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Resumo: O palmitato de cetila € o componente principal de algumas ceras naturais, como das provenientes do cranio de
cachalotes, superficies de plantas, colmeias e folhas de carnadba. Industrialmente, é utilizado sobretudo na producéo de
cosméticos e produtos de higiene pessoal. Como a exploracdo a partir de fontes naturais ndo € vantajosa técnica e
economicamente, a producdo sintética através da catalise enzimatica de reacGes de esterificacdo tornou-se necesséria.
Este trabalho tem por objetivo a simulagdo do comportamento reacional da sintese do palmitato de cetila em ampla faixa
de condigBes de operacdo. Utilizado um modelo cinético baseado no mecanismo bi bi sequencial aleatério de 6
pardmetros, foram analisadas a influéncia da concentracdo de catalisador, da temperatura e da razdo molar. A cinética
racional ndo apresentou comportamento linear em relacdo a nenhum dos trés parametros analisados, indicando que
quantidades excessivas de catalisador, altas temperaturas e excesso de um dos reagentes, além de ndo favorecerem a
reacdo, aumentam os custos de operagdo.
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Introducéo

Ceras sdo ésteres de cadeia longa (12 carbonos ou mais), com alto valor agregado e alto grau
de biodegradabilidade. Dentre as aplicagcOes industriais das ceras, destacam-se a producdo de
lubrificantes, cosméticos, produtos de higiene pessoal, farmacos, revestimentos para madeira,
agentes antiespumantes, tintas para impressdo e vernizes [1]. S&o encontradas na natureza na
superficie de frutas, no cranio de baleias cachalote (Physeter macrocephalus), nas folhas de carnauba
(Copernicia cerifera) e em colmeias [2]. Apesar de sua alta disponibilidade, sua obtencéo a partir de
fontes naturais é complicada, de acesso limitado, e geralmente de custo elevado, o que motiva a
producdo sintética das ceras.

O éster palmitato de cetila é o componente primario da cera encontrada na cavidade cranial
das baleias cachalote e em corais. Industrialmente, é utilizado na produgdo de cosméticos, pois tem
caracteristica emoliente que lubrifica e condiciona a pele. E utilizado como surfactante em xampus,
como agente emulsionante e espessante em cremes e adiciona textura a varios produtos de
magquiagem, geralmente nos que sdo em formato de bastéo [3].

O método mais comum para a sintese de palmitato de cetila é a catalise enziméatica. Muitas
enzimas apresentam boa atividade catalitica em solvente organico e diversos trabalhos podem ser
encontrados na literatura referentes a esse tema [4-7]. Contudo, ha crescente preocupagdo com que
0S processos quimicos sejam eficientes e amigaveis ao meio ambiente, e que o produto seja livre de
contaminag&o. Por esse motivo, o uso de sistemas livres de solvente é preferivel.

Pesquisas cientificas mostraram que as enzimas comerciais imobilizadas costumam fornecer
bons rendimentos para a producdo de diversos tipos de ésteres, mesmo em sistemas livres de
solvente. As enzimas mais amplamente utilizadas na catalise enzimatica de éster sdo as comerciais,
como a Lipozyme RM IM® (lipase imobilizada 1,3 especifica de Rhizomucor miehei) [8] ,
Novozym 435® (lipase imobilizada de Candida antarctica B) [8-14], Lipozyme TL IM® (lipase
imobilizada de Thermomyces lanuginosus) [15,16]. Como geralmente possuem custo elevado, é
necessario encontrar condi¢des de operacdo que favoregam ao maximo a cinética da reacdo. Esses
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fatores contribuem para um processo sem custos excessivos e com produto de maior qualidade, mais
viavel a atrativo industrialmente. Com base nessas informagdes, 0 objetivo deste trabalho é a
simulacdo do comportamento cinético da sintese de palmitato de cetila, catalisada pela enzima
Lipozyme RM IM®, sob ampla faixa de variacio de temperatura da reacio, concentracio de enzimas e
razdo molar entre o0s reagentes, a partir de um modelo cinético previamente desenvolvido, baseado
no mecanismo bi bi sequencial randémico.

Materiais e Métodos

Para desenvolvimento deste trabalho, foi utilizado um modelo cinético enzimético baseado no
mecanismo bi bi sequencial randdmico, que descreve a sintese de ésteres a partir da reacdo de
esterificacdo de dois substratos, gerando dois produtos. Nesse caso 0s substratos sdo o acido
palmitico e o &lcool cetilico e os produtos gerados sdo o palmitato de cetila e a agua. Esse
mecanismo infere que ndo ha ordem especifica de ligacdo dos substratos a enzima e de liberacédo dos
produtos. A equagdo que representativa deste mecanismo, incluindo a formacédo dos intermediérios,
pode ser descrita pela Eg. 1. Considerando que os sitios ativos da enzima podem sofrer inibicdo
reversivel de segunda ordem por parte dos quatro componentes presentes no sistema, as equacdes
que representam essas inibi¢oes (Egs. 2 a 5) devem ser consideradas.

Ac+Ap+E'l:(:>zAc*E*Ap';<:>szo*E*Pct<:>:H20+Pc+E L)

Ac+Ac+E:z<—>_7AC*E*AC )
8

Ap+Ap+E:—<l_>90Ap*E*Ap ©)

H20+H20+E%H20*E*H20 (4)

Pc+Pc+E%Pc*E*Pc ()

Baseado nas Egs. 1 a 5, a modelo cinético utilizado foi desenvolvido por Cirillo, 2018 [17],
contendo 6 parametros ajustados a partir de 48 pontos experimentais, conforme apresentado nas

Egs. 6 a 10, onde [ E{"] é a concentragdo massica de enzima livre total do sistema.

d[Ap] _ —{E{"1exp(—kc[E{" DMVI[ACIAP])

dt 1+ K3[AC] + K4 [Ap]? ©)
d[Ac] _ d[Ap] -
dt dt
d[H,0] _  d[Ap] ®)
dt dt
d[Pc] _ d[Ap]
dt  dt ©)

V1 = Pi{l—exp[-Qq (T —Trer )13 (10)



O parémetro k. do termo exponencial da Eq. 6 corrige os efeitos de limitagdo de transferéncia
de massa que podem ocorrer quando altas concentra¢des de enzimas séo utilizadas. Em excesso, as
enzimas podem formar aglomerados e dificultar o acesso dos substratos aos sitios ativos, afetando a
cinética reacional. [14,18]. Os pardmetros Kz e K4 representam a inibicdo causada pelos produtos
alcool cetilico e acido palmitico, respectivamente. O parametro V1 representa a velocidade da reacao
de esterificacdo, que pode ser calculada a partir da Eq. 10 em funcéo da temperatura. A Eg. 10 foi
proposta por Cirillo, 2018 [17] para descrever o comportamento das reacGes enzimaticas até
condi¢do de temperatura méxima de operacdo, onde a velocidade de reacdo atinge valor méximo.
Para temperaturas além da maxima, ha inicio de desativacdo térmica da enzima. Na Eg. 10, o
pardmetro Tref representa a temperatura na qual a velocidade de reacdo € zero.

A Tabela 1 apresenta os valores dos 6 parametros do modelo, incluindo incertezas com 95%
de confianca. O modelo apresenta RMSD de predicdo de 2,071%, indicando boa capacidade
preditiva da sintese do palmitato de cetila [17].

Tabela 1. Valores dos parametros do modelo Fonte: adaptado de Cirillo, 2018 [17].

Parametro Unidade Valor + Incerteza*
P1 gsubstratoz/mm0|substrato Mgenzima h 0,59+0,14
Q1 Kt 0,089 £ 0,016
Ks gsubstratoz/mmOlsubstrato MmMOlenzima 1,350 + 0,033
K4 gsubstratozlmmo'substrato MmMOlenzima 0,90 + 0,29
Ke Osubstrato/MUJenzima 0,0096 % 0,0088
Tref K 3226 +£2,1

* Incerteza com 95% de confianga.

Para simulacdo das diferentes condicfes de operacdo, o modelo cinético foi implementado no
software Matlab, onde a sub-rotina ode23s foi utilizada para solucdo do sistema de equacOes
diferenciais. As faixas de condicdes utilizadas foram baseadas nas condi¢cdes 6timas de operacédo
encontradas para esse sistema, que sdo 70 °C, 1,0% de enzima (massa enzima/massa substratos) e
razdo molar (alcool:acido) de 1:1 em 3 horas de reacdo [17].

Como os reagentes sdo solidos em temperatura ambiente, a temperatura minima de reacéo é
limitada pelo ponto de fusdo da mistura dos reagentes. O diagrama de fases binario (alcool cetilico e
acido palmitico) indica que a 60 °C a mistura esta em fase liquida para qualquer propor¢do (razdo
molar) entre os compostos [19]. Por outro lado, sabe-se que temperatura maxima de operacao
recomendada para esse sistema é em torno de 87 °C [17]. Dessa forma, a faixa de temperatura
adotada variou de 60 °C até 87 °C.

A concentracdo de enzima foi variada de 0,1% até 2,8% para contemplar desde a condicao
onde quantidade de enzima é minima, onde se espera que a cinética seja lenta, até a condi¢do onde a
quantidade de enzima é 2,8 vezes maior que a quantidade 6tima, evidenciando os possiveis efeitos do
uso de concentragBes excessivas de enzimas. A razdo molar (&lcool:&cido) foi variada de 0,1:1 até
2,8:1 para analise do efeito de excesso dos dois reagentes.

Resultados e Discussdes

O primeiro parametro analisado foi a influéncia da concentragdo de catalisador, para duas
condiges distintas de temperatura, mantendo a razdo molar de 1:1 (estequiométrica) fixa, conforme
Fig. 2 e Fig. 3. E possivel observar em ambos 0s casos que uma variacdo linear na concentragio de
catalisador ndo gera um aumento linear na conversdo. Esse fato pode ser explicado pela formacéo
dos aglomerados que sdo gerados quando quantidades excessivas de enzima sdo usadas, 0 que
dificulta acesso dos substratos aos sitios ativos. Como as enzimas comercias possuem alto custo, o



aumento indiscriminado da concentracdo de catalisador, além de ndo gerar ganhos proporcionais na

velocidade de reacéo, aumentam o custo do processo.
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Figura 2. Influéncia da concentracdo de catalisador. Condigdes: 60°C, RM 1:1.
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Figura 3. Influéncia da concentracédo de catalisador. Candigc“)es: 80°C, RM 1:1.

Na Fig. 3, onde a temperatura é de 80 °C é possivel notar que a condigdo de equilibrio €
atingida em torno de 1,2 horas de reacdo (para concentracdes de catalisador acima de 1,6%),
enquanto que na Fig. 2, a conversdo de equilibrio € atingida apenas ap6s 2,5 horas de reagéo.



Experimentalmente, concentragdes mais baixas de catalisador poderiam ser compensadas com
temperaturas mais altas de operacéo, e vice versa.

O segundo parametro analisado foi a influéncia da razdo molar dos reagentes para duas
condigdes distintas de concentracdo de catalisador (0,5% e 2,0% m/substratos), ambas a 70°C. As
Figuras 4 e 5 apresentam os resultados obtidos para a simulacéo.
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Figura 5. Influéncia da razdo molar. Condigdes: 70°C, 2,0% de catalisador.



O comportamento da conversdao conforme a concentracdo de alcool aumenta ndo € linear,
sendo que as conversdes aumentam abruptamente quando a quantidade de alcool no meio é baixa
(0,1:1 até 1:1), pois nesses casos 0 alcool é reagente limitante. Na faixa de razbes molares de 1:1 até
1,3:1 a conversdo continua sendo crescente, porém com pequeno distanciamento entre as curvas
cinéticas, indicando que o excesso de alcool cetilico pode ndo compensar os ganhos de conversao,
além de gerar custos relacionados a compra do alcool e purificacdo do produto final. A curva de
méaxima conversao foi obtida para a razdo molar de 1,3:1. Para quantidades maiores de alcool cetilco,
é possivel notar (Fig. 4 e Fig. 5) que ha reducdo das velocidades de reacdo. Este comportamento
pode ser explicado pela inibicdo que o alcool cetilico provoca nos sitios ativos da enzima, conforme
indicado pelo pardmetro Kz do modelo cinético. Esse efeito € mais pronunciado para maiores quando
a quantidade de alcool no meio é maior, dessa forma que as curvas cinéticas sao mais lentas
conforme a raz8o molar aumenta para valores além de 1,3:1.

A influéncia da temperatura foi analisada para duas condicdes distintas de razdo molar (0,5:1
e 2:1), mantendo a concentracdo de catalisador em 1,0% em ambos os casos, conforme mostrado nas
Fig.6 e 7. Como a sintese do palmitato de cetila € uma reacdo endotérmica, o aumento da
temperatura tende a favorecer a formacao dos produtos. Além disso, para produtos com alto ponto de
fusdo, altas temperaturas diminuem a viscosidade do sistema e favorecem a transferéncia de massa.
No entanto, a partir desses resultados, é possivel concluir que a temperatura étima para utilizacdo da
enzima Lipozyme RM IM na sintese de palmitato de cetila ocorre proximo de 70 °C. A operagdo em
temperaturas maiores que 70 °C consome maior quantidade de energia para aquecimento do sistema
e 0 pequeno ganho na conversdo pode ndo compensar 0s custos extras. Apesar disso, mesmo para
temperaturas em torno de 90 °C a conversdo manteve-se elevada e nenhuma desativagdo térmica foi
noticiada, indicando boa estabilidade da enzima.

Na Fig. 6, é possivel notar que, mesmo para as diferentes temperaturas, em todas as curvas
cinéticas a mesma condicao de equilibrio foi atingida. Essa condi¢édo de equilibrio obtida em 50% de
conversdo é a maxima conversao que pode ser obtida quando a razdo molar 0,5:1 é usada. O mesmo
comportamento na condi¢do de equilibrio € obtido quando a razdo molar de 2:1 é usada, no entanto,
nesse caso, a conversao de aproximadamente 100% ¢ atingida, conforme Fig. 7.
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Figura 7. Influéncia da Temperatura. Condig¢bes: RM 2:1, 1,0% de catalisador.

Conclusodes

A partir do modelo cinético enziméatico baseado no mecanismo bi bi sequencial randémico,
foi possivel simular o comportamento reacional da esterificagdo entre acido palmitico e alcool
cetilico para producdo de palmitato de cetila. Trés diferentes parametros foram variados em ampla
faixa de condicdes para identificacdo da influéncia que eles exercem sobre a reacao.

O aumento da concentracdo de catalisador ndo gera aumento linear na conversédo, indicando
que quantidades excessivas de enzimas imobilizadas podem limitar a transferéncia de massa do
sistema, além de aumentar o custo do processo. A influéncia da razdo molar também ndo é linear. Ao
aumentar a quantidade de &lcool cetilico presente no meio, a curva cinética tende a aumentar, até o
limite onde a razdo molar atinge 1,3:1. A partir deste ponto, o excesso de alcool no meio causa efeito
de inibicdo suficiente para reduzir a velocidade racional.

A temperatura de reacdo € um fator importante a ser considerado, uma vez que as enzimas
estdo sujeitas a degradacdo térmica. Foi observado que ha, por razées econdmicas, uma temperatura
recomendada para operacdo, nesse caso em torno de 70 °C. Independentemente das outras condi¢des
utilizadas, a operacdo em temperaturas acima deste valor ndo fornece melhoria significativa na
cinética, além de ndo compensar o custo energético para elevagdo da temperatura.
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