 h
(linha) para avaliar se os resultados sdo iguais estatisticamente.

Para todos os testes foi considerado o nivel de significancia p<0,05; sendo a média (+ desvio
padrdo) seguido de letras diferentes quando a diferenca for estatisticamente diferente e
letras iguais quando forem estatisticamente iguais.
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A acidez total das amostras diminuiu de acordo com o aumento do tempo reacional o
que representa a conversdo dos AGLM em estolideos por esterificacdo, conforme ja
demonstrado no Capitulo anterior (6). No entanto, desta vez, o teor de agua da reacdo foi
variado de 1-15% (m/m), sendo o ultimo valor escolhido devido a proximidade com a
concentracdo apontada como a melhor em (BODALO-SANTOYO et al., 2005) para enzimas

livres.

Os resultados observados na Tabela 11 sugerem que o efeito principal da adi¢ao de
agua foi o de aumentar a taxa da reacdo, bem visivel ao se comparar o resultado, em 24 h de
reacdo, da condicdo sem adicdo de dgua com qualquer um dos demais com adicdo de dgua.
Dentro dos valores estudados, ndao houve efeitos negativos da adicdo de agua nos
rendimentos finais da reacdo. Os efeitos positivos, observados nas primeiras 24 h de reacao,
ndo persistem durante o curso reacional, uma vez que a acidez final das reacdes de 1-15%
m/m de 4gua ndo varia tanto em 120 h, sendo o resultado do controle estatisticamente igual

ao obtido com 1% de adigdo de agua.

Esta diferenca, no entanto, é clara em 24 h, tempo reacional no qual obtivemos 40%
de reducdo da acidez total, na reacao em auséncia de agua, o que representa produtividade
de 1,6% AGLM consumido/h. Nas reagdes com adi¢do de agua a redugdo de acidez foi de 3%
AGLM consumido/h, um aumento de aproximadamente 2 vezes no consumo dos AGLM
(substrato) na reacdo. Desta forma, a concentra¢do de 15% m/m agua foi escolhida para
experimentos posteriores. Esta concentracdo levou a um produto com maior viscosidade
(observagdo visual) e melhorou a dispersdo da enzima no meio reacional, além de haver
relatos na literatura indicando esta condicdo como preferencial para a producdo de

estolideos.

BODALO-SANTOYO et al., (2005) investigaram diversas concentracdes iniciais de dgua
no meio reacional usando uma lipase comercial livre de Candida rugosa. Os autores também
realizaram as reacdes a 40 °C, no entanto, para manter a temperatura e auxiliar a
evaporac¢ao, eles utilizaram uma corrente de ar quente passando pelo meio reacional. Ao
final de 24 h de reacdo, foi observado um teor de dgua de aproximadamente 2500 ppm em
todas as amostras. Neste trabalho, foi utilizado um reator cilindrico aberto, que permitiu a

evaporacdo espontdnea de agua. Em 24 h de reacdo, teores de 2000 — 3400 ppm foram
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encontrados em todos os meios reacionais, mesmo com a variacdo da concentracdo de agua
inicial de 1 a 15% m/m (Tabela 11). Isto pode sugerir que a evaporacdo espontanea ocorre
em todos os sistemas, independente do teor de dgua inicial, até atingir um possivel

equilibrio.

7.9 Cinéticade formagao de estolideos

Diferentemente dos processos de esterificacdo convencionais, os produtos formados,
neste caso, apresentam um terminal carboxilico e uma hidroxila livre, permitindo, desta
forma, o aumento do grau de polimerizacdo dos estolideos. Assim, a conversdo do acido
ricinoléico livre (ARL) em estolideo ndo pode ser determinada apenas pela acidez total da
amostra como foi realizado em BODALO-SANTOYO et al., (2005) e YOSHIDA et al., (1997),
uma vez que, mesmo que a conversao em estolideos seja de 100%, a acidez proveniente do
terminal carboxilico livre sempre sera detectada e quantificada. Sendo assim, um método
rdpido de deteccdo do ARL por cromatografia gasosa foi desenvolvido, em cooperacdo com
o laboratério de Bioquimica Nutricional e de Alimentos (LBNA), para acompanhamento do
consumo do ARL ao longo da reagdo. Figura 27 ilustra a cinética de diminui¢cdo de acidez e

consumo de acido ricinoléico ao longo de 24 h de reacdo.
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Figura 27 Consumo da acidez total do meio reacional e acido ricinoléico livre durante a
cinética de producao de estolideos. O substrato utilizado foi AGLM e a reagao foi realizada
com a adi¢do de 15% m/m de agua e 4% m/m de CRL. Aliquotas foram retiradas de 2- 24 h
de reagdo, centrifugadas (10.000 rpm, 5 min), e os sobrenadantes foram analisados quanto
a acidez total pelo método titulométrico e ARL por CG (resultados foram expressos em %
m/m amostra).

Em 14 h a acidez da reagdo atinge cerca de 30% m/m, entretanto o ARL foi quase
totalmente consumido do meio reacional atingindo valores residuais (<4 g/100g de
amostra). Apds 14 h de reacdo a acidez continua a diminuir, embora com uma taxa menor, o
que sugere que deve ocorrer um rearranjo dos estolideos ja formados conduzindo a

formacao de moléculas maiores (reacdo de polimerizagao).

BODALO-SANTOYO et al., (2005) investigarm a produc3do de estolideos usando lipase
livre de Candida rugosa e acido ricinoléico na concentragdao de 99% e obteve, depois de 48 h
de reacdo uma acidez de 32,5% m/m, valor similar ao obtido, neste trabalho, em apenas 14
h de reacdo (Figura 27). A maior produtividade obtida neste trabalho (3,4 vezes maior) pode
estarrelacionada a utilizacdo de ARL de diferentes procedéncias. Os autores utilizaram acido
ricinoléico obtido por via quimica, cujos contaminantes podem prejudicar a reacdo (GRECO-
DUARTE et al., 2017). Neste trabalho, foram utilizados AGLM provenientes da hidrdlise
enzimatica em condicGes amenas de temperatura (Capitulo 5). Além disso, hd modifica¢Ges

138



no processo de obtencdo dos estolideos no que diz respeito ao tipo de agitador utilizado
(agitador em hélice com 3 pas versus agitacdo magnética no nosso trabalho), sistema de
aquecimento (corrente de ar quente versus reatores encamisados e aquecidos com livre

evaporagao) e/ou volume/tamanho do reator utilizado.

Além do ARL, os demais AGLM também diminuiram ao longo da reacdo. Os
cromatogramas da andlise de deteccdao de ARL, referentes ao tempo inicial e apds 18 h de

reagao podem ser vistos na Figura 28 Figura 29, respectivamente.
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0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
min
Peak# Ret.Time Area Height Conc. Unit Mark ID# Cmpd Name
1 5,038 285964 149524 0,000 ppm 1 C:17
2 9.197 1400966 323312 0.000 ppm 2 Ricinoleic acid
Total 1686930 472836

Figura 28 Cromatograma da rea¢do de formagdo de estolideos no ponto inicial (0 h)
correspondendo a composicao dos AGLM. Os picos assinalados correspondem ao padrao
interno C:17 (Peak 1) e ao acido ricinoléico (Peak 2). Os demais picos presentes no
cromatograma pertencem aos demais acidos presentes nos AGLM.
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1 5,014 287002 153275 0,000 ppm 1 C:17
2 0.058 38395 19389 0.000 ppm 2 Ricinoleic acid
Total 325397 172664

Figura 29 Cromatograma do ponto de 18 h da reacdao de formagao de estolideos. Os picos
assinalados correspondem ao padrao interno C:17 (Peak 1) e ao acido ricinoléico (Peak 2).
Se observa que os demais acidos presentes, assim como o acido ricinoléico diminuem,
indicando que todos os AGLM foram utilizados na formagdo de estolideos seja como
terminadores das cadeias poliméricas, na porg¢ao alcodlica.

Na Figura 28 se observam os demais picos correspondentes aos acidos graxos presente
nos AGLM, além do 4cido ricinoléico. Na Figura 29 é possivel notar a diminuicdo destes
picos, o que indica que eles estdo sendo incorporados a reacdo formando estolideos
monoacabados (CERMAK; ISBELL, 2002b). Como a reagao entre terminais carboxilicos dos
AGLM e do estolideo ndo ocorre naturalmente pela catdlise enzimatica, estes demais acidos
foram utilizados como agentes terminadores, na hidroxila do carbono 12, presente no
primeiro acido ricinoléico da cadeia dos estolideos livres (Figura 31). No entanto, como estes
estolideos monoacabados ainda estdo livres no terminal carboxilico, ainda é possivel alongar
a cadeia polimérica, até que a capacidade da enzima atinja seus limites, limite este que ainda

nao é conhecido, uma vez que esta reacdo soé foi conduzida até 24 h.
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E importante ressaltar que como 88% dos AGLM é de ARL, 12% s3o os demais acidos
vistos na Tabela 5. Sendo assim, 12% das moléculas de estolideos formadas serdao
monoacabadas, o que ainda é um percentual pequeno. Desta forma, estes produtos
continuardo a serem chamados de estolideos livres ou somente estolideos por serem a

maior por¢do da amostra.

7.9.1 Relagdo entre a acidez e a concentracao de acidoricinoléico

Apesar da curva da acidez e do ARL ndo serem diretamente proporcionais, existe uma
relagdao ndo linear, semelhante a uma exponencial, entre estas duas medidas experimentais

(Figura 30 B). A linearizacdo destes medidas esta ilustrada na Figura 30 A.

A analise da regressao linear obtida neste grafico permitiu obter um modelo bastante
ajustado que podera ser utilizado para estimar, por extrapolagdo, a quantidade de ARL,
presente no meio reacional, a partir da acidez total da amostra. No entanto, esta
extrapolagdo sé pode ser realizada para valores abaixo de 70% (% m/m amostra) (Tabela 12)
que é quando o desvio padrao (DP) entre o observado e o predito é inferior a de 10%. Este
modelo continuara a ser utilizado durante os demais testes visando a sua validagcdo. Uma vez
validado, ele pode auxiliar a implementacao do uso dos estolideos em aplicacGes industriais

pela simplicidade analitica.
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Figura 30 Associa¢ao entre o acido ricinoléico livre (ARL) e a acidez total da amostra. Os
graficos mostram a relagdao nao linear entre as variaveis (A); e a regressao linear logaritma
transformada das curvas de acido ricinoléico livre (ARL) e acidez total (AT) (In
ARL=0,0625AT-0,6789; R?>= 0,9873; P< 0,0001).
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Tabela 12 Relagao entre valores de ARL observados, por meio da andlise de detec¢dao dos
ARL, e preditos pela equagao da regressao linear logaritma (InARL=0,0625AT-0,6789) com
base na acidez total da amostra.

Tempo Acidez total (g/100g  ARL observado Ln ARL ARL predito DP
amostra) (g/100 g)
0 91,58 86 5,22 185,85 70,61
2 82,43 54,62 4,60 99,39 31,65
4 71,57 38,38 3,86 47,29 6,30
6 64,23 29,80 3,35 28,62 0,83
8 56,81 18,57 2,85 17,22 0,95
10 42,77 8,97 1,89 6,60 1,68
16 24,59 1,62 0,64 1,90 0,20
18 22,87 1,63 0,52 1,69 0,04
24 16,83 1,1 0,11 1,12 0,01

7.9.2 Alongamento do estolideo durante a reagao

Mesmo conhecendo a curva de consumo do ARL e diminuicdo de acidez ndo é possivel
prever o tamanho médio dos estolideos e garantir que houve o consumo total dos AGLM
(ARL e demais acidos presentes). Nossos resultados apontaram para um estolideo cujo grau
de polimerizagdo foi de hexameros/ heptameros em 96 h de reagdo (GRECO-DUARTE et al.,
2017, Capitulo 6). No entanto, estes calculos sdo indicativos da distribui¢ao de tamanhos dos
estolideos que sdao os principais responsaveis pelas caracteristicas lubrificantes das

amostras.
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Uma forma simples e rapida de saber o tamanho dos estolideos é por meio da andlise
de RMN que pode fornecer o nimero de estolideo (NE). Este niumero é definido como o
nimero médio dos ARL adicionados a primeira molécula de AR formadora do estolideo
(CERMAK et al., 2013). O sinal da ligagao éster nos oligdbmeros pode ser utilizado como
instrumento para caracterizar a estrutura do estolideo (CERMAK; ISBELL, 2002b). Desta
forma, o NE pode ser obtido pela razdo entre a area do sinal -C-O-C-, 73,5 ppm (Figura 31 —
#1) e -C-OH, 71,5 ppm (Figura 30 - #2) nos espectros de RMN, que poderdo ser vistos nos
anexos deste documento. Assim, a ligacdo éster formada pela reagdo entre a porgao
carboxilica de um ARL com a hidroxila de outro ARL pode ser utilizada com a finalidade de

determinar o grau de polimerizacdo da maior fragcao de estolideos presente no produto.

I hi Wﬂ)\m
JvW/VVCHB * o T o
HO # #2

Acido ricinoléico Acido ricinoléico

Figura 31 Representac¢ao das ligacoes éster utilizadas para calcular o NE: -C—O-C- como #1
e -C-OH como #2.

Desta forma, com a finalidade de conhecer o perfil de distribuicdo do produto obtido
pela reacdo de formacdo de estolideos, com maior precisao, decidiu-se analisar por GPC e
NE as diferentes aliquotas provenientes da cinética de formacgao de estolideos (Figura 32).
Para isto, a avaliacdo do perfil de massa molar e o grau de polimerizacdo do estolideo
formado foi realizada em diferentes tempos: 2, 4, 6, 8, 10, 14, 20 e 24 h pela analise de NE

(Figura 32 A) e SEC ou GPC (Figura 32 B).
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Figura 32 Cinética da reacao de formagdo de estolideos, avaliado pelo NE (A) e perfil de
polimerizacao (B). O NE aumentou de forma nao-linear com o tempo sendo o aumento de
8 as 14 h proeminente com relagdo aos demais. Cada tempo reacional representou um
perfil diferenciado de estolideos livres sendo a partir de 14 h predominante a fragao de

pentameros (+) cujo NE auxilia na determinacdo da maior molécula de estolideos
formada.

A Figura 32A mostra a evolucdo do NE durante a reacdo. Se o ARL for um dos
principais componentes da amostra, o NE estard entre 0 e 1, fornecendo uma taxa de
conversdo dos ARL em estolideos. No entanto, se NE=1, teremos dimeros como a principal
fracdo; se NE=2, a fracdo de trimeros é uma das que possui maior concentracdo; se NE=3, o

mesmo ocorre para os tetrameros e assim por diante.

A Figura 32B demonstra o perfil das moléculas de estolideos em cada um dos tempos
reacionais. Apos 2 h de reacdo, quando cerca de 50% do AGLM foi consumido, é possivel
encontrar um produto composto de uma mistura de estolideos de diferentes
polimerizacOes: dimeros (40,5%), trimeros (4,7%) e tetrameros (0,5%) e ainda, alguns
pentameros (+) podem ser visualizados (0,1%). Neste tempo de reagdo, o produto ainda
contém elevada proporcdo de ARL dentro da fracdo de monémeros, uma vez que o NE é de

0,2.

Apds 4 h de reagdo, a taxa de consumo de ARL diminui e a concentracao de dimeros

atinge 50,8%. A porcentagem de trimeros cresceu tornando-se 13,1%, e os tetrameros
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atingiram 1,2%. A fracdo de pentameros (+), apesar de ter aumentado, ainda permanece
baixa, 0,4%. A fracdo de monémeros ainda tem grande quantidade de ARL, uma vez que o

NE é de O,5.

Apds 6 h de reacdo, a fracdo de dimeros apesar de diminuir continua como o
composto principal na mistura e o NE atinge o valor de 0,7 indicando que dos 23,4 % de
mondmeros (AGLM) a maior porcentagem ainda é de ARL. Estes fatores sugerem que ndo
somente 0 aumento da fragdo de trimeros, para 22,3%, ocorreu pela conjugagao de dimeros
e ARL, como o aumento da fracdo de tetrameros (3,1%) pode ter ocorrido pela conjugacao

de dimeros ou de trimeros e ARL. Neste tempo a fragdo de pentameros (+) atinge 0,7%.

Em 8 h de reacdo, 17,6% dos AGLM ainda estdo presentes, porém com menor
quantidade de ARL, uma vez que o NE é igual a 1,0 indicando, também, que os dimeros
ocupam a fragdo majoritaria apesar de ter diminuido para o valor de 39,4%. A porcentagem
de trimeros aumentou moderadamente para 29,9%, sendo taxa de crescimento dos
tetrameros e pentameros (+), aproximadamente 3,4 vezes maior do que as 6 h atingindo

10% e 2,4%, respectivamente.

Em 10 horas de reagdo, os trimeros e os tetrameros se tornam os principais
componentes da mistura de reacdo (26,6% e 26,9% cada). O que pode ser observado pelo
NE igual a 2,0. Os maiores estolideos tornam-se 17,3% do produto, enquanto ha a dimiuicao

dos dimeros (21,1%) e monémeros (8%).

Entre 8 e 14 h de reacdo, o NE aumenta exponencialmente (passando de 1 a 5,5) e o
aumento da polimerizacdo do estolideo para tetrameros e pentameros (+) é evidente. O ARL
ndo esta mais acessivel no meio reacional (Figura 27), tal fato torna claro que a enzima deve
ser capaz de catalisar a reacdo de esterificacdo, tanto para o ARL, como pequenos
estolideos, formando moléculas maiores por meio da reacdo de polimerizacdo, uma vez que

a fracdo de pentameros (+) se torna maior apds 14 h de reacao.

Entre 14 e 24 h de reagdo, as mudancas foram muito pequenas, no entanto,
comparado com os tempos inferiores, todos os compostos diminuiram, exceto os maiores
estolideos. Em 14 h, os pentameros (+) atingiram 52,8%, sendo em sua maioria hexameros e

heptameros. Entre 20 e 24 h, as fra¢bes abaixo do nivel dos pentameros (+) aumentam -
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embora ndo de forma significante — possivelmente, devido a hidrdlise de alguns dos
estolideos, uma vez que ainda ha dgua disponivel na reacdo (~3000 ppm, Tabela 11). Tal fato
sugere que estes estolideos menores sao adicionados aos maiores estolideos causando o
aumento do NE, de 6,5 as 20 h para 6,7 as 24 h, e o correspondente aumento na fragao de

heptameros e de octameros.

Nenhum trabalho descrito na literatura descreve a obtencdo de octameros
independente do tipo de catdlise. Normalmente, a literatura descreve a obtengdo de
dimeros (NE=1) e no maximo de tetrameros (TODEA et al., 2015). Estes autores fizeram o
estudo da seletividade de enzimas para a producdo de estolideos, utilizando 3 tipos de
hidroxiacidos comerciais e a catalise ocorreu em meio organico composto por tolueno, em
24 h de reacdo na temperatura de 40 °C. Os autores encontraram resultados com maiores
conversdes dos acidos graxos livres (91,6 %) utilizando o acido-16-hidroxi-hexadecandico
(16HHDA) obtendo dimeros, trimeros e tetrameros utilizando as enzimas C. antarctica B e
lipase de pancreas de porco. Além disto, utilizando o acido ricinoléico, os autores obtiveram
0 maximo de conversdo (33,2%) para a as enzimas C. antarctica B, sendo o maior produto
encontrado nesta reacdo os dimeros; e, utilizando a enzima de P. fluorescens formou-se até

trimeros com 31,5 % de conversao.

7.10 Estudo preliminar da esterificagdo para formagdo de estolideos acabados

Estolideos provenientes da producdo via catalise quimica vem sendo descritos na
literatura como um produto que, quando comparado a outros biolubrificantes, como os
obtidos de polidlcoois, tem as maiores estabilidades oxidativas e as melhores caracteristicas
mesmo em baixas temperaturas como os menores pontos de fluidez; melhor acao
lubrificante e, para sua producao, podem ser utilizados diversos dleos vegetais e as reagdes
normalmente usam temperaturas amenas para catalise quimica (< 100 °C) (GARCIA-
ZAPATEIRO et al., 2013b; GARCIA-ZAPATEIRO; VALENCIA; FRANCO, 2014; MCNUTT; HE,
2016; SYAHIR et al., 2017).

No entanto, os estolideos apresentam ainda um terminal carboxilico livre o que

confere a estes, caracteristica dcida, que deve ser evitada na formulacdo de um lubrificante.
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Cada estolideo livre possui, além deste terminal dcido, uma hidroxila livre no carbono
12 do primeiro acido graxo formador do estolideo e esta hidroxila poderia também ser
responsdvel pela diminuicdo da estabilidade oxidativa do produto (AZEVEDO; LIMA, 2001;
YAO et al., 2010). No topico 7.9, foi demostrado que os demais acidos presentes na mistura
de acidos graxos livres de mamona (AGLM), diferentes do acido ricinoléico, foram
consumidos ao longo da reacdo, indicando que 12% dos estolideos formados sao

monoacabados.

CERMAK, BRANDON e ISBELL, 2006 produziram estolideos a partir de hidroxiacidos,
obtido do d6leo de lesquerella e mamona, por rota quimica, com diferentes graus de
saturacdao e o uso de diversos acidos graxos como terminadores na reagdo de capeamento
dos estolideos livres. Seus estudos mostraram que os estolideos que possuiam melhor
atuacdo a baixas temperaturas (pontos de fluidez e névoa) eram aqueles obtidos pela
conjugagao da molécula de acido oléico ou do acido 2-etil-1-hexandico. Além disto, de
acordo com MOULOUNGUI e PELET, 2001, um éster apresenta boa estabilidade térmica se
ocorre a auséncia de atomos de hidrogénio no carbono B a sua por¢ao alcodlica. Quando
presente, o hidrogénio favorece a decomposicao do éster por meio de um mecanismo ciclico
que envolve pouca energia levando a formac¢dao de um acido e de um alceno. No caso de
ésteres sem hidrogénio 3, o mecanismo que ocorre envolve apenas radicais livres, sendo

necessaria mais energia e elevadas temperaturas.

Desta forma, para ésteres do 2-etil-hexanol, aplica-se raciocinio semelhante. O alcool
tem uma ramificacdo etilica na posicdo B ao grupamento hidroxila, a qual provoca
impedimento estérico em torno da ligacdo éster, conduzindo a uma maior estabilidade
térmica e a uma maior resisténcia a oxidacdo. Além disso, uma das justificativas para a
afinidade da CRL com o acido ricinoléico é a relacdo entre a forma da molécula e o sitio ativo
da enzima, que possui um formato em “L”, sendo este formato também encontrado na
molécula do 2-etil-1-hexanol. Assim, a utilizacdo deste alcool pode favorecer a reacdo com a
enzima CRL o que ndo tornaria necessaria a troca da enzima para a reacdo de terminacao do

estolideo.
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Sendo assim, as reacdes de terminacdo dos estolideos foram investigadas para os
alcoois 2-etil-1-hexanol e etanol. Este ultimo foi utilizado por ser um alcool linear simples,

abundante no Brasil, e de custo inferior.

Existem registros na literatura quanto ao uso da lipase imobilizada de R. miehei para
catalisar a esterificacdo de mono- e poliestolideos derivados sinteticamente do acido oléico,
com alcoois graxos ou dialcoois (HAYES; KLEIMAN, 1995). Tal enzima apresentou melhores
rendimentos para os alcoois graxos (95%) do que para os didlcoois (60%). Além desta
enzima, foi utilizada a prépria CRL, enzima ja utilizada para a reacdo anterior de formacao
dos estolideos livres e a CALB. Sendo assim, como todas as enzimas utilizadas neste estudo
realizam tanto a esterificacdo, quanto a hidrdlise e, como a esterificacdo gera dgua como um
de seus produtos, foi utilizada a razdo molar de 1:1,5 alcool para garantir que haja um
pequeno excesso de alcool e que diminua a possibilidade do equilibrio da reacdo deslocar

para a hidrdlise. Os resultados sao demonstrados na Figura 33.
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Figura 33 (A) reagdes de esterificagdo do terminal carboxilico dos estolideos de 14 h com a
utilizacdo de etanol (EtOH). (B) reagOes de esterificagdo do terminal carboxilico dos
estolideos de 14 h com a utilizagdo de 2-etil- 1- hexanol (2-EH). As reagées foram
conduzidas com a razdo molar de 1:1,5 utilizando 10 g de estolideo e 4 % m/m de enzima,
a 40 °C e agitacao constante. O controle reacional foi realizado com a CRL e o estolideo de
14 h sem a presenca de alcool.

A Figura 33 mostra a diminui¢cdo da acidez total (% m/m amostra) durante a reagdo
de esterificacdo entre os alcoois etanol e 2-etil-1-hexanol e os terminais carboxilicos

remanescentes nos estolideos. Claramente, em todos os casos houve a esterificagao, ao
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menos do terminal carboxilico, da maior parte dos estolideos livres exceto na reacdo
controle (sem dlcool) que inclusive aumentou, em taxa infima, a acidez, indicando o

rearranjo das moléculas de estolideos por meio do equilibrio hidrdlise e esterificacao.

Como se pode observar, foi possivel diminuir a acidez em todas as reacdes com
alcoois, utilizando quaisquer uma das 3 enzimas (CRL, CALB e RM-IM). No entanto, é notavel
a diferenca entre a reacdo com etanol (Figura 33 A) e com o 2-etil-1-hexanol (Figura 33 B). A
utilizacdo da lipase de Candida antartica comercial (CALB) foi a responsdvel pelas maiores
redugdes na acidez total, sendo em 6h de reagdo, aproximadamente 2,3 % e 6,6% m/m, para
os alcoois etanol e 2-etil-1-hexanol, respectivamente. A lipase de Rhizomucor miehej
comercial (RM-IM) também obteve bons resultados. A acidez total atingiu, em 6 h, a média
de 3,7% e 8,3% m/m para o etanol e 2-etil-1-hexanol, respectivamente. A enzima Candida
rugosa (CRL), ndo obstante, apresentou resultados satisfatérios com o etanol e 2-etil-1-
hexanol atingindo aproximadamente 7,6% e 11,2% m/m, respectivamente. Estes resulatdos
podem indicar que a lipase CRL continua catalisando o rearranjo das moléculas de estolideos
simultaneamente a esterificacdo dos terminais livres dos mesmos estolideos, como pode-se
reparar pela comparacdo com a reacdo controle (sem alcool). Entretanto para conhecer as
estruturas formadas seria necessario o estudo por RMN dos produtos o que n3ao pode ser

realizado neste estudo preliminar.

SYAHIR et al. (2017) relataram que esta etapa de capeamento do estolideo possui
custo elevado devido ao uso de acidos graxos de maior valor, como o dcido oléico e o acido
2- etil -1-hexandico. Neste trabalho, a aquisicdo de estolideos acabados por via enzimatica
foi possivel em um total de 20 h de reacdo, em condi¢cdes amenas (40 °C) utilizando um

alcool de menor custo e abundante no Brasil, o etanol.

7.11 Caracterizagdo dos estolideos livres e acabados

No item 7.9.2 foi abordado o estudo do alongamento dos estolideos durante a
reacdo. Sendo assim, trés misturas de estolideos livres, com diferentes tamanhos de cadeia

foram selecionados para a caracterizacdo: estolideos de 6 h de reacdo, cuja composicao é
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majoritariamente formada de dimeros; estolideos de 14 h, cujos oligbmeros atingem
hexdmeros e heptameros; e, estolideos de 20 h, cuja mistura chega ao grau de polimerizacado
de heptameros e octameros (metodologia descrita em 7.4). Além disso, foi feita a
caracterizacdo dos estolideos acabados provenientes da esterificacdo dos estolideos de 14 h
com os alcoois etanol e 2-etil-1-hexanol (metodologia descrita em 7.5). Estes diferentes
estolideos, provenientes de diferentes tempos reacionais, sdo caracterizados com o objetivo
de comparar diferentes tamanhos de cadeia de estolideos e analisar a sua influéncia nas
caracteristicas lubrificantes como: ponto de fluidez, viscosidade a 40 e a 100 °C, indice de
viscosidade, indice de acidez total, estabilidade oxidativa, além do NE e conversdo dos ARL

em estolideos.

A caracterizacdo quanto as caracteristicas lubrificantes dos diferentes estolideos

estdo descritos na Tabela 13.
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Tabela 13 Caracterizagdo quanto as caracteristicas lubrificantes dos diferentes estolideo s
livres obtidos em 6, 14 e 20 h de reagdao e suas compara¢des com os estolideos obtidos
pelareagao do estolideos de 14 h com etanol e 2-etil-1-hexanol. A reagao de formagao de
estolideos foi feita utilizando AGLM, CRL (4% m/m) e agua (15% m/m), a 40 °C sob agitagdo
mecanica de 200 rpm. O NE foi realizado por RMN descritas em 0, a conversiao dos ARL em
estolideos conforme descrito em 7.6.2 e as demais analises de caracterizagdo estao
descritas na 4.2.2.

IAT *(mg
EO* PF*
NE* CAR* V40°C* V100°C* IV* KOH/g de
(min) (°C)
amostra)
6h 0.7 65,4 103,8 11,70 101 32 -33 116,7
14 h 5.5 97,6 153,7 19,20 142 37 -45 57,6
20 h 6.5 98,1 210,9 27,10 164 43 -48 36,8
Etanol 5,5 98% 98,06 15,50 168 45 -54 6,14
2-etil-1-
5,5 98% 92,01 14,21 159 49 -57 9,71
hexanol

* NE- numero de estolideo; CAR — porcentagem de conversdo de ARL em estolideos (tdpico
7.6), Equagdo 9; V 40°C — viscosidade medida a 40 °C (mm?/s); V 100°C - viscosidade medida
a 100 °C (mm?/s); IV — indice de viscosidade; EO— estabilidade oxidativa (min); PF— ponto de

fluidez (°C); IAT — indice de acidez total (mg KOH/g de amostra).

Pelos resultados apresentados na Tabela 13, na comparacdo entre os estolideos
livres, se observa uma melhora nas caracteristicas lubrificantes, de uma forma geral, com o
aumento do tempo de reagao e, portanto, com o aumento do grau de polimerizagao. Tais
caracteristicas como o |V, o PF e a EO melhoram ainda mais com a esterificacdo do terminal
carboxilico da maioria dos estolideos, formando um produto com grande concentracdo de
estolideos acabados. Cada uma das propriedades lubrificantes, descritas na Tabela 13, serdao

analisadas, nos tdpicos a seguir.
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7.11.1 indice de acidez total (I1AT)

O IAT é o parametro avaliado para medir a estabilidade hidrolitica. Quanto menor o
IAT melhor a sua estabilidade quimica e térmica. A ligagdo éster presente nos éleos vegetais
guimicamente modificados (CMVOs) os torna mais propensos a sofrerem hidrdlise, pela
exposicdo a ambientes aquosos. Uma baixa acidez, um alto grau de esterificacdo e um baixo
nivel de residuos de processo aumentam a estabilidade hidrolitica dos CMVOs (RUDNICK,
2006). Para a aplicagdo como lubrificantes, sdo desejaveis valores inferiores a 0,5 mg KOH/g,
uma vez que valores elevados de acidez contribuem para aumentar efeitos de corrosao
(SILVA, 2012; BART, J.C.J., GUCCIARDI, E., CAVALLARO, 2013a).

O IAT diminui com o tempo, o que é esperado devido a esterificacdo dos
grupamentos carboxila que ainda estdo presentes, no meio reacional, devido aos AGLM e
aos estolideos livres. Este indice é facilmente resolvido com a esterificacdo deste terminal
carboxilico livre com alcoois simples, conforme podemos notar na Tabela 13, na qual ha a
diminuicdo do IAT do produto de 14 h de 57,6 para 6,14 mg KOH/g de amostra apds 6 h de
reacdo com o etanol e 9,71 mg KOH/g de amostra apds 24 h de reagdo com o 2-etil-1-
hexanol. Os valores obtidos ainda ndo correspondem a faixa desejada para a utilizacdo como
lubrificantes. Entretanto, esta reacdo ainda nao foi otimizada, sendo este apenas um teste
preliminar que prova ser possivel reduzir a acidez do produto final com uma etapa simples
de esterificacdo. Além disso, o IAT pode ser reduzido, complementarmente, por meio de

destilacdo molecular para a eliminacdo dos AGLM que possam estar livres no meio reacional.

7.11.2 Viscosidades a40 e a 100 °C

A viscosidade é considerada a propriedade mais importante do lubrificante, pois
interfere diretamente na formagdo da pelicula protetora dos metais, evitando o desgaste
friccional e, apesar de ndo se ter valores pré definidos, por razdes de mercado, a faixa de 8 a
15 ¢St a 100 °C é a que encontra um maior numero de aplicacdes (BART, J.C.J., GUCCIARDI,
E., CAVALLARO, 2013a; GARCIA-ZAPATEIRO et al., 2013c; SILVA, 2012). As viscosidades a 40 e

a 100 °C aumentaram conforme o aumento da cadeia dos estolideos livres e, portanto, sua
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massa molar, o que estd de acordo com os trabalhos de GARCIA-ZAPATEIRO et al., (2013b),

ERHAN e PEREZ (2002) e ISBELL e colaboradores (2006).

Nos estolideos livres, que sdo a maioria encontrada nas amostras de 6, 14 e 20 h,
tanto o terminal carboxilico quanto a hidroxila no carbono 12 da molécula base do
estolideos estdo livres, preservando suas ligacdes hidrogénio entre o oxigénio e o hidrogénio
(OH) (Figura 31). No entanto, ao ser esterificado com os alcoois simples, as viscosidades
cairam de (viscosidades a 40 e 100 °C, amostra) 153,7 e 19,20, nos estolideos de 14 h, para:
98,06 e 15,50, no caso do etanol; e 92,01 e 14,21, para o 2-etil-1-hexanol, como pode ser
observado na Tabela 13, o que enquadrou as viscosidades de 100 °C dentro da faixa de

maiores aplicacdes de mercado.

Segundo ISBELL et al. (2006), os dois principais fatores que afetam a viscosidade sao
a ligagao de hidrogénio dos grupos hidroxila e o volume estérico das moléculas. No caso dos
estolideos livres, a ligacdo de hidrogénio intermolecular dos grupamentos hidroxi, sejam do
terminal carboxilico ou a prépria hidroxila do carbono 12, aumenta o volume estérico da
solugao pois cria dimeros fracamente associados, trimeros, etc. dos estolideos livres,
aumentando assim a viscosidade do dleo. Os estolideos monoacabados, portanto, tém
viscosidades mais baixas devido a esterificacdo da por¢cao hidroxila e os estolideos acabados
tem viscosidades ainda menores devido a eliminacdo das ligacbes de hidrogénio e
consequentemente a reducdo da viscosidade do 6leo. Como esta reacao de esterificacdo dos
estolideos livres ainda ndo foi otimizada, pode-se esperar que estas viscosidades diminuam

ainda mais com a formac¢ao de um produto contendo apenas estolideos acabados.

7.11.3 indice de viscosidade (IV)

O IV, como ja dito, indica a variabilidade do fluido com a mudanca de temperatura e
é calculado com base na V 40 °C e V 100 °C (ASTM D2270, tépico 4.2.2.4). Quanto maior é o
IV, menor sera a diminui¢do da viscosidade com as mudancgas de temperatura.

O produto de 6 h tem o menor IV (101), seguido do produto de 14 h (IV=142) e o
produto de 20 h (IV=164), mostrando que os IVs também variam de acordo com o NE e

portanto com o tamanho da molécula. Embora os maiores IVs sejam mais importantes para
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diversas aplicacbes, sendo os Vs mais favoraveis as aplicacdes quando se aproximam de 200
(ERHAN et al, 2002), também existem utilizacdes que exigem a variacdo do fluido de acordo
com a temperatura como Oleos para trabalhar com metais (ferramentas de corte e
laminagdo), odleos de processamento de borracha (extensores), dleos isolantes de
componentes elétricos (transformadores), fluidos de amortecedores e na formulacdo de
graxas (DO BRASIL et al., 2012; ROCCO et al., 2016; SILVA, 2012). Este fato torna todos os
estolideos obtidos na Tabela 13 interessantes do ponto de vista de aplicacao industrial. A
esterificacdo do terminal carboxilico também levou ao aumento do IV do estolideo livre de
14 h que passou do valor de 142 passou a 168, no caso da reacdo com etanol, e a 159, no
caso da reagao com 2-etil-1-hexanol. Estes resultados sao interessantes para aplicagdes nas

quais nao se requer a varia¢ao da viscosidade de acordo com a alteracdo de temperatura.

7.11.4 Ponto de fluidez (PF)

Os derivados de 6leo de mamona tém valores baixos de PF, que é a temperatura
minima na qual o éleo ainda é fluido. Quanto menor o PF, menor a temperatura que o éleo
permanecerd fluido. Pontos de fluidez de -20 a -45 °C pertencem a uma faixa interessante
uma vez que engloba a maior parte das aplica¢des lubrificantes. Os valores inferiores a —36
°C apresentam grande destaque uma vez que nao existem Oleos bdsicos de origem vegetal
sintetizados via catdlise quimica ou enzimdtica com tais caracteristicas disponiveis até o

momento (ISBELL; EDGCOMB; LOWERY, 2001; SILVA, 2012).

Todos os estolideos produzidos neste trabalho estdo dentro da faixa almejada para as
aplicagdes industriais e, assim como ocorreu para as viscosidades e o IV, conforme aumenta
o NE, ha a melhoria do PF, isto é, diminui a temperatura na qual o éleo permanece fluido.
Nos estolideos livres, a maior diferenca encontrada foi entre 6 h (dimeros) e 14 h
(hexametros/heptameros), na qual o PF diminui de -33 °C para -45 °C, respectivamente.
Entre 14 h e 20 h, os estolideos mudam de hexametros/heptameros para

heptdmeros/octameros, o que resultou na diferenca de 3 °C no ponto de fluidez.

Moléculas com duplas ligacdes e ramificacdes tendem a ter PFs mais baixos o que é

melhor para a caracterizagdo como lubrificantes pois elas diminuem a simetria interna da
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molécula, resultando em um decréscimo do PF (CERMAK; ISBELL, 2001; RUDNICK, 2006;
SILVA, 2012). No caso dos dleos derivados do 6leo de mamona, o PF diminui também devido
a ramificacdo proveniente da presenca do grupo hidroxila no carbono 12 do AR. Tais
caracteristicas configuram uma geometria espacial que evita a compactagao, tal qual ocorre
com os Oleos vegetais que sdo liquidos a temperatura ambiente, mantendo os estolideos

fluidos a baixas temperaturas.

Na literatura (CERMAK; BRANDON; ISBELL, 2006), é possivel encontrar relatos
sobre a esterificacdo via catdlise quimica de acidos graxos de mamona e de lesquerella que
foram combinados com diferentes tipos de Aacidos graxos: saturados, insaturados e
ramificados para produzir estolideos. Os ésteres de estolideo de mamona e de lesquerella
tiveram as melhores propriedades a baixas temperaturas quando esterificados com acido
oléico (PF = -54 ° C para mamona e -48 ° C para lesquerella) ou ainda quando esterificados
com um acido ramificado, como o acido 2-etilhexandico (PF = -51 ° C para mamona e -54 ° C
para lesquerella).

No documento US 6018063 (2000) o estolideo acabado 2-etil-1-hexil estolideo
proveniente da reacdo entre os acidos oléico:laurico (2:1) foi o que apresentou o melhor
ponto de fluidez (-36 °C). No presente trabalho, os estolideos acabados apresentaram
excelentes pontos de fluidez, atingindo os valores de -54 °C para o etanol e -57 °C para o 2-
etil-1-hexanol (Tabela 13). Segundo ISBELL; EDGCOMB e LOWERY, (2001), a porc¢ao de alcool
do éster desempenha um papel significativo na reducdo do ponto de fluidez de modo que
alcoois de cadeia ramificada, como o 2- etil-1-hexanol, diminuem drasticamente os pontos

de fluidez, justificando os valores encontrados.

7.11.5 Estabilidade oxidativa (EO)

Algumas preocupac¢des sao levantadas em relacdo a EO dos fluidos a base de vegetais
e, no caso de derivados do 6leo de mamona, a baixa EO pode ser explicada pela presenga do
grupamento hidroxila ndo esterificado na molécula de ARL e também nos estolideos livres
(Figura 31). Além disto, quanto maior o niumero de duplas ligacdes mais susceptivel o

material serd a rapida oxidacdo, que conduz a um aumento na viscosidade, IAT e corrosdo.
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Por outro lado, estas duplas ligacdes sdo necessdrias para manter a fluidez em baixas

temperaturas.

A EO dos produtos obtidos as 6, 14 e 20 h, assim como o IV e o PF, aumentou com o
tempo de reacdo e, portanto, com o aumento do grau de polimerizacdo da molécula (Tabela
13). Entretanto, o aumento da EO, neste caso, ocorreu principalmente devido a esterificacao
da hidroxila do carbono 12, como sugerido por YAO et al. (2010) presentes nos estolideos
livres assim como nos ARL, uma vez que a hidroxila ndo sera usado como potencial agente

redutor.

A EO foi melhorada nos estolideos acabados tornando os lubrificantes mais estaveis
pela esterificacdo com um alcool, como 2-etil-hexanol (49 minutos) ou o etanol (45
minutos), conforme pode ser visto na Tabela 13. Neste caso, além da esterificacdo interna
para a formagdo do estolideo, ocorreu também a esterificagao do OH presente na carboxila

terminal.

Possivelmente, o tamanho da cadeia do 4dlcool, bem como a sua estrutura
tridimensional, dificultam o acesso aos hidrogénios alilicos e portanto as liga¢des duplas dos
acidos ricinoléicos que compdem os estolideos, aumentando o tempo que a molécula resiste
sem ser degradada. Esta hipdtese vem do fato de a esterificacdo com o 2-etil-1-hexanol
proporcionar melhores EO (49 minutos) do que o etanol (45 minutos). O Etanol, por ser um
alcool mais simples, ndo proporciona grandes alteracdes a estrutura tridimensional dos
estolideos, diferentemente do 2-etil-1-hexanol, que por possuir uma ramificacdo e
apresentar maior volume molecular, conduziu a um aumento neste tempo no qual a

molécula resiste em ser degradada (melhor EO).

No trabalho de CERMAK; BRANDON; ISBELL, (2006), comparou-se a estabilidade
oxidativa dos estolideos provenientes da esterificacdo dos acidos oléico e AGLM com 2- etil-
1-hexanol (2-etilhexil oléico-mamona) e dos estolideos provenientes da esterificacdo dos
acidos graxos livres de cOoco e 6leo de mamona (2-etil-hexil ester de c6co-mamona)
utilizando o0 mesmo teste de oxidacdo utilizado neste trabalho (RPVOT). Os tempos
encontrados para ambos os estolideos foram de, aproximadamente, 15 min para ambos os
estolideos esterificados. No entanto, ao se adicionar um aditivo antioxidante (3,5% em

peso), os tempos de EO aumentaram para 403 min para o estolideo 2-etilhexil éster de coco-
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mamona. ISBELL (2011) adicionou BHT (butil-hidroxi-tolueno): ADA (difenil-amina), em
diversas proporgdes, sempre totaltizando 1% do volume total do estolideo acabado. As
proporcoes testadas foram (BHT:ADA): 0: 100; 25:75; 50:50; 75:25; e, 100:0, a pior condicdo
foi a de 100:0, que aumentou cerca de 100 vezes a estabilidade oxidativa dos estolideos
acabados. Sendo assim, com uma pequena adicdo, que ndo levaria a diminuicdo de
biodegradabilidade do produto final, é possivel elevar consideravelmente a EO do

biolubrificante obtido, atingindo niveis comerciais.

7.11.6 Comparagao com produtos comerciais

Na Tabela 14 sdo apresentados exemplos de caracteriza¢do de alguns éleos basicos /
aditivos que sdo utilizados industrialmente, em diversas proporcdes, sendo misturados a
outros o6leos basicos ou aditivos para a composicdao do produto final almejado para
determinada aplicacao.

Tabela 14 Propriedades de alguns 6leos basicos/aditivos comerciais utilizados em

proporgoes variadas para a composi¢ao do lubrificante final de interesse (CERMAK; ISBELL,
2001).

TMP- Oleo d . Tridecil

Propriedades . €o de PAO Poliolésteres ". ed

trioleato canola adipato
V 40 (ASTM

2
DA44s) 49,00 38,50 5,550 78,30 7,00
IV (ASTM D 2270) 190 207 147 135 -
PF (ASTM D 97) -24 -18 -72 -21 -54

Pela comparagdo dos produtos obtidos neste trabalho com as propriedades dos éleos
comerciais podemos afirmar que todos os nossos produtos podem ser utilizados como éleos
base para a formulacdo de biolubrificantes. Maiores IVs e menores PFs sdo obtidos quanto
maior o tempo de reacdo e aumentam ainda mais com a esterificacdo nos estolideos
acabados (Tabela 13), indicando que estes podem ser utilizados como aditivos
biodegradaveis para producdao de lubrificantes acabados. Além disso, todos os produtos
obtidos neste trabalho apresentaram os melhores resultados de estabilidade oxidativa e

ponto de fluidez de quaisquer 6leo basico de origem vegetal ja utilizados na industria. Assim,
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os estolideos e, em particular, os ésteres de estolideos sdo adequados para uso como

lubrificantes ou aditivos lubrificantes (HAYES, 1996).

A diferenca no tempo de reacdo de producdo de estolideos livres leva a producdo de
dleos com diferentes propriedades lubrificantes. Sendo assim, dependendo da aplicacdo e,
portanto, das propriedades finais almejadas para o biolubrificante, o dleo bdsico podera ser
produzido reduzindo ou aumentando-se o tempo reacional. A esterificacdo dos estolideos
livres com dalcoois como o 2-etil-1-hexanol ou mesmo o etanol proporcionaram melhorias
nas caracterizacdes dos produtos obtidos, permitindo a producdo de diversos 6leos

basicos/acabados.
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Capitulo 8

8 Estudoda otimizag¢do da reacao de produgao de estolideos lubrificantes
livres

Neste Capitulo, tendo-se em vista o tempo de consumo total do ARL na reagdo de
formacdo de estolideos (14 h), o objetivo foi de estudar a otimizacdo desta reacdo visando
diminuir o tempo de consumo total e obter um produto semelhante ao produzido
anteriormente ou caracteristicas lubrificantes mais promissoras. Para isto foi realizado um
planejamento experimental do tipo delineamento composto central rotacional (DCCR) como
ferramenta. Além da metodologia para quantificacdo do ARL descrita no Capitulo 7 (7.6), foi
utilizada a metodologia titulométrica, descrita em 4.2.1, e os produtos foram caracterizados

conforme a metodologia descrita em 4.2.2.

8.1 Investigagdo dascondi¢6es de producido de estolideos

8.1.1 Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR)

Os principais parametros que afetam a reacdo de producdo de estolideos foram
investigados utilizando como ferramenta o planejamento experimental. Primeiramente, foi
realizado um Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) para avalicio das
condi¢Ges reacionais da producdo de estolideos. Assim, foram estudadas as varidveis:
temperatura (37,5 a 50 °C), concentra¢do de enzima (1 a 4% m/m) e agua (12,5 a 21,9%
m/m). Na Tabela 15, na sessdo dos Resultados, estdo as variaveis e os valores utilizados no
planejamento. A varidvel de resposta utilizada foi a conversdo do acido ricinoléico em
estolideos, calculada no tempo de 4 h, a partir do seu consumo do meio reacional segundo a
Equacdo 10. Os resultados foram analisados com o auxilio do software Statistica 7.0

(Statsoft, USA).
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8.1.2 Avaliagdo do efeito da temperatura nareagao

Apds a avaliacdo estatistica dos dados obtidos a partir das varidveis resposta do
DCCR, foram realizadas reacoes de producdo de estolideos, avaliadas quanto a acidez e a
quantidade de acido ricinoléico, no tempo de 2 h, para garantir que a curva de consumo do
acido ricinoléico estara na taxa inicial de reacdo (parte linear do grafico). As temperaturas
utilizadas foram 45, 47,5 e 50 °C e, para cada temperatura, foi testada a condi¢ao sugerida
pelo planejamento: teor de dgua a 18,6% m/m e teor de enzima a 2,5% m/m, e os menores
valores desconsiderando os pontos estrela do DCCR: dgua a 14,4% m/m e enzima a 1,61%

m/m. Totalizando 6 experimentos realizados em duplicatas bioldgicas e triplicatas analiticas.

8.1.3 C(Cinéticade producao de estolideos otimizada

As reacBes consistiam em 12 g de AGLM, 14,4 % m/m de agua e 1,61 % m/m de
enzima. Apds homogeneizacdo 0,19 g de CRL foram adicionados a mistura dando inicio a
rea¢do. A reacdo foi realizada em quadruplicata e aliquotas de 400 pL foram retiradas de
dois reatores, alternados, durante 24 h de reacdo. As reacbes foram conduzidas
primeiramente a 50 e posteriormente 45 °C, em reatores encamisados, sob agitacdo
magnética constante. Cada aliquota foi centrifugada (10.000 rpm por 10 min) e a quantidade
de acido ricinoléico (% m/m de amostra) foi caracterizado pela andlise de CG descrito no

topico 7.6.

8.2 Reuso da enzima

Para realizar o reuso da enzima, o tempo escolhido para retirar a reagao foi aquele no
qual o acido ricinoléico atinge quantidades minimas (< 4g/100g de amostra). As reagGes
consistiam em 12 g de AGLM, 14,4 % m/m de agua e 1,61 % m/m de enzima. Apds
homogeneizagao 0,19 g de CRL foi adicionada a mistura dando inicio as reagdes que foram
conduzidas em triplicatas, primeiro a 50 °C e em seguida a 45 °C por 4 h e 5 h,

respectivamente. A reacao foi entdo centrifugada (10.000 rpm por 10 min), o sobrenadante
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foi recuperado e um novo meio reacional foi adicionado ao pellet contendo a enzima, que
foi ressuspendida e submetida a uma nova reacdo. Todas as reacdes tiveram seu
sobrenadante dosado pelo método titulométrico de deteccdao dos acidos livres (tépico 4.2.1)
e com base na primeira reagao, cuja acidez remanescente foi convertida a 100%, foi
calculada a conversdo relativa. As reacdes foram feitas até que a conversao relativa atingisse
50%.

No caso da reacdo de 45 °C também foi feito o reuso utilizando o etanol para
lavagem da enzima. Neste caso, o meio reacional foi misturado com etanol 1:1 v/v, este
meio foi filtrado em funil de Blichner com papel de filtro, acoplado a uma bomba peristaltica
a vacuo até que este secasse. A enzima entdo foi raspada do papel de filtro e adicionada a

uma nova reagao.

8.3 Caracterizagao dos estolideos livres apds otimizagdao da reacgao

Para caracterizar os produtos formados quanto as propriedades lubrificantes e
comparar com o estolideo obtido anteriormente em 14 h (7.1.1), foi realizado um aumento
de escala para reatores com 210 g de AGLM, 14,4% m/m de dgua e 1,61% m/m de enzima a
45 °C. A reacdo foi retirada em 6 h, centrifugada (10.000 rpm, 10 min) e o sobrenadante foi
diluido em acetato de etila no qual foi adicionado 10% m/m de sulfato de sddio anidro para
secagem do produto. A mistura foi deixada agitando por 30 min e depois filtrada em papel
de filtro a vacuo para posteriormente ser recuperada em rotaevaporador (PolyScience®). O

produto obtido foi estocado em geladeira a 4 °C até ser caracterizado.
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8.4 Resultados
8.5 Investigacdao dos parametros da reagao de produg¢ao de estolideos

8.5.1 Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR)

No Capitulo anterior (7), vimos que foi possivel obter estolideos de maiores massas
molares e melhores caracteristicas lubrificantes, com o aumento do tempo reacional,
utilizando-se 4% m/m de enzima e 15% m/m de agua. Os estolideos de maiores tamanhos
moleculares se tornam os mais interessantes do ponto de vista industrial, uma vez que se
unem trés fatores primordiais e dificeis de serem obtidos de formas naturais; sdo eles: alta
viscosidade e indice de viscosidade e baixos pontos de fluidez. Assim, visando diminuir o
tempo de obtencdo destes estolideos (aumentar a produtividade) e minimizar custos
(diminuicdo da concentracdo de enzima), foi realizado um planejamento experimental do
tipo DCCR cujas variaveis independentes estudadas e as faixas utilizadas estdo na Tabela 15.
Para os cdlculos destas varidveis, foram estabelecidos dois pontos para cada variavel: dgua
+1 = 20% e -1,68= 12,5% m/m; concentracdo da enzima +1,68 = 4% m/m e -1,68= 1%; e,
temperatura + 1,68= 50 °C e -1 = 40 °C. A conversao do acido ricinoléico em estolideos (CAR)

foi avaliada em 4 h (conforme descrito em 8.1.1).

Tabela 15 Valores reais e codificados das varidveis estudadas no DCCR.

Niveis
Variaveis
-1,68 -1 0 +1 +1,68
Temperatura
. 37,5 40,0 43,7 47,5 50,0
(°C)
Concentracao
de enzima (% 1 1,61 2,5 3,4 4
m/m de AGLM)
Agua (% m/m
12,5 14,4 17,2 20 21,9

de AGLM)
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A CAR calculada para 4 h bem como a matriz utilizada para os ensaios do

planejamento estdo apresentados na Tabela 16.

Tabela 16 Matriz de Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) com os valores
codificados das varidveis e os valores da conversao do acido ricinoléico (CAR), calculada
em 4 h, para cada ensaio realizado.

Ensaio Temperatura (°C) Agua (% m/m) Enzima (% m/m) CAR (%)
1 -1 -1 -1 28,5
2 1 -1 -1 86,8
3 -1 1 -1 21,1
4 1 1 -1 85,5
5 -1 -1 1 29,9
6 1 -1 1 90,1
7 -1 1 1 26,4
8 1 1 1 85,3
9 -1,68 0 0 61,7

10 1,68 0 0 92,7
11 0 -1,68 0 19,6
12 0 1,68 0 30,5
13 0 0 -1,68 27,6
14 0 0 1,68 35,7
15 0 0 0 94

16 0 0 0 91,7
17 0 0 0 93,2

Podemos observar na Tabela 16 que os maiores valores obtidos de CAR foram
aqueles nos quais a temperatura era, em varidveis codificadas: +1 (47,5 °C) —ensaios 2,4, 6 e
8 — e no ponto estrela +1,68 (50 °C) — ensaio 10 — independente da concentracdo de enzima
ou agua utilizadas. Nos pontos centrais obtivemos também valores elevados de CAR e

nestes, todos os parametros permanecem na variavel codificada 0 — ensaios 15, 16 e 17.
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Por meio da andlise estatistica dos dados, realizada com o auxilio do software
Statistica 7.0®, foram estimados os efeitos das varidveis estudadas, bem como a interagao
entre elas. Os efeitos padronizados das varidveis (valores de t) e a probabilidade de
significancia do teste (valor de p) foram utilizados para avaliar a significancia dos efeitos das
varidveis temperatura, concentracdo de agua e de enzima sobre a conversdo do acido
ricinoléico livre em estolideos. Para a analise dos resultados (Tabela 16), foram consideradas
significativas as varidveis com p-valores menores que 5% (p < 0,05), mesmo com a
variabilidade inerente aos bioprocessos que envolvem enzimas e microrganismos. Sendo
assim, a varidvel em questdo deve apresentar valor de p menor que 0,05 (95 % de

confianga).

Tabela 17 Coeficientes de regressao para a resposta CAR do DCCR. Os termos lineares
estdao indicados pela letra L e os termos quadraticos pela letra Q. Em negrito estao
destacados os efeitos estatisticamente significativos.

Lim. de Lim. de
Coeficientes Erro

t(7) P confianca confianga
de regressao padrao

-95% 95%
Média 92,0 10,4  8,81613 0,000049 67,3 116,6

(1) T(°C)(L) 21,5 4,9  4,39435 0,003179 9,9 33,1
T (°C)(Q) -2,2 54  -0,41028 0,693870 -15,0 10,6
(2)A(% m/m)(L) 0,1 49 001962 0,984895 -11,5 11,7
A (% m/m)(Q) -20,7 54  -3,83222 0,006439 -33,5 -7,9
(3)E(% m/m)(L) 1,7 49 035002 0,736621 -9,9 13,3
E (% m/m)(Q) -18,4 54  -3,39915 0,011456 -31,1 -5,6
1L x 2L 0,6 6,4  0,09374 0,927946 -14,5 15,7

1L x 3L -0,4 6,4  -0,07030 0,945920 -15,6 14,7

2L x 3L 0,1 6,4  0,00781 0,993986 -15,1 15,2

A = agua; E = enzima; T = temperatura. Coeficiente de determina¢do: R?=0,85
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(1)Temperatura (*C)(L) 4.39434

%
2Lby3L |

Agua (g/100g)(Q)

Enzima (g/100g)(Q) -3,39915

Temperatura (°C)(Q) -,410275

(3)Enzima (g/100g)(L) 3500167

1Lby2L 0937355

1Lby3L -,070302

(2)Agua (g/100g)(L) 0196182

,0078113

p=,05

Efeito padronizado

Figura 34 Efeitos padronizados da conversao de acido ricinoléico em estolideos.

Adotando-se um nivel de 5% de significancia (valor de p < 0,05), pode-se observar
gue apenas a temperatura (termos lineares indicados pela letra L) e os termos quadraticos
(indicados pela letra Q) referentes a agua e a enzima, tiveram efeitos estatisticamente
significativos neste planejamento sendo seus valores de p < 0,05 (Tabela 17). Na Figura 34
pode-se analisar o grafico de Pareto para os efeitos analisados nos quais os efeitos
padronizados (t) sdo demonstrados. No caso da temperatura, este efeito foi positivo
indicando que maiores valores conduziriam a maiores conversdes. Ja os termos quadraticos
da agua e da enzima obtiveram efeitos negativos, o que indica apenas que a curvatura da
superficie de contorno sera para baixo. Ignorando os efeitos ndo significativos foi possivel
gerar uma nova tabela (Tabela 18) com os coeficientes de regressao, a qual foi utilizada para
construcdo de um modelo matematico para a resposta analisada (CAR) em funcdo das
varidveis independentes codificadas (Equacdo 11). Assim foram incluidos no modelo apenas

os fatores estatisticamente significativos (valor de p < 0,05).
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Tabela 18 Coeficientes de regressio com efeitos estatisticamente nao significativos
ignorados

Coef. de Erro padrdo t(7) p Lim. de Lim. de
regressao confianga confianga
-95% 95%
Média 89,1 5,9 15,1754 0,000000 76,4454 101,8238
(1)Temp.
21,5 3,7 5,8621 0,000056 13,6005 29,4752
(*O)(L)
Agua
-20,0 3,9 -5,1807 0,000177 -28,3974 -11,6834
(s/100g)(Q)
Enzima
-17,7 3,9 -4,5762 0,000520 -26,0590 -9,3450
(s/100g)(Q)
%CAR = 89,1 + 21,5T — 204% — 17,7E*
Equacao 11
Onde:

T= temperatura
A =3agua
E = enzima

O teste de andlise de variancia (ANOVA) permitiu a avaliacdo do ajuste dos modelos

gerados (Tabela 19).

Tabela 19 Teste de analise de variancia (ANOVA) do DCCR para a conversdo maxima do
acido ricinoléico em estolideos.

Fonte de variagio Soma dos Grausde Quadrado F F
quadrados liberdade médio calculado tabelado
Regressao 13515,7 3 4505,2 24,5 3,41
Residuo 2394,4 13 184,2
Erro puro 2,7 2 1,4
TOTAL 15910,2 16

Coeficiente de determinagdo: R*=0,85 Fg gs:3.13= 3,41.
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O coeficiente de determinacdo (R?) de 0,85 é considerado bom para esse tipo de
processo, entretanto, apenas este parametro ndo é o suficiente para avaliar se o modelo é
valido, pois sdo realizados menos de 30 experimentos. Outro parametro importante na
valida¢ao do modelo é o teste F da regressdao em relagao aos residuos cujo valor devera ser
maior que o F tabelado. Neste trabalho o F calculado é cerca de 7 vezes maior que o F
tabelado. Sendo assim, os dados obtidos pela ANOVA indicam que ha um bom ajuste do
modelo gerado logo temos uma regressao. Com base neste modelo gerado para a variavel
resposta CAR (Equacgdao 11), foram construidas as superficies de respostas em fungcao da

temperatura, da concentracdo de dgua e da concentracdo de enzima.
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Figura 35 Superficie de resposta para a CAR. (A) temperatura e enzima variando em fungao
da dgua no ponto central; (B) temperatura e dagua variando em fun¢ao da enzima no ponto
central; (C) 4gua e enzima em fun¢do da temperatura constante no ponto central.

170



A observacao das superficies de resposta reafirma que apenas a temperatura parece
ter tido efeito positivo sobre a conversdo do acido ricinoléico em estolideos. Pela avaliacdo
do DCCR, temperaturas acima de 45 até 50 °C (limite superior cuja varidvel codificada foi de
+1,68) levaram as maiores conversdes dos acidos graxos em estolideos, independente da
quantidade de enzima e de agua utilizada dentro da faixa estudada. No entanto, se
mantivermos a temperatura no ponto central (43,7 °C) para que as conversdes sejam altas, a
enzima e a concentracdo de dgua também deverdao se manter nos pontos centrais (17,2 e 2,5

% m/m para agua e enzima respectivamente).

Quando foi analisada a influéncia da agua na reagao de producao de estolideos
Tabela 11, se observa que a partir da concentra¢do de 1 % m/m de agua, todas as reacdes
parecem ter sua taxa inicial de reagao aumentada. Além disto, foi observado também que a
agua evapora espontaneamente do sistema permanecendo uma por¢ao vestigial de 2000 —
3400 ppm em todas as reac¢des apds 24 h, inclusive no controle, o que indica que esta agua
vestigial é proveniente da reacdo de esterificacdo e ndo do aporte inicial. O natural é que o
aumento de temperatura esteja influenciando na taxa de evaporacdo da agua do sistema e
possivelmente isso auxilia a atingir maiores conversGes, embora a interacdao entre agua e
temperatura ndo tenha se apresentado significativa. Além disto, provavelmente, a dgua estd
influenciando na dispersdo da enzima pelo meio reacional, auxiliando na formacdo da
interface organico-aquosa necessdria para o inicio da reacdo. A quantidade de enzima
utilizada anteriormente, de 4 % m/m, parece ser excessiva uma vez que a utilizacdo de 1,61
% m/m, na temperatura de 47,5 °C propiciou conversdes de 85,5 e 86,8 para 17,2 e 14,4 %
m/m de agua em apenas 4 h de reacdo. Através do modelo gerado, foi possivel chegar a

valores criticos sugeridos pelo DCCR (Tabela 20).
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Tabela 20 Valores criticos sugeridos pelo DCCR para se obter as maiores conversoes do
acido ricinoléico em estolideos

Minimo observado Valores criticos Maximo observado

Temperatura (°C) -1,68000 4,87 1,68
Agua (g/100g) -1,68000 0,07 1,68
Enzima (g/100g) -1,68000 -0,01 1,68

Fazendo a conversao dos valores codificados para valores reais, encontram-se 18,6 %
m/m de agua e 2,5 % m/m de enzima, no entanto, para a temperatura, o valor encontrado
foi elevado demais para um sistema bioldgico e se encontra fora da faixa o que mostra que
este valor ndo tem relevéncia estatistica. O planejamento experimental é apenas uma
ferramenta para auxiliar o entendimento e indicar o caminho para a solucao almejada. Pelas
superficies de resposta nas quais a temperatura nao foi fixada Figura 35 A e B ndo ha um
limite de temperatura, no entanto a conversdo nao podera atingir valores superiores a 100%
conforme o modelo indica. No caso de sistemas bioldgicos, o fator temperatura e tempo
sempre devem ser cuidadosamente aplicados uma vez que se trata de micro-organismos ou
substancias provenientes de micro-organismos que tém, portanto, caracteristicas

especificas.

8.5.2 Avaliacao das melhores condigdes reacionais

O perfil de temperatuta da enzima CRL utilizada neste trabalho situa-se na faixa de
40 — 55 °C (BIOCATALYSTS, 2011). Assim, considerando os bons resultados de conversdao
obtidos pela matriz foram realizados testes experimentais com os menores valores de
enzima e de agua correspondentes as varidveis -1 (14,4 % m/m de agua e 1,61 % m/m de
enzima) e os valores propostos pelo planejamento 18,6 % m/m de agua e 2,5 % m/m de
enzima. Estas condi¢des foram avaliadas nas temperaturas de 45, 47,5 e 50 °C. Os resultados
para a CAR foram realizados para o tempo de 2 h, uma vez que nao foi possivel detectar
diferengas significativas entre os valores anteriormente encontrados em 4 h de reagdao no
DCCR, para os ensaios com maiores conversdes, além de todos serem préximos a 90%, o que
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indica o final da reacdo. A Tabela 21 apresenta os experimentos e os resultados destes

testes.

Tabela 21 Otimizag¢do das condi¢Oes pré-selecionadas pelo DCCR sendo a CAR calculada
com base no ARL em 2 h de reagao.

Agua Enzima Temperatura ARL (% Resultado
Experimento
(% m/m) (% m/m) (°C) m/m) (CAR)
A 18,6 2,5 18 76,9+5,9
50
B 14,4 1,61 19 74,4+ 1,5
C 18,6 2,5 27 64,1+1,4
47,5
D 14,4 1,61 21 71,71
E 18,6 2,5 33 56,7+ 0,8
45
F 14,4 1,61 26 65,3+7,3

Os resultados provenientes da Tabela 21 nos permitiram concluir que a temperatura
de 50 °C foi a responsavel pelos melhores resultados em 2 h de reagdo (Tabela 21,
experimentos A e B), o que corrobora com a resposta do planejamento experimental, a qual
indicou que, quanto maior a temperatura, maior a conversdo em estolideos. Os demais
experimentos realizados apresentaram como melhores opc¢des aquelas com a menor
concentragdo de enzima e de agua (1,61 e 14,4 % m/m, respectivamente), indicando que
maiores quantidades de dgua podem diminuir a taxa inicial de reacdao, em tempos menores,
fator que possivelmente ndo sera observado em tempos maiores. Tal fato ndo ocorre a 50 °C
pois a alta temperatura possivelmente auxilia a evaporacdo do excedente de agua do
sistema permitindo que ambas as conversdes atinjam valores semelhantes. Quanto maior a
temperatura, menor a diferenca entre as condi¢des utilizadas. Como n3ao houve variacao
significativa, a 50 °C, entre os dois testes realizados (A e B), optamos pela condigdo com
menor concentracdo de enzima ou seja a condicdo B. No entanto, esta condicdo é bem
proxima do limite 6timo de temperatura da enzima o que pode significar perda de atividade

inviabilizando sua reutilizagao.

A cinética de consumo de ARL ao longo do tempo é mostrada na Figura 36.
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Figura 36 Cinética de consumo de acido ricinoléico e formagao de estolideos. A cinética foi

realizada conforme descrito na 8.1.3. Utilizando 1,61 % m/m de CRL, 14,4 % m/m de agua
e AGLM. As reag¢des foram conduzidas a 50 °C, sob agita¢ao constante.

Em apenas 4 h de reacdo, a concentracao de acido ricinoléico ja atinge concentracdes
minimas no meio reacional - 6,42 % m/m de amostra — este valor persiste até 6 h com pouca
variacdo (atingindo 6 % m/m de amostra), sendo assim foi escolhido o ponto de 4 h para os

reusos da enzima a 50 °C. Os resultados podem ser vistos na Figura 37.
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Figura 37 Reuso da CRL, a 50 °C, na reagdo contendo 1,61 % m/mde enzima, 14,4 % m/m
de dgua e AGLM. A reacgao foi conduzida por 4 h, sob agitagcdo magnética constante.
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O reuso da enzima na temperatura de 50 °C ndo foi satisfatério, atingindo 35 % da
conversdo obtida no terceiro reuso. Este resultado ja era esperado, uma vez que a
temperatura recomendada de uso da enzima situa-se na faixa de 40 — 45 °C embora sua
faixa de atuacdao seja maior (40 - 55 °C)(BIOCATALYSTS, 2011). Possivelmente, para
podermos reutilizar a enzima nesta temperatura seria necessario um estudo da imobilizacdo
da mesma, o que possivelmente levaria a uma aumento da sua termoestabilidade
(AGUIEIRAS et al., 2011; PALOMO et al., 2006; RODRIGUES et al., 2013; VOLPATO, 2009).
Além disto, o estudo da imobilizacdo devera ser acompanhado dos estudos das condi¢Ges
reacionais, que possivelmente irdo alterar, principalmente no que diz respeito a
concentracdo de dgua utilizada no meio reacional (BODALO et al., 2009; YOSHIDA et al.,
1997). Desta forma, procurando uma temperatura que possibilitasse aumentar os reusos da
enzima livre, utilizada nesse trabalho, escolhemos a condicdo F (45 °C, 1,61 e 14,4 % m/m de

enzima e agua respectivamente) para a realizacdo da cinética e posteriormente seu reuso.
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Figura 38 Cinética de consumo de acido ricinoléico e formacgao de estolideos. A cinética
reacional foi realizada utilizando 1,61 % m/m de CRL, 14,4 % m/m de agua e AGLM. As
reagdes foram conduzidas a 45 °C, sob agitagdo magnética constante.

A cinética realizada na temperatura de 45 °C levou o mesmo tempo reacional, de 4 h,

para atingir quantidades residuais de acido ricinoléico livre no meio reacional (6 % m/m de
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amostra) e em 5 h de reacdo, atingiu o mesmo valor que o obtido em 14 h utilizando 40 °C e

2,5 vezes mais enzima para a mesma quantidade de agua (<4 % m/m de amostra).

Ao se analisar a concentracdo de ARL na Tabela 21, percebe-se que a variagao, entre
as diferentes condi¢Ges testadas, ndo é demasiada e esta diferenca, entre 50 e 45 °C,
possivelmente se deve ao excesso de agua ainda ndo evaporado no sistema a 45 °C. No
entanto, apds as 2 h de reagdo, a concentracdo de agua no meio reacional, possivelmente,
se igualou a faixa de 2000 — 3400 ppm nas duas reagdes, conforme visto na Tabela 11 do
Capitulo 6, em 24 h, sendo esta a condicdo que possivelmente permitiu que as reacoes

atingissem o mesmo patamar final apds tempo reacional semelhante.

O tempo de 5 h de reagdo foi utilizado na etapa seguinte do reuso da enzima. Desta
vez, além de apenas centrifugar, foi testada a diluicdo do meio reacional em etanol 1:1 (v/v),
e posterior filtragao em funil de Biichner a vacuo conforme tdpico 8.2, para melhor lavagem

do meio reacional que poderia estar impedindo o funcionamento adequado da enzima. Os

resultados podem ser observados na Figura 39.
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Figura 39 Reuso da CRL na reagdo, a 45 °C, contendo 1,61 % m/m de enzima, 14,4 % m/m
de dagua e AGLM. A reagdo foi conduzida por 5 h conforme descrito em 8.3.
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A lavagem com o etanol, permitiu o reutilizar a enzima por 4 vezes até que fosse
atingido metade da conversao inicial. No caso da utilizacdo de uma etapa de centrifugacao
apds o quarto reuso o meio reacional ainda apresentou 60 % de conversao, indicando que o
excesso de etanol na lavagem pode estar inativando a enzima. AGUIEIRAS et al. (2011)
utilizou a enzima novozymes 435 a 6% m/m numa rea¢do de 48 h a 80 °C para formacgdo de
monoestolideos de biodiesel metilico de mamona e acido oléico. Apesar das condicdes
diferenciadas, a enzima mesmo imobilizada possibilitou o reuso por 4 vezes, sendo que no

ultimo reuso a reagao atingiu exatamente metade da conversao inicial.

Desta forma, utilizando-se enzima livre, que diminui os gastos e tempo com o
processo e suportes para a imobilizacdo das mesmas, foi possivel realizar ao menos 4
reutilizagGes lavando-a com etanol e possivelmente mais reusos com a reac¢ao centrifugada.
A facilidade do reuso e a quantidade de reusos da enzima livre aumenta a possibilidade de

implantagdo deste processo.

Este reuso foi avaliado no tempo em que a concentracdo de ARL atingia <4 g/100g de
amostra e que correspondia, na rea¢do ndo otimizada, a polimerizacdo de hexdameros/
heptameros. Desta forma, ainda seria possivel utilizar esta enzima para a producdo de
estolideos com tamanhos menores de cadeia polimérica. Sendo assim, a enzima reutilizada
ainda poderia ser guardada e utilizada para a producdo de estolideos, com menores
numeros de estolideo e diferentes caracteristicas, que poderiam, ainda assim, ser aplicados,

conforme visto no Capitulo 7, o que aumentaria mais a viabilidade economica do processo.

8.5.3 Avaliagdo das caracteristicas lubrificantes

Apesar de a reacdo otimizada ter apresentado um tempo menor para o consumo do
acido ricinoléico (5 h ao invés de 14 h) nada se sabe sobre as caracteristicas lubrificantes do
produto formado. Para que possamos substituir uma reacdo pela outra, é necessario que os

produtos sejam pelo menos semelhantes quanto a sua caracterizagdo.
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Sendo assim, foi realizada a caracterizacdo dos estolideos produzidos em 5 h pela
reacdo otimizada e este foi comparado com o produto apresentado na Tabela 13 de 14 h

gue sera representado novamente nesta tabela.

Tabela 22 Caracterizagdo quanto as caracteristicas lubrificantes dos estolideos obtidos na
reacdo nio otimizada, realizada a 40 °C, 4 % m/m de CRL e 15 % m/m de agua e sua
comparagdo com os estolideos obtidos pela reagdo otimizada a 45 °C, 1,61% m/m de CRL e
14,4 % m/m de agua. As analises de caracterizacdo estdo descritas na sessdo 4.2.2.

EO*  PF* IAT *
V40°C* V100 °C* Iv* _
(min) (°C)  (mg KOH/g de amostra)
Rea¢do nao
153,7 19,20 142 37 -45 57,6
otimizada
Reacao
275,5 29,11 142 48 -42 51,58
otimizada

* V 40°C - viscosidade medida a 40 °C (mm?/s); V 100°C - viscosidade medida a 100 °C
(mm?/s); IV — indice de viscosidade; EO— estabilidade oxidativa (min); PF— ponto de fluidez

(°C); IAT — indice de acidez total (mg KOH/g de amostra).

Conforme observado na Tabela 22, o produto da reacdo otimizada teve resultados
bem semelhantes aquele obtido anteriormente em 14 h na rea¢do nao otimizada. Apesar de
terem o mesmo 1V, a viscosidade do produto otimizado foi maior, bem como a estabilidade
oxidativa e seu ponto de fluidez. Tal fato indica que possivelmente a dindmica de formacdao
do produto é diferente daquele da cinética da reacdo ndo otimizada. Desta forma, o produto
talvez tenha um nimero de estolideos e a distribuicdo do perfil de estolideos diferentes do
que aquele formado em 14 h na reacdo nao otimizada, o que justificaria a diferenga nos
valores obtidos. De qualquer forma para fins comerciais, este produto, com a ressalva do
ponto de fluidez, foi ainda melhor do que o anterior no quesito estabilidade oxidativa. A
esterificacdo deste produto, obtido pela reagdao otimizada, para a formacao de estolideos
acabados, pode fornecer um biolubrificante ainda mais promissor, no qual, possivelmente o

IV serd maior e suas viscosidades entrardo na faixa mais utilizada pela indUstria, - 8 a 15 cSt a
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100 °C, que encontra um maior numero de aplicacbes (BART, J.C.J., GUCCIARDI, E.,
CAVALLARO, 2013a; GARCIA-ZAPATEIRO et al., 2013c; SILVA, 2012).
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9 CONCLUSOES

v Neste trabalho, foi desenvolvida uma nova forma de obtencdo dos acidos graxos
livres de mamona (AGLM), de baixo custo, que garante um produto final de qualidade, em
pouco tempo e sem degradacdo de suas propriedades naturais, uma vez que é realizada em

temperaturas amenas e com as proprias sementes de mamoneira.

v O novo processo de hidroesterificacdo enzimatica permite obter, de forma verde e
muito eficiente, novos produtos com propriedades que superam as de outros
biolubrificantes relatados na literatura. O acido ricinoléico foi, claramente, melhor nucledfilo
para a CRL do que os polidlcoois empregados, e todas as reacdes sempre tem os estolideos
como o principal produto independente da presenca dos polidlcoois ou ndo, variando o
tamanho da sua cadeia polimérica de dimeros até heptameros, dependendo do tempo de
reacdo. Os estolideos puros, sem a presenca de polidlcoois, apresentaram caracteristicas
lubrificantes promissoras para uso industrial (melhores ainda do que os produtos obtidos

das reag¢des com polidlcoois).

v Os estolideos obtidos pela reacdo dos AGLM obtidos por hidrélise enzimatica
possuem melhores propriedades do que o produto derivado de AGLM comercial
possivelmente obtido por tratamento térmico, confirmando que a nova rota ndo é apenas

mais sustentavel, mas também mais eficiente.

v A taxa de reducdo da acidez (% AGLM consumido.h™) da reacdo de produgdo de

estolideos foi aumentada com o uso de dgua.

v O estudo da sintese do estolideo em 24 h pela cinética de consumo dos ARLs e
acidez total, GPC e NE mostrou que o produto é composto por um perfil de varios tamanhos
de estolideos e os estolideos maiores sdao provavelmente formados pela conjugacdo dos

menores.
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4 As propriedades lubrificantes também foram estudadas para estolideos de 6 h
(principalmente composto por dimeros), 14 h (hexameros e heptameros) e 20 h
(heptameros e octameros). Quanto maior o NE, melhor as propriedades lubrificantes,
possibilitando até mesmo o uso como aditivo para o6leos basicos, devido as suas
caracteristicas extremas, o que reforca o potencial dos estolideos como biolubrificantes.
Assim, este trabalho descreve pela primeira vez na literatura uma maneira cinética de
controlar o tamanho dos estolideos e sua relacdo entre o NE e as propriedades dessas

moléculas durante a reacao.

v Apesar do IAT ser alto, para se produzir um biolubrificante, foi demonstrado que este

indice pode ser resolvido por uma esterificagao final com etanol ou 2-etil-1-hexanol.

4 A otimizacdo desta reacdo por planejamento experiental do tipo delineamento
composto central rotacional (DCCR) permitiu a obtengdo de um produto semelhante com
uma reacado igualmente simples e em menor tempo reacional com menores concentragdes

de enzima o que diminui os custos da reacao.
v Todos os produtos testados neste trabalho podem ser utilizados para produzir éleo

bdsico para varios usos distintos e /ou producdo de aditivos que se assemelham aos aditivos

sintéticos ou mesmo minerais utilizados comercialmente.
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10 PERSPECTIVAS

Baseando-se nos resultados obtidos neste trabalho, é possivel pensar em algumas

perspectivas:

DS

X/
L X4

Fazer o estudo da producdo de estolideos livres variando a taxa de agitacdo da reacao.

Fazer o estudo da producdo dos estolideos livres por FTIR (Fourier transform infrared

spectroscopy) e avaliar a formagdo do produto.

Otimizar a reac¢do de producdo de estolideos acabados com os alcoois, principalmente o

2-etil-hexanol, que proporcionou as melhores caracteristicas.

Fazer o estudo da producdo de estolideos acabados por meio da reacdo otimizada
utilizando alcoois maiores simples e secundarios variando seus tamanhos de cadeia
como o octanol, o dodecanol, o isobutanol e isoctanol. Comparar suas caracterizacdes e
ver como isso influencia nas propriedades lubrificantes dos produtos obtidos. Além disto,
observar por RMN a composicdo das moléculas formadas para verificar a concentracao

de estolideos acabados e monoacabados.

Fazer o estudo da producdo de estolideos acabados utilizando o biodiesel metilico de

mamona como agente terminador.
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Anexos Capitulo 6

Espectros de RMN provenientes do produto da reacdo de AGLM e NPG (metodologia
descrita em 6.11) de *H (acima), 13C (abaixo).

15-016087-95

Karina
explB PROTON
SAMPLE FRESATURATION
date Sep 11 2015 satmode n
solvent cdell wet n
file /export/home/- SPECIAL
datal/2015/15-0160~ temo 25.0
87-95 _H1.fid gain 30
ACQUISITION spin not used
aw 4801.9% hst 0.008
at 1.706 pw30 8.500
np 16384 alfa 10.000
b not used FLAGS
bs 1 i1 n
d1 15.000 in n
nt 64 dp ¥
ct 64 hs nn
TRANSMITTER PROCESSING
tn H1 1b 0.30
afrg 2992.9282 fn 65536
tof 299.9 DISPLAY
towr 5¢ s=p -299.7 -
ow 4.250 wp 3318.8
DECCUPLER rfl 581.3
dn €13 rfp [
dof 0 =38.9
am ann 1p -35.5
decwave WA0_HCNSmm PLOT
dpx 37 we 268 |
&mE 14000 sc ] |
va 236 |
th 48 _/i‘ﬂ; ,( = it o N R Y{' 1] —
ai ph J ‘
- 1 N e A~ a S UL J L S o e
T T T N e ey | S R e T T T L o e e B LB S L
| 8 7 6 5 4 3 2 1 o Ppm
s (MGY S ST T, S T, SR [N S 7. LRSS TR |
116.32 49.93 25.2835.532.42  10.86 198,94 102.5886.3361.14
77.23 1.50 45.7411.55 43.65 352.23  196.89.88 77.226.32
15-016087-95
Earina
expl8 CARBON
SANPLE PRESATURATION
date Sep 10 2015 satmode ®
solvent odcld  wet n
file /export/home/~ SPECIAL
data1/2018/15-0160~ temp 25.0
87-95_C13.£id gain 30
ACQUISTTION spin not used
o 18059.0 hat 0.008 |
at 0.869 pwS0 10.800
op 32768 alfs 10.000
0w not used FLAGS
bs 4 a1 n
a1 10.000 ia »
Bt 1026 @ ¥
et 1034 he oo
ta €13 1» 1.00
sfrq 75.438 fn 65536
tof 1148.5 DISPLAY
tpur 51 @p ~1131.7 |
Ed 58.800 wp 18858.5
DECOUPLER rf1 1133.2 |
an o rfp
ot o 162.3
am my 1p -253.9
ducwave - FLOT
apwr 30 we 268 |
dmf 8740 o0 o
va 96245
tn 28 1
ai B |
|l
. J
RS RAmE LA SN L e e s e LA R e AR AR RN RARAR LARNA ARALE RARARARAAS RARALAARRS RARALARELS RERALARAAS RRARLAM
220 200 140 120 100 40 _ 20 0 ppm
$ i ee—
S SSRERARRRAARASS
° eneoonmeEB NG v
2 ANARSSERSIITRAS
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Espectros de RMN provenientes do produto da reacdo de AGLM e TMP (metodologia
descrita em 6.11) de *H (acima), 3C (abaixo).

15-016088-57 ‘
Farina
=aplE  PROTON
EAMPLE FRESATURATION
dste Sep 11 3015 satmods 5 |
solvent cdcll  wet =
file /export/home/- SPECIAL |
dntal/2015/15-0160~ temp 25.0
89-57_H1.fid gain 30
ACQUISITION spin not used
™ 4801.9 hst 0.008
at 1.706 pwdl 8.500
np 16334 alfa 13.000
3 not used FLAGE
ba 1 4 a
a1 15.000 in B
at 64 dp ¥
ot 64 hs on
tn 1 0.30
sfrg 299.982 fn £5536
tof 299.9 DISFLAY r
Epwr 54 ap -277.0
o 4.250 wp 3278.0
DECOUPLER rfl 582.4
an €13 xfp o
dot 0 = -4,
dn mn 1p -34.8
decwava Wi0_BCNSmn PLOT n
37 we a8
amf 14000 sc ] |
ve 453
th “ L=
al ph
[ -
L N M A LJ . PRI
|_|II|||1||||||||||||||r|||||r||||r||r—r|||‘|‘|.|"—|-—|———v|—|—
9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm
e e s i e S B St b e S e
107.18 41,75 55.35 44.3054.04 336.36 176.107.4918.38 4.49
an s 27 86 86.83.17 9.88 185.36 1031381.37336,87
15-016088-57
Earina
mplf  CARBON
SAMFLE PRESATURATION
date Sep 11 3015 satmods n
solvent odell  wet n
£ile Sexport/home/- EPECIAL
datal/3018/15-0160~ temp 25.0
#9-57_C13.fid gain a0
ACQUISITION spin not used
B 19855.0 hst 0.008
at 0.m8% pws0 10.w00Q
op 32768 alfs 10.000
£ not used FLAGE
ba 4 41 a
LH 10.000 in n
ne 1024 dp ¥
ot 1024 hs nn
a €13 1k 1.00
wfrg 75.438 fn 63536
tof 1148.5 DIEPLAY
Epur 51 sp -1146.0
b 58.800 wp 18886.5
CECOUPLER £l 6954.7
dn Hl =xfp 5808.1
dof o = 147.0
dm noy  1p -356.3
decware w PLOT
Ao 30 we 268
ams 8740 se
va 100 !
th |
ai Bh | il
" ) 1 J“l nl
I L L L RN L L R R N AR RS RRERE RN R R R AR AR L AR [T
220 200 180 160 140 120 100 -1} 60 40 20 0 ppm
T} e oo [N 1] A IMYRYRY ! 1
AT 41.92 WA 13216368 SEBSNEMED1 4 23.02
n3005 311.86 31.780 753 10 . EERERVENEIOAL 77 B3 .41
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Espectros de RMN provenientes do produto da reacdo de AGLM e PE (metodologia descrita
em 6.11) de *H (acima), *3C (abaixo).

15-016088-76
Karina
expll  PROTON
BAMPLE FPRESATUBATION
dats Sep 12 2015 satmode n
Bolvent odell  wat n
£ila /export /homa/~ SPECIAL
Aatal/0A5/15-0160~ temp as.0
88-76_H1.fid gain 15
ACQUISITION spin not ussd
- 4801.9 hst 0.008
at 1.706 pwi0 8.500
np 18384 alfa 10.500
£fb not used FLAGE
Ba 11 n
ai 15.000 4n n
at 64 dp ¥
at 64 ha na
tn X1l 1b 0.30
afrg 299,982 fn 65536 s
tof 299.9 DISPLAY
e 54 sp -282.7
e 4.250 wo 3302.9
DECOUPLER ££1 a17.0
dn €13 =fp o
aot o m -4d.0
dm oon Ip -34.6
decwave WAD_RCHSmm vLoT
g 37 we 268
ame 14000 sc o
ve sse
th @
ad wh | B
38 o VAl
I NIV
Y e i A h e, b S
T T "'r"r—r—"—v—--_ 'T_'["'l__r' T T T ™ T T T T T T T T T T T T T T T T T T | T T T T T T T T | T T 'T""_'| L
9 8 7 6 5 4 3 2 1 ] ppm
[N WO 08, | L | MO SR . F =T o)
44.36  0.90 1.2 10.21 156.02 1850.31 123.27
41.28 30.10 7.97 4.7 9725 67086  1.98

15-016088-76 |

Karine
explB CARBON
SAMPLE PRESATURNTICH
date Bep 11 2015 satmods n
solvent cdoll  wet n
file fexport/home/~ SPECIAL
datal/2015/15-0160~ temp 25.0
BE-76_C13.£44 gain 30
ACQUISITION spin not used
aw 18859.0 hat 0.008 |
aL 0063 pwie Ag.weT
np 32768 alfa 10.000
B not used FLAGS
ba « 0 n
a1 10.000 in n
at 1024 dp ¥ |
at 1024 hs oo
to €13 1b 1.00 |
sfrg 75.438 fa 65534
tof 1148.5 DESPLAY
towr 51 ep -1187.
o 58.800 wp 18858,
DECOUPLER el 6996.
an Bl rfp s808.
dof ™
am 1p
e
sa
va
th
ai
L“Mmm

||||||||||1'|||||||||||||||I||r|||||||||r|||||||||||||||lr.|r||||||||||r|||||||||||I|l||||||1’|—[1—r'l'|'|||||||||||.'||||‘|':_l|—|“r1—
220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm
P e T 8 LU LS o
1.43 23.94 1.46 1IERISMBBS  10.66
7.79 7.52 13087 . 3204 06
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Espectros de RMN provenientes do produto da reacdo de polimerizacdo do AGLM
(metodologia descrita em 6.11) de *H (acima), *3C (abaixo).

15-016081-71
Karina
mplf  PROTON
SAMPLE PRESATURATION
date Sap 13 2015 satmode n
solvent cdell  wet n
£ile fexport/home/- SFECIAL
datal/2015/15-0160~ temp as.0
§1-71_H1.fid gain 16 |
ACQUISITION spin not used
- 4801.9 hat 0.008
at 1.706 pwdd 8.500
o 16304 alfa 10.000
h not ussd PLAGS
be 14 n
a1 15.000 in a
ot 64 dp ¥
ot 64 ks =
n wL 1k 0.30
afrg 299.982 fn 65536
tof 299.9 DISFLAY
Epwz 54 sp -298.9
b 4.250 wp 3371.1
DECOUPLER rfl 592.5
dn [ ]
det 0 o -45.0
dm man  1p -dd.d
decwave Wi0_HCHSmm PLOT
gz 37 we Ll
ant 14000 sc ] | |
e 1188
th 48
al ph
L
S B B B i e (e T R R S E E e O A L
9 8 ] 6 5
e TSI W S Y, IS SN R ¥ RS RN [T S CH [ (B
15.55 39.60 27.09 0.002.47  5.39 4.53 133,46 2.6273.85 8.13 1.79
35.89 1.49 0.640.62 0.69 0.40 1.58  78.35 70.57569.47108.29
15-016051-71
Karina
axpld  CARBON
amerLE PRESATURNTION
date BSep 12 2015 satmode n
solvent edcll  wet n
file fexport/home/- SPECIAL
datal/2015/15-0160~ temp 35.0
91-71_@13.£44 gain 30
ACQUISITION spin not used
-~ 18859.0 hat 0.008
at 0.863 pwd0 10.800
np sa768 alfa 10.000
b not used FLAGS
bi 4 11 n
ai 10.000 in n
nt 1024 ap L 4
ct 1024 hs mn
tn €13 1b 1.00 |
afrg 75.438 fn 65536 |
tof 1148.5 DISPLAY |
oWz 51 ap -1142.0
L 58.800 wp 18858.5
DECOUPLER rfl 6950.7
dn . rfp 5808.1
dof o =p 144.8
an my 1p -as4. [
decwavs - PLOT :
apwr v we 20
anf 8740 sc |
s 657 |
th 1
al ph |
| I | [ !
o L e B R R R N R R RS RN EENEREE AL LR RERRE DA R AN R SRR RN LR R
220 200 180 160 140 120 100 BO 60 40 20 1] ppm
[ e 1" L TEST TR
1.87 ii1.60 .00 12 WAL B QENER 9.33
6.61 5.14 1 SETES . BASEE3
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Espectros de RMN provenientes do produto da reacao de AGLM e NPG apds solubilizacao
(metodologia descrita em 6.12) de *H (acima), *C (meio) e **C APT (abaixo)

15019669 =50

Molubrificants DIP JAQ
Flivino
axpds  PROTON
SnoLE PRESATURATION
date Oct 35 2015 sstmods B
solvent 4213 wet B
fils fewport fhess,/- SFECIAL
datal/2015/15-0196~ temp 5.0
£9-50_M1.£14 gain not used
AEGOISTTION spin Bot used
L 48019 ther 0008
at 3.412  pus0 8.500
np IZTER  alfa 10,000
m not ussd FLAGE
ks 4 d1 n
a1 10,000 dn n
nt & dp ¥
ot 6d he nn
TRANSMITTER PROCESSTNG
[ HL b 0.30
afeg 299,983 fn E5538
tof 300.0 DISPLAY
tpwr 2 omp =296.3 "
™ 4,350 wp 3531.5
LECOUTLER =fl 6046
dn cid xfp o
Aot 0 142.6
g mnn 1p -45.0 |
decwavs WO_ECNImm TLOT
Agerr 7T ww L
anf 4000 so @
i 163
th [T
ol L S S — — — i —
L i
_ N L
T TrT ™7 T T T T T LA B B T T T v r 7 1 rrr T T L T T T r'r'r T T T T ¥ T L L ™ T
10 9 8 7 [ 5 4 3 2 1 ppm
e Ll oy L e gt
3.004.80 ©,16,51 1.8% 1.00 17.1613. 5359 T8 M. 54
5.12 .87 3.093.03 3.01 26.93 1.1514.37 1.12.00.34
15-019869-50
Blolubrificante DIP JAQ
Eilvino
sxpdl  CARBON
BNPLE PRESATORATION
date Oct 231 2015  satmods n
salvent odold  wer o
file fexport/home- BPECIAL
datalf2015/15-0196~ temp as.o
69-30_c13.fid gain 30
ACQUISITION spin not used
L 18855.0 hat 0.008
at 0.869 pwsD 10.800
np 33768 alfa 19.000
b mok used FLAGE
ba 44 n
a1 10.800 in a
ne 048 Ap ¥
et 2048 ha on
TRAMGMITTER PROCESESTNG
€13 b 1.00 |
ot used
DISFLAY
-1140.9
18857.9
6950.1
5808.1
-73.1
-201.3
‘ |
1126 |
» ]
: hL U A
Tr'.f1'r'-|....]....l..|-|||r‘[|...|--.-|---x|---|[|r|r|r1|||||||||||||||||||||1|1r|r1||r|||||||||.|||||.|.|||||||‘||||||r|.|.r|'
220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm
'R b (] WY CIE W Y
o.2188 0.07 laamui 3 IETED HO4ERCS
1.45 18.91 1.313 MF29 50 I . ELEN 3T B .64
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au amegzan gacge
a8 M ER R R EE RS
-3 sdsadag EEER
H N S H
33
8
Sa
en 3
s A - |
X 3
8 e :
33 § 2
3
a2
: W™
180 160 140 120 100 80 60 40 RO
PULSE SEQUENCE: APT OBSERVE C13, 75.4300596 DATA PROCESSING 15-019669-50
DECOUPLE N1, 299.9815748 Line brosdening 1.0 Nz Biolubrificante DIP JAQ

|| Relax. delay 1.000 sec
| | ist pulse 0.0 degrees
| | 284 pulee 45.0 degrees
! | Acq. time 0.869 sec

Power 33 a»
on during acquisition
MALTZ-16 modulated

¥T size 32768
Total time 40 minutes

Silvino

Espectros de RMN provenientes do produto da reacdo de AGLM e NPG apds solubilizacdo

(metodologia descrita em 6.12) de H (acima), 3C (meio) e *3C APT (abaixo)

15-019670-94
Biolubrificante TME JAQ
silvino

exp38  PROTON

SAMPLE PRESATURATION
date Oct 25 2015 satmode n
eolvent cdcld wet a
file /export/bome/~ SPECIAL
datal/2015/15-0196~ temp 25.0
70-94_H1.fid gain not used
ACQUISITION spin not used
aw 4801.9 hst 0.008
at 3.412 pwso 8.500
np 32768 alfa 10.000
£b not used rLaGs
bs e 11 n
a1 10.000 in a
nt 64 dp ¥
et 64 ns nn
tn Bl 1b 0.30
sfrg 299.982 fn 65536
tof 300.0 DISPLAY
tpwz 54 sp -339.2
4.250 wp 3650.1
DECOUPLER rfl s04.8
dn €13 rfp o
dof o = 139.7
an ann 1p -33.6
decwave We0_HCHNSmm PLOT
apwr 37 wo 268
anf 14000 se )
e 471
th 48
ai  ph v ¥ _ - = /) |
J L W
L e e e e e B N TN e B e B L e I ) R B B S R e N e ) e . S A e T
10 9 B 7 8 L] 4 3 2 1 o ppm
Lt SR G e g
31.632.18 16.61.222048750  13.46 157.17 §71181.2362.84
58.08 32.39 45.82.291452.73 272,90  1419377620.55 5.43
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15-019670-94
Biclubrificante TMP JAQ
gilvino

expd2 CAREON

saeLE PRESATURATION
date Oct 25 2015 satmede n
solvent cdol3 wet a
£ile /export/home/~ SPECTAL
datal/2015/15-0196~ temp 25.0
70-98_C13.£id gain 30
ACQUISITION spin not used
W 18859.0 hst 0.008
at 0.865 pwd0 10.800
o 32768 alfa 10.000
- not used rLAGE
b i1 a
a1 10.000 in a
nt 2048 dp v
ot 2048 ha oo
tn €13 1» 1.00
sfrg 75.438 fa not used
tof 1148.5 DISPLAY
tyur 51 sp -1139.7
bl 10.800 18857.9
DECOUPLER rfl 6949.0
an B ofp 5808.1
dot o -76.0
am noy  1p -192.
decwave w PLOT
agr 33 we 2
ane 8740 sc
va 1564:
th
ai R
‘ ) . i
L e o R R R e i L L B B B e R R R e R R R AR e RS EE R AR R ae e
220 200 180 160 120 100 80 60 40 20 0 ppm
m — e nmm 1 IMEYIEN i ¥
31m488 31.96 s AR 9 107 SN ETENSE2 71.15
84588 149.16 25.1da 3w 7.725208 EMSSIREY. 18.34
e P L —_
m@ovewsHdonnesonlbnvanddn
88 ux =E=2:3==§=332583533’5;;‘§
EEEREEEEEEEEEEEEE]EE R R
Elemi%Sm 1 0
2pdaeg
\ s
a
a
© o . -
28783 2
Sa8a3
andad
I
d l“l L
T
BB B o B B R B B L UL B LU R R I LR L
180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm
FULSE SEQUENCE: APT OBSERVE €13, 75.4300584 | DATA PROCESSING ;
Relax. delay 1.000 sec DECOUPLE E1, 299.9815748 Line broadening 1.0 Kz ::;luhﬂ.limu ™e JAQ
1st pulse 90.0 degrees Power 33 4B ‘H size 32768 H vino
2nd pulse 45.0 degrees on during acquisition | Total time 40 minutes |
Acq. time 0.869 sec WALTZ-16 modulated T
m::u “.::;: = | memp. 25.0 C / 298.1 K
1300 repetitions i : 0% I}
—
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Anexos Capitulo 7

Espectro de RMN de *3C experimental de 2 h (A); Cromatograma da reacdo de producdo de

estolideos em 2 h e distribuicdo de oligdmeros (B). Por RMN de *3C, NE = 0,2; sugerindo

presenca de “alta concentracdo de” ARL. O NE foi calculado com base nos sinais de dos sinais

a 73,5ppm (-C-0-C-) e 71,5ppm (-C-OH).

Jeid-6LTPER-1E
BIOL 3
dalir f nate i Lwlmay

piQl RN

B L
s Py BE M4
Bolvane ozl war
PELS /D, &

= wyeSdatesFrocess temg LA
samaritos BIGLISEIF- gain 8
BEANTRS/ Li-S1FT88-~ spin [rerp—
1A 50T, 00 Bt [N
RCrERETEC P 3, 3F8
- 23684.8 alfs 5,808
Ly k.1 Frhid
o £3838 E1 -
[ 19484 Ua ™
b 4 dp ¥
ay 15080 ha ra
it anan FROCR I3
T IHE b d.00
TRAEEMITTEE n ot e
tn (4 b DERFLAY
sfrg LEG. 343 ap TN
og 15388 w-p EET L ]
Y 3 =t BN
P i¥. 378 rip L.
MCOUFLER ] -
#n Hl kp =B
St L] FLOT
s my wo 18]
S L ] L]
e % | el o]
amE 638 oh M |
i - | t | !
| H
L UL 1 A
230 200 184 160 140 120 100 BO 1] a0 a0 0 ppE
g ] " ]
35,04 AR, 08 28, 3 &.81
LA .71 5.23 1¥. 30
00 B
000
000
000
=
E
150,004
0 00 —
[=2]
u
i = =
(=21
0
[al il o
ARG L
T —T T T T T T T T
(i i) 15 i 1000 1500 il i FEO0 i [ i] Em TRl i)
M
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Nome Fracao % Fracao
PICO 1 Pentameros (+) 0,1
PICO 2 Tetrameros 0,5
PICO 3 Trimeros 4,7
PICO 4 Dimeros 40,5
PICO 5 Monbémeros 54,2

Espectro de RMN de *3C experimental de 4 h (A). Cromatograma da reacdo de producdo de
estolideos em 4 h e distribuicdo de oligdmeros (B). Por RMN de *3C, NE = 0,5; sugerindo
presenca de “alta concentracdo de” ARL. O NE foi calculado com base nos sinais de dos sinais

a 73,5ppm (-C-0-C) e 71,5ppm (-C-OH) (3A).

2016-017709-00

BIOL 4h
Adriana/Silvino
expl01 CARBON
SAMPLE FRESATURATION
date Sep 16 2016 satmode n
solvent cdels wet n
file /home/vnmrl/v~ SPECIAL
mmrays/data/Proces- temp 28.0
samentos/BIOLUBRIF~ gain 30
ICANTES/16-017709-~ spin not used
00_13c.fid hst 0.008

ACQUISITION pwo0 13.375
W 25000.0 alfa 10.000
at 1.311 FLAGS |
np 65536 41 n
£b 17000 in n
be 4 ap v
a 10.000 hs an
nt 2048 PROCESSING
ot 2048 1b 1.00

TRANSMITTER @ not used
tn ci3 DISPLAY
sfrq 100.545 sp ~1443.9
tof 1530.8 wp 24999.2
tpwr 55 rfl 9185.8 1 1

13.375 zfp 7781.1 | ‘ ‘

DECOUPLER rp 26.8 1
an 2 1p -52.8 ‘
dof ] PLOT
am mmy we | 2gs |
decvave w sc | o
dpwr 44 vs 52478 |
ans 8658 th 2

ai b
I ") : L
. A e
L L e R R R R e T T T T T T T T e T T T T
220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm
o oW "
18.94 15.9816.23 7.54
8.40 9.16 7.74 16.02
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25100
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35000 4
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253000 4 T
;::m: %
3000 n
100,00
0.004 =
o LR B [y
am 1 11w o 21 wm m® om0 am T
nEs
Nome Fracao % Fragao
PICO 1 Pentameros (+) 0,4
PICO 2 Tetrameros 1,2
PICO 3 Trimeros 13,1
PICO 4 Dimeros 50,8
PICO 5 Monomeros 34,5

Espectro de RMN de *3C experimental de 6 h (A); Cromatograma da reacdo de producdo de

estolideos em 6 h e distribuicdo de oligbmeros (B). Por RMN de *3C, NE = 0,7; sugerindo

presenca “alta concentracdo de” ARL. O NE foi calculado com base nos sinais de dos sinais a

73,5ppm (-C-0-C) e 71,5ppm (-C-OH).

210



2016-017710-35

BIOL 6h
Adriana/Silvino A
expl01  CARBON
sauerE PRESATURATION
date Sep 16 2016 satmode n
solvent cacl3 wet n
f£ile /home/vamrl/v~ SPECIAL
nmrsys/data/Proces-~ temp 28.0
samentos/BIOLUBRIF~ gain 30
ICANTES/16-017710-~ spin not used
35_13c.£id hst 0.008
ACQUISITION pw90 13.375
sw 25000.0 alfa 10.000
at 1.311 FLAGS
np 65536 il a
b 17000 in a
bs 4 @ ¥
a1 10.000 he an
nt 2048 PROCESSING
et 2048 1B
TRANSMITTER fn not used
tn c13 DISPIAY
sfrq 100.545 sp -1443.9
tof 1530.8 wp 24999.2
towr 55 rfl 9185.8
13.375 xfp 7741.1
DECOUPLER ™ 23.2
an Bl 1p ! |
dof 0 PLOT I
- wy e ;
decvave w sc
dpwr 44 vs ‘
ant l

LB e i e

T T T T T T T T T T T T T

T T T
220 200 180 140 120 100 80 60 40 20 0
| S ¥ ¥ 18
20.12 14.9015.77 15.31
10.80 12.40 10.70
21000
35000
A
M
-
Z
2500 =
=
= M0 -
—
- i
190004
100004
(=]
30 00
.04
AT I
] T T ———r—r—rr—rr T
aaa 500 1044 15.00 il ] 250 3.0 00 am L |
Mnuies

Nome
PICO 1
PICO 2
PICO 3
PICO 4
PICO 5

Fracao
Pentameros (+)
Tetrameros
Trimeros
Dimeros

Mondmeros

% Fracao
0,7
3,1
22,3
50,5
23,4

Espectro de RMN de *3C experimental de 8 h (A); Cromatograma da reacdo de producdo de

estolideos em 8 h e distribuicdo de oligdmeros (B). Por RMN de *3C, NE = 1,0; sugerindo
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presenca de “alta concentracdo de” ARL; e entre os oligdmeros, os dimeros sdo majoritarios.

O NE foi calculado com base nos sinais de dos sinais a 73,5ppm (-C-O-C-) e 71,5ppm (-C-OH).

2016-017711-16
BIOL 8h
Adriana/Silvino

©xpl01 CARBON

sANPLE PRESATURATION |
date Sep 16 2016 satmode n
sclvent cdeld wet a !
file /home/vamrl/v~ SPECIAL
nmrays/data/Proces~ temp 28.0
samentos/BIOLUBRIF~ gain 30
ICANTES/16-017711-~ spin not used
16_13C.fid hst 0.008
ACQUISITION Dwa0 13.375
aw 25000.0 alfa 10.000
at 1.311 FLAGS
np 65536 il n
b 17000 in n
bs 4 ap ¥
a1 10.000 hs an
nt 2048 PROCESSING
et 2048 1b 1.00
TRANSHITTER fn not used
ta c13 DISPLAY
sfrq 100.545 sp -1448.5 1|
tof 1530.8 wp 24999.2 (1
tpx 55 rfl 9190.4 |
13.375 rfp 774141
DECOUPLER w» 2046
an "L 1p ~44J0
dot 0 ProT
am mny we 2de ‘
decwave w sc o | |
apwr 44 vs 438q9 |
ane 8658 th 1 ‘ ‘
ai ph
| M J
. Wl /s LA
T LB i L L LI L S B I R LS o L A B
220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm
vy W oW oy
14.70 11.1911.2¢ 11.80
13.88 12.9112.52 11.77
810,004
M-
B10.004
00,004
= J
= 10
™
=
om
an0m
100,004
0
[ &
L T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T — T T T T
0.0 300 a0 1500 2000 5m 1.0 00 il 2500 3000
MmEE
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Nome
PICO 1
PICO 2
PICO 3
PICO 4
PICO 5

Fragcao
Pentameros (+)
Tetrameros
Trimeros
Dimeros

Monbémeros

% Fragao
2,4
10,7
29,9
39,4
17,6

Espectro de RMN de 13C experimental de 10 h (A); Cromatograma da reacdo de produc3o de

estolideos em 10 h e distribuicio de oligdbmeros (B). Por RMN de 3C, NE = 2,0; sugerindo

presenca de “baixa concentracdo de” ARL; e entre os oligbmeros, os trimeros sao

majoritarios. O NE foi calculado com base nos sinais de dos sinais a 73,5ppm (-C-O-C-) e

71,5ppm (-C-OH).

2016-017712-05
BIOL 10h
Adriana/Silvino

expl01l CAREON

SAMPLE PRESATURATION
date Sep 16 2016 satmode n
solvent cdel3 wet n
file /home/vonrl/v~ SPECTAL
nursys/data/Proces~ temp 28.0
samentos/BIOLUBRIF~ gain 30
ICANTES/16-017712-~ spin not used
05_13C.£id hst 0.008
ACQUISITION w90 13.375
sw 25000.0 alfa 10.000
at 1.311 FLAGS
np 65536 il n
Y 17000 in o
bs 4 ap ¥
ai 10.000 hs an
nt 2048 PROCESSING
ot 2048 1b 1.00
TRANSMITTER fn not used
tn c13 DISPLAY
sfrq 100.545 sp -1447.0
tof 1530.8 wp 24999.2
tpwr 55 zfl 9188.8
13.375 =fp 7741.1 ‘
DECOUPLER m 11.3
= 1p -27J9 ‘
dof ] PLOT |
an nay we 2648 | |
decvave v s o [ ‘
dpwr 4 vs 39536 ‘
ang 8658 th | 3s | |
ai ph i |
‘ |
il
M A L . W
T TTTTT T T L L L L 0 L L L L B B L L R
220 200 180 160 120 100 80 60 40
T wooow T}
10.47 7.70 7.53 15.61
17.49 16.2017.31 7.68
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Nome Fragcao % Fracao
PICO 1 Pentameros (+) 17,3
PICO 2 Tetrameros 26,9
PICO 3 Trimeros 26,6
PICO 4 Dimeros 21,1
PICO 5 Monbémeros 8,1

Espectro de RMN de '3C experimental de 14 h (A); Cromatograma da reacdo de produg3o de
estolideos em 14 h e distribuicdo de oligdbmeros (B). Por RMN de 3C, NE = 5,5; sugerindo
presenca de “baixa concentracdo de” ARL; e entre os oligdbmeros, os hexameros sdo
majoritarios. O NE foi calculado com base nos sinais de dos sinais a 73,5ppm (-C-O-C-) e

71,5ppm (-C-OH).
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2016-017713-88
BIOL 14h
Adriana/silvino

expl0l CARBON

SAMPLE PRESATURATION
date Sep 16 2016 satmode n
solvent cdell  wet n
file /home/vomrl/v- SPECIAL
nmrsys/data/Proces~ temp 28.0
samentos/BIOLUBRIF~ gain 30
ICANTES/16-017713-~ spin not used
88_13C.£id hst 0.008
ACQUISITION pwse 13.375
sw 25000.0 alfa 10.000
at 1.311 PFLAGS
np 65536 i1 n
o 17000 in n
bs 4 ap v
ai 10.000 he nn
ot 2048 PROCESSING
ot [ 1.00
TRANSMITTER £fn not used
tn c13 DISPLAY
sfrg 100.545 sp -1445.5
tof 1530.8 wp 24999.2
tpwr 55 rfl 9187.3
13.375 xfp 7741.1 |
DECOUPLER e 11.2 | |
2 1p -35.2 | ; |
dof 0 PLOT | | |
an nny we 2ds ‘ |
decwave w sc o |
apvr 44 v 37835 |
ant 8658 th 2
ai »h
| Al LA
. . | YR W
L B L L L L BB AL LR UL R RS UL R I R
220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm
$op 3 L3 1Y
6.03 3.77 3.55 19.66
21.62 20.5021.30 3.57
a
600001 |
[ar]
5000101 o
g
0
400 00
—-
= [=]
E 300004 =
200004
3
100004 -
0,004
] (1 1.0}
— — — —T T — — ——T—T T — T T T —
a0 5.0 10.0 50 n0a 5m Eali] HM il &5 50m 0
Mnues

Nome
PICO 1
PICO 2
PICO 3
PICO 4
PICO 5

Fracao
Pentameros (+)
Tetrameros
Trimeros
Dimeros

Monomeros

% Fracao
52,8
14,6
14,6
12,5
5,5
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Espectro de RMN de 13C experimental de 20 h (A); Cromatograma da reacdo de produc3o de
estolideos em 20 h e distribuicio de oligdbmeros (B). Por RMN de '3C, NE = 6,5; sugerindo
presenca de “baixa concentracdo de” ARL; e entre os oligbmeros, os heptameros sao
majoritarios. O NE foi calculado com base nos sinais de dos sinais a 73,5ppm (-C-O-C-) e

71,5ppm (-C-OH).

16-017716-20-C13

Rosana
expl0l CARBON
SAMPLE PRESATURATION
date Sep 23 2016 satmode n
solvent cdecl3  wet n
file /home/vmmrl/v~ SPECIAL
mursys/data/Proces~ temp 25.0
samentos/BIOLUBRIF~ gain 30
ICANTES/16-017716-~ spin 20
20_C13.fid hst 0.008
ACQUISITION Pwo0 13.500
sw 25000.0 alfa 10.000
at 1.311 FLAGS
p 65536 il a
£b 17000 in n
bs 4 ap ¥
a1 10.000 hs nn
nt 2048 PROCESSING
ct 2048 1b 1.00
TRANSMITTER fn 65536
tn c13 DISPLAY
sfrq 100.544 sp ~1444.7
tof 1530.8 wp 24999.2
tpwr 55 =rfl 9186.6
13.500 «xfp 7741.1
DECOUPLER xp -130.1
dan Hl 1p -41.1
dof 0 PLOT
dam nny we 268
decwave w BC 0
dpwx: 45 vs 48779
Amf 8961 th
ai »h
| | i
L L | | du
L B L L e L e o B B L e B B e e e e e e
220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm
¥ LA vy
4.99 3.39 3.53 20.92
21.23 21.3121.41 3.21
10000 @
=
]
an 2]
3a0a
30000 —
=
=]
o ——
E200.00 e
=
t51.00
-
'l —
50.004
annl
[i1 W []
_————TT 7 T T T T T T T T T
0 a0 1M 1am polii} o 3.0 jim 0m 1im i FHo
Mmies
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Nome
PICO 1
PICO 2
PICO 3
PICO 4
PICO 5

Fragcao % Fragao

Pentameros (+)
Tetrameros
Trimeros
Dimeros

Monbémeros

54,9
16,7
13,1
11,0
4,3

Espectro de RMN de 13C experimental de 24 h (A); Cromatograma da reacdo de produg3o de

estolideos em 24 h e distribuicio de oligdbmeros (B). Por RMN de '3C, NE = 6,7; sugerindo

presenca de “baixa concentracdo de” ARL; e entre os oligbmeros, os heptameros sao

majoritarios. O NE foi calculado com base nos sinais de dos sinais a 73,5ppm (-C-O-C-) e

71,5ppm (-C-OH).

16-017717-01-C13
8ilvino

expl0l CARBON

SAMPLE PRESATURATION
date Sep 26 2016 satmode n
solvent cdeld  wet =
file /home/vamrl/v~ SPECTAL
nmrsys/data/Proces- temp 25.0
samentog/BIOLUBRIF~ gain 30
ICANTES/16-017717~~ spin 20
01_C13.£i4 hst 0.008
ACQUISITION pwi0 13.500
8w 25000.0 alfa 10.000
at 1.311 FLAGS
op 65536 41 a
£fb 17000 in n
be 4 ap v
ai 10.000 hs nn
ot 2048 PROCESSING
ct 2048 1b 1.00
TRANSMITTER £n 65536
tn ci3 DISPLAY
sfrg 100.544 sp -1443.2
tof 1530.9 wp 24999.2
tpwx 55 xfl 5185.0
W 13.500 «xfp 7741.1
DECOUPLER Y -130.0
dan H1 1p -29.3
dof 0 PLOT |
am nny we 268 |
decvave w sc o
apwr 45 ve 51734
ang 8961 th & |
ai  ph \
| |
) Al J i J _J b
L B G L L L U L B L L L L L
220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm
¥ oy ] e
5.22 3.63 3.85 19.79
22.91 20.7820.85 2.97
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um 10 0 ol 35100 o 510 50
Nome Fragcao % Fragao
PICO 1 Pentameros (+) 50,8
PICO 2 Tetrameros 18,4
PICO 3 Trimeros 13,5
PICO 4 Dimeros 12,7
PICO 5 Mondmeros 4,6
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