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RESUMO

O estado do Maranhdo possui diferentes espécies de plantas nativas que podem ser utilizadas
como produtoras de 6leos vegetais, dentre as quais a palmeira do coco ariri (Syagrus cocoides
Martius). Seu 6leo obtido a partir do seu fruto (coco), pode ser transesterificado com alcoois
especificos e o produto aplicado nas mais diversas areas da industria. Diante desse potencial,
este estudo tem como principal objetivo investigar a transesterificacdo do éleo de coco ariri
utilizando as enzimas Amano Lipase PS, de Burkholderia cepacia e Amano lipase PS-IM
(imobilizada em terra diatomacea) como biocatalisadores. Na busca por metodologias que
trouxessem melhores rendimentos reacionais, realizou-se um estudo de revisdo sobre as
principais metodologias aplicadas as reacdes de transesterificacdo enzimética de 6leos vegetais,
com énfase no uso de biocatalisadores. As lipases que se destacaram por sua seletividade e
estabilidade em condigdes reacionais diversas, além de suas vantagens em relacdo a métodos
quimicos tradicionais, como menor impacto ambiental e maior pureza dos produtos.
Paralelamente, foi realizada uma breve revisdo dos principais métodos de quimica
computacional utilizados na investigacdo da estabilidade e na eficiéncia de diferentes tipos de
reacOes. Essa revisdo permitiu que fosse utilizado o método correto para avaliar o
comportamento de cada substrato dentro do meio reacional, de modo que simulacBes de
dindmica molecular (DM) em uma mistura de mecéanica quantica/mecanica molecular
(QM/MM) permitiram investigar, as interacGes entre o acido laurico (principal componente do
6leo de coco ariri) e os sitios ativos das lipases, envolto de diferentes tipos de alcoois. Ao final,
ensaios experimentais avaliaram os efeitos das diferentes razdes molares de 6leo/etanol e das
cargas cataliticas (2%, 5% e 10%) nos teores de ésteres obtidos. Os melhores resultados foram
obtidos com a lipase imobilizada de Burkholderia cepacia, utilizando uma carga catalitica de
2% e uma razdo Oleo/etanol de 1:4, alcancando rendimentos de até 67,1%. Por outro lado, para
a lipase na forma livre, os melhores rendimentos (62,8%) foram observados com uma carga
catalitica de 10% e uma razdo 0Oleo/etanol de 1:6. Esses dados corroboram a adequacgéo do 6leo
de coco ariri como um substrato promissor e sustentavel para reacdes de transesterificacao,
evidenciando o papel estratégico das metodologias revisadas e das analises computacionais na
otimizac&o do processo.

Palavras-chave: Bioprocesso; Biocatalizadores imobilizados; Sintese de ésteres;

Biotecnologia industrial; Quimica verde



ABSTRACT
The state of Maranhdo has several native plant species that can be used to produce vegetable
oils, including the ariri coconut palm (Syagrus cocoides Martius). The oil obtained from its
fruit (coconut) can be transesterified with specific alcohols and the product applied in the most
diverse areas of industry. In view of this potential, the main objective of this study is to
investigate the transesterification of coconut ariri oil using the enzymes Amano Lipase PS, from
Burkholderia cepacia and Amano Lipase PS-IM (immobilized in diatomaceous earth) as
biocatalysts. A review study was conducted to identify methodologies that yield enhanced
reaction yields. The study examined the predominant methodologies employed in the enzymatic
transesterification reactions of vegetable oils, with a particular focus on the utilization of
biocatalysts. The lipases demonstrated notable selectivity and stability under varied reaction
conditions were identified as being advantageous over conventional chemical methods due to
their reduced environmental impact and enhanced product purity. Concurrently, a concise
review was conducted of the predominant computational chemistry methods employed to assess
the stability and efficiency of diverse reaction types. This review established the appropriate
methodology for evaluating the behavior of each substrate within the reaction medium,
Consequently, molecular dynamics (MD) simulations in a mixture of quantum
mechanics/molecular mechanics (QM/MM) were employed to investigate the interactions
between lauric acid (the primary component of coconut ariri oil) and the active sites of lipases,
surrounded by various types of alcohols. Subsequently, experimental tests were conducted to
assess the impact of varying oil-to-ethanol molar ratios and catalytic loads (2%, 5%, and 10%)
on the ester content obtained. The optimal conditions for this process were determined to be an
immobilized lipase from Burkholderia cepacia, a catalytic load of 2%, and an oil/ethanol ratio
of 1:4, yielding a maximum of 67.1% of the desired product. Conversely, for lipase in free form,
the optimal yields (62.8%) were attained with a catalytic load of 10% and an oil/ethanol ratio
of 1:6. These findings underscore the viability of coconut ariri oil as a prospective, eco-friendly
substrate for transesterification reactions, underscoring the efficacy of the revised

methodologies and computational analyses in optimizing the process.

Keywords: Bioprocess; Immobilized biocatalysts; Ester synthesis; Industrial biotechnology;
Green chemistry
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APRESENTACAO

Esta tese, intitulada "Transesterificacdo do 6leo de coco ariri (Syagrus cocoides martius)
por catélise enzimética: uma abordagem tedrica e experimental”, investiga o potencial uso do
6leo de coco ariri como matéria-prima sustentavel para a producdo de bioproduto via

transesterificacdo, empregando Amano lipases como biocatalisadores.

De forma a apresentar cada etapa do estudo, esta tese estd dividida em quatro artigos
distintos:

Artigo I: Rotas biotecnoldgicas aplicadas em reacGes de transesterificacao.

Este capitulo apresenta uma revisdo detalhada sobre as diferentes rotas utilizadas nas
reacOes de transesterificacdo, com especial atencdo ao uso de lipases como catalisadores. O
trabalho destaca a falta de uma rota padrdo para esse tipo de reacdo em que diferentes
metodologias sdo exploradas, incluindo variagfes no tipo de substrato, carga catalitica, razdo
molar alcool/6leo, temperatura, tempo reacional e adi¢do de agua e/ou solventes.

Artigo I1l: Quimica computacional: uma revisdo sobre métodos, fundamentos e
aplicacgdes cientificas.

Este capitulo, uma revisdo abrangente sobre quimica computacional, abordando os
principais métodos com énfase em suas caracteristicas, avancos historicos e aplicacdes
cientificas em diferentes areas, os desafios atuais e 0s avangcos promissores na area, reafirmando
sua relevancia no progresso cientifico moderno.

Artigo I11: Estudo tedrico e experimental da transesterificacdo enzimatica do 6leo
de coco de ariri com a-bisabolol e etanol: Um estudo comparativo

Este capitulo, traz uma investigagdo detalhada do uso do a-bisabolol e do etanol em
transesterificacdo enzimatica. O estudo combina abordagens computacionais e experimentais
para comparar o desempenho de cada alcool na conversdo do triglicerideos de acido laurico em
ésteres.

Artigo 1V: Uso inovador do 6leo de coco ariri na produgdo sustentavel e rapida de
ésteres via transesterificagdo enzimética com etanol.

Este capitulo aborda o objetivo central da tese que é caracterizar e aplicar o 6leo de coco
ariri em reacOes de transesterificacdo enzimaticas, de forma a consolidar o 6leo de coco ariri
como uma alternativa inovadora e promissora para a producdo industrial de bioprodutos,

contribuindo para avangos avancados em processos sustentaveis e tecnicamente viaveis.
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1 INTRODUCAO

A transesterificacdo enzimatica tem sido utilizada como uma alternativa sustentavel
para a sintese de bioprodutos, especialmente no contexto da producdo de biodiesel e outros
ésteres de acidos graxos. Suas principais vantagens em relacdo a catalise quimica convencional
incluem condi¢6es reacionais mais brandas, menor geragdo de subprodutos indesejaveis e maior
seletividade (Cordeiro et al., 2011; Jegannathan et al., 2008; Kalita et al., 2022; Maghraby et
al., 2023; Mandari e Devarai, 2022b; Moya Joélle Carole et al., 2023; Narwal e Gupta, 2013;
Parmar et al., 1992; Pinto et al., 2005; Rao et al., 2021; Shah et al., 2003). No entanto, a
implementacdo em larga escala ainda enfrenta desafios, principalmente no que se refere a
escolha de substratos economicamente vidveis e ao desenvolvimento de metodologias
otimizadas para diferentes combinac@es de 6leo e alcool.

Entre os substratos alternativos que podem ser empregados na transesterificacdo
enzimatica, destaca-se o 6leo de coco ariri (Syagrus cocoides Martius), um substrato com
grande potencial para aplicacdes biotecnoldgicas mais ainda pouco estudado (Bastos, 2020;
Frazdo, 2023; Penha et al., 2023; Pires, 2020). Até o momento, ndo ha estudos especificos sobre
o0 comportamento desse 0leo em reacbes de transesterificacdo enzimatica, o que ressalta a
necessidade de investigaces detalhadas para avaliar seu potencial nessa aplicagdo. Originario
do bioma brasileiro, esse dleo possui uma composicao rica em triglicerideos de cadeia saturada,
tornando-o uma matéria-prima promissora para a sintese de ésteres de acidos graxos (Penha et
al., 2023; Pires, 2020). Além disso, sua elevada relacdo améndoa/fruto favorece a extracao de
6leo em boas quantidades, contribuindo para a viabilidade do seu aproveitamento industrial
(Ciconini et al., 2013; Pires, 2020).

A eficiéncia da transesterificacdo enzimética depende de diversos parametros
reacionais, como a carga catalitica e a razdo molar alcool/6leo, que afetam diretamente 0 meio
reacional e, consequentemente, os rendimentos obtidos. A otimizacdo dessas variaveis é
essencial para maximizar a conversdo dos substratos e garantir a viabilidade econémica do
processo (Maheshwari et al., 2022; Masango et al., 2024; Monika et al., 2023). Além disso, a
escolha do alcool utilizado na reacdo é um fator critico. Embora o metanol seja amplamente
empregado devido a sua alta reatividade, sua toxicidade e origem féssil tém incentivado a busca
por alternativas mais sustentaveis, como o etanol que € obtido de fontes renovaveis,
contribuindo assim para uma reacdo mais sustentavel (Cordeiro et al., 2011; G. F. Ferreira et
al., 2025; Gotovusa et al., 2022; Maheshwari et al., 2022; Masango et al., 2024; Mateos et al.,
2021; Pinto et al., 2005).

RENORBIO-UFMA-NCCA Tese de Doutorado - Carlos Alberto Lira Junior
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No que se refere & catalise enzimaética, a lipase de Burkholderia cepacia tem se
destacado como uma das enzimas mais eficientes para reacoes de transesterificagéo, em virtude
de sua excelente estabilidade e especificidade. Sua capacidade de atuar em diversos substratos
e sua resisténcia a solventes organicos tornam-na uma escolha promissora para a producao de
biodiesel e outros bioprodutos de interesse industrial (Bajaj et al., 2010a; Jaeger e Eggert, 2002;
Moschona et al., 2024; Porto de Souza Vandenberghe et al., 2020; Salihu et al., 2012;
Thangaraj et al., 2019a).

A otimizacdo de qualquer reacdo catalitica exige um entendimento detalhado de seus
mecanismos, e, nesse sentido, a quimica computacional tem se mostrado uma ferramenta
poderosa na elucidacdo dos mecanismos cataliticos e no aprimoramento dos processos
enzimaticos (Asakuma et al., 2009; Awogbemi e Desai, 2025; Osman et al., 2024). Métodos
hibridos, como Quantum Mechanics/Molecular Mechanics (QM/MM), permitem analises
detalhadas das interacOes entre substratos e lipases, fornecendo informagdes cruciais sobre a
estabilidade dos intermediarios reacionais e os fatores que influenciam a eficiéncia catalitica
(Jindal e Warshel, 2016; Q. Li et al., 2024; Osman et al., 2024; Sabin, 2010).

A integracdo de abordagens experimentais e computacionais possibilita uma
compreensdo mais aprofundada da dinamica da reagdo, permitindo o desenvolvimento de
metodologias mais eficazes e sustentaveis. Nesse contexto, este trabalho visa investigar a
transesterificacdo do dleo de coco ariri, utilizando a lipase de Burkholderia cepacia como
biocatalisador, explorando tanto abordagens experimentais quanto computacionais fornecendo
diretrizes para o desenvolvimento e otimizacdo de novas metodologias e consequentemente
contribuir para a consolidacéo da transesterificacdo enzimatica como uma alternativa viavel e

sustentavel para a industria quimica e biotecnoldgica.

RENORBIO-UFMA-NCCA Tese de Doutorado - Carlos Alberto Lira Junior
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 ESTERIFICACAO

A esterificacdo é uma reacao quimica que forma um éster como produto principal. Esta
reacdo normalmente envolve a rea¢do de um &cido carboxilico com um alcool, produzindo um
éster e agua como subprodutos. A esterificacdo é uma reacdo fundamental na quimica organica,
amplamente utilizada tanto em processos industriais quanto em pesquisas académicas devido a
versatilidade e utilidade dos ésteres (Carey e Sundberg, 2007; McMurry, 2011)

O mecanismo geral de esterificagdo envolve o ataque nucleofilico do grupo hidroxila do
alcool ao carbono carbonilico do acido carboxilico. Este processo é frequentemente catalisado
por um acido, como o &cido sulfirico, que protona o oxigénio carbonilico, aumentando sua
eletrofilicidade e tornando o carbono carbonilico mais suscetivel ao ataque nucleofilico. A

subsequente perda de uma molécula de &gua leva a formacéo da ligacao éster (Smith, 2020).

Figura 2.1 - Reacdo de esterificacdo
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Fonte: Adaptado de Smith (2020).

Entre os diferentes tipos de esterificacdo, destaca-se a transesterificagdo, uma reacdo em
que ocorre a troca de grupos alcoolicos entre um éster e um alcool. Esse processo é amplamente
utilizado em industrias como a de biocombustiveis em que 6leos e gorduras sao convertidos em

ésteres metilicos ou etilicos.
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2.1.1 Transesterificagdo

Reacdes de transesterificacdes sdo reacdes quimicas em que o grupo funcional éster em
uma molécula é trocado por outro grupo alcool formando um novo éster e um novo alcool.

Utilizada na sintetizacdo de polimeros, compostos biologicamente ativos e farmacos,
este processo € comumente utilizado na producdo de biodiesel, onde os triglicerideos (TG)
oriundos do 6leo vegetal, da gordura animal e dos 6leos e gorduras residuais se transforma em
ésteres alquilicos através da troca da carboxila do acido graxo por um grupo hidroxila oriundo
de um alcool (Cai et al., 2020; Gotor, 2000; T. Liu et al., 2020; Luna et al., 2016; Otera, 1993).

A transesterificacdo € uma reacao de multiplas etapas, ocorrendo de forma sequencial e
reversivel, em que os triglicerideos sdo transformados em diglicerideos e estes em
monoglicerideos e depois convertidos em ésteres (biodiesel) e glicerol (subproduto),
produzindo um éster alquilico em cada etapa.

A reacdo estequiométrica necessita de 3 mols de alcool utilizado para cada 1 mol de
triglicerideo. Para que se obtenham maiores rendimentos dos ésteres alquilicos e permitir sua
separacdo do glicerol, costuma-se utilizar excessos de alcool (Mumtaz et al., 2017; Otera, 1993;
Parmar et al., 1992). O mecanismo para a reacao transesterificacdo é apresentado na Figura
2.2.

Figura 2.2 - Reacdo de transesterificagdo
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Fonte: Adaptado de Luna et al. (2016); Mumtaz et al. (2017).
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2.2 CATALISE NA TRANSESTERIFICACAO

Nas transesterificacdes, catalisadores sdo utilizados para que as reacdes ocorram mais
rapidamente e que se obtenham melhores rendimentos, através da reducdo da energia de
ativacdo necessaria para que a reacdo ocorra. Os catalisadores, a depender da quantidade de
fases que ele forma com o meio reacional, podem ser divididos em homogéneos e heterogéneos,
ou ainda em biocatalisadores. Na atualidade, os catalisadores homogéneos sdo preferiveis nas
conversdes de triglicerideos, pois seu uso é simples necessitando de menor tempo para que a

reacao ocorra (B. Wang et al., 2023).

2.2.1 Transesterificagdo via catalise homogénea

Na catélise homogénea, tanto os reagentes quanto os componentes do catalisador se
encontram em uma unica fase e geralmente um composto soltvel que forma um complexo
intermediario com os reagentes. Catalisadores homogéneos possuem diversas vantagens como
alta eficiéncia, sdo mais faceis de preparar e necessitam de um tempo menor para reagir, mas
sua reutilizacdo é praticamente impossivel (Arachchige et al., 2021; Mandari e Devarai, 20223;
Rizwanul Fattah et al., 2020a; Thangaraj et al., 2019b).

Neste tipo de catalise os catalisadores utilizados podem ser alcalinos ou acidos.
Catalisadores basicos, sdo capazes de reagirem em baixas temperaturas e a pressao atmosférica,
seus produtos podem ser obtidos em menor tempo, estdo amplamente disponivel e sdo mais
econdmico. Por terem essas caracteristicas, o hidroxido de sodio e hidréxido de potéssio, sdo
muito utilizados na industria, mesmos possuindo menor atividade catalitica quando comparado
com os alcéxidos. Independentemente de qual alcali utilizado, podera ocorrer a formacéo
excessiva de sabdo, de modo que este tipo de catélise ndo é adequado para matérias-primas com
teores de acidos graxos livres (AGL) acima de 2% e com certas quantidades de agua, pois inibe
a separacdo dos acidos com o glicerol diminuindo o rendimento da reacao, através da formacéo
de uma emulsdo durante a lavagem do produto (de Lima et al., 2016; Mandari e Devarai, 20223,
Rizwanul Fattah et al., 2020b; Thangaraj et al., 2019b).

O mecanismo da reacéo catalisada por alcali é demonstrado na Figura 2.3. O processo
inicia com a base (B) reagindo com o alcool (R-OH) gerando a base conjugada anion alcéxido
("OR) e o catalisador protonado (BH"). Posteriormente, tem-se 0 ataque nucleofilico, do anion
alcoxido ao grupo carbonila do triglicerideo, formando um intermediario tetraédrico que na

etapa posterior formaré o éster alquilico e o anion correspondente do diglicerideo. Na ultima
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etapa, o diglicerideo desprotona o catalisador, regenerando-o, permitindo entdo sua reagdo com
uma outra molécula do alcool de maneira a reiniciar o ciclo catalitico para que entdo moléculas
de monoglicerideos e/ou diglicerideos sejam convertidas pelo mesmo mecanismo em uma

mistura de ésteres aquilicos e glicerol. (Nisar et al., 2021; Schuchardt et al., 1998).

Figura 2.3 - Mecanismo de transesterifica¢do via catalise homogénea basica.
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Fonte: Adaptado de Nisaret al. (2021); Schuchardt et al. (1998)

Os catalisadores homogéneos &acidos apresentam altos rendimentos, no entanto o
processo de transesterificacdo exige entre outros controles, que a reacao ocorra em temperaturas
superiores a 100°C, em pressao autogénica, o que evita a perda do alcool e tempos acima de 3h,
fazendo com que o processo seja bastante lento ao ponto de ser 4000 vezes mais demorado
quando comparado com a via alcalina. Além das particularidades expostas acima, a catalise
acida traz diversos problemas ambientais e corrosivos, fazendo com que tal método seja pouco
utilizado em aplicagOes comerciais (Bohlouli e Mahdavian, 2021; de Lima et al., 2016; A. B.
Ferreira et al., 2012; Lotero et al., 2005; Y. Wang et al., 2006).

Apesar das limitacGes, os catalisadores acidos ndo séo diretamente afetados pelos teores
de agua e acidos graxos livres, 0 que permite sua utilizagdo em matérias-primas baratas como

6leos residuais, gorduras animais e 6leos ndo comestiveis com alto teor de acidos graxos livres.
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Além disso, podem catalisar simultaneamente reacdes de esterificacdo e transesterificacdo
(Jacobson et al., 2008; Luna et al., 2016; Mandari e Devarai, 2022a; Thangaraj et al., 2019b).
Tanto &cidos de Lewis quanto de Brgnsted podem ser utilizados como catalisadores em reacdes
de transesterificacdo acidas sendo o ultimo, o mais comum e preferivel da industria, se
destacando os acidos sulfurico, cloridrico e sulfénico (Di Serio et al., 2005; Kolet et al., 2020;
Nisar et al., 2021; Soriano et al., 2009a).

Na Figura 2.4 temos 0 mecanismo de reacdo de transesterificacdo catalisada por acido.
O mecanismo inicia com a protonacdo da carbonila do triglicerideo pelo catalisador &cido
favorecendo o ataque nucleofilico do alcool que ocorre na etapa seguinte formando um
intermediario tetraédrico. Na Ultima etapa os prétons sdo migrados ocorrendo a quebra do
intermediario tetraédrico que forma entdo o diglicerideo e uma molécula de éster, ocorrendo
ainda a regeneracdo do catalisador acido. O processo entdo € refeito para os diglicerideos e
monoglicerideos levando a formacdo de uma mistura de ésteres aquilicos e glicerol (Ma et al.,
2016; Nisar et al., 2021; Ramos et al., 2011).

Figura 2.4 - Mecanismo de transesterificacdo via catalise homogénea &cida.
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Fonte: Adaptado de Maet al. (2016); Nisaret al. 2021; Ramos et al. (2011).

Diversos trabalhos utilizando catalise homogénea através de catalisadores acidos e
basicos sdo encontrados na literatura, sendo que 0s basicos apresentam em sua maioria 0S

melhores resultados (Foroutan et al., 2020; Rajendran et al., 2022; Tacias-Pascacio et al., 2019).
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Georgogianniet al. (2009), no estudo da reacdo de transesterificacdo metilica do 6leo de
colza na presenca de catalisadores alcalinos, homogéneo (NaOH) e heterogéneos ((Mg MCM-
41, hidrotalcita Mg-Al e zirconia impregnada com K*) verificou que entre os catalisadores
heterogéneos a hidrotalcita Mg-Al que possui maior alcalinidade apresentou maiores
rendimentos nos ésteres metilicos (97%) em comparacdo com os demais catalisadores
heterogéneos. Foi notado ainda que quando se aumentava a basicidade dos catalisadores
heterogéneos maiores conversdes eram adquiridas. Na comparacdo com o catalisador
homogéneo foi verificado que este aumentou significativamente a reacdo, quando comparado
com os catalisadores heterogéneos. No entanto, a problematica ambiental ocasionada pela
necessidade da neutralizacdo da mistura reacional e o uso de elevadas quantidades de solventes
e energia, foi considerada negativamente por parte dos autores (Georgogianni et al., 2009).

Sorianto et al. (2009) realizaram a sintetizacdo de biodiesel a partir do 6leo de canola
com metanol na presenca de tetraidrofurano e utilizando os acidos de Lewis AICls e ZnCl»
como catalisadores. Os resultados demonstraram que em condi¢des otimizadas, o AICls
permitiu uma conversao de 98% enquanto o ZnCl» apenas 22% sendo este resultado inferior
atribuido a sua acidez mais fraca (Soriano et al., 2009b) .

Fajardo et al. (2014) compararam os resultados produzidos na transesterificacéo de 6leo
de cozinha residual e gordura de frango por catalise homogénea com NaOH. Com varia¢des na
temperatura reacional, no percentual de catalisador e na razdo molar entre o alcool e 6leo, 0s
rendimentos obtidos ficaram entre 78% e 94% para gordura de frango e 83% e 95% para 6leo
de cozinha residual. Esses resultados representam um caminho alternativo para a substituicao
dos 6leos comestiveis e ndo comestiveis na producao de biodiesel, principalmente o de dleo de
cozinha residual que possui menor custo (Fajardo et al., 2014).

Rajamanickam et al. (2020) realizaram um planejamento experimental sobre a obtencédo
de ésteres metilicos a partir éleo de pinhdo-manso (Jatropha curcas L) catalisado com KOH.
Nas melhores condigdes reacionais obtiveram 98,4% de conversdes em ésteres metilicos,
fazendo com que o 6leo de pinhdo-manso seja uma alternativa aos combustiveis fosseis (Kumar
Rajamanickam et al., 2020).

Na mesma ideia trazidas por Fajardo et al. (2014), Belkhanchi et al. (2021), buscaram
uma fonte alternativa para producdo de biodiesel e assim como o trabalho anterior, éleo de
cozinha residual foi utilizado na transesterificacdo, em que uma mistura do 6leo de diferentes
fontes foi transesterificada com diferentes &lcoois (metanol, etanol, propan-2-ol) na presenca

dos catalisadores homogéneo basicos NaOH e KOH. Nas condi¢fes otimizadas, 0 metanol na
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presenca de KOH proporcionou os melhores resultados com rendimentos superiores a 98%.
Destaca-se ainda que as caracterizaces realizadas no biodiesel foram compativeis as do
biodiesel comercial e do petrodiesel, conforme padrdes internacionais (Belkhanch et al., 2021).

Objetivando uma andlise cinética da transesterificacdo do 6leo de soja através da catalise
homogénea, Encinar et al. (2022), aplicou diferentes catalisadores homogéneos, tanto &cidos
quanto basicos, na reacdo, variando a proporcdo dos mesmos, a relagdo metanol/éleo,
temperatura e taxa de agitacdo. Aplicando um mecanismo de reacdo de pseudo-primeira ordem
para todos os casos, verificaram que energia de ativacdo para catalise homogénea acida foi
aproximadamente 70% maior quando comparada bésica, corroborando com literatura atual
(Encinar et al., 2022; Rajendran et al., 2022).

Outra alternativa para o uso da catalise homogénea, foi avaliada por Subramaniam et al.
(2023) em que 0leo de cozinha residual foi modificado via transesterificacdo metanolica com o
auxilio de NaOH. O objetivo do trabalho era propor um substituto ao 6leo mineral que é
utilizado em transformadores de poténcia, equipamento empregado em sistemas de medicéo de
tensdo elétrica. Os resultados experimentais da transesterificacdo mostraram que a acidez do
oOleo residual diminuiu em 93%. A reacdo também possibilitou um aumento na tensdo de ruptura
de 240%. Vale frisar que a tensdo de ruptura de um o6leo refere-se a tensdo na qual as
propriedades isolantes do 6leo se rompem e ele comeca a conduzir eletricidade ou seja é o
quanto um 6leo pode suportar de tenséo dentro de equipamentos elétricos sem ser danificado e
é um dos fatores mais importantes no teste de qualidade do éleo de transformador. Apesar de
apresentar uma maior acidez quando comparado ao 6leo mineral, o 6leo de cozinha residual
ainda podera ser uma opcao viavel a utilizacdo devido a sua maior tenséo de ruptura, desde que
0s componentes dos transformadores possam ser revestidos com produtos anticorrosivos
(Subramaniam et al., 2023).

2.2.2 Transesterificacdo via catélise heterogénea

Quando o catalisador se encontra em uma fase diferente dos reagentes, sendo que estes
geralmente no estado liquido e o catalisador no estado sélido, teremos uma catalise heterogénea,
em que seus catalisadores sdo mais seletivos, podem ser reutilizados e s&0 menos onerosos,
qguando comparado com os catalisadores homogéneos. Como desvantagens convertem menos
os triglicerideos em ésteres alquilicos e exigem condicGes reacionais mais severas (Borges e
Diaz, 2012; Faruque et al., 2020; D.-W. Lee et al., 2009; Mukhtar et al., 2022).

Os catalisadores heterogéneos também podem ser classificados em acidos e basicos.

Catalisadores heterogéneos basicos se destacam pela facilidade na purificacdo do produto e na
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minimizacdo dos efluentes gerados. Independente da possibilidade de lixiviagcdo dos sitios
ativos e dos maiores custos em relagdo aos cidos, diferentes catalisadores tém sido utilizados
na transesterificacdo de triglicerideos, tais como Oxidos metalicos, 6xidos metalicos mistos,
hidrotalcitas, zeolitas entre outros. De modo que os Oxidos metalicos, principalmente os
terrosos, sdo 0os mais estudados se destacando principalmente o dxido de calcio (CaO) que é
bastante abundante, possui alta basicidade, tem vida util longa, exige condi¢Bes reacionais
moderadas e consequentemente menor custo (Borges e Diaz, 2012; Kawashima et al., 2008;
Mukhtar et al., 2022; Nisar et al., 2021; Orege et al., 2022).

O mecanismo da reacdo catalisada com 6xido de metal divalente é apresentado na
Figura 2.5. Na etapa inicial, tem-se a abstracdo do prdton do alcool pelos sitios basicos
formando o &nion alcoxido. Posteriormente, o anion alcoxido ataca a carbonila dos
triglicerideos, formando um intermediario tetraédrico que na sequéncia, libera um diglicerideo
anionico e uma molécula de éster. O diglicerideo anidnico é entdo protonado para que o
catalisador seja regenerado e 0 processo seja reiniciado levando a formacgdo de uma mistura de
ésteres aquilicos e glicerol (Chouhan e Sarma, 2011; Kouzu et al., 2008; Widiarti et al., 2019).

Figura 2.5 - Mecanismo de transesterificacdo via catalise heterogénea basica.
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Fonte: Adaptado de Chouhan e Sarma, (2011); Kouzu et al. (2008); Widiarti et al. (2019).
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Os demais catalisadores de Oxidos alcalino-terrosos também sdo utilizados, cuja
atividade catalitica possui a seguinte ordem: BaO > SrO > CaO > MgO. Mesmo com maior
atividade, o uso de BaO néo é destacada em virtude da sua toxidade e solubilidade em etanol e
metanol (Cantrell et al., 2005; H. Li et al., 2020). Catalisadores de 6xidos metalicos mistos
também tém sido utilizados com resultados relevantes (H. V. Lee et al., 2014; G. Liu et al.,
2020; Taufig-Yap et al., 2011).

Quando comparados com 0s basicos, os catalisadores heterogéneos acidos, séo menos
reativos e, portanto, necessita-se de maiores tempos e de temperaturas mais altas no processo
reacional. Apesar disso sua utilizacdo em processos industriais se destaca pela baixa influéncia
da &gua e dos acidos graxos livres presentes no meio, pela presenca de sitios ativos acidos
(Brgnsted ou Lewis) e principalmente por catalisar a0 mesmo tempo a transesterificagéo e
esterificacdo (Borges e Diaz, 2012; Guldhe et al., 2017; Hara, 2009; Lotero et al., 2005).

Séo inumeros os catalisadores utilizados na transesterificacdo heterogénea, dos quais
podemos citar: as resinas de troca cationica, os derivados de heteropoliacidos, a base de &cido
sulfénico, montmorilonita &cida, 6xidos metalicos e mistos, polimeros, polioxometalatos,
materiais de carbono etc. indiferentes dos tipos, o catalisador acido heterogéneo ideal deve
possuir poros grandes em e bom numero, ter alta concentracdo de sitios &cidos moderados a
forte e ter superficie com caracteristicas hidrofdbicas (Carvalho et al., 2017; Lotero et al., 2005;
Mandari e Devarai, 2022a).

Na reacdo de transesterificacao de triglicerideos com catalisadores heterogéneos acidos,
tem-se dois caminhos diferentes na formag&o dos intermediarios. Nos &cidos de Brensted, seus
sitios atuando como doadores de prétons levam a formacdo de um intermediario protonado. Ja
nos acidos de Lewis o intermediario é formado pela aceitacdo de um par de elétrons. Em ambos
o0s acidos, o intermédio serd atacado nucleofilicamente pela molécula do alcool produzindo
novos intermediarios que sofrerdo migracGes de protons, liberando moléculas de diglicerideo
e/ou monoglicerideo e uma molécula de éster. No final, da reacdo sera obtido uma mistura de
ésteres e glicerol (Alaba, Sani e Ashri, 2016; Cordeiro et al., 2011; Wang et al., 2023). O

mecanismo reacional, para os sitios &cidos de Lewis e Brgnsted € apresentado na Figura 2.6.
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Figura 2.6 - Mecanismo de transesterificacdo via catalise heterogénea acida: a) sitios &cidos de
Bransted; (b) Sitios de acido de Lewis.
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Fonte: Adaptado de Alaba et al. (2016); Cordeiro et al. (2011).

Assim como verificado para catalise homogénea, a literatura apresenta diferentes
estudos sobre a aplicabilidade da catalise heterogénea no meio cientifico ou industrial.

Um trabalho bastante relevante na area de catalise heterogénea, foi realizado por
Peterson e Scarrah (1984) em que 28 diferentes catalisadores basicos foram avaliados na
producdo seletiva de ésteres metilicos a partir de 6leo de colza. Os experimentos realizados a
pressdo ambiente e com a temperatura variando entre 60 e 63°C, mostraram que o catalisador
Ca0-MgO foi 0 mais promissor entre todos, seguido por KoCO3z e K2CO3.MgO. Apesar do
Ca0O-MgO ter apresentado melhores resultados, sua utilizacdo também produziu quantidades
elevadas de sais de acidos graxos livres, produto indesejavel no processo (Peterson e Scarrah,
1984).

Singh e Fernando (2008) avaliaram sete catalisadores heterogéneos de 6xidos metalicos
(MgO, CaO, PbO, PbO2, Pb3O4, TI203 e ZnO) na produgdo de biodiesel a partir da
transesterificacdo do 0leo de soja com metanol em diferentes temperaturas. Com caracteristicas
anfoteras, os catalisadores PbO e PbO, apresentaram as maiores conversfes com valores

superiores a 89% (Singh e Fernando, 2008).
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Ainda utilizando 6leo de colza como matéria-prima, Mohadesi et al. (2017), aplicaram
a metodologia de superficie de resposta (MSR) para obter as condigdes ideais na sintese de
biodiesel via transesterificacdo por metanol com o 6xido misto de CaO/MgO como catalisador
e hexano como co-solvente. A reacdo realizada em um microrreator equipado com microcanal,
nas condicdes ideais, obtidas por MSR, permitiu uma sintese de 99,31% de ésteres metilicos
em um tempo reacional de 10 minutos no microreator. Outro fator importante, é que apds ser
reutilizado 5 vezes o catalisador misto de CaO/MgO ainda permitiu a sintetizacdo de 95,12%
de ésteres metilicos (Mohadesi et al., 2017).

Booramurthy et al. (2020) desenvolveram um catalisador de zirconia nano-sulfatada
dopada com férrico-manganés para produzir biodiesel de gordura de ovelha residual de
curtume. Em condi¢Ges ideais, obtiveram um rendimento de 98,7% sendo que o catalisador
manteve rendimentos acima de 90% por cinco ciclos. O biodiesel produzido atendeu as normas
avaliadas, viabilizando a aplicacéo industrial e reduzindo a polui¢cdo ambiental causada pelo
descarte de residuos de curtumes (Booramurthy et al., 2020).

Gaide et al. (2022) avaliaram a eficacia de catalisadores obtidos a partir da casca de ovo
na transesterificacdo do 6leo de colza com metanol. Através MSR, os autores observaram que
nas condicdes otimizadas do processo, o rendimento de ésteres foi de 97,79% em peso e que 0s
biocombustiveis produzidos cumpriram as especificacdes do Comité Europeu de Normalizacdo
(Gaide et al., 2022)

Com foco na questdo ambiental, a utilizacdo de residuos em reacdes de
transesterificacdo tem sido cada vez mais buscadas por pesquisadores. Em pesquisa recente,
Miyuranga et al (2023) avaliaram a producdo de biodiesel a partir de 6leo de cozinha residual
com o uso de catalisadores heterogéneos acidos e basicos, a influéncia da acetona como co-
solvente no meio reacional e 0s impactos das principais variaveis do processo. Em termos de
rendimentos, o catalisador de Ba(OH)2 teve maior efeito na producéo de biodiesel, seguido pelo
CaO que apesar de ter rendimentos menores, possui um menor custo para a producdo de
biodiesel em condicdes ideais. Os demais catalisadores (MgO, ZnO e o AICI3) demonstraram
uma atividade extremamente fraca (Miyuranga et al., 2023).

Diante do exposto, é evidente que as aplicagdes da catélise, seja homogénea ou
heterogénea, abrangem uma ampla variedade de processos. A medida que os estudos se tornam
mais detalhados e precisos, sobretudo na avaliagdo dos multiplos parametros que influenciam
0 meio reacional, mais solugdes podem ser encontradas para as questdes ainda abertas neste

tipo de reagéo.
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2.2.3 Catalise enzimética

Diante das desvantagens apresentas pelas catalises homogénea e heterogénea, a catalise
enzimética oferece uma alternativa vidvel para reagdes de transesterificacdo, pois requer
condicdes leves, permite facil separacdo, produz produtos de alta pureza, pode ser usada em
o0leo de baixa qualidade e € ambientalmente favoravel. Apesar dessas vantagens, seu uso ainda
€ menor devido ao alto custo dos catalisadores e aos longos tempos de reacdo (Baskar et al.,
2017; Rezende et al., 2021; Rizwanul Fattah et al., 2020a).

A catalise enzimatica refere-se a aceleracéo e/ou ocorréncia de reagcdes quimicas por
enzimas, que sdo catalisadores biologicos. As enzimas sdo proteinas altamente especificas para
seus substratos, ou seja, cada enzima catalisa uma reacéo bioquimica especifica de forma que
sdo classificadas, de acordo com a Unido Internacional de Bioquimica ( IUB ), em sete
categorias baseadas no tipo de reacdo que catalisam, sendo as mais abundantes: Hidrolases
(catalisando reac@es de hidrdlise), oxidorredutases (catalisando reacfes de oxidacao-reducéo)
e transferases (catalisando a transferéncia de grupos funcionais entre moléculas) (McDonald e
Tipton, 2023).

A 1UB descreve cada enzima por uma sequéncia de quatro nameros precedidos por
“CE” (Enzyme Commission), em que o primeiro digito representa a classe e é baseado no tipo
de reacdo que elas catalisam, o segundo digito representa a subclasse e é indicado conforme os
grupos ou ligag¢des quimicas atacadas pela enzima, o terceiro digito indica a coenzima/cofator
necessaria para a acdo da enzima e o quarto e Gltimo digito, fornece o nimero de série da enzima
individual (Chang et al., 2021; ExplorEnz, [s.d.]; Robinson, 2015). A Tabela 2.1 apresenta a

classificacdo das enzimas.

Tabela 2.1 - Classificacdo das enzimas de acordo com a Unido Internacional de Bioquimica.

Classe Designacéo Tipo de reacdo que catalisa Exemplos
Catalisam reacGes de oxirredugdo, Desidrogenase
através da transferéncia de um ou mais  Hidroxilase

elétrons. Oxidase

Ared + Boxd — Aoxd + Bred Redutase

Catalisam reacOes nas quais um grupo  Metiltransferases
funcional é transferido de um Transcetolase
substrato para outro. Oximinotransferases
AB+C— A+BC Aminoaciltransferases
Catalisam reagbes em que dois Lipase de triacilglicerol
produtos séo formados a partir de um  Acetilesterase
substrato através da transferéncia de Glicosidases

grupos funcionais para a 4agua Peptidase

(hidrélise)

AB + H,O — AOH + BH

CE1 Oxidorredutases

CE2 Transferases

CE 3 Hidrolases
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CE4

Liases

Catalisam reacbes que clivam as
ligagdes C—C, C—0O, C-N e outras
ligacGes em que o grupo funcional é
removido deixando uma ligacdo
dupla.

X-A-B-Y - A=B+ X-Y

Carboxiliases
Aldolase
Hidroliases
Aminaliases
Desidroclorinase

CES

Isomerases

Catalisam reag6es de transferéncia de
grupos dentro da molécula produzindo
formas isoméricas.

AB — BA

Racemases Epimerases
Tautomerase
Acilmutase

CE®6

Ligases

Catalisam a unido de duas ou mais
moléculas ou parte de uma molécula
através da sintese de novas ligacdes e
uma quebra simultanea de ATP ou um
trifosfato semelhante.

X+Y +ATP — XY + ADP + Pi

tRNAligases
CoAligases
Sintetases
Cicloligases

CE7

Translocases

Catalisam o movimento de ions ou
moléculas através das membranas ou a
sua separacao dentro das membranas.
AX+B|—->A+X+|B

NADH:ubiguinona
redutase
NAD(P)+transhidrogenase
Ferredoxina-gquinona

oxidoredutase
Cuccinato desidrogenase

Fonte: Cornish-Bowden (2014); Explorenz, [2024]; Mcdonald; Tipton, (2023); Nc-lubmb,
(2024).

As enzimas utilizadas nas reacbes de transesterificacdo de Gleos e gorduras sao
classificadas como CE 3.1.1.3 uma triacilglicerol lipase, oriunda de diferentes organismos. Esse
tipo de enzima hidrolisa triglicerideos em diglicerideos e posteriormente em monoglicerideos
e acidos graxos livres. Sua atuacao ocorre na superficie das goticulas de 6leo sendo que 0 acesso
ao sitio catalitico é controlado pela abertura de uma tampa (flap) que ao ser fechada, esconde a
superficie hidrofobica que o envolve (Canet et al., 2016; Kennedy, 1987; Xia et al., 2024).

As triacilglicerol lipases utilizadas nas reacGes de transesterificacdo de 6leos e gorduras,
séo obtidas a partir de diferentes microrganismos, tais como: Aspergillus rhizomucor miehei,
Bacillus thermocatenulatus, Candida antarctica, Geotrichum candidum, Humicola lanuginosa,
Mucor javanicus, Penicillium, Burkholderia cepacia, Rhizopus oryza, Rhizomucor miehei,
Pseudomonas fluorescens, Thermomyces lanuginosus, Yarrowia lipolytica etc (Bajaj et al.,
2010b; Gog et al., 2012; Hwang et al., 2014).

As Lipases comerciais, sao nomeadas conforme interesse da empresa responsavel, as
Amano lipases, oriundas da industria Merck sdo obtidas a partir de diferentes microrganismos,
como Mucor javanicus, Aspergillus niger, Pseudomonas fluorescens e Burkholderia cepacia,

sendo esta, uma das mais promissoras e utilizada como catalisador em reacdes de
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transesterificacdo (Dulgba et al., 2020; Ostojcic¢ et al., 2021; Sanchez et al., 2018; Sasso et al.,
2016).

Anteriormente conhecida com Pseudomonas cepacia, 0s microrganismos do complexo
Burkholderia cepacia, foram identificados pela primeira vez por William Burkholder, em 1950
que a identificou como a causa para o apodrecimento da cebola. Apesar do seu potencial
patogénico, a Burkholderia cepacia tem sido amplamente estudada em aplicagdes
biotecnolodgicas, devido a sua capacidade de produzir enzimas, biossurfactantes e outros
compostos de interesse industrial (Burkholder, 1950; Mahenthiralingam et al., 2008; Scoffone
et al., 2017; Speert, 2002; Wattanaphon et al., 2008).

Seja qual for a origem da lipase, todas possuem o sitio catalitico composto pela triade
catalitica formada pelos aminoacidos serina (Ser), histidina (His) e o &cido aspartico (Asp) ou
glutamato (Glu). Consequentemente, o mecanismo reacional é igual a quaisquer lipases,

independentemente de qual reacédo for ocorrer (esterificacdo ou transesterificacéo).
2.3 ALCOOL

Na obtencdo de biodiesel por transesterificacdo, o alcool reage com os triglicerideos
para formar misturas de ésteres (biodiesel) e glicerol, de forma que o alcool desempenha um
papel fundamental, capaz de impactar significativamente a cinética da reagdo, o rendimento do
produto e a viabilidade geral da producéo de biodiesel, visto que diferentes alcoois podem exigir
catalisadores ou condicGes especificas para uma transesterificacdo eficiente (Rodrigues et al.,
2008; Yusuf et al., 2011).

A escolha do alcool que sera utilizado em reacdo de transesterificacdo depende de varios
fatores como custo, disponibilidade, reatividade, impacto ambiental etc. Além disso, suas
moléculas ndo apresentam impedimento estérico que possam impactar na reacdo, de forma que
alcoois de cadeia curta sdo favorecidos. Diversos alcoois ja foram utilizados na obtencéo de
biodiesel, destacando o metanol e etanol como o0s mais empregados, devido as suas reatividades
e disponibilidades (Y. Liu et al., 2010; Musa, 2016; Szczesna Antczak et al., 2009; Yusuf et
al., 2011).

O metanol se destaca a frente dos demais alcoois pois é altamente reativo resultando em
taxas de transesterificacdo mais altas. Com menor custo em sua maioria das vezes, permite ser
uma escolha rentavel para a producéo de biodiesel, principalmente em larga escala. Mas devido
a sua toxicidade, o metanol tem trazido diversas preocupac6es, com rela¢cdo ao manuseio, ao

armazenamento e principalmente a questdo ambiental pois uma das formas de obtengéo se dar
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por meio de combustiveis fosseis (Athar e Zaidi, 2020; Klier, 1982; Sheldon, 2017; Tephly,
1991).

Com uma taxa reacional menor e por isso menos utilizado, o etanol tem se tornando
uma opcao razoavel na busca por reagdes ambientalmente favoravel, pois sendo produzido a
partir de fontes renovaveis, como biomassa, 0 torna uma op¢do mais sustentavel em
comparacdo ao metanol (Athar e Zaidi, 2020; Yusuf et al., 2011).

Abreu et al. 2004 realizaram a transesterificacdo a partir de diferentes 60leos vegetais
(andiroba, babacu, cumaru, dendé e piqui) e alcoois (metanol, etanol, propanol, iso-propanol,
n-butanol, terc-butanol e ciclo-hexanol), sendo catalisada por complexos metalicos. Com a
razdo molar constante de 400:100:1(&lcool:6leo:catalisador), foi verificado que os alcoois
lineares reduziram as atividades reacionais com o0 aumento do comprimento da cadeia
carbdnica, com rendimentos inclusive menores que o ciclo-hexanol (Abreu et al., 2004).

Micic et al. (2014) avaliaram o efeito de diferentes 3 tipos de &lcoois supercriticos
(metanol, etanol e propanol) na transesterificacdo de 6leo de colza em que a presenca de
catalisador ndo se fez necessaria. Outros parametros como temperatura de reacao, pressdo e
tempo nos rendimentos também foram analisados. Com uma proporcdo molar alcool/éleo
constante de 42:1, os autores verificaram que o processo a partir do metanol com rendimento
de 93% apresentou 0os menores custos diretos de material e energia e foi alcangado apds 15 min,
a 350 °C e 12 Mpa de pressdo. Para os demais parametros, o estudo mostrou que a temperatura
teve o maior impacto nos rendimentos, seguido pelo tempo de ocorréncia e pressdo (MICIC et
al. 2014).

Em estudo semelhante ao realizado por Micic et al. (2014), Kiss et al. (2014) avaliou
além do efeito do alcool, temperatura de reacdo, pressdo e do tempo nos rendimentos, 0 método
de avaliacdo do ciclo de vida foi verificado na comparacdo dos impactos ambientais da
producdo de biodiesel a partir do metanol e etanol. A temperatura teve o maior impacto no
rendimento, seguida pelo tempo e pela pressdo, apesar que cada variavel tem uma importancia
diferente para cada alcool utilizado. Contrariando a maioria dos relatos existentes na literatura
a utilizagcdo de etanol em relagdo ao metanol ndo trouxe melhoras significativamente a
sustentabilidade e a renovabilidade do processo, ocasionado principalmente pelo maior
consumo do 6leo por unidade de biodiesel produzido no processo (Kiss et al., 2014).

Como ja citado, a razdo molar de alcool/6leo necessaria para que uma reacdo completa

de transesterificacdo ocorra é 3:1 (&lcool:6leo), no entanto, proporcdes diferentes tém sido
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avaliadas no processo reacional, de forma a verificar a influéncia dessas variagbes no
rendimento dos produtos de interesse.

Em uma reacdo aprimorada por ultrassom de micro-ondas, Martinez-Guerra e Gude
(2016) avaliaram o efeito das proporcdes do metanol/etanol na transesterificacdo do 6leo de
cozinha residual catalisada com NaOH, utilizando as razfes (alcool:6leo) de 4,5:1, 6:1, 9:1 e
12:1. A proporgdo molar de 9:1 foi considerada ideal tanto para o etanol quanto para o metanol,
com rendimentos de aproximadamente 98% e 96% de biodiesel respectivamente (Martinez-
Guerra e Gude, 2016). Para o catalisador BaO Martinez- Martinez-Guerra e Gude (2014)
obtiveram 0s maiores rendimentos na proporcao 6:1 (&lcool:6leo)(Martinez-Guerra e Gude,
2014). JaYuetal. (2017), alcangaram os maiores rendimentos da transesterificagdo do 6leo de
soja com metanol e KOH como catalisador na propor¢cdo molar de 12:1 (alcool:6leo) (Yu et al.,
2017).

Com catalisadores metalicos suportados em peneiras moleculares mesoporosas,
Cardoso et al. 2022, verificaram através do planejamento fatorial, que os maiores rendimentos
de ésteres metilicos, a partir de 6leo de soja, foram alcancados na razdo molar etanol:6leo de
20:1. No entanto rendimentos parecidos foram obtidos para a razdo molar 15:1, tendo este a
vantagem de ter consumido menos de energia (Cardoso et al., 2022).

Em reacOes de transesterificagdes sem auxilio de nenhuma outra técnica ou adi¢do de
solventes e com o catalisador KOH, Khan et al. (2023) obtiveram os melhores rendimentos na
proporcéo (alcool:6leo) de 15:1 para o éleo de colza e 18:1 para reacdes para o 6leo de girassol,
tanto para o etanol quanto para o metanol, sendo o metanol proporcionou 0s maiores
rendimentos (Khan et al., 2023). Khiari et al. (2019) demonstram que nas condi¢des 6timas, 0s
maiores rendimentos foram obtidos para uma relacdo molar etanol/6leo de 9:1 para o 6leo de
lentisco catalisado por KOH (Khiari et al., 2019). J& Hajek et al. (2020) em uma
transesterificacdo metilica do 6leo de colza na presenca de butanol como co-solvente e KOH
como catalisador, alcancaram os maiores rendimentos na propor¢do metanol:6leo:butanol de
6:1:2. Foi observado ainda, que a adi¢do de butanol diminui significativamente o tempo de
reacdo de 80 para 10 min para alcangar o mesmo rendimento, de forma que a adi¢do de butanol
causou maior rendimento do que apenas metanol ou butanol utilizados de forma isolada (Hajek
et al., 2020).

Apesar do metanol e etanol serem significativamente os mais utilizados, alcoois com
cadeias maiores estdo recebendo uma atengdo importante para sua aplicacdo em reacOes de

transesterificagdo. Hanh et al. (2009) na obtencdo de biodiesel através da transesterificacdo de
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trioleina com diversos alcoois (metanol, etanol, propanol, butanol, hexanol, octanol e decanol)
por catalise homogénea basica, notaram que, com razdo molar 6:1 (&lcool:trioleina), o
rendimento dependia do tipo de alcool, de modo que a medida que o numero de carbono
aumentava, menor era o rendimento. Dentro do mesmo trabalho, foram realizados testes com
alcoois secundarios (propano-2-ol, butan-2-ol, hexan-2-ol, octan-2-ol), no entanto houve pouca
conversdo de ésteres, 0 que segundo os autores ocorreu em virtude do impedimento estérico
existente nas moléculas (Hanh et al., 2009).

Semelhantemente, Mateos et al. 2021, avaliaram o uso da lipase da Araujia sericifera
na transesterificacdo de 6leo de cozinha residual, com metanol, etanol, propanol e butanol, em
todos os casos rendimentos superiores a 90% foram alcangados, demonstrando ndo haver
influéncia significativa entre os alcoois no rendimento (Mateos et al., 2021).

Contrariando os trabalhos acima, em que alcoois de cadeia curta apresentaram maiores
rendimentos, Saravanan et al. 2010 verificaram que a transesterificacdo com butanol
proporcionou um melhor rendimento quando comparado com metanol e etanol. No entanto,
vale citar que neste estudo foram utilizados catalisadores acidos, o que pode ter influenciado
no resultado diferente alcangcado (Saravanan et al., 2010).

De fato, um diferente catalisador pode influenciar no rendimento reacional, de forma
que diferentes resultados poderdo ser alcancados a partir de um mesmo alcool. Tanto que
Rodrigues et al. 2008 na sintese de biodiesel por alcodlise de 6leos vegetais catalisada por
diferentes lipases comerciais, verificaram que cada lipase apresentou um rendimento diferente
conforme alcool utilizado. N Novozym 435, a Lipozyme TL-IM e a Lipozyme RM-IM,
alcancaram os maiores rendimentos com metanol, etanol e butanol respectivamente (Rodrigues
et al., 2008).

Assim, tem-se que a escolha entre os diferentes alcoois depende de um equilibrio
diversos fatores, incluindo custo, reatividade, metas de sustentabilidade, consideracbes de

seguranca, catalisadores, condi¢des de processo etc.
2.4 ARIRI

2.4.1 Género Syagrus

O género Syagrus é pertencente a familia das Arecaceae, espécies de palmeiras nativas
da América do Sul (WFO, 2024). Essas espécies sdo encontradas em ambientes variados, desde
florestas tropicais até areas semiaridas como o Cerrado e a Caatinga (Kalwij, 2012; Noblick,
2017a; Sant’ Anna-Santos et al., 2023). A maioria das espécies do género é economicamente
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relevante, com aplicacfes que vao desde a producéo de dleo terapéuticos até o uso de suas fibras
em artesanatos e construcdes (dos Santos Souza et al., 2021; Pinheiro et al., 1996).

Além disso, as palmeiras Syagrus desempenham um papel crucial na ecologia de
diversas regides, sendo fontes alimentares para varias espécies de animais, como aves e
roedores (Aroucha e Aroucha, 2013; Crepaldi et al., 2001).

Atualmente o género Syagrus € composto por quase 80 espécies que se diferenciam por
diversas caracteristicas morfoldgicas, ecologicas e funcionais (Sant’ Anna-Santos et al., 2023;
WFO, 2024).

Um dos principais fatores de variacdo entre elas € o porte das palmeiras, que pode ir de
pequenas plantas arbustivas a grandes arvores com troncos robustos. Além disso, ha diversidade
nas formas e tamanhos de suas folhas, que podem ser longas e arqueadas ou mais compactas e
rigidas. Os frutos também variam em tamanho, coloracdo e composicdo, com alguns
apresentando uma polpa mais fibrosa ou carnosa e outros frutos mais oleaginosos (Farias et al.,
2021; Freitas, 2022; Rocha et al., 2022; Sant’ Anna-Santos et al., 2023).

O tipo de ambiente em que essas palmeiras se desenvolvem também é um diferencial
marcante, com algumas espécies adaptadas a climas aridos e secos, enquanto outras prosperam
em florestas tropicais Umidas ou regides de cerrado (Kalwij, 2012; Noblick, 2017a; Sant’ Anna-
Santos et al., 2023).

Entre as diversas espécies do género Syagrus, tem-se a Syagrus cocoides Martius

popularmente conhecida como coco ariri.

2.4.2 Syagrus cocoides Martius

A Syagrus cocoides Martius (CENARGEN-743), é uma palmeira nativa do Brasil, sua
existéncia ja foi verificada nas regides Norte, Nordeste e Centro-oeste, adaptando-se bem a
solos pobres e arenosos, caracteristicas que a tornam resistente em condicdes adversas (Almeida
Junior, 2015; Noblick, 2019; Soares, 2020).

A depender da localidade que se encontra a palmeira de ariri, também pode ser
conhecida como pati, lous, jata, piririma, pererema, iriri, pupunha-brava, cunham-galinha,
uapirima etc (Celestino, 2009; Noblick, 2017a, 2019).

Com uma variacgdo de altura de 1,5 a 10 m, a palmeira de ariri possui um tronco fino e
folhas plumosas com foliolos bem espacados e estreitos, seus frutos com formato ovoides ou

piriformes, medem até 6 cm de comprimento possuindo uma coloragdo castanho-amarelado
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qguando maduro (Andrade et al., 2018; Celestino, 2009; Gomes-da-Silva et al., 2022; Lisboa et
al., 2020; Lorenzi et al., 2010; Noblick, 2017b, 2019; Pinheiro et al., 1996).

A Figura 2.7 apresenta a espécie Syagrus cocoides Martius e seu fruto.

Figura 2.7 - Syagrus cocoides Martius. a) Palmeira b) Fruto.

Fonte: Autor (2025).

O ariri € utilizado para diversos fins, seus frutos por serem comestiveis, servem de
alimento para diferentes espécies de animais, principalmente roedores. Suas folhas, assim como
outras espécies de palmeiras, podem ser utilizadas na cobertura de casas, em artesanatos, na
confeccdo de cestos entre outros utensilios domésticos. Por apresentar certa beleza e robustez,
ainda é frequentemente utilizada em projetos de paisagismo.

O o6leo do ariri, obtido a partir de suas améndoas € rico em acidos graxos, especialmente
o laurico e o miristico (De La Salles et al., 2010). Por possui propriedades antioxidantes e anti-
inflamatdrias, o 6leo do coco ariri vem sendo estudado para uso na prevencdo de doencas
cardiovasculares e no combate ao estresse oxidativo (Pires, 2020; Silva et al., 2023).

A casca dos frutos também tem um importante papel energético, um estudo realizado
por Oliveira (2018) demonstrou que a porcentagem de casca em relagdo ao peso total do fruto
pode chegar a 59%, tornando-a uma fonte promissora de biomassa para a geracdo de energia
(Oliveira, 2018).

Além das propriedades industriais e energéticas, a palmeira de ariri apresenta uma
caracteristica morfoldgica rara. Aproximadamente 16% das populacOes dessa espécie,

especialmente no estado do Maranh&o, apresentam ramificagcdo bifurcada, uma peculiaridade
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que desperta interesse para estudos de taxonomia e conservacao (Coudert, 2017; Hallé, 2001,
Pinheiro et al., 1996).

Apesar de seu potencial, estudos realizados com a Syagrus cocoides Martius,
especificamente com o fruto e/ou 6leo sdo muito escassos. Os poucos trabalhos encontrados na
literatura ainda ndo foram publicados em periddicos especializados (Bastos, 2020; Oliveira,
2018; Penha, 2023; Silva et al., 2023). Moura et al. (2023) em um estudo de prospeccao
encontram somente 7 artigos relacionados a espécie, evidenciando a escassez de pesquisas

sistematizadas sobre o ariri (Moura et al., 2023).

2.5 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

Nas reacOGes de transesterificacbes que envolve TG ndo existe uma metodologia
padronizada que possa ser aplicada para diferentes meios reacionais, sendo sempre necessario
a realizacdo de um planejamento experimental de modo a compreender como as variaveis
existentes interagem entre si e quais delas séo cruciais na obtencdo dos melhores rendimentos
para que ao final do processo tenha-se as condi¢cdes operacionais favoraveis para a reacao
(Wissmann e Grover, 2009).

A depender do objetivo e da complexidade do sistema, diferentes técnicas de
planejamento experimental podem ser aplicadas em reacOes de transesterificagdes, dentre eles
tem-se: Doehlert (Ruschel et al., 2016); Plackett-Burman (Ali et al., 2010; Paintsil et al., 2017);
Composto Central (Costa et al., 2013; Dias et al., 2013) entre outros (Barros Neto et al., 2010;
Berger et al., 2018; Wissmann e Grover, 2009), tendo destaque os planejamentos pela
metodologia de Taguchi e a metodologia de superficie de resposta associada a outros modelos.

Dizge et al. 2008 realizaram a sintese de ésteres metilicos a partir de diversos 6leos
vegetais e catalisada pela lipase de Thermomyces lanuginosus imobilizada. Nesse estudo o
planejamento experimental baseado na metodologia de Taguchi (Freddi e Salmon, 2019) foi
realizado para a imobilizacdo da lipase e para a producdo dos ésteres. A metodologia
demonstrou que a eficiéncia da imobilizacéo da lipase foi afetada pela temperatura e tempo de
imobilizacdo e pelo fluxo enzimético, sendo que o tempo de imobilizacdo foi o fator mais
importante. Na formacdo dos ésteres metilicos, verificou-se que um aumento na proporgéo
alcool:6leo eleva o rendimento dos produtos, que também é influenciado pelas variaveis unicas:
fluxo de substrato, temperatura e tempo total de reacdo. Em contrapartida o aumento da

guantidade de agua teve efeito insignificante no rendimento reacional (Dizge et al., 2009).
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Semelhantemente Adewale et al. 2017 verificaram que razdo molar do 6leo para o
metanol e o tempo de reagéo foram os dois parametros que mais influenciaram nos rendimentos
e gque apds uma validacdo experimental o método Taguchi se mostrou um excelente método,
pois previu de forma confiavel as conversdes dos triglicerideos em biodiesel (Adewale et al.,
2017).

Ao contrério dos resultados acima, Moreira et al. 2020 utilizando o método Taguchi
verificaram que entre os parametros estudados (teor de biocatalisador, razdo molar do
alcool:6leo, temperatura e tempo) apenas o teor de biocatalisador teve efeito significativo na
conversdo, sendo que os demais parametros ndo apresentaram resultado estatisticamente
significativo, o que pode ser explicado em virtude dos reagentes utilizados serem diferentes dos
anteriores (etanol, Oleo de babacu e lipase de Rhizomucor miehei imobilizados em
nanoparticulas (Moreira et al., 2020).

Na busca pela otimizagdo do meio reacional, constantemente aplica-se dois diferentes
planejamentos, na qual a metodologia de superficie de resposta (MSR) associada
principalmente ao planejamento fatorial e ao corpo central (DCC) tem se destacado.

Babaki et al. 2017 utilizaram as lipases imobilizadas de Rhizomucor miehei (RML) e
Candida antarctica B (CALB) na transesterificacdo do 6leo residual de palma com metanol.
As variaveis: razdo entre as enzimas, razao do solvente t-butanol para 6leo, teor de adsorvente
de &gua e tempo de reacdo foram avaliados através da MSR e DCC. Influenciado
principalmente pela razdo CALB:RML, os rendimentos maximos foram alcancados nas
condi¢des: CALB:RML de 3:1, razdo t-butanol:6leo de 10% em peso, teor de adsorvente de
agua de 22,5% em peso e no tempo de reacdo de 10 h (Babaki et al., 2017).

Shahedi et al. 2019 também verificaram que o0 aumento da quantidade CALB em relagéo
a RML ocasiona maiores rendimentos, trazendo ainda melhorias em relacdo a estabilidade
térmica e na estabilidade do metanol. Neste estudo as lipases foram co-imobilizadas e utilizadas
na transesterificacao 6leo de palma com metanol. Por meio do DCC e da MSR, verificaram que
as combinacges Gtimas para a reacao foram obtidas na razdo CALB:RML de 2,5:1, razdo de t-
butanol para éleo de 39,9% em peso, temperatura de 35,6 °C, razdo metanol:6leo de 5,9: 1 e
tempo de reacdo de 33,5 h (Shahedi et al., 2019).

Guo et a., (2020), na metanolise do 6leo residual de palma catalisada pela lipase
Candida antarctica A, aplicaram o planejamento fatorial de 3 niveis e 3 fatores, sendo que as
variaveis e niveis selecionados foram teor de agua (3%, 15% e 27%), tempo de

transesterificagcdo (4 h, 20 h e 36 h) e carga de lipase (1%, 5% e 9%). Conforme delineamento

RENORBIO-UFMA-NCCA Tese de Doutorado - Carlos Alberto Lira Junior



37

MSR, verificaram que influéncia das condi¢des de reacdo diminuiu na ordem teor de &gua >
tempo de reacdo > carga enzimética obtendo as seguintes condi¢des reacionais 6timas: 16,6%
em peso de teor de agua e 5,5% em peso de carga de lipase a 30 °C por 22 h (Guo et al., 2020).
Finda-se, complementando que a aplicacdo de planejamentos experimentais ndo se
resume a sistemas com biocatalisadores, podendo ser aplicados as mais diferentes formas de
catélises (Colombo et al., 2017; Costa et al., 2013; Lopes et al., 2022; Rashid et al., 2011).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver bioprocesso para obtencdo de bioproduto a partir da transesterificacdo de

6leo do coco ariri com etanol utilizando biocatalisadores.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar e avaliar os parametros fisico-quimicos do 6leo de ariri visando sua
utilizacdo em reacdes de transesterificagéo;

e Realizar célculos de Quimica computacional para entendimento dos mecanismos
reacionais envolvidos na transesterificacéo;

e Utilizar as enzimas Amano Lipase PS, de Burkholderia cepacia e Amano lipase PS-IM
(imobilizada em terra diatoméacea), como biocatalisadores para obtencao de bioprodutos
por rota ambientalmente favoravel,

e Avaliar as condi¢Oes reacionais (razdao molar e quantidade de catalisador) e como estas
influenciam no rendimento da reacdo de transesterificacdo, para obter as melhores

condigdes reacionais.
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4 ROTAS BIOTECNOLOGICAS APLICADAS EM REACOES DE
TRANSESTERIFICACAO
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Qualis — A4 (Biotecnologia 2017-2020)

RESUMO

Reac0es de transesterificacdo sdo amplamente utilizadas para obten¢des de varios produtos.
Para que ocorreram de forma viavel, é necessario a utilizacdo de catalisadores nestas reacoes,
eles funcionam promovendo a obtencdo de melhores resultados. Os catalisadores utilizados em
reacOes de transesterificagdo sdo classificados como homogéneos ou heterogéneos. Dentre 0s
heterogéneos tém-se os catalisadores enzimaticos, também conhecidos como biocatalisadores,
que em parte da literatura o classifica de forma separada. Apesar dos biocatalisadores serem
utilizados a bastante tempo, ndo ha uma rota definida para sua utilizagdo, se diferenciando uma
da outra desde os tipos de substratos utilizados, o tempo e a temperatura reacional, até a
quantidade de catalisador usado. Diante dessas possibilidades, este trabalho apresenta uma
revisdo sobre rotas cataliticas utilizadas nas reacdes de transesterificacdo abordando
caracteristicas, vantagens e desvantagens, com destaque a utilizacdo dos biocatalisadores, além
das diferentes rotas disponiveis para que esse tipo de catalise aconteca com os melhores
resultados.

Palavras-chave: Biocatalise. Lipases. Transesterificacdo

ABSTRACT

Transesterification reactions are commonly used to obtain various products. In order for these
reactions to proceed successfully, catalysts must be used, as they promote the achievement of
better results. The catalysts used in transesterification reactions are classified as homogeneous
or heterogeneous. Heterogeneous catalysts include enzymatic catalysts, which are also known
as biocatalysts, and are sometimes classified separately in the literature. Although biocatalysts
have been used for a long time, there is no set route for their use, as they differ from each other
in the type of substrates used, the reaction time and temperature, and the amount of catalyst
used. Considering these possibilities, this paper presents a review of the catalytic processes used

in transesterification reactions. The peculiarities advantages and disadvantages, emphasizing
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on the use of biocatalysts, as well as the different routes available for this type of catalysis to
achieve the best results, will be addressed.

Keywords: Palm trees. Syagrus. Biometry. Oil. Productivity.

INTRODUCAO

Uma reacdo quimica é caracterizada pela reorganizacao dos atomos em que compostos
novos sdo formados de diversas maneiras e complexidades. E imensuravel a importancia das
reacOes quimicas para a humanidade, sendo Util em uma simples queima até na producéo de
medicamentos utilizados na cura de doencas graves. Entre as mais diversas reacdes quimicas,
cita-se a transesterificacdo em que um éster, na presenca de catalisadores, reage com um outro
composto obtendo um novo éster. A depender dos reagentes, a reacdo de transesterificacdo seréa
denominada como interesterificacdo quando ocorre entre dois ésteres; acidolise quando ocorre
entre um éster e um acido carboxilico e alcodlise quando o éster reage com um alcool.

O uso das reacOes de transesterificacdo esta consolidado no meio cientifico, através da
sintetizacdo de polimeros (Otera, 1993), na producdo de compostos biologicamente ativos
(Parmar et al., 1992), na formulacdo de farmacos (Rao et al., 2021) e principalmente na
producdo de biodiesel através da utilizacéo de triglicerideos (TG) oriundos do 6leo vegetal, da
gordura animal e dos 6leos e gorduras residuais (Luna et al., 2016; Mumtaz et al., 2017). A
transesterificacdo nesse caso, transforma os triglicerideos em ésteres alquilicos através da troca
da carboxila do acido graxo por um grupo hidroxila oriundo de um alcool.

As etapas de transesterificacdo ocorrem de forma sequencial e reversivel, sendo que na
primeira etapa os triglicerideos reagem com o alcool formando diglicerideos que em sequéncia
sdo convertidos em monoglicerideos e glicerol, produzindo um éster alquilico em cada etapa.
A reagdo estequiométrica necessita de 3 mols de alcool utilizado para cada 1 mol de
triglicerideo. Para que se obtenham maiores rendimentos dos ésteres alquilicos e permitir sua
separacdo do glicerol, costuma-se utilizar excessos de alcool.

Para melhores resultados nas reagdes de transesterificacdo, sdo utilizados catalisadores
que a depender do estado em que se encontram no meio reacional, podem ser divididos em
homogéneos e heterogéneos e subdivididos em acidos e basicos.

Na Figura 4.1 é apresentado a classificagdo das catélises e os tipos de catalisadores

utilizados nas reagOes de transesterificacoes.
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Figura 4.1 - Classificacéo e tipos de catalisadores.
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Fonte: Adaptado de Chouhane Sarma (2011); Nisar et al. (2021); Rezende et al. (2021) e
Rizwanul Fattah et al. (2020).

Um sistema catalitico em que 0s reagentes e 0s componentes do catalisador se
encontram em uma fase é conhecido como catalise homogénea, ocorrendo na maioria das vezes
na fase liquida. Os catalisadores homogéneos sdo os mais aplicados na transesterificacdo de
triglicerideos, visto que sdo mais facilmente utilizados e requerem um menor tempo para que a
reacdo ocorra, no entanto ndo é possivel sua reutilizacdo, necessitando que o produto seja lavado
diversas vezes, fazendo com que produtos sejam desperdicados. (Mandari e Devarai, 2022;
Rizwanul Fattah et al., 2020; Thangaraj et al., 2019).

A catalise heterogénea ocorre quando o catalisador, geralmente no estado sélido, esta
em uma fase diferente dos reagentes que estdo em estado liquido. Tal catélise tem se destacado
diante de algumas desvantagens apresentadas por catalisadores homogéneos que possuem uso
unico, taxa de reacdo lenta, dificuldades na saponificacdo entre outras. Em contrapartida,
catalisadores heterogéneos, sdo produzidos por rotas sintéticas, possuem maior seletividade,
S80 Menos ONerosos Pois 0 processo necessita de menos etapas, podem ser reutilizados ja que
sdo facilmente separados da mistura reacional e podem ser aplicados na transesterificacdo de
diferentes matérias-primas. Apesar das vantagens e de seu crescente destaque, catalisadores
heterogéneos possuem menores conversdes de triglicerideos em ésteres alquilicos, passando a
exigir condicbes de reacdo mais severas quando comparadas em conversdes homogéneas
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(Borges e Diaz, 2012; Faruque et al., 2020; Lee et al., 2009; Mukhtar et al., 2022). A Tabela
4.1 apresenta as principais vantagens e desvantagens das catélises homogénea e heterogénea.

Tabela 4.1 - Vantagens e desvantagens das catalises homogénea e heterogénea.

T'pf) _de Catalisador Vantagens Desvantagens
catalise
Elevada atividade catalitica x x
Formac&o de sabdo
Menor custo S
Amplamente disponivel Né&o é adequadq para substratos com
i . teor de AGL acima de 2%
. s Na&o e corrosivo ~ e
Homogéneo basico . Né&o reutilizavel
@ Ideal para substratos com baixo teor :
o de AGL Ngqessna de lavagem extensa
@ - ~ Dificuldade na purificacdo dos
g Reacdes répidas e altas conversdes
2 . L produtos
S Suaves condi¢des reacionais
S Menor taxa de reacdo
% Elevada atividade catalitica Reacdo mais lenta que a catélise
= Adequado para substratos com alto basica
O A . teor de AGL Separagéo e reutilizagdo incomum
Homogéneo acido . s N ~ A 4

Né&o ha formagdo de sabéo Ocorréncia de corroséo

Uso em fontes com TG de baixa CondicGes reacionais mais severas

qualidade Dificuldade na separacdo do

catalisador do meio reacional
Facil separacdo do catalisador
Reutilizacdo do catalisador Alto custo de producédo
A (s Facilidade na purificagdo do produto  Possivel lixiviagdo de sitios ativos

© Heterogéneo bésico « : . . L
8 Geracéo de efluentes reduzida Sensivel a 6leos com altos niveis de
E’, Reacdo mais rapida que a catalise AGL
o acida
2 Alto custo de producéo
< Altas razGes molares alcool-6leo
2 Reutilizacdo do catalisador Altas concentracGes de catalisador
% Heteroadneo 4cido Fécil separacdo do catalisador Maior tempo de reagéo
O g Uso em fontes com TG de baixa Pode sofrer desativacéo

qualidade

Condigdes reacionais severas
Lixiviagdo de sitios ativos do
catalisador

Fonte: Baskar et al. (2017); Rezende et al. (2021) e Rizwanul Fattah et al. (2020)

CATALISE ENZIMATICA

Apesar dos catalisadores serem divididos em homogéneos e heterogéneos, hd uma nova

classificacdo que tem sido amplamente utilizada pela literatura que s@o os biocatalisadores.

Também chamados de catalisadores enzimaticos os biocatalisadores vém sendo classificados a

parte, mesmo sendo incluidos na classificacdo heterogénea, muito provavelmente pela

importancia que tem se dado a ele.

A reacOes de transesterificacdo utilizando catalisadores homogéneos ou heterogéneos,

apresentam diversos problemas, citados anteriormente, que precisam ser contornados, como por

exemplo a sensibilidade a pureza dos reagentes, a formacdo de emulsGes, a necessidade de

condicdes reacionais severas, questdes ambientais etc. Nesse ponto a catélise enzimatica surge
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com uma excelente alternativa, pois as condi¢des de reacdo sdo mais suaves, a demanda de
energia € baixa, sdo pouco influenciadas pela qualidade da matéria-prima, geram menos
subprodutos, podem tanto ser utilizadas na transesterificacdo quanto na esterificacdo e €
ambientalmente favoravel (Fjerbaek, et al., 2009; Guldhe et al., 2015, 2017; Santos, et al.,
2020; Yuzbasheva et al., 2014).

As principais enzimas utilizadas na catalise enzimatica e que serdo objeto deste trabalho,
sdo as lipases classificadas como Enzyme Commission (C.E) 3.1.1.3 que fazem parte dos grupos
das hidrolases responsaveis pela hidrolise de ésteres (Kennedy, 1987). Em que se destacam:
Aspergillus Rhizomucor miehei, Bacillus thermocatenulatus, Candida antarctica, Geotrichum
candidum, Humicola lanuginosa, Mucor javanicus, Penicillium, Burkholderia cepacia,
Rhizopus oryza, Rhizomucor miehei, Pseudomonas fluorescens, Thermomyces lanuginosus,
Yarrowia lipolytica etc (Bajaj et al., 2010; Gog, et al., 2012; Hwang, et al., 2014)

Apesar de existirem diferentes lipases, todas elas possuem elementos estruturais em
comum que ¢ a triade catalitica e o dobramento caracteristico conhecido como o/f hidrolase. A
triade catalitica formada pelos aminoacidos serina (Ser), histidina (His) e o acido aspartico
(Asp) ou glutamato (Glu), compdem o sitio ativo onde ocorre o mecanismo reacional. A
estrutura tridimensional da lipase Burkholderia cepacia (anteriormente chamada de
Pseudomonas cepacia) em sua conformacdo aberta-ativa com seus sitios ativos séo
apresentados na Figura 4.2.

Figura 4.2 - Estrutura da lipase Burkholderia cepacia com uma triade catalitica

Fonte: Adaptado de Rodrigues et al. (2021).

Uma vez que o sitio ativo € comum para quaisquer lipases, 0 mecanismo reacional é
idéntico para todas e para qualquer reacdo que ocorrer (esterificacdo ou transesterificacdo). Na
Figura 4.3 temos 0 mecanismo de reagdo de transesterificacdo catalisada por lipase do tipo
Ping Pong Bi-Bi.

O mecanismo envolve duas etapas: uma etapa de acilagéo e outra de desacilagéo e ocorre

no sitio ativo constituido pela triade catalitica serina, histidina e &cido aspartico/glutamato. Na
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acilacdo, a histidina, através de uma ligacdo de hidrogénio, aumenta a nucleofilicidade da
hidroxila da serina que ataca o carbono carbonilico do triglicerideo, levando a formag&o do
intermediario tetraédrico que é estabilizado por ligac6es de hidrogénio entre o oxianion e 0s
grupos amidas dos residuos das cadeias principais (Bousquet-Dubouch, et al., 2001; Castillo et
al., 2016; Gog, et al., 2012; Jegannathan, et al., 2008; Ribeiro, et al., 2011).

A formacgdo do complexo, faz com que um préton da serina seja transferido para a
histidina e o aspartato, que é desprotonado, neutraliza parcialmente a carga positiva originada
no complexo de transicdo. A histidina protonada perde o préton, ocorrendo a clivagem do
intermediério tetraédrico que restabelece a ligacao da carbonila, liberando o diglicerideo como
primeiro produto e a formagdo do intermediario acil-enzima finalizando assim a etapa de
acilacdo (Bousquet-Dubouch, et al., 2001; Castillo et al., 2016; Gog, et al., 2012; Jegannathan,
et al., 2008; Ribeiro, et al., 2011).

Na etapa de desacilacéo, a histidina e &cido aspértico auxiliam o ataque nucleofilico do
alcool ao intermediario acil-enzima formando um segundo intermediario tetraédrico que se
rearranja liberando uma molécula do éster reestabelecendo entdo a enzima que estara pronta
para um novo ciclo em que novas moléculas de diglicerideo e/ou monoglicerideo serdo
formadas para que no final, da reacdo tenha-se a mistura de ésteres alquilicos e glicerol.
(Bousquet-Dubouch, et al., 2001; Castillo et al., 2016; Gog, et al., 2012; Jegannathan, et al.,
2008; Ribeiro, et al., 2011).

Figura 4.3 - Mecanismo de transesterificacdo da catalise enzimatica
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Fonte: Adaptado de Bousquet-Dubouch, et al. (2001); Castillo et al., (2016); Gog, et al.
(2012); Jegannathan, et al. (2008); Ribeiro, et al. (2011)
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As lipases podem ser utilizadas nas reagdes de transesterificagdo na forma livre ou
imobilizada. As imobilizadas, geralmente, apresentam melhor estabilidade reacional, atividade
e toleréncia frente aos alcoois, estabilidade térmica e resisténcia a solventes e facilidade de
recuperacdo. A principal técnica de imobilizacdo é a adsorcdo sendo utilizado outros métodos
como ligacdo ibnica e covalente, reticulagdo, aprisionamento, encapsulamento e interagoes
hidrofébicas (Aguieiras, et al., 2015; Gog et al., 2012; Jegannathan, et al., 2008; Narwal e
Gupta, 2013)

Apesar de sua crescente utilizacdo, o uso das lipases ocorre em menor frequéncia que
outros catalisadores, provavelmente pelo longo tempo reacional, e pelos maiores custos, por
conta disso, diferentes procedimentos metodoldgicos buscam contornar essas barreiras para
favorecer seu uso.

Diversas fontes de lipase tém sido utilizadas, se destacando Burkholderia cepacia e
Candida antarctica na forma imobilizadas ou livre, obtendo excelentes resultados.

Embora os trabalhos possuam diferentes metodologias, € comum que 0s estudos
avaliem, sobre a perspectivas de rendimento: a influéncia no tipo do alcool, sua razdo com o
oleo, a carga e o tipo de catalisador, a quantidade da agua, o tempo e a temperatura. A relacédo
dos solventes e a agitacdo utilizada é muito pouco avaliada em virtude de sua baixa influencia
na reacao.

Na Tabela 4.2 é apresentado rotas experimentais para o uso de biocatalisadores nas
reacOes de transesterificacdes.

Baron et al., (2014) utilizaram a Burkholderia cepacia imobilizada em suporte
hidrofébico, na transesterificacdo do 6leo de soja com etanol em diversas razbes do alcool com
6leo e em diferentes cargas do catalisador, alcancando rendimentos de 90% numa razdo molar
(&lcool:6leo) de 1:3, 30°C/6h e uma carga de catalisador em 4,5%. Ma et al., (2017) obtiveram
95,42% de rendimento utilizando essa lipase em emuls@es estaticas e em diferentes solventes
organicos, os resultados foram obtidos nas condi¢Ges otimizadas de 1:5 para razdo molar do
alcool:6leo a 50°C/30 h de reacdo, a melhor razdo do solvente (n-hexano) foi de 1:2 (massa do
substrato/volume solvente) para uma carga do catalisador de 83,3% em relagdo ao substrato
utilizado. E importante destacar que a carga do catalisador utilizada por Ma et al., (2017)
aparentemente ¢ alta quando comparado com outros trabalhos, no entanto, deve-se ponderar
gue massa da enzima contida efetiva contida na carga € muito menor e virtude de sua

imobilizacéo.
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Noureddini et al., (2005) ao compararem a transesterificacdo do 6leo soja utilizando a
lipase Burkholderia cepacia na forma livre e imobilizada, com metanol e etanol, obtiveram
menores resultados para a enzima livre, com rendimentos de 36% na reacdo com etanol e 41%
com metanol, assim, a otimizacdo do processo foi realizada somente para a lipase imobilizada
que alcancgou rendimentos de 65 e 67% quando utilizado o etanol e 0 metanol, respectivamente.
O maior rendimento para o metanol foi obtido com a razdo molar (alcool:6leo) em 1:7,5; carga
do catalisador em 0,475%; teor de &gua em 0,5% e tempo de reacéo de 1h a 35°C. Para o etanol
a otimizacao ocorreu com uma razdo molar em 1:15,2; carga do catalisador em 0,475%; teor de

agua em 0,3% e tempo de reacdo de 1h a 35°C.
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Fonte da lipase Oleo Alcool Teor de agua Solvente Du,ra}(;ao Me_lhores Condicdes do processo para os Referéncia
maxima  rendimentos melhores resultados
) Raz&o molar em 1:3,4; carga de lipase (Ostojeic et
Oleo de girassol Metanol - - 24h >99% de 250 U/g de mistura de reacéo; 1h e )
50°C al., 2021)
Oleo de Ra_zé_w molar em 1:3, etanol (Baron et al.
mamona Etanol - - 24h 98% ad|C|_onado em uma etapa; carga do 2014) '
catalisador em 4,5%; 6h e 30°C
0a20% (em Raz8o molar em 1:10; carga do (Abdullae
Etanol peso do - 24h 100% catalisador em 52%; teor de agua em Ravindra,
Oleo de pinhdo substrato) 20%; 8h; 35°C e 6g de RCF 2013)
manso 1a12% (em Razdo molar em 1:1,6, metanol (You et al
Metanol peso do - 30h 94% adicionado de 3h em 3h; carga do 2013) v
substrato) catalisador em 10%; 24h e 35°C
. Razdo molar em 1:5; carga do
Bu(r:lgggcl:(ijsrla Etanol - bu?ézgi(zn:-,htsggno 30h 95,42% catalisador em 83,3%; razdo do (MZ%%‘;‘I"
solvente em 1:2; 30 h e 50°C
0,5a2% (em Razdo molar em 1:15,2; carga do (Noureddini et
Etanol peso do - 5h 65% catalisador em 0,475%; teor de agua al., 2005)
substrato) em 0,3%; 1he 35°C B
(NOUREDDI
Oleo de soja Etanol Oaso(fu(gggr;i)s)o - 1h 36% ke Nl etal.,
2005)
0,5a2% (em Razdo molar em 1:7,5; carga do (Noureddini et
Metanol peso do - 5h 67% catalisador em 0,475%; teor de agua al., 2005)
substrato) em 0,5%; 1h e 35°C B
0,5a2% (em -
Metanol peso do - 1h 41% Hhx (Nglu reg%(i)lg)l et
substrato) B
) 0a20% (em Razdo molar em 1:6; carga do (Rafiei et al
Candida rugose Oleo de soja Metanol peso do - 60h 78% catalisador em 20%; teor de 4gua em 2018) B
substrato) 10%; 60h e 45°C

Fonte: Elaborada pelos autores

RENORBIO-UFMA-NCCA

Tese de Doutorado - Carlos Alberto Lira Junior



Tabela 4.2: CondicGes experimentais em reacgdes de transesterificagdo utilizando biocatalisadores. Continuagéo

48

Fonte da . < Teor de Duracéo Melhores Condicoes do processo para 0s .
. Oleo Alcool . Solvente " . Referéncia
lipase 4gua maxima  rendimentos melhores resultados
) 0a5% (em Razdo molar em 1:6; carga do (Miao et al
Oleo de colza Metanol peso do - 32h 89,40% catalisador em 20%; teor de agua em 2018) B
substrato) 2%; 24h e 45°C
Oleo de cozinha Razdo molar em 1:2,63; carga do (Wangetal.,
residual Metanol ) i 12h 98,50% catalisador em 2,2%:; 8,11h e 45,97°C 2018)
Oleo de palma para 3a27% (em Razé_o molar em 1.7, carga do (Guo etal.
fritura Metanol peso do - 36h ~95% catalisador em 5,5%; teor de 4gua em 2020) '
substrato) 16,6%; 22h e 30°C
Candida Oleo de pinhédo Razdo molar em 1.5; carga do (Wangetal,
antarctica manso Metanol ) i 24h 95,50% catalisador em 7,3%; 14h e 37,5°C 2018)
) 0,1a4% Razdo molar em 1:10; carga do (Rosset et
Oleo de soja Etanol (em volume - 24h 89% catalisador em 5%; teor de agua em al., 2011)
do alcool) 1%; 24h e 32°C "
" . . Razdo molar em 1:3; carga do
%Leg,g?gsgés(g(:%? Etanol - - 4h 73% ggtf(lzisador em 9%, acidez 0,5; 4h e (Peggol% al.
P Lo Razdo molar em 1:10; carga do (Amini et
Oleo manjericdo Metanol ) i 72h 94,60% catalisador em 6%:; 68h e 47°C al., 2017)
_ Oleo de cozinha Raz_éo molar em 1:3; raz8o entre as (Babaki et
Candida residual Metanol - Terc-butanol 25h 95,60% enzimas de 3:1; teor do solvente em al., 2017)
antarctica/R 10%; 10h e 50°C "
hizomucr ) Raz&o molar em 1:5,9; raz8o entre as (Shahedi et
miehei Oleo de palma Metanol - Terc-butanol 36h 78,30% enzimas de 2,5:1; teor do solvente em al., 2019)
39,9%; 33,5h e 35,6°C B
Acetona, benzeno, ~ )
. Razdo molar em 1:3, metanol
4 0a40% (em  cloroférmio, tolueno, adicionado em trés etapas; teor de  (Nieetal
Candida sp. Oleo de salada Metanol peso do éter de petréleo, 60h 96% . ) ) ’ . "
. agua em 20%; solvente: n-hexano; 60 2006)
substrato) ciclohexano, n-hexano

e n-heptano

he 40°C

Fonte: Elaborada pelos autores
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Duracéao

Melhores

Condicoes do processo para 0s

Fonte da lipase Oleo Alcool Teor de agua Solvente s . Referéncia
méxima  rendimentos melhores resultados
) Etanol 0 a 2% (em peso 8h 73% Razdo molar em 1:4; carga do catalisador ~ (Shah et al.,
Chromobacterium  Oleo de pinhdo do substrato) em 15%; teor de dgua em 1%; 8h e 40°C 2004)
viscosum manso Etanol 0 a 2% (em peso ) 25h 92% Raz&o molar em 1:4; carga do catalisador ~ (Shah et al.,
) do substrato) em 10%; teor de 4gua em 1%; 8h e 40°C 2004)
Oreochromis Oleo de cozinha Metanol 1 a9% (em peso ) 36h 96.50% Razdo molar em 1:4; carga enzimatica de  (Patchimpet et
niloticus residual do substrato) ' 30 kUnit; teor de 4gua em 3%; 28h e 45°C al., 2020)
Pseudomonas 5 i ) 0Q0 Razdo molar em 1:18; carga do (Moreira et
fluorescensa Oleo de palma Etanol 72h 98% catalisador em 20%; 24h e 58°C al., 2007)
Oleo de soja . N .
Rhizomucor miehei  (acidez de 0,5, Etanol - - 4h 52% Razdo molgr em 13 cargzido catalisador  (Pedro etal,
em 9%; acidez 50; 4h e 40°C 2017)
8,5, 50 ¢ 90
Etanol
< . (absoluto, i ) o Razdo molar em 1:6, Icool absoluto; carga  (Mata et al.,
Oleo de milho 96% e 48h 98,95% 4o catalisador em 2.8%: 12h e 35°C 2012)
70%)
) Terc- Razdo molar em 1:4; carga do catalisador (Raita et al
Thermomyces Oleo de palma Etanol - 48h 89,90% em 20%; razdo do solventeem 1:1; 24 h e B
. butanol o 2010)
lanuginosus 45°C
. . Razdo molar em 1,5:1; carga do (Xie e Ma
- - 0 1 L Ll
Oleo de soja Metanol 33h 94% catalisador em 40%; 4h e 45°C 2010)
Oleo de soja « .
. Razdo molar em 1:3; carga do catalisador ~ (Pedro et al.
- - 0 1 L
(acidez de 0.5, Etanol 4h 50% em 9%; acidez 0,5; 4h e 50°°C 2017)
8,5,50 e 90
Thermomyces x . .
. . . Terc- 0 Razdo molar em 1:4; carga do catalisador (Lietal.,
lanuginosus/Candi Oleo de colza Metanol butanol 25h 95% em 4%; 12h e 35°C 2006)

da antarctica

Fonte: Elaborada pelos autores
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Outra fonte de lipase que merece destaque é a Thermomyces lanuginosus. Xie e Ma
(2010), utilizando na forma imobilizada, obtiveram 94% de rendimentos ao reagirem 6leo de
soja e metanol na razdo de 1,5:1; uma carga do catalisador de 40% em um sistema reacional de
4h a 45°C, no mesmo trabalho, os autores utilizaram o catalisador por 3 vezes sem diminui¢do
significativa da sua atividade o que permite sua reutilizagdo ocasionando uma reducéo nos
custos de processo.

Raita et al. (2010) na etandlise biocatalitica de 6leo de palma em sistema com o solvente
terc-butanol em que o catalisador consistia em microcristais revestidos de proteina da lipase
Thermomyces lanuginosus, demonstraram que a adi¢do do terc-butanol permitiu rendimentos
de aproximadamente 90%, corroborando coma proposta que o terc-butanol aumentar a
atividade catalitica e a estabilidade operacional das lipases (Li et al., 2006).

Pedro et al. (2017), utilizando o 6leo de soja como substrato, alcancou apenas 50% de
rendimento, valores muito abaixo dos obtidos por Xie e Ma (2010) que utilizaram tanto o
mesmo substrato quanto o alcool. Essa reducéo no rendimento pode ter sido influenciada pela
acidez dos oleos utilizados que variaram de 0,5 a 90, além disso, ndo houve otimizacao das
condicdes experimentais, o que poderiam levar a melhores resultados.

Na busca por maiores rendimentos, a combinacao de lipases imobilizadas oferece uma
boa alternativa. Com esse objetivo, Li et al. (2006), avaliaram o uso combinado de
Thermomyces lanuginosus e Candida antarctica na metandlise do 6leo de colza em sistema
com o solvente terc-butanol obtendo 95% de rendimento ao utilizar uma mistura formada por
3% de Thermomyces lanuginosus e 1% de Candida antarctica em uma razdo molar
metanol/6leo de 4:1, sendo que a atividade catalitica da mistura ficou praticamente inalterada
quando reutilizadas por 200 vezes. Shahedi et al., (2019) e Babaki et al., (2017) também
trabalharam com essa metodologia, utilizando a combinacéo das lipases Candida antarctica e
Rhizomucor miehei alcancando 78,30 e 95,6% de rendimentos respectivamente através da
metodologia de superficie de resposta (RSM)

Quanto ao tipo de alcool, o etanol e metanol sdo mais utilizados, provavelmente por
serem produzidos em maior escala e consequentemente mais baratos (Szczgsna Antczak et al.,
2009). Alcoois de cadeias maiores ja foram estudados em reac@es de transesterificagdo, mas
esse numero tem se reduzido, muito em virtude do possivel impedimento estérico (Abigor et
al., 2000; Musa, 2016; Nelson; Foglia; Marmer, 1996).

Mesmo sendo menos utilizado, o uso do etanol dever ser avaliado de forma positiva,

visto que além de suas transesterificacfes apresentarem excelentes resultados com rendimentos
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acima de 90% (Abdulla; Ravindra, 2013; Baron et al., 2014; Ma, Li et al., 2017; Mata et al.,
2012; Moreira et al., 2007; Shah et al., 2004), sua obtenc&o é feita por rota amigavel, diferente
do metanol que é oriundo do petroleo.

Outro fator que deve ser levado em consideracdo no processo reacional é a quantidade
de &lcool a ser utilizado, conforme ja frisado, a reagdo estequiométrica necessita de 3 mols de
alcool para cada 1 mol de triglicerideo, portanto, a razdo molar alcool/6leo deve partir desse
principio.

Os trabalhos utilizados para esta revisdo, utilizaram uma razdo molar alcool/6leo de 1:1
até aproximadamente 1:27 o que demonstra uma certa dificuldade em se manter uma
metodologia, para esse tipo de reacdo, na qual uma mesma quantidade de &lcool poderé resultar
em diferentes rendimentos. Seja qual for a razbes molar utilizada, esperasse que as reacoes
ocorram com excesso de alcool para que se tenha além do aumento na miscibilidade um maior
contato entre a molécula de alcool e o triglicerideo (Musa, 2016). Fato esse corroborados com
os trabalhos citados na Tabela 2, em que os maiores rendimentos foram obtidos com a razdo
molar alcool/6leo acima de 1:4, embora alguns trabalhos com metanol tiveram suas otimizacgdes
abaixo da estequiometria minima necessaria (Wang et al., 2018; You et al., 2013), algo
condizente, j& que podera ocorrer a desnaturagdo da lipase devido a sua toxicidade, caso a razéo
molar de metanol para 6leo no sistema exceda 1:1(Nie et al., 2006).

Ainda com relacdo a utilizacdo do &lcool no meio reacional, deve ser levado em
consideracdo, a maneira que o alcool é adicionado na reacdo, se no inicio ou durante a reacéo.
You et al. (2013) avaliaram as influéncias da adicdo do metanol (uma etapa e nos intervalos de
8, 5 e 3 h) no rendimento de uma reacdo que durou 30 h. Os autores verificaram que 0 maior
rendimento foi obtido quando a adigdo ocorreu nos intervalos de 3 h, embora a adigdo em
intervalos de 5 h também teve bons resultados, indicando que qualquer que seja o intervalo de
5 ou 3 h, a concentracdo de metanol no meio reacional ndo sera tdxica para a lipase nédo tendo,
portanto, efeitos negativos. Nie et al. (2006) obtiveram os melhores resultados quando o
metanol foi adicionado em intervalos de 10 h em uma de reacdo que durou 30 h. Intervalos de
tempo menores ndo alteram os rendimentos.

Baron et al. (2014) na etandlise do 6leo de mamona, ndo obtiveram diferencas
significativas para o etanol adicionado todo no inicio ou em dois momentos. Outros trabalhos
optaram por adicionar o alcool em mais de uma etapa, mas a influéncia sobre o rendimento néo
foi verificada (Amini et al., 2017; Babaki et al., 2017; Miao et al., 2018; Pedro et al., 2017;
Rafiei et al., 2018).
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Seja qual for a lipase utilizada, o tempo de reagdo, a razdo molar ou tipo de alcool
utilizada nas reacdes de transesterificacdo, o objetivo dos pesquisadores sempre serd pela
otimizacdo do processo, mas sempre ha a possibilidade de se obter rendimentos consideraveis
mesmo ndo utilizando as condicBes otimizadas.

Wang et al. (2018) utilizando a forma livre da lipase oriunda da Candida antarctica
obtiveram 95,50% de rendimento, com a razao molar de 1:5, carga do catalisador em 7,3%,
tempo de reacdo de 14h e temperatura de 37,5°C. Esse mesmo estudo obteve 94,53 % ao reduzir
0 tempo reacional para 10 h, nas mesmas condi¢des de razdo molar, carga do catalisador e
temperatura, ou seja, uma reducao de 4 h, se torna mais vantajoso pois menos de 1% ésteres
alquilicos deixaram de ser produzidos.

Considerando-se ainda o tempo reacional, Guo et al. (2020) obtiveram um rendimento
em torno de 95% em 22 h de reacdo e 66% em 4 h, de modo que mesmo com um menor
rendimento € de considerar os resultados, pois houve uma reducdo consideravel do tempo

reacional.

CONSIDERACOES FINAIS

A busca por maiores rendimentos nas reacdes de transesterificacao, tem permitido que
diversos catalisadores sejam utilizados para que esse objetivo seja alcangado nos menores
custos possiveis. Nesse contexto as lipases, tem sido objeto de estudo interessante, visto que
seguem um caminho ambientalmente amigavel principalmente quando seu uso esta atrelado ao
etanol.

As lipases oriundas da Burkholderia cepacia e Candida antarctica tem sido 0s
principais catalisadores utilizados, no entanto, seus altos custo fazem com que metodologias
sejam propostas para minimiza a quantidade utilizada e maximizar os rendimentos obtidos. Para
isso tem levado em consideracdo diversos fatores que possivelmente influenciardo nos
rendimentos alcancados, como a origem do 6leo, o tipo e a quantidade de alcool utilizado, a
carga da lipase aplicada como catalisador, a 4gua e outros solventes envolvidos no sistema
reacional e ainda o tempo e a temperatura em que os resultados foram obtidos.

E notério a dificuldade que se tem ao realizar uma comparacio detalhada entre os
trabalhos, pois ndo h4 uma padronizacdo das varidveis utilizadas, alguns avaliam a influéncia
de todas as variaveis possiveis enquanto outros reduzem esse nimero, de modo que resultados

diferentes podem ser alcangados utilizando um mesmo 6leo, lipase ou alcool.
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Diante do que foi observado, a busca por procedimentos que trard melhores resultados
para as reagoes de transesterificacGes deve seguir uma constante atualizagéo, buscando torna a

catalise enzimatica competitiva para esse tipo de processo.
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RESUMO

A guimica computacional emerge como uma area indispensavel na ciéncia moderna, integrando
conceitos de quimica, fisica, matematica e ciéncia da computacdo para estudar e prever
estruturas, propriedades e comportamentos moleculares. Este artigo de revisdo aborda os
principais métodos utilizados na érea, classificados em Ab initio, teoria do funcional da
densidade (DFT), semiempiricos e empiricos, destacando suas caracteristicas, avancos
historicos. Os métodos Ab initio e DFT, baseados em principios da fisica quantica, fornecem
calculos precisos para sistemas moleculares complexos, embora apresentem alto custo
computacional. J& os métodos semiempiricos, ao combinar dados experimentais com teorias
simplificadas, oferecem alternativas econémicas para simular respostas e propriedades
moleculares. Métodos empiricos, como mecanica molecular (MM) e dindmica molecular (DM),
complementam essa abordagem, permitindo o estudo de sistemas macromoleculares e
dindmicas temporais. Os avangos recentes incluem o desenvolvimento de métodos hibridos,
como mecanica quantica/mecanica molecular (QM/MM), que integram diferentes abordagens
para lidar com sistemas amplos e complexos. As aplicacdes da quimica computacional
abrangem desde a catalise quimica até a biotecnologia e a ciéncia dos materiais, demonstrando
seu impacto em areas como nanotecnologia. Embora desafios, como os altos custos
computacionais e a necessidade de maior precisdo, ainda persistem, os avancos em hardware e
algoritmos sinalizando um futuro promissor. Este artigo reafirma a relevancia da quimica
computacional como uma ferramenta estratégica para o progresso cientifico.

Palavras-chave: simulacdo molecular, métodos semiempiricos, dindmica molecular, mecanica

guéntica, mecanica molecular.

ABSTRACT

Computational chemistry is emerging as an indispensable area in modern science, integrating

concepts from chemistry, physics, mathematics and computer science to study and predict
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molecular structures, properties and behavior. This review article discusses the main methods
used in the area, classified as Ab initio, density functional theory (DFT), semiempirical and
empirical, highlighting their characteristics and historical advances. Ab initio and DFT
methods, based on quantum physics principles, provide accurate calculations for complex
molecular systems, although they have a high computational cost. Semi-empirical methods, by
combining experimental data with simplified theories, offer economical alternatives for
simulating molecular responses and properties. Empirical methods, such as molecular
mechanics (MM) and molecular dynamics (DM), complement this approach, allowing the study
of macromolecular systems and temporal dynamics. Recent advances include the development
of hybrid methods such as quantum mechanics/molecular mechanics (QM/MM), which
integrate different approaches to deal with large and complex systems. The applications of
computational chemistry range from chemical catalysis to biotechnology and materials science,
demonstrating its impact in areas such as nanotechnology. Although challenges such as high
computational costs and the need for greater precision still persist, advances in hardware and
algorithms signal a promising future. This article reaffirms the relevance of computational

chemistry as a strategic tool for scientific progress.

Keywords: molecular simulation, semiempirical methods, molecular dynamics, quantum

mechanics, molecular mechanics.

RESUMEN

La quimica computacional estd emergiendo como un area indispensable en la ciencia moderna,
integrando conceptos de la quimica, la fisica, las matematicas y la informatica para estudiar y
predecir estructuras, propiedades y comportamientos moleculares. Este articulo de revision
analiza los principales métodos utilizados en este &mbito, clasificados como Ab initio, teoria
funcional de la densidad (DFT), semiempiricos y empiricos, destacando sus caracteristicas y
avances historicos. Los métodos Ab initio y DFT, basados en principios de fisica cuantica,
proporcionan célculos precisos para sistemas moleculares complejos, aunque tienen un elevado
coste computacional. Los metodos semiempiricos, al combinar datos experimentales con
teorias simplificadas, ofrecen alternativas econdmicas para simular respuestas y propiedades
moleculares. Los métodos empiricos, como la mecanica molecular (MM) y la dindmica
molecular (DM), complementan este enfoque, permitiendo el estudio de sistemas
macromoleculares y la dindmica temporal. Los avances recientes incluyen el desarrollo de

métodos hibridos, como la mecanica cuantica/mecanica molecular (QM/MM), que integran
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distintos enfoques para tratar sistemas grandes y complejos. Las aplicaciones de la quimica
computacional abarcan desde la catalisis quimica hasta la biotecnologia y la ciencia de
materiales, demostrando su impacto en &mbitos como la nanotecnologia. Aunque persisten retos
como los elevados costes computacionales y la necesidad de mayor precision, los avances en
hardware y algoritmos auguran un futuro prometedor. Este articulo reafirma la relevancia de la
quimica computacional como herramienta estratégica para el progreso cientifico.

Palabras clave: simulacion molecular, métodos semiempiricos, dindmica

INTRODUCAO

Um mundo cada vez mais tecnolégico tem permitido o desenvolvimento de diversos
segmentos, trazendo resultados que até pouco tempo atras seriam impensaveis. Nesse sentido,
a utilizacdo de computadores cada vez mais avancados, tem corroborado para que estudos em
diferentes areas sejam realizados de forma mais eficaz, garantindo resultados satisfatorios sem

a necessidade de um estudo experimental (Berthier e Reichman, 2023; Zhu et al., 2023).

O desenvolvimento de computadores com maior capacidade de processamento, permitiu
a criacdo e a utilizacdo de ferramentas computacionais que visam lucidar problemas quimicos,
bioguimicos, tecnologicos, industriais etc., permitindo que a quimica computacional se tornasse
uma das ferramentas essenciais do desenvolvimento cientifico (Lions e Ciarlet, 1990;
Rodrigues e Caridade, 2022; Sadybekov e Katritch, 2023).

A quimica computacional combina conceitos da quimica, fisica, matematica e da ciéncia
da computacdo com o objetivo de estudar e prever estruturas, propriedades e comportamentos
de sistemas moleculares através de métodos e técnicas computacionais que simulam e analisam
sistemas quimicos que muitas vezes sao dificeis ou impossiveis de estudar experimentalmente
(Goh, Hodas e Vishnu, 20173; b).

Apesar de diferentes métodos em quimica computacional serem utilizados, podemos
agrupa-los em dois grandes métodos: os classicos e 0s quanticos e subdividi-los em trés: Ab
initio/teoria do funcional da densidade (DFT - Density Functional Theory), semiempiricos e
empiricos. A Figura 5.1 apresenta a divisdo dos principais meétodos utilizados quimica

computacional.
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Figura 5.1 - Classificacdo dos métodos de quimica computacional.

Molecular
s [ v Mo
Dinamica

DFT

Semiempiricos

Meétodos de quimica
computacional

Fonte: Cramer (2004); Lewars (2011).

METODOS AB INITIO E DFT

O método Ab initio e DFT utilizam a fisica quantica através, da equacdo de
Schroedinger, tanto para obter a funcédo de onda (Ab initio) quanto densidade eletrénica (DFT)
de forma a descrever o a&tomo com maior complexidade, pois ha uma visualizacdo dos seus
orbitais. Ambos os métodos ndo séo parametrizados, isso quer dizer que ndo existem parametros
experimentais que auxiliardo na obtencdo de resultados, apesar que o DFT hibrido possuir
valores que ajustam os calculos, mas ndo experimentais. Essa auséncia de parametros faz com
que o método tenha um alto o custo computacional, mas também o faz vantajoso ja que nao
depende de dados experimentais. Dentre os métodos ab initio e DFT destacam-se: HF/3-21G,
B3LYP/6-31G (Srinivasan et al., 2020; Stewart, 2004; Thiel, 2014).

O pesquisador Douglas Hartree e posteriormente John Slater e VIadimir Fock, foram
um dos pioneiros a utilizarem o método ab initio em quimica computacional. Hartree (1928)
iniciou os trabalhos com o método conhecido como campo autoconsistente que era utilizado
para calcular as fun¢des de ondas e energias aproximadas dos atomos e ions. No entanto Hartree
ndo considerou o carater antissimétrico dos elétrons ndo prevendo, desse modo, as energias de
ligagdes quimicas (Hartree, 1928). Somente com os estudos realizados por Slater e Fock é que
tal fatos foram considerados, o que levou a um novo método, conhecido como método de
Hartree-Fock (HF) (Fock, 1930; Hartree e Hartree, 1935; Slater, 1930).

Apesar do método ab initio ter iniciado nos anos 1920 e 1930 com os trabalhos citados
acima, foi a partir de 1951 com Roothaan que o método se tornou mais amplamente utilizado
na quimica computacional. Roothaan, 1951, através de uma abordagem teoérica, calculou

estruturas eletrdnicas de moléculas, o que desencadeou em equacgdes que foram utilizadas na
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determinacdo da funcdo de onda eletrbnica e da energia de uma molécula dentro da
aproximacdo de HF. Essa abordagem serviu como base para o que conhecemos hoje como DFT,
proposta por Hohenberg e Kohn (1964) que ¢ aplicada no calculo de diversas propriedades,
incluindo geometrias moleculares, energias eletronicas, frequéncias vibracionais, espectros
eletronicos e mecanismos de reacdo (Hohenberg e Kohn, 1964; Roothaan, 1951).

Desde entdo, diversos trabalhos tém utilizado meétodos ab initio e DFT na quimica
computacional contribuindo significativamente para o desenvolvimento de suas aplicacdes,
culminando inclusive na concessao do Prémio Nobel de Quimica em 1998 a John Pople e
Walter Kohn por terem desenvolvidos métodos computacionais em quimica quéantica e a teoria
do funcional da densidade respectivamente (Freitas, 1999).

Trabalhos mais atuais utilizando Ab initio e DTF se expandiram para além do interesse
quimico propriamente dito. Ching et al. (2024) estudaram a mutacao e o efeito da proteina spike
do SARS-CoV-2 de forma a entender como 0s anticorpos neutralizantes interagem com o virus.
Os célculos realizados para calcular a estrutura eletrdnica e as propriedades da proteina em um
dos sistemas biomoleculares mais complexo € provavelmente o maior calculo quimico quantico
baseado em DFT ja realizado (Ching et al., 2021).

Ainda na éarea da saude Singh et al. (2024) realizaram uma modelagem baseada em ab
initio da proteina IRS1 humana de forma a identificar alvos potenciais para acoplamento com
medicamentos que mitigam o diabetes mellitus tipo 2 (DM2). Os estudos mostraram que
guando o medicamento estudado € combinado com a molécula receptora IRS1, houve uma
melhora nas chances de retransmitir a cascata de sinalizacdo da insulina tornando o IRS1 uma
molécula alvo melhor para o tratamento da doenca do DM2 (Singh, Chaurasiya e Kumar, 2024).

De uma forma geral, a introducdo de métodos ab initio e DFT na quimica computacional
representou um grande avanco para a execuc¢do de célculos precisos de estruturas eletrdnicas e

na obtencao de insights sobre o comportamento de moléculas e processos quimicos.

METODOS SEMIEMPIRICOS

O método semiempirico, também é baseado na resolucdo da equacdo de Schroedinger,
descrevendo o 4&tomo como uma regido central e sua camada de valéncia, permitindo que
calculos relacionados as ligagdes quimicas, interagGes, ions entre outros sejam realizados, seu
método parametrizado permite que parametros experimentais sejam inseridos fazendo com que
se tenha um baixo custo computacional.

Dentre os métodos semiempiricos tem-se: AM1, PM3, PM6, PM7, INDO/S, MNDO,
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RM1(nacional) etc, escolhidos com base no problema especifico estudado e nos recursos
computacionais disponiveis. Independente de qual método semiempirico utilizado, diversos
trabalhos tém-se sido desenvolvidos para estudar os diferentes aspectos das propriedades
moleculares e materiais (Dewar et al., 1985; Dewar e Thiel, 1977; Rocha et al., 2006; Stewart,
1989a; b, 2004, 2007, 2013).

James J.P. Stewart, destaca-se as por realizar diversas otimizagOes de parametros
realizadas que tiveram um impacto significativo no desenvolvimento e na aplicacdo dos
métodos AM1, PM3, PM6, PM7 utilizado na modelagem molecular e em simulagdes. Stewart
também foi responsavel por desenvolver o pacote de software Molecular Orbital PACkage
(MOPAC) amplamente utilizado na quimica computacional (Stewart, 1989b; a, 2004, 2007,
2013).

Blyholde et al. (1982) utilizaram pela primeira vez 0 método MINDO para obter
informacdes Uteis sobre energia e a geometria de ligacdo para compostos de metais de transicao.
O método se mostrou bastante promissor para FeH, FeHa, Fe,, Fes, Fe(CO)s , FeO, O-Fe-0 e
FeO. (Blyholder, Head e Ruette, 1982).

Wau et al. (2014) realizaram uma compara¢do na precisdo dos métodos PM3, PDDG e
PM6 para calcular os calores de formagdo em fase gasosa de 390 compostos organicos
agrupados em 18 grupos. Os autores comparam o0s valores calculados com os valores
experimentais correspondentes chegando a conclusao de que de maneira geral, 0 método PM6
apresenta melhor aproximacédo dos valores, pois foi mais preciso para 10 tipos de organicos
selecionados, 0 PDDG é mais preciso para 7 tipos, enquanto PM3 é bom para apenas um dos
18 grupos (Wu, Feng-Qi Zhao e Xue-Hai Ju, 2014).

Utilizando também o PM3, Adnan et al. (2014), realizaram um estudo da reacao de
alquilacdo do resorcino com glicerol, catalisada por Al2(S103)s. Dos quatro estados de transicao
avaliados dois indicaram serem mais provaveis em virtude dos seus valores energéticos de
energia total, energia de ligacdo, calor de formacéo, energia do ponto zero e frequéncia
imaginaria. Dessa forma, o estudo realizado como método semiempirico PM3 se mostrou Util
na comprovacao da reacdo de alquilagdo do resorcinol sendo possivel sua utilizacdo antes da
sintese ser realizada em laboratorio (Adnan, Aowda e Drea, 2014).

Em trabalho mais recente, Setianto et al. (2023) com o objetivo de obter informagdes
para uma andlise de carbono 2D como os pontos quéanticos de grafeno (GQD-graphene quantum
dots), um nanomaterial utilizado em aplica¢fes bioldgicas, optoeletronicas, energéticas e

ambientais realizaram simulag6es pelo método semiempirico ZINDO para calcular os espectros
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infravermelhos (IV) de moléculas semelhantes ao pireno, pois a identificacdo de grupos
funcionais nas bordas e no centro da superficie de materiais 2D n&o é facil, ja que espectros de
IV geralmente assumem que os materiais sdo 3D. O modelo proposto de analise espectral de
IV usando métodos semiempiricos identificou com sucesso a presenca de bandas
correspondentes a funcionalizagéo de borda e centro do GQD tipo pireno e podendo ser aplicado
a materiais de carbono 2D, como o grafeno e seus derivados (Setianto et al., 2023)

Esses trabalhos destacam as diversas aplicacdes de métodos semiempiricos em quimica
computacional, que vao desde a previsao de estruturas moleculares até o estudo de mecanismos

de reacgéo, propriedades eletronicas e nanotecnologia.

METODOS EMPIRICOS

Quando a resolucdo da equacdo de Schrodinger se torna dificil ou impraticavel para
determinado sistema, sobretudo para moléculas grandes ou complexas em que o método
semiempirico ndo pode ser utilizado de forma eficaz, ainda é possivel a modelagem do
comportamento desses sistemas através de métodos empiricos que utiliza parametros derivados
de dados experimentais, como comprimentos de ligacdo, angulos de ligacdo, angulos de torcéo,
forcas de Van der Waals, interacdes eletrostaticas além das relagcdes empiricas. Descrevendo 0s
atomos como esfera e as ligacbes como molas, os métodos empiricos, sdo frequentemente
menos exigentes em termos computacionais o que poderéa sacrificar a precisdo em comparagdo
com os outros métodos. (Yang, Sun e Deng, 2020)

Os métodos empiricos sdo divididos em Mecanica Molecular (MM) e Dinamica
Molecular (DM) que se diferenciam principalmente nas interacdes entre os &tomos. Enquanto
na MM as interacBes entre atomos sdo normalmente descritas usando campos de forca
empiricos, que consistem em pardmetros derivados de dados experimentais e calculos de
mecanica classica, na MD as interacfes do movimento € realizada de acordo com as leis de
movimento de Newton (Allinger, Zhou e Bergsma, 1994; Gelpi et al., 2015; Namba, Silva e
Silva, 2008).

De modo geral a MM é um método mais simples que se concentra em estruturas e
energias moleculares estaticas, ou seja, a energia potencial esta associada a uma configuracao
fixa, enquanto a DM é um método mais complexo que incorpora 0 movimento molecular
dindmico e é frequentemente usado para simular o comportamento molecular ao longo do
tempo e por isso possui um maior custo computacional (Allinger, Zhou e Bergsma, 1994; Gelpi
et al., 2015; Marques e Brown, 2002; Namba, Silva e Silva, 2008; Vanommeslaeghe, Guvench
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e MacKerell, 2014).

Em estudos de DM, Alexandre et al. (2022) avaliaram a estabilidade do complexo
enzima-substrato na reacdo de transesterificacdo enzimatica do 6leo de babacu (Orbignya sp.)
com metanol. A DM identificou que os complexos formados aceleravam a alta estabilidade
durante as etapas de producdo e equivaléncia dos esteres metilicos. Destaca-se que houve
diferengas entre os resultados tedricos e experimental, mas que segundo os autores, pode ser
explicada pela influéncia de fatores externos ao sistema (Alexandre et al., 2022)

Khan (2023) em uma revisdo sobre as aplicacbes DM em materiais verificou que o
método tem se mostrado Util em diferentes &reas da engenharia de matérias, como na
nanoengenharia de construcdo, na corregéo de imperfeicbes superficiais de natureza estrutural
do grafeno, no estudo de biomateriais de automontagem, na consolidacdo e sinterizacdo de
materiais nanocristalinos entre outros (Khan, 2023)

Suvarna et al. (2023) utilizando MM e DM avaliaram que um derivado de carbazol
poderd atuar como composto anticancerigeno em mama e colorretal. Os resultados
demonstraram que o derivado de carbazol estava dentro da bolsa de ligacdo da proteina CDK1
(alvo primaério para o cancer) fazendo com que as vias de sinaliza¢fes possam ser inibidas e/ou
interrompidas pelo composto. Apesar dos bons resultados computacionais, ha necessidade de
estudos in vitro para ratificar a validagdo da pesquisa (Suvarna et al., 2024)

O trabalho realizado por Suvarna et al. (2023) apresenta estratégias mais amplamente
utilizadas por pesquisadores, que € a aplicacdo de técnicas conjuntas que buscam contornar
limitacGes encontradas quando se emprega um Unico método. Tal estratégia é denominada de
métodos hibridos e o mais amplamente utilizado, combina célculos de mecénica quantica (QM)
e de mecanica molecular (MM), conhecido como método QM/MM (Kamp, van der e
Mulholland, 2013a; Magalhées, Fernandes e Sousa, 2020; Mondal et al., 2023).

O método QM/MM estuda o sistema de forma separada em que uma parte do sistema é
tratada mecanicamente quantica enquanto a outra parte é descrita usando mecéanica molecular,
podendo inclusive combinar com semiempiricos, ab initio, DFT entre outros. Esta abordagem
é atil para estudar reagdes enzimaticas, efeitos de solventes e ambientes moleculares complexos
(Kamp, van der e Mulholland, 2013b; Quesne, Borowski e de Visser, 2016; Santos, Dos et al.,
2022; Sousa et al., 2017; Tu e Laaksonen, 2010; Vreven et al., 2003; Vreven e Morokuma,
2006; Zhang et al., 2010).

Ferreira et al. (2017) realizaram mutacGes pontuais do sitio ativo da enzima

Rhodococcus erythropolis para aumentar seu poder catalitico na dessulfurizagdo do petréleo
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bruto, em que diferentes perfis de energia livre foram calculados, um para cada modelo mutado,
aplicamos métodos QM/MM. Os resultados teoricos confirmaram que as mutacdes realizadas
possuem potencial aumentar o poder catalitico da enzima estudada (Ferreira et al., 2017).

Sousa Junior et al. (2023) em um estudo tedrico e experimental da reacdo de
esterificacdo de glicerol catalisada por lipase, verificaram através de docking molecular,
dindmica molecular e simulacbes QM/MM que a etapa de ataque nucleofilico € a etapa limitante
da taxa para os mecanismos de reacdo de acilacdo e desacilacdo e que embora a enzima possa
esterificar todos os trés grupos hidroxila do glicerol, nos alcoois primarios a esterificacdo é
termodinamicamente mais favoravel, principalmente em temperaturas mais elevadas o que foi
corroborado com os resultados experimentais (Sousa Junior, de et al., 2023).

Os trabalhos citados nestes topicos, trazem uma pequena variedade de pesquisas
relacionadas a quimica computacional, incluindo seus fundamentos tedricos e aplicacdes em

diferentes estudos.

CONSIDERACOES FINAIS

A quimica computacional tem se consolidado como uma ferramenta indispensavel no
avanco do conhecimento cientifico, oferecendo meios robustos para explorar sistemas
moleculares complexos e processos quimicos com precisdo e profundidade. A integracdo de
métodos classicos e quéanticos, incluindo Ab initio, DFT, métodos semiempiricos e empiricos,
fornece uma abordagem versatil que abrange desde estudos tedricos fundamentais até
aplicacdes praticas em areas como catalise, nanotecnologia, bioquimica e ciéncia dos materiais.

Este artigo revisou os principais métodos da quimica computacional, destacando suas
caracteristicas, avancos histéricos e aplicacfes contemporaneas. Métodos como Ab initio e
DFT tém sido cruciais para calculos precisos de propriedades eletrdnicas, enquanto os métodos
semiempiricos e empiricos, mais econdmicos em termos de recursos computacionais,
demonstram grande aplicabilidade em estudos de reatividade e propriedades moleculares. A
evolucdo de abordagens hibridas, como QM/MM, evidencia o esfor¢o continuo para superar
limitacbes metodoldgicas e explorar sistemas mais amplos e complexos.

Embora as contribui¢des da quimica computacional sejam notéveis, ainda ha desafios a
serem enfrentados, especialmente na aplicagdo de sistemas bioldgicos, reacfes cataliticas e
nanomateriais, onde a precisao dos métodos e 0s custos computacionais permanecem questes
criticas. Além disso, o desenvolvimento de algoritmos mais eficientes, aliado ao crescimento

exponencial da capacidade computacional, sinalizando um futuro promissor, ampliando as
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possibilidades de aplicagdo da quimica computacional em novos campos.

Portanto, este panorama destaca a relevancia da quimica computacional no cenério
cientifico atual, reforcando sua posicdo como uma ciéncia transversal e fundamental para a
compreensdo de ciéncias moleculares e a proposi¢édo de solucdes inovadoras para problemas

complexos da ciéncia e tecnologia.
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6 ESTUDO TEORICO E EXPERIMENTAL DA TRANSESTERIFICACAO
ENZIMATICA DO OLEO DE COCO DE ARIRI COM o-BISABOLOL E
ETANOL: UM ESTUDO COMPARATIVO (ARTIGO EM INGLES)

Artigo submetido ao periddico “International Journal of Quantum Chemistry”
ISSN: 0020-7608/1097-461X
Qualis — A4 (Biotecnologia 2017-2020)

ABSTRACT

Transesterification is an essential process in bioproduct production, with catalyst choice being
critical for reaction efficiency and selectivity. Lipases are effective biocatalysts due to their
specificity and mild reaction conditions. This study employed computational chemistry and
laboratory experiments to compare the enzymatic transesterification of ariri coconut oil with a-
bisabolol and ethanol. Computational analyses using molecular dynamics (MD) and quantum
mechanics/molecular mechanics (QM/MM) evaluated reaction stability and efficiency. The
transesterification reactions carried out in the laboratory were carried out under different
conditions using Burkholderia cepacia lipase as a biocatalyst. The products were analyzed by
thin-layer chromatography (TLC). Computational results indicated that the activation energy
(AGY) for the reaction with a-bisabolol exceeded 20 kcal/mol, while for ethanol, it was 19.2
kcal/mol, suggesting a lower energy barrier for ethanol. Gibbs free energy (AG) was over 20
kcal/mol for a-bisabolol and 13 kcal/mol for ethanol, confirming ethanol as more energetically
favorable. Laboratory tests showed product formation only in reactions with ethanol, aligning
with computational findings. These results demonstrate ethanol’s efficiency for enzymatic
transesterification of ariri oil. This work contributes to bioproduct innovation by fostering
sustainable processes, leveraging local natural resources, and integrating advanced biocatalysis
and computational chemistry techniques.

Keywords: Bioactive; Quantum mechanics/Molecular mechanics (QM/MM); Burkholderia
cepacia; Lauric acid triglyceride; Ariri
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INTRODUCTION

Transesterification is a chemical reaction widely used in the production of esters,
including biodiesel, obtained mainly from the transesterification of vegetable oils (Farouk et
al., 2024; Y. Lietal., 2012). The process is characterized by the exchange of alkoxy groups of
an ester with an alcohol, producing a new ester and a new alcohol. This reaction occurs in the
presence of a catalyst, which enhances efficiency and reduces reaction time (Otera, 1993). The
main catalysts used in transesterification reactions fall into three broad categories:
homogeneous, heterogeneous, and enzymatic, each with specific characteristics and advantages
(Cordeiro et al., 2011; Pinto et al., 2005; Thangaraj et al., 2019). Homogeneous catalysts are
fast and efficient but challenging to separate and reuse, while heterogeneous catalysts facilitate
separation and reuse but may require stricter reaction conditions. Enzymatic catalysts or
biocatalysts, on the other hand, are environmentally friendly, generate less waste, and offer
greater selectivity. Despite their higher cost and longer reaction time, enzymatic
transesterification has gained prominence as a sustainable alternative to conventional methods
(Fjerbaek et al., 2009; Guldhe et al., 2017).

Lipases classified as C.E 3.1.1.3, specifically triacylglycerol lipases, are the most widely
used biocatalysts in transesterification reactions (Bajaj et al., 2010a; Gog et al., 2012; Hwang
etal., 2014; NC-IUBMB, n.d.). Among these, lipases from Burkholderia cepacia stand out due
to their high efficiency, stability, and chemical specificity in converting triglycerides into esters
(Bajaj et al., 2010b; Jaeger e Eggert, 2002; Nelson et al., 1996; Porto de Souza Vandenberghe
etal., 2020; Salihu et al., 2012). Triglycerides, composed of a glycerol molecule esterified with
three fatty acids, play a crucial role in determining reaction efficiency and final product
properties (Lichtenstein, 2023; Salaheldeen et al., 2021) (MEHER et al., 2006; Szczesna
Antczak et al., 2009; Vieira et al., 2017). While unsaturated fatty acid triglycerides tend to be
more reactive, triglycerides with high saturated fatty acid content, such as lauric acid
triglyceride (C12), are highly valued in enzymatic transesterification due to their ability to
produce esters with favorable industrial characteristics (Adriaanse et al., 1965; Dayrit, 2015;
Rezende et al., 2021; Schuchardt et al., 1998). Lauric acid triglyceride is particularly abundant
in oils from coconut palms, making them a prominent raw material for bioprocess applications.
Figure 6.1 shows the structural formula of lauric acid triglyceride and Table 6.1 summarizes
the fatty acid composition of vegetable oils obtained from coconut palms, commonly used in

enzymatic transesterification reactions.
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Figure 6.1 - Lauric acid triglyceride (C12)

0 o

Source: Authors (2025)

Table 6.1 - Composition of fatty acids in different vegetable oils

Vegetable oils
Fatty acid Babassu o Coconut Palm kernel
Ariri
(Sales et al., (Martins et al., (Akhabue e
(Tha et al., 2014)
2020) 2020) Ogogo, 2018)
C8:0 (Caprylic acid) 3% 13% - 2%
C10:0 (Capric acid) 3% 8% 7 % 7%
C12:0 (Lauric acid) 46% 48% 47% 50%
C14:0 (Myristic acid) 16% 14% 19% 18%
C16:0 (Palmitic acid) 8% 5% 9% 10%
C18:0 (Stearic Acid) 9% 2% 3% -
C18:1n9c (Oleic Acid) 11% 7% 7% 13%
Other 4% 3% 8% -

The search for alternative vegetable oil sources for transesterification reactions has
intensified to reduce dependence on traditional oils such as soybean, palm, canola, and jatropha
(Brahma et al., 2022; Ramos et al., 2019). Oils extracted from palm trees, such as ariri oil, have
emerged as promising options due to their availability and favorable chemical composition,
which is rich in fatty acids essential for industrial bioproduct production. Ariri oil, obtained
from the Syagrus cocoides Martius palm coconut, a species abundant in Maranhdo, Brazil,
contains high lauric acid content, making it particularly suitable for enzymatic
transesterification and a potential replacement for conventional vegetable oils (Farias et al.,
2021; Iha et al., 2014; Lisboa et al., 2020; Pires, 2020; WFO, 2024). In transesterification
reactions, triglycerides in vegetable oils are converted into esters using alcohols as reagents.
Traditionally, short-chain alcohols like methanol and ethanol are preferred due to their high
reactivity and availability (Norjannah et al., 2016; Shah et al., 2003). However, long-chain

alcohols have garnered attention for their ability to synthesize esters with specific properties
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suitable for biofuels and other industrial applications (Gotovusa et al., 2022; Lukovic et al.,
2011).

Due to their structural complexity, long-chain alcohols can affect lipase catalytic
efficiency and reaction yiel (Gotovusa et al., 2022), necessitating the exploration of alternative
raw materials to mitigate these effects. In this context, alcohols from the monocyclic
sesquiterpene group, possessing oxygenated functional groups that interact with lipases, show
potential for enzymatic transesterification, enabling the synthesis of esters with specific
bioactive properties (Rlicker, 1973). Among these, a-bisabolol stands out due to its application
in various products, including anti-inflammatories, aftershave lotions, diaper rash treatments,
lip balms, and rejuvenation products (Batistuzzo et al., 2015; Fernandes et al., 2019; Kamatou
e Viljoen, 2010). a-Bisabolol is found in essential oils such as chamomile and extracted from
the Eremanthus erythropappus (candeia) tree, a species native to Brazil’s Atlantic Forest and
Cerrado (Prudente et al., 2016; Silva et al., 2012; Souza et al., 2020). Figure 6.2 shows the
structural formula of a-bisabolol. Despite its growing industrial and scientific relevance, a-
bisabolol has not yet been explored in transesterification reactions, highlighting a knowledge

gap in understanding the mechanisms and factors influencing its reaction medium.

Figure 6.2 - a-bisabolol (6-Methyl-2-(4-methyl-3-cyclohexenyl)-5-hepten-2-ol.

HO

Source: Authors (2025)

Computational chemistry has become an indispensable tool for understanding and
optimizing enzymatic transesterification reactions. Hybrid methods such as quantum
mechanics/molecular mechanics (QM/MM) facilitate detailed molecular-level analyses of
substrate and alcohol interactions with enzyme active sites, elucidating how structural
properties of alcohols influence the transesterification process (Alexandre et al., 2022;
Magalhées et al., 2020; Sabin, 2010; Zhang et al., 2010). Given this, this study aims to
investigate the transesterification mechanism of C12 in ariri coconut oil using a-bisabolol as a
long-chain alcohol and compare it with traditional ethanol-based transesterification. By

analyzing these reactions, this work seeks to provide crucial insights into the feasibility of a-
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bisabolol in enzymatic transesterification, contributing to the development of innovative and
sustainable bioprocesses that expand the use of renewable resources such as ariri coconut oil

and a-bisabolol for industrial biofuel and bioproduct applications.
METHODOLOGY

COMPUTATIONAL CALCULATIONS
Molecular Dynamics (MD) Simulation

Molecular dynamics simulations were performed for B. cepacia (PDB code: 3LIP) six
systems were analyzed in the presence of lauric acid triglyceride: C12/a-bisabolol,
C12/ethanol, enzyme/a-bisabolol, enzyme/ethanol, complex/a-bisabolol and complex/ethanol
using the NAMD package (Phillips et al., 2020) with the CHARMM36m force (Huang et al.,
2017) field for proteins and ligands, and the TIP3P water model (Mark e Nilsson, 2001). Cubic
simulation boxes of 81.0 A width were prepared using PACKMOL (Martinez et al., 2009).
Excess counter ions were added to make the system electrically neutral. The protonation states
of the ionizable residues were defined according to the predictions of the proPKA server
(Sendergaard et al., 2011). All systems were simulated under periodic boundary conditions
with long-range interactions handled by the particle mesh Ewald method (Darden et al., 1993).
Short-range interactions were truncated to a cut-off radius of 12 A. The chemical bonds
involving hydrogen atoms were constrained to their equilibrium lengths, and a time step of 2 fs
was used to integrate the equations of motion. The simulations were performed on 200 ns of
trajectory data for each system at the corresponding optimal experimental temperature of the
enzyme of 323 K. Pressure (1 atm), and temperature was kept constant by the piston and
thermostat of Langevin Nosé-Hoover (Feller et al., 1995; Hoover, 1986). Protein-substrate
structures were generated via docking using the AUTODOCK_VINA (Trott e Olson, 2010).
Before the production runs, the systems were subjected to a 1,000-step energy minimization
conjugate gradient implemented in AMBER (Salomon-Ferrer et al., 2013), followed by (1) 10
ps to 278 K equilibrium steps with all atoms fixed; (2) 10 ps at 283 K with all atoms fixed; (3)
5 ps MD run during which only solvent molecules and ions were allowed to move at 300 K; (4)
a 100 ps run during which the sidechains were also allowed to move at 323 K and (5) a 500 ps
run with the entire system free to move at 323 K. For systems with a substrate attached, steps
3-5 consisted of 20 ps, 100 ps, and 10 ns respectively. PCA and RMSF were calculated using
CPPTRAJ (Roe e Cheatham, 2013).
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Free Energy Surface (SEL)

To obtain the FES associated with MHET formation, we used the weighted histogram
analysis (WHAM) method combined with the umbrella sampling approach (Roux, 1995), as
implemented in the pDynamo program (Field, 2008). The calculation of the PMF requires a
series of molecular dynamics simulations in which the distinct reaction coordinate variable, &,
Is constrained around particular values (Schenter et al., 2003). In the QM/MM approach, a small
part of the system (ligand/substrate species) is described by quantum mechanics, while MM
force fields represent the protein and solvent environment (A. M. dos Santos et al., 2017). 2D
PMFs were obtained for the MHET formation mechanism. In this study, the PM6 potential
(Rezag et al., 2009) was used to describe the QM region, the atomic coordinates of the atoms
involved in the reaction were constrained by a harmonic umbrella potential of 50 kcal.mol*.A-
2, For the QM/MM hybrid calculations, the triglyceride atoms and the side chains of the Ser and
His residues were selected to be treated by QM using a semi-empirical Hamiltonian PM6
(Rezag et al., 2009). The system's other atoms, protein, and water molecules were described
using the CHARMM/TIP3P force fields (Huang e MacKerell, 2013), respectively. The number
of QM atoms resulted in 55, while the final system contained 47,000 atoms. It is important to
note that the QM region (Figure 6.3) used in this work includes fewer residuals than in previous
computational studies (Boneta et al., 2021; Jerves et al., 2021). Simulation with a small QM
region is computationally less demanding, and the size of the QM region may have little
influence on single-point QM/MM calculations for studies involving enzymatic catalysis
(Jindal e Warshel, 2016; Liao e Thiel, 2013).

Figure 6.3 - Diagram of the quantum region (QM) schematic used in QM/MM simulations.
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Source: Authors (2025)

Initially, Langevin-Verlet QM/MM at 300 K and in a canonical thermodynamic set
(NVT) was used to balance the system. Due to the number of degrees of freedom, any residue
20 A away from any reactant atoms was selected to be frozen in the remaining calculi. Cut-offs
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for the non-binding interactions were applied using a switching scheme within a 14.5 to 16.0 A
radius. Subsequently, the system was balanced using 2.0 ns of MD gm/MM at a temperature of
300 K. The RMSD computed for the protein during the last 1 ns yields a value consistently
below 0.9 A. In addition, the RMS of the temperature along the different equilibrium steps was
always less than 2.5 K, and the coefficient of variation of the potential energy during the
dynamic simulations was never higher than 0.3%.

A total of 40 simulations were performed at different antisymmetric combination values
of distances R1-R2 (ranging from -2.0 A to 2.0 A, see Figure 6.4), with an umbrella force
constant of 50 kcal.mol™*.A applied to this distinct reaction coordinate. In addition, 40
simulations were performed at different values of R3 (ranging from 1.0 A to 3.0 A, see Figure
6.4), also with an umbrella force constant of 50 kcal.mol™. A in this combination of distances.
Consequently, 1600 simulation windows were needed to obtain the 2D PMF for Step 1 of the
transesterification mechanism. The values of the variables sampled during the simulations were
then pooled to construct a complete distribution function from which the 2D PMF was obtained.
In each window, 20 ps of relaxation was followed by 20 ps of production with a time step of
0.5 fs due to the nature of the chemical step involving a hydrogen transfer. Verlet's algorithm
was used to update the speeds. It is important to note that the coordinates considered in the PMF
are described in Figure 6.4.

Figure 6.4 - Diagram of the reaction coordinates used to investigate the transesterification
reaction mechanism.
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Since using QM/MM calculations in free energy evaluation are commonly restricted to
semi-empirical Hamiltonians due to the large number of gradient vector evaluations; we started
our analysis with a semi-empirical potential. So, the error associated with this quantum level of
theory was reduced by the inclusion of correction terms. The corrections were applied by
subtracting the calculated energy for the QM region using a semi-empirical level and adding
the energy of the DFT potential (Zhao e Truhlar, 2008). The QM region was described as the
functional M06-2X (Zhao e Truhlar, 2008) with the base set 6-31+G (d, p). These calculations
were performed using the ORCA 5.0.3 quantum chemistry software package (Neese, 2022).
The same high-level QM fixes were applied previously. The TS-like conformations obtained
from the MD AM1/d-PhoT/MM simulations were used as the initial geometries for the energy
correction at the DFT level. QM corrections were performed using ORCA and the pDynamo

program. The same high-level QM fixes were applied previously (Ruiz-Pernia et al., 2004).
LABORATORY TESTS

Materials

Ariri oil was obtained from the coconut of its palm tree by cold extraction via solvent
(hexane) and used without any treatment. Coconut collection was carried out at Cidade
Universitaria Dom Delgado, Federal University of Maranhdo (UFMA), in S&o Luis, MA
(2°33'22.6"S 44°18'29.2"W). The a-bisabolol was kindly donated by the company Atina
Natural Actives. The enzymes used, Amano lipase PS, from Burkholderia cepacia
(immobilized in diatomaceous earth), were acquired from Merck e Sigma. The ethanol used

was analytical grade and was purchased from Merck e Sigma.

Enzymatic transesterification

To evaluate the possible formation of esters in the enzymatic transesterifications of ariri
coconut oil with a-bisabolol, reactions in which the reaction time and the existence of water in
the medium were altered, as shown in Table 6.2. Reactions 1 and 3 were also performed for

the enzymatic transesterifications of ariri coconut oil with ethanol alcohol.
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Table 6.2 - Enzymatic reactions of ariri coconut oil with a-bisabolol.

Enzyme load: 5%; Temperature: 50°C;
Oil/a-bisabolol molar ratio: 1:4; Rotation:

800 rpm
Reaction Time Water
1 4h No
2 8h Yes
3 24h No

Enzymatic transesterification occurred under constant magnetic stirring at 400 rpm at
50 °C. The experimental system consisted of a 10 mL glass flask with a screw-on cap, a
cylindrical chamber, and a magnetic stirrer with heating. At the end of the process, to separate
the biocatalyst and the ethyl esters, the reaction product was transferred to a falcon tube and
centrifuged at 3600 rpm for 10 min. To monitor the qualitative conversion of vegetable oil into
esters, thin-layer chromatography (TLC) was used on silica plates, supported on an aluminum
sheet, with a mobile phase hexane: ether: acetic acid (ratio 8:4:0.2) and iodine vapor as

developer.
RESULTS AND DISCUSSIONS

COMPUTATIONAL CALCULATIONS

The stability of a compound can be analyzed through mean square deviation (RMSD).
Higher RMSD values represent lower protein stability, while lower RMSD confirms protein
stability (Aier et al., 2016; Rahman et al., 2012; Wu et al., 2022). Figure 6.5 shows the

fluctuations of the RMSD value for 200 ns simulation in ethanol and a-bisabolol environment.
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Figure 6.5 - RMSD for different enzymatic systems with a-bisabolol and ethanol
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In Figure 6.5 (a), the C12/ethanol system, the peaks ranged from ~1.5 to above 4 A,
with an extraordinary accentuation, indicating that the system was always looking for a position
of lower energy so that it could behave. The C12/a-bisabolol system showed a marked reduction
with a deviation of ~1.1 A in its first 10 ns. After this time, a rapid increase in the trend line
was observed at ~60, 90, and 120 ns, but it did not exceed 2.5 A. In the last 50 ns, the system

has shown excellent stability. The greater stability of C12 with a-bisabolol is generally
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remarkable, as its trend line showed a lower RMSD and more minor variations, especially in
the last 50 ns.

According to Figure 6.5 (b), the enzyme/a-bisabolol system has a considerable
reduction in the first 10 ns with a deviation of ~0.5 A. After this time, a rapid increase in the
trend line was observed at ~70 and 130 ns, but did not exceed 0.75 A. In the last 50 ns, a slight
increase in deviation was observed, but consistently below 0.75 A. When compared, the
enzyme/a-bisabolol system showed a lower trend line with more minor variations, making this
system more stable than the enzyme/ethanol system.

When comparing the systems produced through the enzyme, C12, and alcohol, Figure
6.5 (c), the complex/ethanol has its most excellent stability at the beginning up to ~55 ns. In
contrast, the complex/a-bisabolol system reached its most excellent stability at the end, from
150 ns. Although apparently, the ethanol system has more minor fluctuations in the trend line,
its last 50 ns show a slight increase reached ~2.4 A, unlike the a-bisabolol system that stabilized
in the same period not exceeding 1 A in the RMSD value.

To evaluate more concisely the effect that each alcohol has on the reaction systems, it
is necessary to understand the mechanisms involved in the reaction, evaluating the differences
that exist in each energy barrier and in the intermediate states throughout the reaction. The
lipase-catalyzed transesterification reaction mechanism is of the Bi-Bi Ping Pong type, which
involves acylation and deacylation (not considered in this study) steps at the active site of the
enzyme, formed by the catalytic triad serine (Ser), histidine (His) and aspartic acid/glutamate
(Asp/Glu) (Bousquet-Dubouch et al., 2001). The mechanism starts with acylation. In this step,
histidine increases the nucleophilicity of serine, facilitating its reaction with the carbonyl carbon
of the triglyceride. This forms a tetrahedral intermediate stabilized by hydrogen bonds, followed
by the transfer of a proton from serine to histidine and partial deprotonation of aspartic acid to
neutralize the positive charge of the transition complex (Bousquet-Dubouch et al., 2001;
Castillo et al., 2016). It is worth noting that this catalytic triad is not exclusive to lipases, but is
observed in other enzymes, such as proteases, highlighting the efficiency and versatility of this
catalytic arrangement in various biochemical reactions (Aboelnga et al., 2025; Batra et al.,
2013; Buller e Townsend, 2013; Dodson, 1998).

The Potential Energy Surface (PES) visually presents the reaction paths and associated
energetic changes. The PES graph analyzes the variation in the potential energy of a chemical
system as a function of the geometric coordinates of the atoms involved in the reaction. These

charts are used to understand and visualize the reaction paths and energetic changes associated
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with different states (reactants, products, intermediates, and transition states) throughout a
chemical reaction (Cramer, 2004; Jensen, 2017).

Figure 6.6 and Table 6.3 shows the reaction pathways and associated energetic
changes, the reaction mechanism analysis, and the thermodynamic parameters for the acylation

stage of the enzymatic transesterifications, respectively.

Figure 6.6 - Graph of the potential energy surface (PES) in the C12 acylation step with a-
bisabolol (a) and ethanol (b).
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Table 6.3 - Thermodynamic parameters in the C12 acylation step with a-bisabolol and ethanol.

Parameter a-bisabolol Ethanol

Activation Free Energy (AG1}) >20.0 kcal/mol 19.2 kcal/mol

Gibbs Free Energy (AG) >20.0 kcal/mol 13.0 kcal/mol

Source: Authors (2025)

The reaction paths are presented in Figure 6.6, and the thermodynamic data for the
acylation step is shown in Table 6.3. It is verified that both reactions start at a low energy point
(RS).

The PES for the C12 reaction with a-bisabolol, Figure 6.6(a), demonstrates that
although there is no transition states explicitly marked on the graph, the transition from the
reactant state (RS) to the intermediate state (INT) involves an increase in potential energy,
indicating the presence of one or more significant energy barriers. This evidence is corroborated
by its activation and free energy, both greater than 20.0 kcal/mol.

The analysis of the C12 reaction with ethanol, shown in Figure 6.6 (b) and Table 6.3,
indicates that the transition from the reactant state (RS) to the intermediate state (INT) occurs

with an increase in the potential energy to the transition state (TS1) and then a decrease. The
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activation energy of 19.2 kcal/mol suggests that the reaction has a moderate barrier, relatively
more straightforward to overcome when compared to a-bisabolol. The free energy of 13.0
kcal/mol indicates that, even after overcoming the energy barrier, the intermediate still has a
significantly higher energy than the reactant state.

Thus, the results presented in Figure 6.6 and Table 6.3 suggest that the intermediate
formation is non-spontaneous for both reactions under the specified conditions. However, the
reaction with ethanol is energetically more favorable and potentially faster than the reaction
with o -bisabolol, which has significantly higher energy barriers and free energy differences.

It is noteworthy that although AG>0 indicates that a reaction is not spontaneous under
standard conditions, factors such as temperature, pressure, reactant concentrations, effective
catalysts, and optimized reaction conditions can significantly improve the viability and
efficiency of the reaction (Devaraj Naik B e Udayakumar M, 2023; Tran et al., 2013; Yahya et
al., 2018). In addition, the intrinsic molecular properties of the reactants, such as steric effects,
can directly influence the kinetics and efficiency of the reaction (Kim et al., 2010; Otera, 1993).

Steric effects play a crucial role in enzymatic transesterification, as substrate
accessibility to the enzyme’s active site directly influences reaction efficiency. Ethanol, being
a small and less bulky molecule, experiences minimal steric hindrance, allowing for easier
accommodation within the active site of Burkholderia cepacia lipase. In contrast, a-bisabolol,
a larger and structurally more complex molecule, faces greater steric constraints, which can
hinder its proper positioning for nucleophilic attack by the catalytic triad (Ejikeme et al., 2010;
Hanh et al., 2009; Salis et al., 2005a, 2005b).

Beyond molecular size, computational calculations revealed additional factors
contributing to the lower efficiency of a-bisabolol. The PES analysis indicated that the
activation free energy (AGf) for a-bisabolol was higher than 20.0 kcal/mol, compared to 19.2
kcal/mol for ethanol. This suggests a more challenging transition state formation for o-
bisabolol, translating into a slower reaction rate. Additionally, the Gibbs free energy (AG) for
a-bisabolol was also higher than that for ethanol, indicating a less thermodynamically favorable
reaction pathway.

Therefore, while steric hindrance is an important factor, computational results provide
deeper mechanistic insights, confirming that both kinetic and thermodynamic parameters
contribute to the reduced efficiency of a-bisabolol in enzymatic transesterification.

During an enzymatic reaction, variations in bond distances can provide crucial insights

into the underlying mechanisms, particularly in transition states and intermediate formations.
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Analyzing these distances helps identify key interactions between catalytic residues and
substrates, aiding in the understanding of the stability and reactivity of the intermediates formed
throughout the reaction. Figure 6.7 shows the transition geometries in the acylation stage of
C12 with ethanol (a) and a-bisabolol (b).

Figure 6.7 - Transition state geometries in the acylation of C12 with ethanol (a) and a-
bisabolol (b).
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As shown, there is a frequent variation in the binding distances provided in the
structures, indicating the formation and rupture of bonds during the transformation of the
reactant into an intermediate product.

The transition from RS to TS1 involves a reduction in the distance of histidine nitrogen
with serine hydrogen from 2.53 A to 1.10 A for the a-bisabolol reaction and from 2.38 A to
1.26 A for the ethanol reaction, suggesting the breaking of the serine H-O bond. In the
intermediate formation (INT) step, the new N—H bond is confirmed with a distance of 1.02 A,
indicating the complete formation of a strong covalent bond in the intermediate for both
reactions (J. Li et al., 2022; Song et al., 2001).

Figure 6.8 shows the evolution of the interatomic distances selected throughout the

reaction for each alcohol used.
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Figure 6.8 - Time and evolution of the interatomic distances between each catalytic triad

residue in the C12 acylation stage with ethanol (a) and a-bisabolol (b).
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The fluctuations of the interatomic distances observed in Figure 6.8 demonstrate similar
stability between each system, with minor fluctuations for the a-bisabolol system, especially
for the Ser87-C12 pair (red). Overall, the fluctuation distances for the a-bisabolol system
remain stable but with a slight tendency to fluctuate more compared to ethanol, demonstrating
that the ethanol system seems to have a slight advantage in terms of stability of the interatomic
distances.

EXPERIMENTAL RESULTS

The conversions or not of the esters were qualitatively observed from TLC, which
allows transesterification to be monitored by identifying and observing the changes in the
compounds over time (Stahl, 1969).

To perform efficient analysis of conversions, it is necessary to compare the
corresponding points of different samples; the displacement or the presence of new points along
the plate can indicate the progress of the reaction (Mangold, 1969; Stahl, 1969). In
transesterification reactions, a decrease in the point corresponding to the original ester and an
increase in the points corresponding to the reaction products performed are expected from the
comparison with known standards (Chattopadhyay et al., 2011; Shah et al., 2004). Figure 6.9

shows the analysis by TLC of the monitoring of the reactions performed.
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Figure 6.9 - Chromatoplates indicating the positions of ethyl esters (EE), triglycerides (TG),
fatty acids (FA), diglycerides (DG), and monoglycerides (MG).
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Oil = ariri coconut oil, a = a-bisabolol, Ref = Mixtures of ethyl esters, R(a)1, 2 and 3 = reaction using

a-bisabolol, R(e) 1 and 3 = reaction using ethanol, as shown in Table 6.1.
Source: Authors (2025)

As evidenced by Figure 9, the reactions with ethanol indicate an efficient
transesterification of triglycerides into ethyl esters, especially for the reaction performed in 24h
(R3(e)), which practically eliminated the amount of triglycerides and significantly reduced the
bands of fatty acids, diglycerides, and monoglycerides (Fontana et al., 2009; Santos et al.,
2009). In contrast, reactions with a-bisabolol show a small formation of diglycerides and
monoglycerides, evidenced mainly in the reaction performed at 8h and in the presence of water
(R2(a)), suggesting that a-bisabolol may be partially acting on the conversion. Therefore, the
data obtained from TLC support the results found in the computational calculations,
demonstrating that ethanol is more effective to produce ethyl esters from vegetable oils rich in
Cl2.

CONCLUSION

The experimental and computational analysis indicated that ethanol presents a more
efficient transesterification, resulting in a significant conversion of triglycerides into ethyl
esters, especially after 24 h of reaction. On the other hand, the reaction with a-bisabolol showed
a limited formation of diglycerides and monoglycerides, suggesting a lower efficiency in the
conversion of triglycerides. The chromatographic results confirmed that ethanol more

effectively produces ethyl esters from C12-rich vegetable oils. In addition, the analysis of the
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thermodynamic parameters showed that the reaction with ethanol is energetically more
favorable and potentially faster than the reaction with a-bisabolol, which presented significantly
higher energy barriers.

In the context of the computer simulations, the C12/a-bisabolol system showed more
excellent stability, with more minor variations in the RMSD compared to the C12/ethanol
system. However, the ethanol reaction’s activation and Gibbs (G) free energy indicated a more
accessible and energetically favorable reaction. The data obtained support the conclusion that
ethanol is a more efficient and energetically favorable reagent for the enzymatic
transesterification of C12-rich oils compared to a-bisabolol. Thus, its sustainable use can be
further explored in producing bioproducts from local natural resources. Despite its lower
efficiency, future research may improve the use of a-bisabolol in enzymatic transesterification,

thus contributing to the diversification and innovation of bioproducts.
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RESUMO

O presente trabalho realizou pela primeira vez a caraterizacéo e a etanolizacao do 6leo de coco
de ariri catalisada pela lipase Burkholderia cepacia. Através do Planejamento Fatorial
Completo 32 e da Metodologia de Superficie de Resposta (MSR), foram avaliados os efeitos de
diferentes raz6es molares de 6leo/etanol (1:4, 1:6 e 1:9) e cargas cataliticas (2%, 5% e 10%),
utilizando B. Cepacia na forma livre e imobilizada, em um tempo de reacdo de 4 h. A
caraterizacdo quimica do 6leo de coco ariri mostrou a predominancia de acidos graxos saturados
(78,52%), sendo o &cido laurico (C12:0) o majoritario com 31,65%. O 0leo de ariri apresentou
carateristicas tipicas de 6leos vegetais adequados para a transesterificagdo enzimética. Os
resultados experimentais mostraram que o melhor teor de ésteres etilicos (67,1%) foi obtido
com a lipase imobilizada, com uma carga catalitica de 2% e na relacéo 6leo/etanol de 1:4. Para
as reacdes empregando a lipase livre, os melhores resultados (62,8%) foram obtidos com uma
carga catalitica de 10% e na razdo 6leo/etanol de 1:6. As analises estatisticas indicaram que a
carga catalitica era a varidvel mais significativa para as reagdes com a lipase livre. Em
contrapartida, a relacdo 6leo/etanol foi a variavel mais significativa para as reacdes com a lipase
imobilizada. Os resultados deste estudo estabelecem o 6leo de coco ariri como um substrato
inovador e promissor para aplicacdes em reacdes de transesterificagéo.

Palavras-chave: Biocatalise; Burkholderia cepacia; Esteres

ABSTRACT

The present paper performed for the first time the characterisation and ethanolization of ariri
coconut oil catalysed by the lipase Burkholderia cepacia. Through the Complete Factor
Planning 32 and the Response Surface Methodology (MSR), the effects of different molar ratios
of oil/ethanol (1:4, 1:6, and 1:9) and catalytic loads (2%, 5%, and 10%) were evaluated, using
B. Cepacia in free and immobilised form, in a reaction time of 4 h. The chemical

characterisation of the ariri coconut oil showed the predominance of saturated fatty acids
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(78.52%), with lauric acid (C12:0) being the majority at 31.65%. Ariri coconut oil showed
typical characteristics of vegetable oils suitable for enzymatic transesterification. The
experimental results showed that the best ethyl ester content (67.1%) was obtained with the
lipase immobilised, with a catalytic load of 2% and in the oil/ethanol ratio of 1:4. For reactions
employing the free lipase, the best results (62.8%) were obtained with a catalytic load of 10%
and in the oil/ethanol ratio of 1:6. The statistical analyses indicated that the catalytic load was
the most significant variable for the reactions with the free lipase. In contrast, the oil/ethanol
ratio was the most significant variable for the reactions with the immobilised lipase. The results
of this study establish ariri coconut oil as a innovative and promising substrate for applications
in transesterification reactions.

Keywords: Biocatalysts; Burkholderia cepacia; Esters

INTRODUCTION

Transesterification reactions are widely used in the formation of polymers (Leung et al.,
2023), in the degradation of pollutants (Kim et al., 2021), in the formulation of pharmaceuticals
(Rao et al., 2021), in the production of biolubricants, and in other bioproducts (Morales et al.,
2020; Ng et al., 2020; Nie et al., 2020). However, their main application has been synthesising
of esters from triglycerides (TG) from oils and fats (Luna et al., 2016; Mumtaz et al., 2017;
Orege et al., 2022).

Oils and fats are transesterified by the reaction of 1 mol TG with 3 moles of alcohol
produce a mixture of fatty acid esters and glycerol as a by-product. During the process, catalysts
are used to make the process more efficient and economical, thus obtaining higher yields (Luna
et al., 2016; Thangaraj et al., 2019).

In the transesterification of oil and/or fat, the most used catalysts are NaOH, KOH, HCI,
and metal oxides; however, these catalysts present certain problems, such as difficulty of
separation, contamination of the medium, sensitivity to certain TG, corrosion, leaching, soap
formation, severe reaction conditions, and environmental issues, among others (Baskar et al.,
2017; Rezende et al., 2021; Rizwanul Fattah et al., 2020).

In the face of problems associated with these catalysts, there has been a notable shift
towards the utilisation of enzymatic catalysis in the transesterification of oils and fats.

Enzymatic catalysis has brought excellent results. Its use stands out mainly for its
environmentally favourable route and the lower energy consumption caused by milder reaction

conditions. Although selective, they have shown efficient catalytic activity for different types
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of TG since they are little influenced by the quality of the raw material. Its products have high
purity, and the enzymes have greater thermal and chemical stability when immobilised
(Fjerbaek et al., 2009; Guldhe et al., 2017; Santos et al., 2020; Yuzbasheva et al., 2014).

Despite their growing demand, enzymatic catalysis ou biocatalysis is still little used
compared to other catalysts, mainly due to their long reaction time and the high costs to obtain
them, it so that different methodological procedures have been applied to favor its use (T. A.
Andrade et al., 2019; Bajaj et al., 2010; Narwal e Gupta, 2013a; Sandoval et al., 2017).

The main biocatalysts used to obtain esters are triacylglycerol lipases or simply lipases,
which are enzymes belonging to the group of hydrolases, classified under E.C. 3.1.1.3,
according to the International Union of Biochemistry (IUB) (Jaeger e Eggert, 2002a; McDonald
e Tipton, 2023; Nelson et al., 1996; Sanchez et al., 2018).

Lipases obtained from the bacterium Burkholderia cepacia, formerly known as
Pseudomonas cepacia, stand out as one of the main biocatalysts used in transesterification
reactions. Their high stability and chemical specificity allows them to be applied in different
reaction conditions (Bajaj et al., 2010; Jaeger e Eggert, 2002b; Porto de Souza Vandenberghe
et al., 2020; Salihu et al., 2012; Thangaraj et al., 2019).

Lipases can be used in free or immobilised form to achieve different results. When
immobilised, they may present greater stability, an improvement in activity and tolerance to
alcohol, especially for methanol. There is a simplification in the separation of the product, and
its reuse can be facilitated, thus reducing the costs linked to the process (Narwal e Gupta, 2013b;
Remonatto et al., 2022; Selmi e Thomas, 1998; Zhao et al., 2015). Immobilization, although
beneficial, will not always allow the best results to be obtained, so, individual assessments must
be made for each set of substrates used in the reaction (Kumar et al., 2022).

In addition to the biocatalysts, the choice of alcohol used in enzymatic catalysis can
have a direct impact on reaction yields. Methanol has been the most widely used alcohol in
enzymatic transesterification reactions due to its high reactivity, however, its high toxicity can
cause denaturation of the lipase and thus loss of catalytic activity (Lotti et al., 2015, 2018;
Norjannah et al., 2016a; Rajendran et al., 2022).

Given its toxicity and the fact that it is an alcohol derived from fossil sources such as
oil and natural gas, methanol has been replaced by ethanol, which is less toxic and is obtained
from renewable sources (Gumbyté et al., 2018; Morin et al., 2007; Ramos et al., 2022; Veras
etal., 2011).
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In the context of alternative and renewable raw materials, researchers have been looking
for other sources of TG that can be used in enzymatic transesterification. Ariri coconut oil,
which comes from a renewable source, is a viable alternative for this application.

Belonging to the species Syagrus cocoides Martius, the ariri is an oil palm that can also
be known as pati, lous, jata, piririma, pererema, iriri, pupunha-brava, cunham-galinha, uapirima
etc., depending on where it is found (Celestino, 2009; Gomes-da-Silva et al., 2022).

The ariri palm is native to the Amazon and the gallery forests of the cerrados located
near the Amazon region. Its species is found in the Brazilian states of Amazonas, Par4,
Tocantins, Maranhdo, Piaui, Goids and Mato Grosso. Ranging in height from 1.5 to 10 m, the
ariri palm has a thin trunk and feathery leaves with well-spaced, narrow leaflets. Its ovoid or
pyriform fruits measure up to 6 cm in length and have a yellowish-brown color when ripe (L.
E. Andrade et al., 2018; Celestino, 2009; Gomes-da-Silva et al., 2022; Lisboa et al., 2020;
Lorenzi et al., 2010; Noblick, 2017; Pinheiro et al., 1996).

To date, ariri coconut oil has not been used in transesterification reactions. Thus, this
paper presents a new route for obtaining esters from the transesterification of ariri coconut oil
with ethanol using biocatalysts, using a process that is environmentally friendly and has a low
reaction time. The molar ratio (oil/alcohol) and the load of the biocatalyst (Burkholderia
cepacia) were evaluated during the process to analyze their influence on the ester content
obtained.

MATERIAL AND METHODS

MATERIALS

Ariri oil was obtained from the coconut of the ariri palm tree by cold extraction via
solvent (hexane) and used without any treatment. The coconut collection was conducted at the
Dom Delgado University City, Federal University of Maranhdo (UFMA), in Sdo Luis -MA
(2°33'22.6"S 44°18'29.2"W). Amano Lipase PS, from Burkholderia cepacia and Amano
lipase PS-IM (immobilized on diatomite), were acquired from Merck e Sigma Brazil. The
analytical-grade ethanol was purchased from Merck e Sigma Brazil.

Characterisation of ariri coconut oil
Physicochemical Characterization

The physicochemical properties of the oils were determined according to the Adolfo
Lutz Institute, which analysed the acidity, saponification, and peroxide indexes, density, and
viscosity (Institute Adolfo Lutz, 2008).
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Chemical composition analysis

The chemical composition of ariri coconut oil was performed in a gas chromatograph
(CG-2010) with Shimadzu Flame lonization Detector (CG-FID), using a ZB-FFAP capillary
column (30m x 0.25mm x 0.25um). The flow of the carrier gas, helium, at a linear velocity of
47.5 cm/sec and column flow of 1.0 mL/min. The furnace programming was 120 °C for 2 min
with a heating ramp from 10 °C/min to 180 °C and remained for 5 min, being heated again at
a rate of 3 °C/min to 230 °C, remaining for up to 3 min. The injector and ion source
temperatures were 250 °C and 200 °C, respectively. Split injection mode with 1/100 ratio.
Race Time 32.67 min.

Infrared Spectroscopy

The samples de 6leo de coco ariri were analyzed with a Fourier transform infrared
spectrophotometer brand Shimadzu, model IRPrestige 21 and submitted to scanning analysis
performed in the ranges of 4000-500 cm™ with a resolution of 4 cm™ and a number of scans
of 40.

Experimental Procedure and Statistical Analysis
Reactions transesterification

Enzymatic transesterification occurred under magnetic stirring at 400 rpm, 50 °C, and
4 h duration. The mass of oil used in the reactions was 500 mg. The experimental procedure
(Figure 7.1) consisted of a 10 mL glass bottle (headspace) with a screw-on cap, a cylindrical
stainless steel chamber and a magnetic stirrer with heating. At the end of the process, to
separate the biocatalyst and the ethyl esters, the reaction product was transferred to a falcon
tube and centrifuged at 3600 rpm for 10 min. The quantification was carried out later through
Gas Chromatography (GC-FID) and the identification of the esters by Gas Chromatography
with Mass Spectrometer (GC-MS).
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Figure 7.1 - Experimental system used in transesterification reactions.

Temperature Agitation

Source: Authors (2024)
Design of Experiment

Based on the variables ethanol/oil molar ratio and catalytic load, a 32-factorial design
(three levels and two variables) was performed for each lipase, totalling 9 experiments with

the central points performed in triplicate. Table 7.1 shows the factorial planning carried out.

Table 7.1 - Variables and work limits defined for the experimental routes.

Variables Levels

-1 0 +1
Ethanol/oil molar ratio 1:4 1:6 1:9
Catalytic Load (%) 2 5 10

Source: Authors (2024)

Statistical Analysis

The experimental data were analysed through analysis of variance (ANOVA) with a
confidence level of 95%, with significant terms p < 0.05 and the optimisation of the synthesis
of esters performed through the response surface analysis (MSR) methodology provided by the

Statistica software.
Chromatographic analysis of esters

The analyses of the reaction products were conducted in a Shimadzu Gas
Chromatograph with Mass Spectrometer (GCMS-QP2010 SE), using an RXilMS

capillary column (30m x 0.25mm x 0.25um). The flow of the carrier gas, helium, at a
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linear velocity of 37.5 cm/sec and column flow of 1.0 mL/min. The furnace programming
was 120 °C for 2 min with a heating ramp from 10 °C/min to 180 °C and remained for 3
min, being heated again at a rate of 5 °C/min to 280 °C, remaining until 2 min. The injector
and ion source temperatures were 250 °C and 200 °C, respectively. Split injection mode
with a 1/50 ratio. Running time 33 min.

Esters were quantified according to Standard 14103-2011 (ANP), using methyl
nonadecanoate (C-19 ester) and heptane as solvent as internal standard. The calculation

of the percentage of esters in the samples was performed by using Equation 7.1:

x 100 (7.1)

YA—API CPlx VPI)

% esters = ( AP

Where:

> A = Sum of the areas of the majority components and the internal standard,
API = Area of the internal standard (methyl nonadecanate);

CPI = Concentration in mg/mL of methyl nonadecanate;

VPI = Volume in mL of methyl nonadecanoate;

m = mass in grams of the sample.

RESULTS AND DISCUSSIONS
CHARACTERISATION OF ARIRI COCONUT OIL

Physicochemical Characterization
The results of the physicochemical analyses of ariri coconut oil and their

comparison with other oils are illustrated in Table 7.2.

Table 7.2 - Physicochemical parameters of ariri coconut oil and other oils used in enzymatic

transesterification reactions.

Parameters Ariri Soybean Palm Jatropha Babassu
() (b) () (d) (e)
Specific weight 0.902 0.87-093  0.89-0.91 0.86 - 0.91 0.91-0.92
(g/cm3)
Acid value (%) 1.97 0.2-0.97 06-4 224-56 0.15-1.24
Saponification index 231.4 181 - 200 190 - 208 105 - 193 245-256
(mg KOH/qg)
lodine content
(g1n1000) 20.4 119 - 139 47 -56 63 - 100 10-18
Peroxide Index 0.47 1.8-165 10-20 027-24 3.22-125
(mEg/Kg)
Viscosity (mm?2/s) 30.84 36.8-622  62.75-65.96 32 28.79 - 38.28
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Organized by the authors (2024) Source: a - Authors (2024); b - (Anwar et al., 2016; Gerde et
al., 2020; Nasreen et al., 2015; Oliveira et al., 2015; Pellicano et al., 2008; Toscano e
Maldini, 2007); ¢ - (Koushki et al., 2015; Lin, 2011; Pellicano et al., 2008; Shahedi et al.,
2019; Toscano e Maldini, 2007); d - (Abdullah et al., 2018; Ananias Ribeiro et al., 2020;
Fernandes et al., 2015; Soares et al., 2024; Yusop, 2013); e - (boulifi N El et al., 2015; Kale e
Ragit, 2017; Sales et al., 2020; Silva Ferreira et al., 2012).

When considering using vegetable oils in transesterification reactions, we must
understand that the physicochemical characteristics depend almost entirely on the existing fatty
acid profiles, directly impacting the efficiency of the transesterification process and the quality
of the product obtained.

As evidenced by Table 7.2, ariri coconut oil has physicochemical characteristics within
the typical ranges of vegetable oils, making it suitable for transesterification reactions.

Its acidity index of 1.97 indicates the need for a possible pre-treatment before
transesterification. A high acidity index may interfere with the catalytic performance of lipases,
reducing the formation of esters and interfering with the quality of the products (Jafarihaghighi
et al., 2020; Neupane et al., 2021a; Yesilyurt et al., 2019).

The high saponification index implies that short-chain fatty acids are in greater quantity.
Its low levels of iodine and peroxides indicate that ariri coconut oil is composed mostly of
saturated fatty acids (Barbosa et al., 2009; Papin Sourou et al., 2018).

Compared to other oils such as soybean, palm, jatropha, and babassu, ariri coconut oil
has competitive characteristics, especially in oxidative stability caused by saturated fatty acids.
However, its high acidity index becomes a disadvantage that needs to be managed (Kwiecien
et al., 2009; Moretto e Fett, 1989).

Therefore, because it has physicochemical characteristics within the typical ranges of
vegetable oils, ariri coconut oil presents a viable alternative for enzymatic transesterification,

especially if acidity-related issues are adequately addressed.
Chemical composition analysis

The free fatty acids in ariri coconut oil are shown in the total ion chromatogram, Figure

7.2, and their indications and percentages in Table 7.3.
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Figure 7.2 - Chromatogram of free fatty acids in ariri coconut oil.
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The chromatogram of ariri coconut oil identified 10 fatty acids, most of which are chain-

saturated. Lauric acid (C12:0), with a retention time of 15.02 min, was the majority, with
31.65%. In sequence, myristic acid (C14:0), oleic acid (C18:1n6c) and palmitic acid (C16:0)
formed the highest fatty acid contents of ariri coconut oil with 17.96, 15.87 and 11.13%,

respectively, as shown in Table 7.3.

Table 7.3 - Fatty acid composition in ariri coconut oil.

Peak Acid Formula Name Percentage (%)
1 C8:.0 CgH1602 Octanoic acid (Caprylic acid) 4.94
2 C10:0 Ci10H2002 Decanoic Acid (Capric Acid) 5.14
3 C12:0 Ci12H240, Dodecanoic Acid (Lauric Acid) 31.65
4 C14:0 C14H250- Tetradecanoic acid (Myristic acid) 17.96
5 C16:0 C16H3202 Hexadecanoic acid (Palmitic acid) 11.13
6 C18:0 CigH3602 Octadecanoic acid (Stearic acid) 7.49
7 C18:1n9c CisH3402 9-octadecenoic acid (Z) (oleic acid) 15.87
8 C18:1N9T CisH3402 9-octadecenoic acid (E) (elaidic acid) 0.28
9 C18:2n6¢ Ci1gH302 Linoleic acid 5.33
10 C20:0 C20H4002 Eicosanic acid (Arachidic acid) 0.21

Total saturated acids 78.52
Total unsaturated acids 21.48

Source: Authors (2024)
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When comparing the composition of the fatty acids of ariri coconut oil with other oils
used in transesterifications, such as Babassu oil, which has the greatest similarities in terms of
the existing major fatty acids, mainly due to the high levels of lauric acids (Azam et al., 2010;
K. S. Moreira et al., 2020a; Nascimento et al., 2009; Neto et al., 2021; Neupane et al., 2021b).

The properties of oils and their products are directly linked to the profile of existing
fatty acids. Oils with high levels of saturated fatty acids tend to be more viscous, making it
difficult to mix and react with the alcohol and catalyst. Still, they produce biodiesel with greater
oxidative stability (Bastos, 2020; Pinto et al., 2005).

Infrared Spectroscopy

The spectrum obtained by infrared spectroscopy of ariri coconut oil is shown in Figure
7.3.

Figure 7.3 - Spectrum in the infrared region of ariri coconut oil.
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Source: Authors (2024).

Analysing the spectrum, characteristics of the specific groups existing in ariri coconut
oil can be observed. The methylene groups of the carbon chain of the esters are characterised
by the absorption band related to the asymmetric stretching of CH: in the regions of 2920 cm™
! followed by the absorption band at 2850 cm™, referring to the symmetrical stretching of CHz,
by the symmetrical strain band in the region 1462 cm™ and angular deformations at 720 cm-1.

Bands that relate to the characteristic functional groups of esters are located in the absorption
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band 1741 cm, referring to the stretching of the C=0 group of the carboxyl group of esters
and in 1161cm? referring to the deformation of the C — C(=0) — O group (Mukhametov et al.,
2023; Shi et al., 2017; Silverstein et al., 2014).

EXPERIMENTAL PROCEDURE AND STATISTICAL ANALYSIS

Transesterification reactions that use lipases as catalysts are carried out using different
methodologies, so each researcher evaluates which parameters need to be verified. In this
context, the complete factorial design 3 was used, with the following variables being the
oil:ethanol ratio and the catalytic load. For each variable, three levels were considered:
oil/ethanol ratios 1:4, 1:6, and 1:9, and catalytic loads of 2%, 5%, and 10%. The reaction time
was kept constant at 4 h.

Table 7.4 presents the reaction conditions and the results obtained with their respective

ester conversions.

Table 7.4 - Complete Experimental Design with the results for conversion into esters for

enzymatic transesterification of ariri coconut oil.

3*2 Planning (Three levels and two variables)

Ester contente (%)

Reactioy  Variable  Variable Ol Caalytic _ .
1 2 Ethanol B. Cepacia B. Cepacia
free Immobilized
1 0 1 1:6 10% 62.8 57.0
2 1 0 1:9 5% 31.2 55.5
3 -1 -1 1:4 2% 40.3 67.1
4 -1 0 1:4 5% 47.1 66.2
5 1:9 10% 57.5 53.7
6 0 -1 1:6 2% 50.5 41.4
7 1 -1 1:9 2% 38.7 35.2
8 -1 1 1:4 10% 58.2 60.9
9 0 0 1:6 5% 21.8 39.5
9 0 0 1:6 5% 23.0 36.4
9 0 0 1:6 5% 233 423

Source: Authors (2024)

According to Table 7.4, the results obtained from the experimental design show

significant variations in the levels of esters obtained with values between 21.8 % and 67.1%.
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Reaction 3, in which the immobilised lipase was used, produced the largest amount of esters
from the molar ratio of 1:4 (oil/ethanol) and a catalytic load of 2%.

Effect of oil/alcohol ratio

The oil/ethanol ratio, 1:4, presented the best results on average for both the immobilised
and free lipases. The molar ratio 1:9 showed variable results, suggesting that lower catalytic
loads are not ideal for forming higher ester content.

Studies show that the oil/alcohol ratio significantly affects a transesterification reaction
(Norjannah et al., 2016b). The alcohol content above the stoichiometric amount (1 mol of
triglyceride to 3 moles of alcohol) tends to improve yield to a certain point. After that, excess
alcohol can remove the water wrapped around the lipase, denaturing it and consequently
reducing its catalytic efficiency (Lam et al., 2010; Ma et al., 2017; Pedro et al., 2017a;
Salaheldeen et al., 2021; Tongboriboon et al., 2010).

It is worth noting that optimisations can occur in different molar ratios. Baron et al.
(2014) achieved the best results with the oil/ethanol molar ratio of 1:3, while Mata et al. (2012)
obtained a 1:6 ratio while Moreira et al. (2020) obtained the molar ratio of 1:18, that is, there
is no oil/ethanol molar ratio that can guarantee a greater amount of esters, because this will
depend on the type and form of the lipase, the catalytic content, the reaction time, among others
(Baron et al., 20144a; Mata et al., 2012; K. S. Moreira et al., 2020Db).

Effect of catalytic load

The catalyst load directly influences the content of esters produced; the literature has
shown that a higher catalyst load generally allows higher yields, but only up to a limit, beyond
which inhibition by an excess of catalyst or particle agglomeration can occur, decreasing its
efficiency (T. A. Andrade et al., 2017a, 2017b; Arana-Pefia et al., 2020; Baron et al., 2014b;
K. S. Moreira et al., 2020b; Pedro et al., 2017a).

Data in Table 7.4 indicate that the highest ester contents (67.1%) were achieved when
using the immobilised lipase at a load of 2% and an oil/ethanol ratio of 1:4. The highest contents
(62.8%) using the free lipase were obtained with a catalytic load of 10% and an oil/ethanol ratio
of 1:6.

The immobilised lipase tends to be more efficient with a lower catalytic load and
oil/alcohol ratio. The free lipase performs better with a higher catalytic load and an intermediate
oil/alcohol ratio.
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According to Mata et al. (2012), an excess of lipases will not necessarily lead to a higher
conversion of esters. Still, on the other hand, a low lipase load may not be enough to achieve a
higher conversion (Mata et al., 2012).

The immobilised lipase generally presented superior or comparable results to the free
lipase. Thus, it seems less sensitive to changes in the oil/ethanol ratio and catalytic load used.

The free lipase shows greater variability in the results with different conditions,
indicating that free lipases are less resistant to environmental changes (Homaei et al., 2013;
Maghraby et al., 2023).

Despite its initial inefficiency due to diffusion restrictions and interaction with the
immobiliser support, lipase immobilisation is widely recognised for improving stability and
reusability, enabling higher yields (Baena et al., 2022; Dutra et al., 2022; Kalita et al., 2022;
Lukovic et al., 2011; Mandari e Devarai, 2022; Noureddini et al., 2005; Santos et al., 2020;
Shah et al., 2004a; Thangaraj et al., 2019).

The information above is consistent with with the experimental data presented, which
showed that the immobilised lipase had lower esters in some conditions but higher in others,

depending on the specific experimental variables.
Catalytic efficiency and optimisation of reaction time

Enzymatic transesterification reactions need an adequate time to ensure the conversion
of the triglycerides present in vegetable oil into esters; in general, these reactions are usually
carried out for a long time.

The search for an optimised reaction time is necessary to avoid excessive energy and
resource consumption. Reactions that last longer than necessary increase operating costs and
may not bring additional benefits in terms of reactions.

Table 7.5 presents a comparative analysis of the maximum ester contents obtained from

different reaction conditions in which lipase catalysts and ethanol were used.
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Table 7.5 - Ester content obtained in enzymatic transesterification under different experimental

conditions.
Time Lipase oil Catalytic O|I/alcqhol Ester Reference
Load ratio content
1h B. cepacia Soy 1152  4.75% 65% (Noureddini et al.,
2005)

4h B.cepacia Ariri 1:4 2% 67% This paper

4h Candida antarctica Soy 1:3 9% 73% (Pedro et al., 2017h)

4h Rhizomucor miehei Soy 1:3 9% 51.1% (Pedro et al., 2017h)

4h Tlhermpmyces Soy 1:3 5% 50% (Pedro et al., 2017h)
anuginosus

6h B. cepacia Castor bean 1:3 4.5% 90% (Baron et al., 2014a)

gh  Chromobacterium Jatropha 1:4 10% 71% (Shah et al., 2004b)
viscosum

8h B. cepacia Jatropha 1:4 10% 98% (Shah e Gupta, 2007)

12h Tlhermf’myces Corn 1:6 2.8% 98.95%  (Mataetal., 2012)
anuginosus

12h Pseudomonas Palm 13 10% >67% (Tongboriboon et al.,
fluorescens 2010)

24h B. cepacia Jatropha 1:10 52% ~70% (Abd“”g;l;""v'”dra’

24h Candida antarctica Soy ~1:50 5% 89% (Rosset et al., 2011)

24h Tlhermf’myces Palm 1:4 20% 89.90%  (Raitaetal., 2010)
anuginosus

24h Pseudomonas Palm 1:18 20% ~98%  (Moreira et al., 2007)

fluorescensa
30h B. cepacia Soy 1:5 83% 95.42% (Ma et al., 2017)

Organized by the authors (2024)

The results in table 5 reveal a diversity of esters produced, obtained from different
combinations of oils and lipases under various experimental conditions.

Noureddini et al. (2005), using the lipase B. cepacia with soybean oil, reached a
content of 65% in just 1 hour with an oil/alcohol ratio of 1:15.2 and a catalytic load of
4.75% (Noureddini et al., 2005). However, Baron et al. (2014), using the same lipase now
with castor oil, obtained a 90% ester after 6 h, with a similar catalytic load, demonstrating
a significantly higher efficiency obtained with increased reaction time and with substrate
change, even with a lower oil/alcohol ratio (Baron et al., 2014b).

Comparing these results with those obtained by the present study, it is observed
that the use of the lipase B. cepacia with ariri coconut oil presented the best result (67%)
in a reaction time of 4 h. Being comparable to other studies in the same reaction time,

such as the one by Pedro et al. (2017), which reached 73% using Candida antarctica with
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soybean oil (Pedro et al., 2017a). Despite a small reduction in the ester content obtained,
this work used a significantly lower catalytic load (2%), indicating the high efficiency of
the system used.

Other studies obtained results similar to this study. Shah et al. (2004) achieved a
71% content in the transesterification of palm oil with Chromobacterium viscosum, using
an oil/alcohol ratio of 1:4 and a catalytic load of 10% in 8 h of reaction. This study
employed a five-fold greater catalytic load and a two-fold longer reaction time to obtain
a slightly higher result than the present work (Shah et al., 2004b).

Tongboriboon et al. (2013) achieved 67% ester content by applying an oil/alcohol
ratio of 1:3 and a catalytic load of 10% in the transesterification of jatropha with
Pseudomonas fluorescens for 12 h. In this case, although the result is the same as in the
present work, the reaction time was three times longer, and the catalytic load was five
times higher (Tongboriboon et al., 2010).

Abdulla e Ravindra (2013) maximized the production of esters by approximately
70% in the transesterification of jatropha oil with B. cepacia, using an oil/alcohol ratio of
1:10 and a catalytic load of 52% in 24 h. Comparing with the results of the present work,
it is observed that, although slightly higher, the ester content was achieved in a reaction
time six times higher and a catalytic load twenty-six times higher (Abdulla e Ravindra,
2013).

Although the other studies presented superior results to this study, they were
obtained through a high catalytic load and a long reaction time.

Shah et al. (2007) achieved an ester content of 98% with a catalytic load of 10%
in a reaction time of 8 h in the transesterification of jatropha with B. cepacia with an
oil/alcohol ratio of 1:4 (Shah e Gupta, 2007). Mata et al. (2012) despite a reasonable
catalytic load, needed 12 h to obtain 98.95% of esters in the transesterification of corn oil
with Thermomyces lanuginosus in the oil/alcohol ratio of 1:6 (Mata et al., 2012).

For a reaction time of 24 h, Rosset et al. (2011) investigated the transesterification
of soybean oil using the lipase Candida antarctica, achieving an 89% ester with an
oil/alcohol ratio of approximately 1:50 and a catalytic load of 5% (Rosset et al., 2011).
While Raita et al. (2010) achieved a 90% using a catalytic load of 20% and an oil/alcohol
ratio of 1:4 in the transesterification of palm oil with the lipase Thermomyces lanuginosus

(Raita et al., 2010). Moreira et al. (2007) used Pseudomonas fluorescens to transesterify
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palm oil, obtaining an approximate content of 98% esters, a 20% catalytic load, and an
oil/alcohol ratio of 1:18 (A. B. R. Moreira et al., 2007).

Finally, Ma et al. (2017) achieved an ester content of 95%, using an oil/alcohol
ratio of 1:5 and a catalytic load of 83% in 30 h of reaction. Despite the excellent result,
the high catalytic load required and the long reaction time represent significant challenges
in terms of cost and operational feasibility for the study mentioned above (Ma et al.,
2017).

From the comparisons made in this topic, the present work stands out for the high
efficiency of the catalytic system employed. This system achieves significant results in
the ester content by combining a significantly lower catalytic load and a short reaction
time.

Reducing the catalytic load reduces operating costs and environmental impact,
making the process more sustainable and economically viable without compromising the

result.

Statistical analysis
Tables 7.6 and 7.7 present the results of the Analysis of Variance (ANOVA) for the
transesterification reactions for the free and immobilised lipases, respectively.

Table 7.6 - Analysis of variance (ANOVA) - B. Cepacia (Free).

Factors Sum Degrees of Average F p
Quadratic Freedom Quadratic
(1) Oil/ethanol L+Q 87.943 2 439714 0.569858  0.593487
(2) Catalytic load (%) L+Q 1527.469 2 763.7347 9.897810  0.012584
Error 462.972 6 77.16199
Total 1411.642 10
R? 0.79672
R? Adjusted 0.6612
MS Residual 77.16199
Source: Authors (2024)
Table 7.7 - Analysis of variance (ANOVA) - B. Cepacia (Immobilized).
Sum Degrees of Average
Factors Quadratic Freedom Quadratic F P
(1) Oil/ethanol L+Q 828.743 2 4143714 6.275101  0.033838
(2) Catalytic load (%) L+Q 133.116 2 66.5580 1.007933  0.419375
Error 396.205 6 66.0342
Total 1411.642 10
R? 0.71933
R? Adjusted 0.53222
MS Residual 66.03421

Source: Authors (2024)

RENORBIO-UFMA-NCCA Tese de Doutorado - Carlos Alberto Lira Junior



117

The data in Table 7.6 show the p-value for the oil/ethanol ratio equal to 0.593487,
which is higher than the common significance level (0.05). This indicates that the effect
of the oil/ethanol ratio is not statistically significant at the level of 5% on the ester content,
while the catalytic load, with a value of p = 0.01258, is statistically significant when the
lipase in the free form is used.

On the other hand, when the immobilised lipase was used, the statistically
significant effect at the 5% level was the oil/ethanol ratio with p = 0.033838, while the
catalytic load with a value of p = 0.419375 is not statistically significant, as shown in
Table 7.7.

It is noted, therefore, that the catalytic load directly affects the obtaining of the
esters produced by the reaction catalysed with free lipase; on the other hand, the
oil/ethanol ratio is the variable that most affects the reaction catalysed by the immobilised
lipase, that is, at the same time that the amount of catalyst and the oil/ethanol ratio can
substantially improve the content of esters produced, These same factors do not have
significant effects within the levels studied.

Statistical analysis is not limited to verifying the influences caused by the variables
but is complete in providing an idea of how well the model fits the data obtained.

The R?, also known as the coefficient of determination, is extremely useful in
statistical modelling and regression analysis. It assesses how independent variables
explain the changes in the dependent variable (Callegari-Jacques, 2003; Seber e Lee,
2003).

Models with a higher R? are generally preferred, as they indicate that a large part
of the variability in the dependent variable can be explained by the independent variables
in the model.

R? is used in conjunction with other metrics, such as adjusted R?, to ensure a
complete assessment of the model's effectiveness. This provides a more accurate measure
of the model's explanatory capacity, especially when comparing models with different
numbers of variables (Seber e Lee, 2003).

The R? value for the free lipase shown in table 6 indicates that approximately
79.67% of the variability of the result can be explained by the variables studied, indicating
that the model satisfactorily explains the variability of the esters obtained. The adjusted
value of R? (0.6612) suggests that, when considering the complexity of the model, the

explanation of variability is smaller but still considerable.
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For the immobilised lipase (table 7), the R? value of 0.71933, although lower, can
still be reasonably considered; however, the adjusted R? (0.53222) suggests that, when
considering the complexity of the model (number of variables), the explained proportion
of variability is smaller. This makes the model simplified without losing much explanatory
capacity, focusing more on the variables that have a significant impact, such as the
catalytic load (Montgomery et al., 2012; Smith e Draper, 1998).

For both lipases, the adjusted R2 is below the R?, indicating that one of the variables
may not be contributing significantly and that the model fits very well to the results found
but is ineffective in predicting new experimental results, which indicates the need to
include more relevant variables, improve the quality of the data, or consider other types
of models or data transformations (Montgomery et al., 2012; Smith e Draper, 1998).

The effects caused by the oil/ethanol ratio and catalytic load variables are visually
more observable through the Pareto graph, which provides a clearer visual representation
of the data, identifying which independent variable will or will not produce an effect on
the dependent variable.

On the Pareto chart, the vertical red line indicates which estimated effects are
statistically significant (p = 0.05), and the variables that cross this line are considered
statistically significant (Cavalcante et al., 2010).

Figures 7.4 and 7.5 illustrate the Pareto diagrams for the transesterification
reactions for the free and immobilised enzymes, respectively.

Figure 7.4 - Pareto plot for the effect of variables on the content of esters produced - B. Cepacia

(Free).
Catalytic load (%)(Q) t .-3.40784 -

(2)Catalytic load (%)) + 2377292
(1)Oil/Ethanoli) 0.8458514
QillEthanol(a) - -0.536906

p=0.05

Source: Authors (2024)
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The graph illustrated in Figure 7.4 shows that, it can be seen that catalytic load
(Q) is the most significant variable, but with a negative effect, suggesting that increasing
the charge of the free lipase will significantly reduce the ester production (Hazrat et al.,
2023; Martinez-Silveira et al., 2019).

Abdulla et al. (2013), in the ethanolic transesterification of the crude oil of
Jatropha curcas L. using the lipase of immobilised Burkholderia cepacia, found that a
reduction in the amount of esters is related to a higher catalytic load ( Abdulla e Ravindra,
2013).

The ANOVA analysis (Table 7.6) shows that the oil/ethanol ratio does not
significantly influence the ester content. Ramakrishnan et al. (2021) found that increasing
the oil/ethanol molar ratio did not produce better results; in some cases, the ester content
was reduced (Ramakrishnan et al., 2021). Ma et al. (2017) also noted that a further
increase in the oil/ethanol molar ratio reduced the amount of esters produced (Ma et al.,
2017).

Figure 7.5 - Pareto plot for the effect of variables on the content of esters produced - B. Cepacia

(immobilised).

(1)Qillethanol(wL) | 2501896

Oil/ethanol(q) + -2.16479

(2)Catalytic load (%)) | 1.401665

Catalytic load (%)Q) | 0.0013991

p=.05

Source: Authors (2024)

For the reactions with the immobilised enzyme, The Pareto graph, plotted in Figure
7.5, indicates that the greatest effect is caused by the oil/ethanol (L) ratio; its positive
effect indicates that, as the oil/ethanol ratio increases linearly, the content of esters
produced will also increase significantly (Hazrat et al., 2023).

It is also observed that the enzyme load does not significantly influence the

reaction. Some studies found that catalyst concentration did not significantly influence
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the reaction results compared to the other process variables and that a higher enzyme load
would not cause more significant results (Baron et al., 2014b; Mansourpoor, 2012;
Narwal e Gupta, 2013a; Santana et al., 2016).

Response surface and contour plots can be used to perform Complementary Pareto
and ANOVA chart analyses. These graphs are important tools in analysing and optimising
transesterification reactions, identifying the influence of each variable and the interactions
between them to locate the optimal points of each reaction.

Figures 7.6 and 7.7 show the response surface and contour graphs for the
transesterification reactions used.

Figure 7.6 - Graph of response surface (b) and contour (b) in the content of esters produced -
B. Cepacia (free).

a) b) .,
0 10
50 9
= 0 s
e c®
g « o
o . i
g 0 S
?’ % T %
g X 2
z >
= 30 = 3
P =
g 20 O 4
) 3 I > 70
) <
2%, , . B <63
B <58
L £ <48
0.10 0.12 0.14 0.16 0.18 020 0.22 0.24 026 -<38
Oil/ethanol I <28

Source: Authors (2024)

Figure 7.6 demonstrates a clear transition region from low to high ester content,
with the highest levels being achieved from a high enzyme load and for any oil/ethanol
ratio used; in addition, the ester content does not vary linearly with the changes in the
independent variables.

The contour curve also demonstrates a complex interaction between the
independent variables, suggesting that even small changes in the variables can
significantly impact the reaction medium.
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Figure 7.7 - Graph of response surface (a) and contour (b) in the content of esters produced -
B. Cepacia (immobilised).

(/) WAWOD NS
Catalytic load (%)

10 002 014 016 018 020 022 024 026 '[l] <43
Oil/ethanol B <38

Source: Authors (2024)

The graphs in Figure 7.7 indicate that the best results are initially achieved with
increased catalytic load. However, this effect decreases as the catalytic load increases, so
it no longer significantly influences the ester content, especially near the oil/ethanol ratio
of 1:6.

Both graphs corroborate that the oil/ethanol ratio increase significantly impacts
ester production, especially when combined with a high catalytic load, indicating a clear
interaction between these variables.

When comparing the lipases, it is verified that free enzymes present intermediate
results in most combinations of variables. At the same time, the immobilised enzyme
presents a greater variation in the content of esters produced with the changes in its
variables.

Thus, lipase immobilisation seems to significantly alter how enzyme load and
oil/ethanol ratio influence the outcome, providing better enzyme stability or reactivity

under different conditions and allowing for a greater amount of esters in a wider range of
variables.

CONCLUSIONS

This study demonstrated the use of B. cepacia lipase in the enzymatic

transesterification of ariri coconut oil with ethanol, aiming at the sustainable production
of esters;
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Compared to other oils such as soybean, palm, jatropha, and babassu, ariri coconut
oil has competitive characteristics, especially due to its oxidative stability, which is
provided by most saturated fatty acids. However, the high acidity value represents a
disadvantage that must be managed properly

The reactions indicated that lower oil/ethanol ratios and intermediate catalytic
loads are more efficient, especially with the use of immobilised lipase;

The immobilised lipase proved to be more advantageous compared to the free
enzyme, offering greater stability and reactivity under different conditions;

The choice of optimal conditions should consider the type of lipase used and the
specific objectives of the process;

The ariri coconut oil used without treatment and solvent-free system was shown to
be economically advantageous and environmentally friendly, eliminating the need for
solvent recovery and recycling;

The ester content produced in a reduced reaction time and a low catalytic load
underscore the potential of using enzymatic transesterification of ariri coconut oil with
ethanol. This process represents an innovation since it was reported for the first time,

establishing a promising basis for future studies and potential industrial applications.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

A busca por maiores rendimentos nas reacdes de transesterificagdo tem impulsionado a
investigacao de diferentes catalisadores, com o objetivo de otimizar processos, reduzir custos e
minimizar impactos ambientais. Nesse contexto, as lipases emergem como uma alternativa
promissora a catalise quimica convencional, especialmente quando associadas ao etanol, um
alcool renovavel e menos toxico em comparagdo ao metanol. A transesterificagcdo enzimatica,
apesar dos desafios inerentes a estabilidade e ao custo dos biocatalisadores, apresenta um
caminho inovador e sustentavel para a producdo de biocombustiveis e outros bioprodutos de
interesse industrial.

A lipase oriunda da Burkholderia cepacia tem se consolidado como uma das mais
utilizadas nesse tipo de processo devido a sua excelente seletividade e estabilidade. No entanto,
0s custos elevados associados ao uso dessa enzima incentivam a exploracdo de metodologias
gue minimizem sua quantidade e maximizem os rendimentos obtidos. Neste estudo, foi possivel
demonstrar que, mesmo com cargas enzimaticas reduzidas, alcancaram-se rendimentos
significativos na conversdo do 6leo de coco ariri em ésteres, evidenciando a viabilidade do uso
dessa lipase de forma mais econdmica e eficiente.

Diversos fatores influenciam diretamente os rendimentos da transesterificacdo
enzimatica, incluindo a origem do 6leo utilizado, a razdo molar &lcool/6leo, a carga catalitica,
a presenca de agua e outros solventes no sistema reacional, bem como o tempo e a temperatura
das reacGes. No presente estudo, a avaliacdo criteriosa desses parametros permitiu a
identificacdo de condi¢Ges otimizadas para a transesterificagdo do Oleo de coco ariri,
alcancando eficiéncia compardvel a de outros Oleos vegetais amplamente utilizados na
producdo de biodiesel.

O oleo de ariri, um recurso abundante e renovavel do estado do Maranh&o, demonstrou
um potencial significativo para aplicacdes em reacdes de transesterificacdo. Além de fornecer
uma alternativa sustentavel aos combustiveis fosseis, sua utilizacdo agrega valor a um recurso
natural regional, promovendo o desenvolvimento de novas cadeias produtivas e incentivando o
aproveitamento de espécies nativas ainda pouco exploradas para fins industriais. Este estudo
reforga a relevancia da valorizacdo de insumos locais na constru¢cdo de uma economia mais
sustentavel e ambientalmente responsavel.

Outro aspecto relevante observado ao longo da pesquisa foi a dificuldade em realizar
uma comparagédo detalhada entre diferentes estudos, devido a auséncia de uma padronizagéo

nas variaveis experimentais utilizadas. Enquanto alguns trabalhos avaliam um amplo espectro
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de fatores que influenciam o rendimento, outros optam por reduzir esse nimero, 0 que pode
levar a resultados divergentes mesmo quando sdo utilizados os mesmos 0leos, lipases ou
alcoois. A padronizacdo de protocolos experimentais é fundamental para garantir a comparagéo
precisa dos resultados e facilitar avan¢os no campo da transesterificacdo enzimatica.

A integracdo de abordagens tedricas e experimentais também se mostrou uma estratégia
valiosa na compreensdo dos mecanismos de transesterificacdo. Simulagcdes computacionais
baseadas em dinamica molecular (DM) e na mistura de mecéanica quantica/mecanica molecular
(QM/MM) permitiram a analise detalhada das interacbfes entre substratos e lipases,
proporcionando insights fundamentais sobre a estabilidade e eficiéncia do processo catalitico.
Essas simulag¢Ges foram essenciais para prever as condi¢Ges experimentais mais promissoras e
auxiliaram na otimizacdo dos parametros reacionais, reforcando o papel da quimica
computacional como uma ferramenta poderosa para 0 aprimoramento de processos
biotecnoldgicos.

Diante dos resultados obtidos, fica evidente que a busca por procedimentos que tragam
melhores rendimentos para as reacGes de transesterificacdo deve continuar sendo uma
prioridade na pesquisa cientifica. O aprimoramento das condicdes reacionais, a exploracdo de
novos substratos e a integracdo de técnicas computacionais e experimentais sdo aspectos
fundamentais para consolidar a catalise enzimatica como uma alternativa competitiva e vidvel
para a industria.

Por fim, os achados desta pesquisa contribuem significativamente para a compreensao
e otimizacao da transesterificacdo enzimatica, fornecendo subsidios para o desenvolvimento de
novas estratégias que possam maximizar a eficiéncia do processo e ampliar sua aplicacdo em
escala industrial. O aproveitamento do 6leo de coco ariri, aliado ao uso de lipases eficientes e
as simulacbes computacionais, abre caminho para avancos na producdo de biocombustiveis e
bioprodutos, consolidando a transesterificacdo enzimatica como uma solugéo sustentavel para

a industria quimica e biotecnoldgica.

RENORBIO-UFMA-NCCA Tese de Doutorado - Carlos Alberto Lira Junior



138

9 PERSPECTIVAS FUTURAS

Com base nos resultados obtidos, diversas dire¢cdes podem ser exploradas para avangar
ainda mais no estudo da transesterificacdo enzimatica do 6leo de coco ariri. Pesquisas futuras
podem se concentrar na imobilizacéo de lipases em diferentes suportes, buscando aumentar sua
estabilidade e reutilizacdo em ciclos sucessivos de reacdo. A analise de novos biocatalisadores,
incluindo enzimas geneticamente modificadas, também representa uma abordagem promissora
para melhorar a eficiéncia do processo.

Estudos adicionais, com 0 uso de solventes ou co-solventes ecoldgicos, a exploracédo de
diferentes matrizes lipidicas e sua combinacdo com outros 6leos vegetais podem revelar novas
possibilidades para aprimorar o processo de transesterificacdo enzimatica do 6leo de coco ariri.

Outro aspecto a ser explorado ¢ a possibilidade de modificac¢do estrutural do a-bisabolol
ou sua interacdo com outros aditivos. Técnicas como a funcionalizacdo quimica ou o0 uso de
nanoparticulas como suporte podem ser investigadas para melhorar sua compatibilidade com o

meio reacional e otimizar sua eficiéncia.
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