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Introducio

O crescimento das atividades industriais tem aumentado o consumo de recursos
naturais e a geracdo de residuos e poluentes, evidenciando a necessidade de processos mais
sustentaveis. Nesse contexto, a Quimica Verde consolidou-se como uma estratégia para o
desenvolvimento de tecnologias que minimizem impactos ambientais por meio da prevengao
da poluicdo, da redugdo do consumo energético e da substitui¢do de substancias perigosas por
alternativas mais seguras (ANASTAS e WARNER, 1998; SHELDON, 2016).

Entre as abordagens alinhadas a esses principios, destaca-se a biocatalise enzimatica,
que permite a realizacdo de reagdes sob condigdes brandas de temperatura, pressao e pH,
apresentando elevada quimiosseletividade, regioseletividade e enantiosseletividade, além de
menor formac¢ao de subprodutos quando comparada aos processos quimicos convencionais. A
imobilizacdo enzimatica contribui ainda para aumentar a estabilidade operacional e
possibilitar a reutilizacdo do biocatalisador, reduzindo custos e residuos (HASAN; SHAH;
HAMEED, 2006; RODRIGUES; FERNANDEZ-LUFUENTE, 2010; SHELDON; VAN
PELT, 2013).

Entre as enzimas de maior interesse industrial, as lipases (EC 3.1.1.3) destacam-se
pela capacidade de catalisar reacdes de hidrolise, esterificacdo, transesterificacao e
interesterificagdo em meios aquosos € nao aquosos. A lipase B de Candida antarctica
(CALB), comercializada como Novozym® 435, ¢ amplamente empregada devido a elevada
estabilidade, resisténcia a diferentes meios reacionais e possibilidade de reutilizagdo, sendo
utilizada na sintese de compostos de interesse para as industrias de alimentos, cosméticos,
farmacos e biocombustiveis (SHELDON e VAN PELT, 2013).

Entre os produtos obtidos por essa rota, o oleato de isoamila apresenta elevado
interesse industrial por suas propriedades emolientes, estabilidade oxidativa e aplicagdes em
formulacdes cosméticas e farmacéuticas. Sua produgdo por esterificacdo enzimatica oferece
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vantagens em relagdo aos métodos convencionais, como maior seletividade, menor consumo
energético e redugdo da geracao de residuos (YANG et al., 2022).

Entretanto, a eficiéncia dessas reacdes depende fortemente do meio reacional.
Solventes organicos convencionais, como hexano, heptano e tolueno, favorecem a
solubilizacdo de substratos hidrofobicos, porém apresentam elevada volatilidade,
inflamabilidade e toxicidade, além de contribuirem para a emissdo de compostos organicos
volateis (VOCs), contrariando os principios da Quimica Verde (SHELDON, 2016).

Como alternativa, os Solventes Eutéticos Profundos (Deep Eutectic Solvents — DES)
tém recebido crescente atengdo por apresentarem baixa pressdo de vapor, facilidade de
preparo, elevada estabilidade quimica e potencial para substituir solventes organicos
convencionais. Esses sistemas sdo formados pela combinagdo de um aceptor (HBA) e um
doador de ligagdes de hidrogénio (HBD), sendo os sistemas a base de cloreto de colina os
mais investigados em processos biocataliticos (ABBOTT et al., 2003; SMITH; ABBOTT;
RYDER, 2014). Os Solventes Eutéticos Profundos Naturais (NADES) também tém
despertado interesse por serem constituidos por metabdlitos naturais € por apresentarem
potencial para preservar a atividade enzimatica. Contudo, propriedades como viscosidade,
polaridade, teor de dgua e composicdo quimica influenciam diretamente a transferéncia de
massa, a difusdo dos substratos e o desempenho catalitico das lipases (CHOI et al., 2011; DAI
etal., 2015; DURAND et al., 2020).

Apesar do avango das pesquisas, ainda ha elevada heterogeneidade quanto as
formulagdes dos DES/NADES, as condi¢des operacionais ¢ aos métodos empregados para
avaliagdo da conversdo reacional, dificultando comparagdes entre os estudos. Além disso,
permanecem escassas as investigacdes comparativas envolvendo diferentes sistemas eutéticos
a base de cloreto de colina aplicados a sintese enzimatica do oleato de isoamila sob condi¢des
experimentais padronizadas.

Diante desse cenario, esta dissertacdo tem como objetivo avaliar comparativamente a
influéncia de solventes eutéticos profundos hidrofilicos constituidos por cloreto de
colina:glicerol (1:2), cloreto de colina: etilenoglicol (1:2) e cloreto de colina: ureia (1:2), em
compara¢do ao hexano, sobre a sintese enzimatica do oleato de isoamila catalisada pela lipase
B de Candida antarctica imobilizada (Novozym® 435), investigando os efeitos do meio
reacional sobre a conversdo, a cinética da reacao e o desempenho catalitico do biocatalisador,
contribuindo para o desenvolvimento de processos mais eficientes e alinhados aos principios
da Quimica Verde.

Materiais e Métodos
Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Biocatdlise do Programa de
Pos-Graduagdo em Quimica utilizando reagentes de grau analitico. A reagdo de esterificacao
entre acido oleico e alcool isoamilico foi conduzida para obtengdo de oleato de isoamila,
empregando a lipase B de Candida antarctica imobilizada (Novozym® 435) como
biocatalisador. Como solvente convencional utilizou-se n-hexano (grau HPLC), enquanto os
2
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solventes eutéticos profundos (DES) foram preparados a partir de cloreto de colina
combinado com glicerol, etilenoglicol ou ureia na razao molar 1:2.

Inicialmente, o sistema cloreto de colina:glicerol (1:2) foi comparado ao n-hexano nas
razdes molares acido oleico:alcool isoamilico de 1:1, 1:2 e 1:3. Ap6s a defini¢do da condig¢do
de melhor desempenho, os ensaios foram repetidos na razao 1:5. Posteriormente, os sistemas
cloreto de colina:etilenoglicol (1:2) e cloreto de colina:ureia (1:2) foram avaliados nas
mesmas condi¢des para comparagdo entre os diferentes meios reacionais.

Os DES foram preparados por aquecimento convencional a 80 °C sob agitacdo por trés
horas, sendo o sistema cloreto de colina:glicerol também obtido por aquecimento assistido por
micro-ondas. A formagdo dos solventes foi confirmada por espectroscopia no infravermelho
por transformada de Fourier (FTIR).

As reacdes foram conduzidas com 42 mg de Novozym® 435 e monitoradas por
coletas nos tempos de 0, 15, 30, 60, 120, 180 e 240 min. A conversdo foi determinada pela
quantificagdo do acido oleico residual por titulacdo acido-base com NaOH 0,03 mol L™'. A
partir dos resultados foram obtidas as curvas de conversao, a velocidade inicial e a atividade
especifica da enzima.

Apos a definicao da condigdo otimizada, a Novozym® 435 foi recuperada, lavada com
tert-butanol, seca e reutilizada em ciclos consecutivos para avaliacdo da estabilidade
operacional, sendo determinados a atividade residual, a recuperacdo massica e a perda de
atividade. Os resultados foram expressos como média + desvio-padrao e submetidos a
ANOVA seguida do teste de Tukey (p < 0,05).

Resultados e Discussoes

A Figura 1 apresenta os espectros de infravermelho do sistema ChCl:Glicerol
preparado pelos métodos convencional e assistido por micro-ondas. Observa-se elevada
sobreposi¢do entre os espectros, indicando que ambos os métodos produziram o mesmo
sistema eutético profundo. Em ambos os casos, verificou-se o alargamento da banda entre
3200 e 3500 cm™, atribuida aos estiramentos O-H, evidenciando o estabelecimento de uma
extensa rede de ligacdes de hidrogénio entre o cloreto de colina e o glicerol. Também foram
observadas alteracdes nas bandas associadas as ligacdes C—O, confirmando a reorganizacao
estrutural caracteristica da formacdo do DES. Esses resultados demonstram que o
aquecimento assistido por micro-ondas representa uma alternativa eficiente ao método
convencional, reduzindo significativamente o tempo de preparo sem alterar a estrutura
quimica do solvente.
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Figura 1 — Comparacdo dos espectros de FTIR do sistema ChCl:Glicerol obtido por
aquecimento convencional e assistido por micro-ondas.
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A Figura 2 mostra que o aumento da razao molar promoveu incremento gradual da
conversao da reacdo no sistema eutético. ApoOs cinco horas, a razdo 1:3 atingiu
aproximadamente 71% de conversdo, enquanto as razdes 1:1 e 1:2 apresentaram valores
proximos de 53%. O efeito positivo do excesso de 4lcool esta relacionado ao deslocamento do
equilibrio quimico em direcao a formagdo do éster, aumentando a disponibilidade do substrato
alcodlico para a formacdo do intermedidrio acil-enzima. Apesar do aumento da conversdo
observa-se que a velocidade inicial permaneceu inferior aquela normalmente observada em

solventes organicos, comportamento atribuido a elevada viscosidade do DES, que reduz a
difusdo dos reagentes até o sitio ativo da enzima.



CONGRESSO "Quimica Inteligente e IA:
BRASILEIRO A Nova Formula do Futuro

DE QUIMICA  no Nosso Presente"”

DE 10 A 13 DE NOVEMBRO DE 2026
NOVA PETROPOLIS - RS

Figura 2 — Conversdo da esterificacao utilizando ChCl:Glicerol nas razdes molares
acido oleico:alcool isoamilico de 1:1, 1:2 e 1:3.
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Em n-hexano (Figura 3), todas as razdes molares apresentaram conversdes superiores
a 80% ja nas primeiras horas de reacdo, alcangcando valores finais entre aproximadamente 90 e
93%. Diferentemente do observado no DES, o aumento da razdo molar exerceu influéncia
menos pronunciada sobre a conversdo final, indicando que, nesse meio, a transferéncia de
massa nao constitui um fator limitante. A baixa viscosidade do n-hexano favorece a rapida
difusdo dos substratos, proporcionando maior velocidade de formacao do oleato de isoamila.

Figura 3 — Conversdo da esterificacdo utilizando n-hexano nas razdes molares acido
oleico:alcool isoamilico de 1:1, 1:2 e 1:3.
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As Figuras 4-6 evidenciam que o n-hexano apresentou desempenho superior ao DES
em todas as razdes molares avaliadas. Na razdo 1:1, a conversao final foi de aproximadamente
93% em n-hexano e 53% no DES. Resultado semelhante foi observado para a razdo 1:2,
enquanto na razdo 1:3 a diferenca foi reduzida, sendo obtidas conversdes de
aproximadamente 90% para o n-hexano e 71% para o DES.

Figuras 4 — Comparagao da conversao da esterificagdo em DES e n-hexano na razao
molares 1:1
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Figuras 5 — Comparacao da conversao da esterificacdo em DES e n-hexano na razao
molares 1:2
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Figuras 6 — Comparacao da conversao da esterificacdo em DES e n-hexano na razao
molares 1:3
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Embora o solvente convencional tenha promovido maior velocidade e maior
conversao final, observa-se que o aumento da concentragdo de alcool favoreceu
significativamente o desempenho do DES, reduzindo parcialmente a diferenca entre os
sistemas. Esse comportamento sugere que o excesso de alcool contribui para minimizar as
limitagdes difusionais impostas pela maior viscosidade do solvente eutético.

A Figura 7 resume o desempenho final dos sistemas avaliados. Independentemente da
razao molar utilizada, o n-hexano apresentou as maiores conversdes finais. Entretanto, o DES
apresentou aumento expressivo de rendimento quando utilizada a razao molar 1:3, alcangando
aproximadamente 71%, resultado cerca de 34% superior ao observado nas razdes 1:1 e 1:2.
Esse comportamento confirma que a otimiza¢do da razdo molar constitui uma estratégia
eficiente para compensar parcialmente as limitacOes cinéticas associadas aos solventes
eutéticos profundos.
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Figura 7 — Conversao final da esterificacdo ap6s cinco horas utilizando DES e n-hexano.
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A atividade especifica inicial apresentou comportamento semelhante ao observado para a
conversao da reacdo. Em todas as razdes molares, o n-hexano proporcionou valores
significativamente superiores aos obtidos no DES, atingindo aproximadamente 4381 umol h™!

g na razdo 1:2, enquanto o maior valor obtido no DES foi de aproximadamente 429 pmol h™!
g ' narazao 1:3.

Figura 8 — Atividade especifica inicial da Novozym® 435 em DES e n-hexano
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Esses resultados indicam que a menor viscosidade do n-hexano favorece a
transferéncia de massa e aumenta a velocidade inicial da reacdo. Por outro lado, apesar da
menor atividade inicial, o desempenho do DES melhorou com o aumento da concentragao de
alcool, sugerindo que parte das limitacdes impostas pelo meio reacional pode ser minimizada
mediante a otimizacdo das condigdes operacionais. Além disso, a literatura relata que
solventes eutéticos profundos tendem a preservar melhor a estrutura tridimensional das
lipases, favorecendo sua estabilidade operacional e potencial reutilizagdo, caracteristicas
desejaveis para processos alinhados aos principios da Quimica Verde.

Conclusoes

Os resultados demonstraram que a lipase B de Candida antarctica imobilizada
(Novozym® 435) foi capaz de catalisar a sintese de oleato de isoamila tanto em n-hexano
quanto em solventes eutéticos profundos (DES) a base de cloreto de colina e glicerol. A
caracterizagdo por FTIR confirmou a formagdo do sistema eutético e evidenciou que o
preparo assistido por micro-ondas produziu um solvente estruturalmente equivalente ao
obtido pelo método convencional, reduzindo significativamente o tempo de sintese.

O aumento da razao molar de alcool favoreceu a conversao da reacdo em ambos os
meios, sendo a razdo 1:3 a condi¢do de melhor desempenho para o DES, com conversao
aproximada de 71%. Embora o n-hexano tenha apresentado maior conversdo e atividade
especifica inicial, atribuidas a menor viscosidade e maior eficiéncia na transferéncia de massa,
a otimizacdo da razdo molar reduziu parcialmente essa diferenga, indicando que as limitagdes
cinéticas dos DES podem ser minimizadas por ajustes nas condi¢des reacionais.

A atividade especifica confirmou a influéncia do meio reacional sobre o desempenho
catalitico da Novozym® 435, evidenciando a importancia das propriedades fisico-quimicas do
solvente na difusdo dos substratos e na interagdo enzima-solvente. Apesar da menor
velocidade inicial, os DES apresentam vantagens ambientais, como baixa pressdo de vapor,
reduzida inflamabilidade e menor toxicidade.

Assim, os resultados refor¢am o potencial dos solventes eutéticos profundos como
alternativas sustentaveis aos solventes organicos convencionais, demonstrando sua
aplicabilidade em processos de biocatdlise e indicando que futuras otimiza¢des de sua
composi¢do e das condi¢cdes operacionais poderdo ampliar sua eficiéncia e viabilidade
industrial.
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