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RESUMO

Os sistemas de ultrassom, assim como, 0 uso de lipases comerciais imobilizadas
apresentam-se como uma alternativa aos processos de producdo de biodiesel
convencionais. O principal objetivo deste trabalho foi investigar o potencial de
producdo de biodiesel enzimatico, em sistema livre de solvente e banho de
ultrassom, do 6leo do fruto de Macauba, Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd. ex Matrt.).
Os experimentos iniciais foram realizados de acordo com condicbes pré-
estabelecidas durante a otimizacao do processo de producédo para o 6leo de soja por
Popiolski (2011). Em seguida realizou-se um planejamento experimental fracionado,
de forma a realizar um selecdo das seguintes variaveis: temperatura, concentracao
de enzima, razdo molar Oleo/etanol e poténcia do ultrassom. Experimentos externos
ao planejamento foram realizados em vista de consideracfes feitas ao longo do
estudo. A caracterizacdo do Oleo foi realizada por analise em cromatégrafo gasoso e
métodos analiticos de titulacdo. A quantificacdo das conversdes em ésteres das
reacoes foi realizada por cromatografia gasosa. Os resultados mostraram gue 0 uso
da lipase comercial imobilizada Novozym 435 em banho de ultrassom e livre de
solvente orgéanico apresenta conversdes superiores a 70%, sendo esta préoxima a
convertibilidade méaxima neste 6leo. Apds 8 ciclos subsequentes de uso da lipase,
sua atividade relativa manteve-se em torno de 60%. Tendo em vista os resultados
promissores obtidos com esse estudo percebe-se a importancia da otimizacdo deste

processo de producéo.

Palavras-chave: ultrassom, biodiesel, lipase, Acrocomia aculeata.
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ABSTRACT

The ultrasound systems, as well, theb use of commercial immobilized lipases are
presented as an alternative to conventional processes towards biodiesel production.
The main objective of this study was to investigate the potential of enzymatic
biodiesel production in solvent-free system under ultrasound irradiation, of the
Macauba oil (Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd. ex Mart.). Preliminary experiments
were conducted following a pre-established condition obtained from the optimization
of soybean biodiesel production for Popiolski (2011). Then a fractional factorial
experimental design was employed to perform a screening of the following variables:
temperature, enzyme concentration, molar ratio ethanol and oil-power ultrasound.
Other experiments than those of the experimental design were accomplished in
attempt to find out the appropriate reactional conditions. Chemical characterization of
the oil was performed by gas chromatography analyses and analytical titration
methods. Reaction yields in esters were computed taking into account results of gas
chromatography analysis. Results showed that the use of immobilized lipase
Novozym 435 under ultrasound irradiation in solvent-free system lead to conversions
exceeding 70%, which is close to this maximum convertibility of the oil. After 8
consecutive cycles of lipase reuse, its relative activity remained around 60%. Given
that macauba oil is a non-edible oil, promising results were obtained in this study,
which in turns make possible to realize the importance of conducting a more detailed
investigation considering the technical aspects of the biofuel produced, as well as the

optimization of this process.

Key-words: Ultrasound, biodiesel, lipase, Acrocomia aculeata
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1. INTRODUCAO

A matriz energética mundial € fortemente inclinada para fontes de carbono, as
quais apresentam esgotamento progressivo, como € 0 caso das reservas mundiais
de petréleo, estando no nivel mais baixo em 15 anos (IEA, 2010). Essa escassez em
combustiveis foésseis pode ser atrelada a dois fatores: longo tempo de formacéo das
jazidas de petrdleo e crescimento do consumo (OLIVEIRA e RAMALHO, 2006),
principalmente, nos paises em desenvolvimento, onde observa-se altas taxas de
crescimento populacional, de atividade econ6mica, de urbanizacdo e de producéo
industrial (IEA, 2010). Isto gera como agravantes o alto pre¢co dos combustiveis ao
consumidor final e o aumento na emissdo de poluentes atmosféricos. Assim, a
busca por fontes alternativas de energia, que viabilizem o desenvolvimento das
sociedades aliado a sustentabilidade das mesmas é imprescindivel.

Na busca por um combustivel que substitua parcial ou totalmente os
combustiveis fosseis, o biodiesel € o mais promissor, pois, suas propriedades séo as
mais compativeis com o petrodiesel permitindo a substituicdo de até 30% do diesel
convencional sem a necessidade de alteragdes nos motores veiculares (HOWELL e
JOBE, 2006). Além disso, devido a sua matéria-prima ser originaria de fonte
renovavel, a emissdo de gases altamente poluentes € menor. No caso do dioxido de
carbono (CO,), gas ligado ao efeito estufa, a reducéo na emisséo pode ser superior
a 70%, uma vez que, ha um mecanismo de compensac¢ao entre o que € emitido pela
queima do combustivel e o que é absorvido pelas plantas durante o processo
fotossintético (TAN et al. 2010).

O biodiesel foi introduzido na matriz energética brasileira no ano de 2005,
através da Lei Federal 11.097, a qual o definiu como um biocombustivel derivado de
biomassa renovavel para uso em motores a combustdo interna com ignicdo por
compressdo ou conforme regulamento, para geracdo de outro tipo de energia que

possa substituir, parcial ou totalmente, combustiveis de origem féssil.

A matéria-prima para a producéo do biodiesel pode ser proveniente de 0leos
vegetais, de Oleos vegetais residuais, de gorduras animais, de acidos graxos
oriundos do refino de 6leos vegetais (FOSCHIERA, 2008) e de matérias graxas de
alta carga acida (KNOTHE e GERPEN, 2006). No entanto, os 06leos vegetais
possuem prioridade, uma vez que, sdo obtidos da biomassa vegetal, a qual é

considerada, atualmente, como a maior e mais sustentavel fonte de energia
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renovavel pronta para uso, sendo composta por cerca de 220 bilhdes de toneladas
de matéria seca anual (HALL e RAO, 1999). Entre os paises com grande potencial
para a producdo de biodiesel, o Brasil destaca-se entre as economias
industrializadas (OLIVEIRA e RAMALHO, 2006), pois possui grandes extensdes de
terras agricultaveis, permitindo-o incorporar novas areas a agricultura de energia
sem competir com a cadeia de alimentos, tendo também a possibilidade de multiplos
cultivos no ano (FOSCHIERA, 2008).

As culturas de florestas tropicais, geralmente, apresentam rendimentos
superiores, em Oleo por hectare, aos obtidos por culturas de zonas temperadas
(SHAY, 1993). Neste contexto, oleaginosas como a macauba, o dendé, o coco e 0
pinhdo-manso, constituem fontes promissoras de biodiesel a serem exploradas nas
florestas brasileiras (FOSCHIERA, 2008; OLIVEIRA e RAMALHO, 2006). No caso
especifico da macauba a produtividade pode chegar a 5.000 kg de 6leo/ha, sendo
esta, aproximadamente, dez vezes maior que a producao obtida com as culturas da
soja e da mamona - 500 a 700 kg de 6leo/ha (BHERING, 2009).

As palmeiras de macauba sdo adaptadas a condicBes edafo-climaticas
distintas, incluindo biomas diversos, principalmente, cerrado, caatinga e floresta
amazonica (BHERING, 2009). O bioma cerrado, no Brasil, representa cerca de 10%
das savanas do mundo e devido ao seu clima, requer vegetacao perene para manter
a estabilidade ambiental do solo, assim sendo, o plantio dessas palmeiras visa além
da producdo de biodiesel a preservacdo do solo e também ao desenvolvimento
sustentavel da regido, visto que, as regides de cerrado sdo regides com poucas
alternativas tecnoldgicas e com grande ocorréncia de pobreza populacional (LIMA,
2011).

Os Oleos vegetais possuem alta viscosidade e, portanto, ndo podem ser
empregados diretamente como combustiveis, uma vez que, ndo sofrem atomizacéo
eficiente. Assim, o uso desses como combustivel passa pela necessidade de
derivatizacdo, a qual melhora as propriedades do combustivel tornando-o apropriado
para uso em motores veiculares. Atualmente, as principais metodologias de
producdo de biodiesel sdo: misturas binarias com petrodiesel, pirdlise,
microemulsificacéo e transesterificacdo (MA e HANNA, 1999). A transesterificacéo é
o método mais empregado, pois, € o0 Unico que forma produtos comumente
denominados de biodiesel, isto é, ésteres alquilicos de acidos graxos (KNOTHE e
GERPEN, 2006).
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A transesterificacdo ou alcodlise € uma reacdo onde o0s substratos sdo um
alcool de cadeia curta, geralmente, metanol ou etanol e triglicerideos provenientes
do 6leo ou da gordura. Os produtos obtidos séo alquil ésteres de acidos graxos, ou
seja, 0 biodiesel e o subproduto é o glicerol, o qual € comercializado em diversos
setores industriais. Usualmente, a reagéo é catalisada com a finalidade de aumentar
sua velocidade e rendimento, sendo os catalisadores empregados, &lcalis, &cidos ou
enzimas, de acordo com as caracteristicas da matéria-prima (MA e HANNA, 1999).
Com relacdo ao alcool, o etanol apresenta-se como o0 substrato alcodlico mais
adequado para producdo de biodiesel no contexto brasileiro, uma vez que, o0 pais
possui autossuficiéncia em sua producdo e este é totalmente renovavel, sendo
usualmente obtido da fermentagédo da cana de acucar.

A metodologia comercial de obtencdo de biodiesel utiliza frequentemente
catalisadores alcalinos para a transesterificacdo de 6leos ou gorduras. Entretanto,
esta metodologia requer alto gasto energético, apresenta dificuldade na recuperacéo
do catalisador e do glicerol e alta poluicdo ambiental devido ao efluente que gera, o
qual deve passar por etapas de separacdo, purificacdo e tratamento, tornando o
processo oneroso e impulsionando a pesquisa na busca de técnicas alternativas
(FJERBAEK; CHRISTENSEN e NORDDAHL, 2009).

A tecnologia enziméatica é uma das ferramentas mais promissoras para
sintese de compostos de alto valor agregado. Dentre as principais enzimas
utiizadas em biocatalise destacam-se as lipases, enzimas de atuacao
predominantemente interfacial, que apresentam capacidade de catalisar reacdes
tanto em meio aquoso como em meio organico, com baixo teor de agua.
Industrialmente, a maior aplicabilidade das lipases ocorre em reacfes de hidrolise,
sintese e interesterificacdo de lipideos. As razbes do enorme potencial
biotecnologico dessa classe de enzima incluem fatos relacionados a sua alta
estabilidade em solventes organicos, além de ndo requerer a presenca de co-
fatores, possuir larga seletividade pelo substrato e alta enantiosseletividade
(CASTRO; MENDES e SANTOS, 2004).

Atualmente, catalisadores enzimaticos imobilizados estdo sendo utilizados
nos processos de transesterificacdo, como alternativa aos catalisadores quimicos,
pois, apesar de possuirem alto custo, apresentam vantagens que podem compensar
0 seu emprego, como: ndo ha formacdo de efluentes, permitindo facilidade na

separacdo e na recuperacao do produto, possibilidade de reuso do catalisador,
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reacoes com velocidades e taxas de conversfes maiores e, portanto, menor gasto
energético (FJERBAEK; CHRISTENSEN e NORDDAHL, 2009).

Além do alto custo, outro inconveniente do uso de catalisadores imobilizados
€ a limitacdo na transferéncia de massa, uma vez que, 0s suportes utilizados para
imobilizar as enzimas podem dificultar o acesso dos substratos ao seu sitio
catalitico. No entanto, esse inconveniente, geralmente, € minimizado quando se
emprega agitacdo no sistema, uma vez que esta melhora a solubilidade ou até
mesmo a emulsificacdo dos substratos e aumenta a energia cinética das moléculas,
0 que facilita a colisdo das mesmas com orientacao apropriada e, portanto, formacéo
de complexos enzima-substrato (FJERBAEK; CHRISTENSEN e NORDDAHL, 2009).

Atualmente, os sistemas de ultrassom surgem como alternativa ao método
convencional de agitacdo nos meios reacionais, apresentando-se como tecnologia
ambientalmente correta, devido ao menor gasto energético que empregam no
sistema. Essa afirmacédo é decorrente do principio de funcionamento do ultrassom, o
qgual esta baseado no fenbmeno das cavitacdes, ou seja, formacédo de bolhas em um
meio liqguido com crescimento por penetracdo de gas dissolvido até um tamanho
critico em que ocorre a implosdo das mesmas. A imploséo das bolhas de gas tem
como consequéncia 0 aumento da pressédo, da temperatura e da agitacdo no
microambiente do sistema, permitindo que as reagbes ocorram com menores
tempos, menores temperaturas e pressdao ambiente (CINTAS e LOUIS-LUCHE,
1999).

A producéo de biodiesel com éleos de baixo valor comercial e provenientes
de regibes com caréncias econdmicas, juntamente com as caracteristicas descritas
sobre os equipamentos de ultrassom e a possibilidade de reuso de catalisadores
enzimaticos imobilizados é que justificam a importancia de trabalhos como este que
buscam através de uma nova tecnologia aliar desenvolvimento social e tecnoldgico

com sustentabilidade.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve como objetivo geral investigar o potencial de
producdo de biodiesel enzimatico, em sistema livre de solvente e banho de

ultrassom, do 6leo do fruto de macauba (Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd. ex Mart.).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Caracterizar o 0leo bruto do fruto de macauba através da determinacéo
do indice de acidez, do indice de perdxido, do teor de 4gua e da porcentagem de

mono-, di- e triacilglicerols (Mag, Dag e Tag, respectivamente) nas amostras;

. Verificar o teor de umidade das amostras por Karl Fischer, a fim de

analisa-las por cromatografia gasosa,;

. Conhecer o comportamento do sistema proposto a partir de condicbes
otimizadas para a producao de biodiesel do 6leo de soja em banho de ultrassom,
segundo metodologia de Popiolski (2011) e através de um planejamento de

experimentos;

. Determinar as condicdes ideais para producdo de biodiesel enzimatico
a partir do 6leo do fruto da macauba;

. Avaliar o reuso da lipase comercial imobilizada Novozym 435 no

sistema proposto e a influéncia do ultrassom neste processo.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 BIODIESEL

3.1.1 Defini¢ao

Biodiesel é um combustivel alternativo aos combustiveis fdsseis para
utilizacdo em motores de ignicdo por compressdo. Quimicamente o biodiesel é
formado por uma mistura de monoalquil ésteres de acidos graxos de cadeia longa,
0S quais sdo originados através da esterificacdo ou transesterificacdo dos acidos
graxos de triglicerideos provenientes de um 6leo vegetal ou de uma gordura animal
(MEHER; SAIGAR e NAIK, 2004).

As estruturas moleculares dos ésteres, que constituem o biodiesel, podem
variar tanto no tamanho da cadeia carbonica, quanto na quantidade e posicdo de
insaturacdes ou até mesmo devido a presenca de grupamentos nas cadeias. Dessa
forma, a qualidade do biodiesel pode sofrer alteracdes conforme as estruturas
moleculares dos ésteres ou devido a presenca de contaminantes oriundos da
matéria-prima, do processo de producdo ou formados durante a estocagem (LOBO;
FERREIRA e CRUZ, 2009).

3.1.2 Histoérico

Historicamente, o biodiesel é utilizado desde 1898, quando Rudolph Diesel,
na Exibicdo Mundial em Paris, demonstrou pela primeira vez seu motor de igni¢ao
por compressao, tendo como combustivel o 6leo de amendoim, o qual seria o
biodiesel original. De acordo com Diesel, o uso de Oleos vegetais nas colonias
tropicais européias tinha como objetivo torna-las autossuficientes em aplicacdes
fundamentais como a geracdo de energia. Dentre os 6leos, comumente citados
nesta época como fonte de combustivel diesel, destacavam-se os 6leos de palma,
possivelmente devido ao clima da regido favorecer o plantio destas culturas. O uso

de Oleos vegetais como combustivel intensificou-se durante a segunda guerra
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mundial, quando estes foram utilizados de forma emergencial, para abastecimento
de frotas modveis por diversos paises como Argentina, Brasil, China e india
(KNOTHE, 2006).

No entanto, entre 1930 e 1940 o uso de bicombustiveis comeca a declinar
devido aos baixos precos do barril de petréleo, tornando a producdo e comércio de
biodiesel economicamente inviavel. No final dos anos 70 e inicio dos anos 80, a
OPEP (Organizacao dos Paises Exportadores de Petréleo) reduziu o fornecimento e
incrementou os precos do barril de petrdleo, demonstrando os primeiros sinais da
crise energética do setor de combustiveis fésseis (AMORIN, 2012).

Devido as oscilagdes no preco dos derivados do petréleo e as perspectivas de
escassez destes produtos nos Estados Unidos, durante a segunda guerra mundial,
iniciam-se projetos sobre o uso de misturas binarias (bicombustiveis) na
Universidade Estadual de Ohio, nos Estados Unidos da América, onde investigou-se
0 uso do 6leo do caroco de algodao, do 6leo de milho e a mistura destes com o 6leo
diesel convencional. Em 1998 nos Estados Unidos, torna-se lei o uso de biodiesel,
puro ou em misturas com o diesel de petréleo (KNOTHE, 2006).

No Brasil 0 uso energético de 6leos vegetais foi proposto em 1975, originando
o Plano de Producéo de Oleos Vegetais para Fins Energéticos (Pro-Oleo). Seu
objetivo era gerar excedentes de Oleo vegetal que tornassem seus custos de
producdo competitivos com os do petréleo. Previa-se uma mistura de 30% de 6leo
vegetal ao 6leo diesel, com perspectivas de sua substituicdo integral em longo
prazo. Nesta década, o biodiesel destacou o papel do Brasil como referéncia
mundial no uso de fontes renovaveis. Essa posi¢ao foi conquistada com o inicio da
utilizacdo do alcool em veiculos automotivos, sendo o Proalcool o maior programa
de substituicdo de combustiveis fésseis no mercado automotivo mundial. O Brasil foi
pioneiro no desenvolvimento de tecnologias para producdo de biodiesel, tendo
registrado em 1980 a patente do pesquisador Expedito Parente (MME, 2004).

Entre os anos de 2000 e 2002, devido aos pre¢os mais elevados e maior
carga tributaria sobre o combustivel féssil, o é&lcool recuperou atratividade no
mercado brasileiro, levando a industria automotiva a investir em um novo padréo
tecnolégico, o carro bicombustivel (alcool/gasolina) também denominado pela
expressédo norte-americana flex fuel (OLIVEIRA e RAMALHO, 2006). No ano de

2004, o Governo Federal lancou o Programa Nacional de Produgcéo e Uso do
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Biodiesel, com o objetivo de implementar de forma sustentavel sua producao e uso,
promovendo a inclusdo social, o desenvolvimento regional e contribuindo para a

economia e a melhoria das condicbes do meio ambiente (MATTIUZI et al. 2012).

Em janeiro de 2005, foi publicada a Lei Federal 11.097, também chamada de
Lei do Biodiesel, a qual regulamentou a introducédo do biodiesel na Matriz Energética
Brasileira (BRASIL, 2005) e estabeleceu percentuais minimos de mistura do
biodiesel ao diesel de petrdleo e o monitoramento da insercdo do combustivel no
mercado. De acordo com a referida lei, entre 2005 e 2007, o B2 (2% de adi¢céo do
biodiesel ao 6leo diesel comercializado) seria autorizado, ja de 2008 até 2012 seria
obrigatério e em 2013, o B5 tornar-se-ia obrigatério. No entanto, a inddstria do
biodiesel respondeu as perspectivas criadas pela nova demanda do mercado
brasileiro e aumentou sua capacidade industrial instalada, assim como, sua
producéo, incentivando o governo a antecipar a implementacédo da obrigatoriedade
das misturas B3, B4 e B5. Assim, em julho de 2008 entrou em vigor a
obrigatoriedade do B3. Apds uma ano de B3, em julho de 2009, foi antecipada a
mistura B4 e em 2010 j& entrou em vigor a mistura B5 (FGV PROJETOS e
UBRABIO, 2010).

Em funcdo desta crescente demanda entre 2005 e 2011 houve um aumento
significativo no volume de biodiesel produzido no pais, o qual passou de 736 m* em
2005 para 2,39 milhdes m® em 2010, tornando o Brasil o segundo maior produtor
mundial de biodiesel (PADULA et al. 2012). A Alemanha é o pais com lideranca
mundial em consumo e producdo de biodiesel, sendo responsavel por 42% da
producdo mundial (BIODIESEL BR, 2010). Atualmente, o Brasil tem capacidade
instalada de produc&o de biodiesel de, aproximadamente, 5,1 milhdes de m?, a qual
€ muito proxima a demanda projetada para um possivel B10 em 2014 (FGV
PROJETOS e UBRABIO, 2010).

A criacdo do Selo de Combustivel Social ou Selo Verde, concedido pelo
Ministério de Desenvolvimento Agrario, foi mais uma conquista para a consolidacao
da cadeia produtiva brasileira de biodiesel. Este selo estabelece as condi¢cdes para
0s produtores industriais de biodiesel obterem beneficios tributarios e
financiamentos, sendo que, a matéria-prima deve ser adquirida de agricultores
familiares, além de estabelecer contrato com especificacdo de renda, prazo, garantir

assisténcia e capacitacao técnica (MME, 2004).
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Atendendo as diretrizes de sustentabilidade ambiental, sociais e econémicas
definidas pelo Programa Nacional de Producédo e Uso de Biodiesel, diversos estados
brasileiros estdo regulamentando leis para incentivar a producdo em larga escala
deste combustivel, tanto em funcdo da demanda crescente por energias renovaveis
quanto para desfrutarem do poder econémico que as espécies nativas podem trazer
as suas comunidades. Foi neste sentido que o governo de Minas Gerais
regulamentou a Lei 19.485 em 2011, chamada de Pr6-Macauba, a qual instituiu a
politica estadual de incentivo ao cultivo, a extracdo, a comercializacdo, ao consumo
e a transformacdo da macauba e das demais palmeiras oleaginosas da regido
(CARVALHO, 2012).

3.1.3 Importéncia e justificativa

Ao longo do século 20, os combustiveis derivados de petroleo permaneceram
baratos e abundantes. Com a descoberta de novos pocos de petréleo em todo o
mundo, criou-se a perspectiva de que este combustivel seria uma fonte de energia
barata, facilmente disponivel e suficiente para atender a demanda. A invencao do
automovel ainda neste século aumentou a mobilidade social e a indUstria progrediu
para atender as necessidades de uma populagdo de crescimento incessante e de
transporte movido a diesel. O setor da agricultura também sofreu grandes mudancas
nas técnicas de cultivo, plantio, manejo de pesticidas e conservacdo do solo,

tornando a agricultura altamente competitiva e rentavel (HOWELL e JOBE, 2006).

Em contrapartida aos crescimentos industrial e populacional e a
modernizacdo das sociedades, dois agravantes comecaram a surgir sendo estes a
poluicédo do ar, principalmente, nos grandes centros urbanos (MATTIUZI et al. 2012)
e a escassez dos combustiveis fosseis, sendo que, de acordo com a Agéncia de
Energia Internacional (IEA) (2010) as reservas mundiais de petréleo encontram-se,
atualmente, no nivel mais baixo em 15 anos.

No Brasil, entre os anos de 2001 e 2009, a expansdo da induastria
automobilistica, o aumento da renda per capta e 0s incentivos governamentais
acarretaram em aumento de 76,5% da frota veicular total, o que representa um

acréscimo de 24 milhdes de automdveis nas estradas brasileiras (MATTIUZI et al.



25

2012). No caso especifico do Rio Grande do Sul até setembro de 2012, houve um
ingresso de 242,7 mil novos veiculos nas estradas, fato este que levou as refinarias
a atuarem com 95% da sua capacidade de producdo de combustiveis fosseis
(MARIANO, 2012).

Atualmente, o biodiesel é considerado o principal combustivel alternativo ao
de origem féssil, pois, foi 0 Unico que completou os rigorosos testes da Agéncia
Americana de Protecdo Ambiental (EPA) em estudos que examinaram o impacto de
centenas de emissdes regulamentadas e ndo regulamentadas, assim como seus

potenciais efeitos a saude, como apresenta a Tabela 3.1 (MATTIUZI et al. 2012).

Tabela 3 .1 - Dados das emissdes médias de escapes medidos pela EPA, com
biodiesel, nas proporcdes de 100% e 20% em comparacao com o diesel de petréleo.

Emissdes regulamentadas B100 B20
Material particulado -47% -12%
Monoxido de carbono -48% -12%
Hidrocarbonetos totais ndo queimados 67% -20%
Oxidos de Nitrogénio +10% -2 a+2%
Emissdes ndo regulamentadas B100 B20
Sulfatos -100% -20%
Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HPAS) -80% -13%
Hidrocarbonetos Policiclicos Aroméaticos Nitrados (NHPAS) -90% -50%
Hidrocarbonetos com potencial de formacéo de Ozénio -50% -10%

Fonte: National Biodiesel Board (2010) apud Mattiuzi et al. (2012).

De acordo com a Tabela 3.1, o uso de biodiesel acarreta em maiores
emissdes de Oxidos de nitrogénio devido as grandes quantidades de oxigénio nas
moléculas deste combustivel e a melhora nas condicbes de combustdo. No entanto,
como possuem baixo conteudo de enxofre tecnologias de controle de emissao de
NOx podem ser utilizadas. Em um estudo do Departamento de Energia Norte-
Americano foi comprovado que a emissao de didéxido de carbono, desde a producéo
até o consumo, do biodiesel é 78% menor que a do diesel convencional. Isso ocorre
porque o CO; é absorvido pela biomassa vegetal durante o processo fotossintético
(CORONADO et al. 2009; MATTIUZI et al. 2012).
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Além da reducao na emissdo de poluentes a producado e uso do biodiesel traz

outras vantagens que justificam sua comercializagdo, como:

o a mistura do biodiesel ao diesel pode ser usada nos motores ja
existentes, sem a necessidade de modificacbes mecanicas para uma proporcao de
até 30% de biodiesel para 70% de diesel (B30) (HOWELL e JOBE, 2006)

o viabilidade produtiva e econbmica, que rompem a hegemonia
energética do petroleo, quando o processo tem incentivos governamentais;

o no caso especifico do Brasil, em 2008, com o uso do B3, evitou-se a
importacdo de 1,1 bilhdo de litros de diesel de petroleo, resultando em uma
economia de cerca de R$ 1,4 bilhdo (ROSAS, 2010 apud MATTIUZI et al. 2012);

o beneficios ambientais e sociais, pois, existe uma significativa melhora
na qualidade do ar e consequentemente, no meio ambiente e na saude publica.
Além disso, a descentralizacdo e o aumento da producdo de oleaginosas
contribuirdo com o desenvolvimento de regides menos favorecidas e também com a
agricultura familiar, gerando emprego e renda para as familias e possibilitando a
comercializacao de créditos de carbono (FGV PROJETOS e UBRABIO, 2010).

3.1.4 Usinas produtoras de biodiesel no Brasil

Quanto as usinas produtoras de biodiesel a regido centro-oeste € a que
possui maior capacidade instalada de producédo, 42%; seguida da regido sul, 25%;
regido sudeste, 17%; regido nordeste, 12% e regido norte 4%, como mostra a Figura
3. 1.
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Figura 3.1 - Localizacdo das usinas de producédo de biodiesel e capacidade anual de
producgéo das regides.
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Fonte: FGV Projetos e UBRABIO, (2010).

3.1.5 Matéria-prima

O biodiesel pode ser obtido de diversas matérias-primas, incluindo 6leos
vegetais, gorduras animais, 6leos de frituras e matérias graxas de alta carga acida.
Os fatores que determinam quais matérias-primas apresentam maior potencial para
serem empregados na producéo de biodiesel sdo basicamente: a geografia, o clima
e a economia local (KNOTHE, 2006). No entanto, sabendo que a matéria-prima
representa cerca de 70% dos custos totais da producdo de biodiesel (BEHZADI e
FARID, 2007), geralmente, a fonte mais abundante é a utilizada devido a relacéo
inversa que ha entre oferta e custo. Outros fatores como: propriedades do
armazenamento, qualidade do combustivel a ser gerado e subsidios governamentais
€ que determinam o potencial de uma determinada matéria-prima ser adotada na
producdo comercial de biodiesel (FOGLIA e HAAS, 2006).

O dleo vegetal tem sido considerado a matéria-prima mais atrativa devido ao
fato de ser uma fonte renovavel, trazendo beneficios ambientais e encerrando um

potencial de substituicdo total ou de uma fracdo dos destilados do petrdleo, num
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futuro préximo (DEMIRBAS, 2003). No Brasil existem diversas espécies com
potencial para serem utilizadas com esta finalidade, tais como: macauba, dendé,
coco, girassol, mamona, soja, amendoim, pinhdo-manso, nabo-forrageiro, pequi,
buriti, entre outras (FOSCHIERA, 2008; OLIVEIRA e RAMALHO, 2006). No entanto,
0 6leo de soja representa 78% da matéria-prima de producéo de biodiesel no Brasil
(FGV PROJETOS e UBRABIO, 2010), sendo responséavel por cerca de 81% da
producdo deste combustivel (TEDESCO; ALTHAUS e GIANELLO, 2006). Esta
cultura esta concentrada nas regides Sul, Sudeste e Centro-oeste, as quais, juntas
séo responsaveis por 88% do biodiesel produzido no pais (PADULA et al. 2012).

Embora o Brasil seja 0 um dos maiores produtores mundiais de soja, novas
fontes oleaginosas como, macauba, mamona, dendé, pinhdo manso e girassol
precisam ser estudadas para producédo de biodiesel devido aos seguintes fatores:
estas culturas ao contrario da soja possuem boa aclimatacdo nas regides Norte e
Nordeste do pais (responsaveis por apenas 12% da producéo de biodiesel em 2010)
e poderdo tornar-se aliadas ao desenvolvimento destas regifes, assim como, podem
vir a ser uma alternativa de recuperagdo de biomas como o cerrado (ou savana), 0
qual ocupa um total 204 milhdes de hectares no Brasil, sendo que destes, 90
milhdes estdo degradados. Além disso, a capacidade produtiva nacional aumenta
evitando que a matriz energética fique dependente de uma Unica fonte de energia
renovavel, fornecendo maior seguridade quanto a oferta de biodiesel (ROCHA,
2011).

No Brasil e no mundo comecam a aparecer iniciativas de producédo de
biodiesel a partir de diferentes culturas oleaginosas (BASIRON, 2007), sendo que,
as arecaceas oleiferas (Dendé, Babacu, Inaja e Macauba) existentes no cerrado e
na Amazonia constituem, atualmente, cadeias emergentes brasileiras para a
producdo de biodiesel, pois, apresentam alto conteddo de 6leo nos frutos, como

mostra a Tabela 3. 2.
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Tabela 3.2 - Coeficientes técnicos de aracaceas oleaginosas, matérias-primas
potenciais para a producéo de biodiesel.

Atributos das culturas Dendé Macauba Babagu Inaja
Area de ocorréncia (10° ha) 80 12.000,00 113.000,00 9.000,00
Produtividade média de frutos (t. ha®) 20,00 15,00 2,00 7,40
Contetdo médio de 6leo nos frutos (%) 20 20 4 10
Rendimento médio de 6leo (t. ha™) 4,00 3,00 0,08 0,74
Potencial de producgdo (10° t. ano™) 160,00 18.000,00 680,00 3.330,00

de biodiesel, rendimento médio 50%

Valor da producdo (R$*10°) 224,00 25.200,00 952,00  4.662,00

Fonte: Lima, 2011.

Dentre as arecaceas citadas na Tabela 3.2 a macauba destaca-se por
apresentar conteaddo médio de 6leo nos frutos igual ao dendé (20%) e também por
oferecer alto rendimento de Oleo nos frutos. Esta arecacea mostra-se resistente a
seca, produzindo mais de 10 litros de biodiesel por planta ao ano, o que corresponde
nas condi¢cdes de ocorréncia natural de 100 plantas por hectare, a uma producéo de
1000 litros por hectare (LIMA, 2011).

O potencial de producdo de biodiesel de macauba foi descoberto ainda na
década de 70 em decorréncia da crise do petréleo, no entanto, na atualidade um dos
principais usos do 6leo do fruto e da polpa da macauba € para a fabricacdo de
sabao de coco (ROCHA, 2011).

Oleos e gorduras sdo lipideos de composicéo trigliceridica predominante,
geralmente 95%. A ocorréncia de monoglicerideos, diglicerideos e de acidos graxos
livres nos Oleos brutos, em geral, é pequena, o que é altamente desejavel
(REGITANO-D’ARCE, 2006). Os lipideos de interesse na industria da olequimica
visando a producdo de biodiesel sdo os triglicerideos. Nesta molécula, os
grupamentos ésteres sao formados entre a carboxila do acido graxo e a hidroxila do
glicerol, sendo este um dos pontos de reatividade na molécula além das duplas
ligacbes das cadeias hidrocarbonadas dos &cidos graxos (REGITANO-D’ARCE,
2006).
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3.2. QUALIDADE DOS GRAOS E DO OLEO VEGETAL DURANTE O
ARMAZENAMENTO

Durante o armazenamento dos grdos, oscilagcbes no teor de umidade e
temperatura podem desencadear reacdes quimicas indesejaveis, como a hidrolise
parcial dos triglicerideos, catalisada por lipases e reacdes oxidativas de ordem
enzimatica ou ndo. Essas reacdes reduzem a qualidade do 6leo a ser extraido, o
qual apresentara monoglicerideos, diglicerideos e 4cidos graxos livres ou oxidados,
os chamados peroxidos em quantidades apreciaveis. Além disso, a contaminacéo do
grao por fungos pode levar a inutilizacdo dos subprodutos (ricos em proteinas e
carboidratos), originados apdés a extracao do 6leo (REGITANO-D’ARCE, 2006).

De acordo com Regitano-D’arce (2006), um dos indicativos de dano a
matéria-prima ou armazenamento inadequado, ocorre quando o 6leo vegetal
apresenta porcentagens baixas de triglicerideos, pois, 6leos de alta qualidade, como
o de soja, apresentam entre 95-97% de triglicerideos no 6leo bruto e um minimo de
99% desta fracao lipidica no 6leo refinado. Segundo Leung, Wu e Leung (2010), a
perda de qualidade do 6leo, ou seja, a perda de triglicerideos, tem como
consequéncia baixas taxas de conversdo em biodiesel. Isso ocorre porgue 0s mono
e diglicerideos tém a propriedade de formar miscelas devido ao grupamento OH que
fica exposto (REGITANO-D’ARCE, 2006).

Entre os fatores que aumentam a suscetibilidade a oxidag¢édo dos 6leos pode-
se citar a composicdo dos acidos graxos, sendo que, quanto mais acido graxo
poliinsaturado contém um 6leo mais suscetivel a oxidacdo; a presenca de oxigénio;
temperatura e luz, podem criar condicbes para a formacdo de radicais livres. A
estabilidade oxidativa dos 6leos e gorduras pode ser determinada por diversas
técnicas analiticas, sendo usualmente empregadas as seguintes: termogravimetria,
indice de acidez, indice de peréxido, espectrofotometria na regido ultravioleta, valor
de TBA, valor de p-anisidina, valor TOTOX e compostos apolares (REGITANO-
D’ARCE, 2006).



31

3.3 MACAUBA

3.3.1 Caracteristicas gerais

e Palmeira

De acordo com Lorenzi et al. (2004), o género Acrocomia, possui trés
espécies — Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd. ex Mart.,, Acrocomia intumescens
Drude e Acrocomia totai Mart. — sendo a espécie Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd.
ex Mart. a de maior ocorréncia no Brasil.

Popularmente, a espécie Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd. ex Mart. é
conhecida como macauba, mas conforme a regido do Brasil outras denominacdes
populares podem ser encontradas como: macaulva, bocailva, macaiba, mucaja,
mira, macacauba, macajuba, macaibeira, mucaia, mucajuba, chiclete baiano, coco-
de-espinho, coco-de-catarro e coco-baboso. Outras sinonimias para denominar a

espécie também sdo usadas como: A. Sclerocarpa Mart. (LORENZI et al. 2004).

Acrocomia aculeata habita areas abertas e com alta incidéncia solar, adapta-
se a solos arenosos e com baixo indice hidrico, porém, desenvolve-se melhor em
locais onde ha solos férteis (GRAY, 2005; MISSOURI BOTANICAL GARDEN, 2005).
Em estudo realizado por Da Motta et al. (2002), para relacionar a ocorréncia da
Macauba no Estado de Minas Gerais, a atributos climéticos, pedologicos e
vegetacionais, verificou-se que a ocorréncia da palmeira acompanha areas de solos
com maior fertilidade, demonstrando que a planta € também indicadora de terrenos

férteis.

Esta palmeira apresenta caule cilindrico com altura entre 10 e 15 metros e
didmetro de 20 a 30 cm, sendo coberto por bases de folhas associadas a espinhos.
A espécie Acrocomia aculeata apresenta aspecto plumoso na copa devido a
ordenacdo em diferentes planos das folhas pinadas. Suas inflorescéncias possuem
coloracdo amarela, como mostra a Figura 3.2 (LORENZI et al. 2004).

Estudos recentes do ProPalma indicam que apd6s 3 anos de plantio ja ocorre o
florescimento das macubeiras (MOTOIKE, 2012). A produtividade da palmeira se
extende além dos 50 anos, no entanto, em plantios comerciais o tempo de vida util

das palmeiras é de 20 a 25 anos, pois, apos este periodo a produtividade cai e a
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palmeira atinge um tamanho incompativel com a logistica da colheita, a qual é
realizada manualmente (CASTRO, 2008).

Figura 3. 2 - Palmeira Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd. ex Mart.

Fonte: Lorenzi (2006).

e Distribuicdo geogréfica

Esta palmeira tem ampla distribuicdo geografica, ocorrendo em todo o Trépico
Americano, do México a Argentina, Bolivia, Paraguai e Antilhas, exceto Equador e
Peru. Preferencialmente, em regides com estagcédo chuvosa bem definida e de baixas
altitudes. Sua éarea de distribuicdo tem sido fortemente influenciada pelas atividades
humanas. Ha registros de sua ocorréncia nos Andes Colombianos cuja altitude é de
1200 m, na Costa Rica, por exemplo, foi introduzida pelos indios na época pré-
colombiana, e no México e na América Central pelos maias (ARBOLES, 2005 apud
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LORENZI, 2006; MISSOURI BOTANICAL GARDEN, 2005; HENDERSON;
GALEANO e BERNAL, 1995).

No Brasil, a macauba é considerada a palmeira de maior dispersdo, sendo
que, seu habitat estende-se da regido do Para até S&o Paulo, Rio de Janeiro e Mato
Grosso do Sul, principalmente, em areas de vegetacdo aberta, como cerrado, mata
semidecidua e florestas conturbadas (LORENZI et al. 2004). Sua maior
concentracdo ocorre nos estados de Minas Gerais, Mato Grosso, Mato Grosso do
Sul e Goids (HENDERSON; GALEANO e BERNAL, 1995). No passado, ela ocorria
em abundancia também em S&o Paulo, mas as popula¢cdes naturais foram
sistematicamente substituidas pelo cultivo do café (NOVAES, 1952).

No cerrado brasileiro, a espécie Acrocomia aculeata, encontra-se distribuida

em 53 municipios, como mostra a Figura 3.3.

Figura 3.3 - Distribuicdo espacial da espécie Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd. ex

Mart. em 53 municipios do Cerrado, no sentido amplo.
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Fonte: Ratter et al. (2003).

e Fruto da macauba

O fruto da macauba é esférico ou ligeiramente achatado medindo entre 3,5 a

50 cm. A frutificacdo ocorre durante todo o ano e os frutos amadurecem,
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principalmente, entre setembro e janeiro sendo possiveis duas colheitas anuais. Sua
disseminacgéo é facilitada pela grande producédo e pelo consumo destes por varias
espécies de animais (LORENZI et al. 2004; LORENZI, 2006; DA MOTTA et al.

2002). O fruto da macauba esta dividido em 4 partes, como mostra a Figura 3.4.

Figura 3. 4 - Fruto da Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd. ex Mart.

Epicarpo (casca externa)

Mesocarpo (Polpa)

Endocarpo (Casca da castanha)

Endosperma (Améndoa)

Fonte: Castro, 2008.

O mesocarpo ou polpa, constitui cerca de 40% do fruto, possui teor de Oleo
maior que o da améndoa, é comestivel, fibroso, mucilaginoso e rico em glicerideos.
Do seu beneficiamento extrai-se dois produtos: o 6leo da polpa e a torta residual. O
6leo da polpa possui alto teor de acidos graxos saturados, podendo ser utilizado na
alimentacdo humana. Ja a torta residual pode ser utilizada para producéo de ragéo
animal (BHERING, 2009; CASTRO, 2008). O dleo da polpa é composto por 52,82%
de &cido oléico, sendo este o acido graxo majoritario desta fracdo de 6leo, seguido
do acido palmitico 22,3% (FORTES e BAUGH, 2004; BHERING, 2009), como
apresenta a Tabela 3.3. A umidade esta desigualmente distribuida no fruto, sendo
maior na polpa do que na améndoa (CASTRO, 2008). Segundo Rocha (2011), a
polpa da macauba, apresenta teor de umidade de 44% (449/100g de polpa).

A améndoa ou endosperma produz um 6leo que representa em torno de 15%
do total de 6leo da planta, rico em acido laurico - 38,89% - e acido oléico - 22,60% -,
como apresenta a Tabela 3.3 (BHERING, 2009; FORTES e BAUGH, 2004). Duarte
et al. (2012) e Bhering (2009) também relataram a presenca de acido laurico como
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composto majoritario no éleo da améndoa, representando, respectivamente, 37,9%
e 44% dos &cidos graxos.

O alto percentual de acido laurico nas améndoas, permite a inclusdo da
macauba nas oleaginosas do grupo dos lauricos, valorizados no mercado
internacional por sua ampla utilizacdo na industria de alimentos e cosméticos
(CONCEICAO, 2010). Devido a isso, as tortas produzidas a partir do processamento
da polpa e da améndoa sado aproveitdveis em ragbes animais com Otimas
caracteristicas nutricionais e boa aceitagdo (BHERING, 2009).

Segundo Vieira et al. (2012), as tortas obtidas dos processamentos de graos
oleaginosos sao ricos em lignina, celulose e hemicelulose e, portanto, podem vir a
ser alternativas de adsorvente de residuos organicos, para a remocado de corantes
industriais como os corantes sintéticos azul de metileno e vermelho Congo. Baseado
nisso este autor investigou o potencial da torta da macauba como adsorvente
desses corantes a partir de uma solucéo aquosa e verificou a eficiéncia do processo,
assim como, sua viabilidade econdémica.

O epicarpo do fruto possui grande quantidade de ferro, fosfato e calcio,
podendo, portanto, ser utilizado na producdo de novos suplementos alimentares,
substituindo outros de precos elevados. Ja o endocarpo ou casca da castanha, pode
ser utilizado para a producéo de carvao (CASTRO, 2008). Os subprodutos obtidos
com o processamento do fruto da macauba, podem ser visualizados na Figura 3.5.

Figura 3. 5 - Torta da améndoa (a), Torta da polpa (b) e carvao (c).

Fonte: Rural sementes, adaptado (2012).
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e Acidos graxos constituintes da améndoa e da polpa do fruto da macatba

Fortes e Baugh (2004) determinaram a composicdo de acidos graxos
presentes no Oleo extraido da améndoa e da polpa do fruto da macauba (Acrocomia

aculeata (Jacq.) Lodd. ex Mart.), as porcentagens relativas constam na Tabela 3.3.

Tabela 3.3 — Acidos graxos constituintes do 6leo do fruto da macatba.

Acidos graxos (metil ésteres) Porcentagem de AG (%)
Améndoa Polpa
Acido caprilico 2,10 Tragos
Acido caprico 3,72 Tracos
Acido laurico 38,89 2,93
Acido miristico 11,00 1,88
Acido palmitico 17,35 22,30
Acido palmitoléico - 5,28
Acido margarico - 4,34
Acido estearico 4,34 5,75
Acido oléico 22,60 52,82
Acido linoléico - 4,69

Fonte: Fortes e Baugh, 2004.

¢ Potencial de producdo em 6leo da macauba

O potencial de producdo da macauba esta diretamente associado a
densidade de palmeiras por hectare, a quantidade de cachos e ao numero de frutos
produzidos (Tabela 3.4). De acordo com pesquisa realizada pela CETEC (Fundacao
Centro Tecnologico de Minas Gerais), a palmeira pode ter 4 a 5 cachos, os quais
produzem em média 400 a 500 frutos (RURAL SEMENTES, 2012), o que também &
descrito por Rodrigues (2007), sendo a média de producdo de 460 frutos por cacho.
Quanto a producéo de 6leo em volume, segundo Da Motta et al. (2002), a macauba
apresenta um potencial de produgdo de 10 litros por planta. Ja para a Embrapa,
cada palmeira de macauba tem potencial de producéo de 7,5 litros/6leo por planta
(Rural Sementes, 2012).
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Tabela 3. 4 - Produtividade agricola da macauba.

Palmeiras Rendimento  Referéncia

(hectare) (L/ha)
100 1000 Da Motta et al. (2002)
200 1500 Embrapa, (Rural Sementes, 2012)
300 3000 Da Motta et al. (2002)
400 3000 Embrapa (Rural Sementes, 2012)
500 3750 Embrapa (Rural Sementes, 2012)
1000 7500 Embrapa (Rural Sementes, 2012)

As divergéncias apresentadas quanto a capacidade de producédo em 6leo da
palmeira, sdo decorrentes da quantidade de palmeira por hectare, do niumero de
cachos por palmeira, do numero de frutos por cacho e também da época de colheita
dos frutos. Estas diferencas mostram a necessidade de estudos genéticos que
permitam a producdo de palmeiras com um padrédo de producdo de frutos e,
portanto, de oleo.

Duarte et al. (2012), acompanhando o amadurecimento dos frutos da
macauba (polpa + améndoa) durante os meses de novembro a fevereiro, observou
gue neste periodo ha um acumulo de 60% de 6leo no fruto, indicando que a colheita
antes do amadurecimento ideal, implica em reducdo do rendimento em 6éleo. De
acordo com os autores, 0 maior acumulo de 6leo ocorre na polpa, onde o teor deste
variou de 15 a 30%, significando um aumento do rendimento de 6leo da polpa em
relacdo ao peso do fruto de 8 a 14%. J4 a améndoa ndo apresentou variagcdo do
rendimento de 6leo em relacdo ao peso do fruto, o qual ficou em torno de 1,8% no
trimestre. De acordo com dados da CETEC (Fundagéo Centro Tecnoldgico de Minas
Gerais), o teor de 6leo no fruto fresco é de 22,9% enquanto no fruto seco o
percentual de Oleo chega a 34,3%. Dessa forma, a definicdo do tempo ideal de
colheita é fundamental para que o fruto tenha rendimentos maximos em 6leo e que
este seja de boa qualidade (RURAL SEMENTES, 2012).

Os dados apresentados por Duarte et al. (2012), possuem grande
semelhanca aos apresentados por Ahmad (2007), o qual afirma que o rendimento
meédio de 6leo nos frutos de macauba pode chegar a 20% (18% o6leo de polpa e 2%
0leo de améndoa), percentual igual ao dos frutos de dendé, maior produtor de 6leo
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atualmente. Assim, o Oleo extraido da polpa apresenta-se como maior potencial para
producéo de biodiesel (BHERINGER, 2009; LIMA, 2011).

A macauba pode vir a atender a busca por novos patamares de rendimento
em Oleo das espécies vegetais, passando do nivel atual de 500 a 700 kg de 6leo/ha
obtido com as culturas tradicionais, em que se tem dominio tecnol6gico, como soja e
mamona, para aproximadamente 5.000 kg de Oleo/ha, proporcionando
competitividade crescente ao biodiesel e promovendo a seguranca energética
nacional (BHERING, 2009). Além disso, a macauba é adaptada a ambientes mais
secos do que o dendé pode suportar, sendo esta caracteristica importante frente a
cenarios futuros de mudancas climaticas como o aumento da temperatura terrestre
e, consequentemente, aumento da deficiéncia hidrica. Dessa forma, a macauba
apresenta-se como uma das matérias-primas brasileiras com alto potencial para a
producéo de biodiesel (CONCEICAQ, 2010).

¢ Qualidade dos frutos da macauba durante o0 armazenamento

Em cooperativas de pequenas comunidades um dos principais usos do 6leo
do fruto da macauba, baseia-se ainda somente na producdo de sab&o e, portanto,
as técnicas de colheita e armazenamento ndo requerem a manutencado e controle de
algumas propriedades fisico-quimicas e microbiologicas dos frutos, como apresenta
a Figura 3.6.

Figura 3.6 - Colheita p6s-maturacéo (a) e armazenamento do fruto (b).

Fonte: Rural sementes, adaptado (2012).
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No entanto, com a descoberta de que o 6leo do fruto da macauba pode vir a
ser uma alternativa viavel de producdo de biodiesel, novas definicbes visando a
manutencdo da qualidade da matéria-prima sdo necessarias, como: técnicas de
colheita e rapido processamento do fruto visando, através de tratamento térmico,
inativar lipases, como ocorre atualmente com o coco de dendé; época ideal de
colheita; armazenamento adequado dos frutos, com controle de temperatura,
controle de insetos e de contaminacdo por fungos (LIMA, 2011; REGITANO-
D’ARCE, 2006).

¢ Importancia da macauba

Além de sua importancia na cadeia de producdo de biodiesel, o
processamento da macalba destaca-se por ndo gerar residuos que exijam
tratamento, pois, seus subprodutos (6leo, torta e carvao) podem ser utilizados pelas
industrias de alimentos e de cosméticos, sendo que, a comercializacdo destes pode
vir a gerar grande renda anual (LIMA, 2011).

A macauba, atualmente, € considerada como uma das matérias-primas
renovaveis mais promissoras dentro da cadeia de producdo de biodiesel brasileira
devido as seguintes peculiariedades:

. frutificacdo durante todo o ano com amadurecimento dos frutos entre
setembro e janeiro (RODRIGUES, 2007);

. adaptacado a solos arenosos e com baixo teor de agua (RODRIGUES,
2007);

. possibilidade de duas colheitas anuais (RURAL SEMENTES, 2012);

o resisténcia a secas e a queimadas, devido a presenca de espinhos no
tronco (LIMA, 2011);

o os frutos podem ser coletados ainda verdes, tendo sua maturacéo

completa fora do pé, como ocorre, atualmente, com a banana, o que pode ser uma
das alternativas para estabilizar a acidez do 6leo da macauba (MOTOIKE, 2012);

J reducao da eroséo do solo (CARVALHO, 2012);

. recuperacédo de areas degradadas (CARVALHO, 2012);
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o possibilidade de cultivos consorciados e em pequenas areas, 0 que

permite a participacao da agricultura familiar (CARVALHO, 2012);

o demanda de méo de obra ao longo de todo ano, gerando emprego nas
comunidades locais (CARVALHO, 2012);
o pode ser introduzida nas areas de pastagens sem concorrer com as

terras destinadas a producéo de alimentos (CARVALHO, 2012);

o alto rendimento em o6leo, podendo resolver problemas de escassez de
combustiveis (LIMA, 2011);

o ganhos ambientais, as plantacdes de macauba em consércio com
outras espécies nativas podem auxiliar a manutencdo do equilibrio ecolégico de
biomas como o cerrado (LIMA, 2011);

o ganhos sociais, com a insercao e a qualificacdo de agricultores das
comunidades locais nas diversas etapas de manejo das arecaceas, agregando
renda as suas familias (LIMA, 2011);

o ganhos econdmicos, com a comercializacdo dos subprodutos gerados
no processamento do fruto da macauba (LIMA, 2011).

Nas regides onde a macauba €é nativa ela podera ser utlizada na
recomposicdo das areas de reserva legal juntamente com outras espécies
alimenticias, principalmente frutiferas tropicais (KAGEYAMA, 2010). Neste tipo de
producdo consorciada, podem ser produzidos alimentos (feijdo, milho) durante a
implantacdo da cultura e ap6s quatro anos, quando as palmeiras atingirem a altura
de 7 a 10 metros e estiverem em producdo normal de frutos, pode-se plantar capim
para criar gado. E um sistema integrado com bom rendimento, pois o gado se
alimenta do capim e dos frutos que, eventualmente, caem das arvores e o esterco
produzido pelos animais fertiliza as palmeiras (BHERING, 2009). Esse sistema
permite, juntamente com a preservagao da biodiversidade e dos recursos naturais, a
geracdo de renda para os produtores, o que mostra a possibilidade de

desenvolvimento sustentavel nestas regides (KAGEYAMA, 2010).

A producdo de biodiesel a partir da macauba segue as linhas de
desenvolvimento tecnologico a médio prazo com a exigéncia ainda de diversos
estudos, principalmente, estudos genéticos, visando a producdo de uma

variabilidade comercial da palmeira (CONCEICAO, 2010). Além disso, pesquisas
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sobre plantio, adubacdo, espacamento entre plantas e instalagdo de usinas de
extragdo proximas ao plantio, séo necessarias (BHERING, 2009).

3.4 PRODUCAO DE BIODIESEL

3.4.1 Aspectos técnicos

A viscosidade cinemética dos Oleos vegetais € cerca de uma ordem de
magnitude superior a de combustiveis convencionais derivados do petroleo. Altas
viscosidades causam a ma atomizacdo do combustivel na camara do motor
acarretando sérios problemas operacionais, como a ocorréncia de depdsitos em
suas partes internas. Assim, o uso de 6leos vegetais como combustivel passa pela
necessidade de reduzir sua viscosidade (KNOTHE, 2006).

Atualmente, quatro métodos tém sido investigados para reduzir a alta
viscosidade dos 6leos vegetais e permitir o seu uso em motores diesel sem acarretar
problemas operacionais: uso de misturas bindrias com petrodiesel, pirdlise,
microemulsificacdo (ou mistura co-solvente) e transesterificacdo. Dentre todos estes

métodos, a transesterificacdo € comumente empregada (KNOTHE e GERPEN,
2006).

3.4.2 Processos de producdao de biodiesel

e Transesterificacao

A transesterificacdo ou alcoodlise € o método mais usual de transformacéo de
Oleos vegetais ou gorduras animais em biodiesel (DEMIRBAS, 2002). Os o6leos
vegetais quando modificados em ésteres de &cidos graxos por reacdes de
transesterificacdo adquirem caracteristicas fisico-quimicas muito proximas ao diesel
convencional. Entre as alteragbes que ocorrem no Oleo vegetal apds a referida

reacdo pode-se citar a reducdo da viscosidade e da densidade do 6leo tornando-o
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proprio para uso em motores a diesel, uma vez que, enquadram-se nas
especificacdes técnicas. Ha também reducdo no ponto de fulgor, no ponto de névoa
e nos residuos de carbono, sendo os valores deste Ultimo menores que os do diesel
de petréleo. A estrutura dos acidos graxos € mantida, no entanto, o peso molecular
dos produtos € menor e o indice de cetano é maior quando comparado ao
petrodiesel, o que é altamente desejavel, uma vez que, tem-se uma melhora na
combustdo (MARZULLO, 2007).

Para que a reacdo de transesterificacdo ocorra, em taxas aceitaveis, é
necessario a presenca de dois substratos, sendo um o 6leo vegetal ou gordura
animal e o outro um &lcool, geralmente, metanol ou etanol. Na presenca de um
catalisador ou, na auséncia deste, de condi¢cdes supercriticas, esta reacdo gera
como produto ésteres (biodiesel) e como subproduto o glicerol (VELIKOVIC
AVRAMOVIC"; STAMENKOVIC’, 2012).

A reacao de transesterificacao é reversivel e, portanto, um excesso de alcool
em relacdo ao material lipidico é necessério para deslocar o equilibrio
estequiométrico para a formacdo de ésteres de acidos graxos (VELJKOVIC;
AVRAMOVIC"; STAMENKOVIC’, 2012). Assim, para a transesterificacdo completa
de 1 mol de triglicerideo (composto de trés acidos graxos) tem-se a necessidade de

3 mols de alcool, como mostra a Figura 3. 7.

Figura 3.7 - Esquema geral da reacdo de transesterificacdo completa de um
triglicerideo em trés ésteres alquilicos de acidos graxos.
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Ri, Rz, Ra: radicais provenientes dos acidos graxos que constituiam os triglicerideos do 6leo ou gordura.

Fonte: Rodrigues (2007).
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A reacdo de transesterificacdo € uma sequéncia de trés reacdes consecutivas
e reversiveis sobre o triacilglicerol, nas quais di- e monoacilgliceréis sdo formados
como intermediarios. O primeiro passo é a conversao de um triacilglirecol (Tag) a um
diacilglicerol (Dag), seguido pela conversdo do diacilglicerol a um monoacilglicerol
(Mag) e do monoacilglicerol para glicerol, gerando uma molécula de éster de cada
glicerideo a cada fase da reacdo (SRIVASTAVA; PRASAD, 2000), como mostra a
Figura 3.8.

A reacdo de alcodlise catalisada por lipases envolve um mecanismo de dois
passos para cada ligacdo éster da molécula de triglicérideo. O primeiro passo é a
hidrolise da ligacdo éster e liberacéo do radical alcool, seguido por uma esterificacao
com o segundo substrato. Este tipo de reacdo, tem o0 mecanismo ja bem
definido, demonstrando o comportamento Ping-Pong bi-bi, havendo inibicao
por excesso de alcool e liberagdo de um produto entre a adicdo de dois

substratos (BISELLI, KRAGL; WANDREY, 2002; DOSSAT; COMBES; MARTY,
2002; PAIVA; BALCAO; MALCATA, 2000; GOG, et al. 2012).
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Figura 3.8 - Esquema geral das trés reacBes de transesterificacdo sobre um
triglicerideo.

Ric_ . O, “eH
<|=| CTH [ Ry
o s *+ ROH +—F aic ,°~.\c_.«"= + RS e
R; o | ’ NECTNen
~e " en
°
TAG DAG Ester
HO HO
T “cH
R: — ‘ o R2
He e + ROH e + RN
| 1] |l
Ry ° R °
\c!/O\CH: e Ocp,
° -
MAG Ester
DAG
HO HO
“CH, TCH, N
" R/O\ 3
o4 + ROH +— | 5 c
HC HC 4
R
e -° ~CH HO |
I 2 \CH:
o Ester
MAG GLICEROL

Se a transesterificacdo ndo for completa juntamente com o biodiesel havera
uma mistura de Aalcool, catalisador e tri-, di- e monoglicerideos, sendo o0s
monoglicerideos e diglicerideos considerados impurezas, pois, Sao responsaveis por
elevar o ponto de névoa e de fluidez do biodiesel (MA e HANNA, 1999) interferindo

assim na sua qualidade.

e Fatores que afetam a transesterificacao

Os fatores que, geralmente, interferem nas reacdes de transesterificagdo séo:
catalisador, razao molar 6leo-alcool, matéria-prima e seu grau de refino, temperatura

da reacao, tempo de reacao, presenca de umidade e de acidos graxos livres. Para a
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transesterificagdo proporcionar rendimentos maximos, o conteudo de acidos graxos
livres do Oleo vegetal deve ser inferior a 0,5% e o alcool deve ser livre de umidade,
pois, a presenca de agua no sistema reacional leva a hidrolise dos acidos graxos ao
invés da sintese dos ésteres (GERPEN e KNOTHE, 2006).

e Aplicacao de catalisadores na producao de biodiesel

Em geral, existem trés tipos de catalisadores utilizados para a producdo de
biodiesel: basicos, acidos e enzimas (LEUNG; WU; LEUNG, 2010). A
transesterificacdo por catalise acida € comumente empregada em matérias-primas
com alto indice de acidez, enquanto a transesterificacdo por catalise basica é
empregada em substratos lipidicos de baixa acidez. A transesterificacao por catélise
enzimatica € mais recente, no entanto, vem se destacando como alternativa para

producao de biodiesel em funcdo dos beneficios ambientais que gera.

Abaixo uma breve descricAo e caracterizacdo sobre o processo de
transesterificagéo realizado a partir dos catalisadores acima mencionados.

o Transesterificacdo por catalise acida

ReacbBes de transesterificacdo catalisadas por &cidos, geralmente acido
sulfarico, sado cerca de 4000 vezes mais lentas do que as reacbes por catélise
alcalina, requerendo, dessa forma, temperaturas elevadas, geralmente, acima de
100°C e mais de 3 horas de reacdo para obter altos rendimentos em biodiesel
(FREEDMAN; PRYDE e MONTS, 1984). Estes catalisadores tém a capacidade de
realizar tanto reacOes de esterificacdo quanto de transesterificacdo e ndo geram
sabdo como subproduto. Devido as peculiaridades descritas, os catalisadores
acidos, sdo amplamente empregados em etapas de pré-tratamento de Oleos ou
gorduras com alto teor de &cidos graxos livres, 0s quais posteriormente serao

transesterificados com catalisadores alcalinos (ZHANG et al. 2003).
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o Transesterificac@o por catalise alcalina

Industrialmente, a transesterificacdo por catalise alcalina é amplamente
empregada, pois, os rendimentos da reacdo sdo proximos a 99% com Oleos
refinados (ANTCZAK et al. 2009) e tem baixo custo porque pode ser realizada com

baixas temperaturas e pressao atmosférica (LEUNG; WU e LEUNG, 2010).

Apesar da excelente produtividade global de biodiesel, este tipo de reacao &
relativamente limitada, pois, apresenta necessidade de purificacdo e separacdo em
varias etapas do processo de transesterificacdo. Entre os problemas originados
durante a catélise alcalina pode-se citar: dificuldade de recuperacdo do glicerol;
remocao de pigmentos (ANTCZAK et al. 2009); formacao de sabao, principalmente,
em matérias-primas com alto conteddo de agua e de acidos graxos livres, exigindo
um pré-tratamento da matéria-prima, o qual € comumente realizado com o uso de
um catalisador acido (FJERBAECK; CHRISTENSEN e NORDDAHL, 2009);
neutralizacdo do catalisador e desodorizacdo (remocdo do odor). A maioria destes
tratamentos exige temperaturas elevadas, geralmente, acima de 70°C afim de que
os residuos sejam eliminados e nao afetem a qualidade final do biodiesel (ANTCZAK
et al. 2009).

Outros inconvenientes da transesterificacdo alcalina sdo: necessidade de
aplicacdo de grandes quantidades de &lcoois (0 excesso molar tem de ser
até varias dezenas de vezes maior que a do 6leo vegetal) e ter completa remocéao
da agua (ANTCZAK et al. 2009), pois, muitos catalisadores alcalinos sao altamente
higroscopicos, absorvendo agua do ambiente durante o armazenamento, 0 que
pode vir a diminuir o rendimento em ésteres por favorecimento da hidrélise (LEUNG;
WU e LEUNG, 2010). A presenga da agua também reduz a atividade do catalisador,
aumenta a viscosidade da reacdo e provocando a formacdo de uma emulséo
estavel, impedindo a separacdo do glicerol resultante (FREEDMAN; PRYDE e
MONTS, 1984). Além disso, a cada tonelada de biodiesel produzido gera-se cerca
de 0,2 toneladas de efluentes, tornando necessario o tratamento deste e o reuso da
agua, o que ocorre com dispendioso consumo energético (SUEHARA et al. 2005).

Nesta perspectiva, catalisadores enzimaticos tornaram-se, recentemente,
uma alternativa interessante para a producdo de biodiesel em escala industrial, uma

vez que, ndo ha formacdo de sabdo e o processo de separagdo catalisador-
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biodiesel-subproduto é relativamente simples (FJERBAECK; CHRISTENSEN e
NORDDAHL, 2009), sendo os mesmos, obtidos com maior grau de pureza
(NASCIMENTO; NETO e MAZZUCO, 2001).

o Transesterificacdo por catalise enzimatica

Uma das principais funcdes das enzimas € reduzir a energia de ativacao das
reacdes, ou seja, para reagirem, as moléculas precisam colidir com orientacéo
apropriada e esta colisdo deve leva-las a adquirir uma quantidade minima de
energia — energia de ativagéo - que Ihes permita atingir um estado reativo, chamado
de estado de transicao. O processo pelo qual os catalisadores aceleram uma reagao
guimica consiste em criar um caminho alternativo para a rea¢ao, no qual a energia
de ativacdo requerida é menor. Dessa forma, a principal vantagem no uso de
enzimas é o aumento da velocidade das reacdes, a qual pode ser 10° a 10*? vezes
superior que as reagdes néo catalisadas (TORRES, 2001).

Entre as enzimas empregadas na producdo de biodiesel por
transesterificacdo, destacam-se as lipases, pois, apresentam excelente atividade
catalitica e estabilidade em meio ndo aquoso, o que favorece a transesterificacdo de
Oleos e gorduras (VILLENEUVE et al. 2000). As reacdes podem ocorrer sobre
diversos materias lipidicos como: 6leos vegetais refinados e brutos, matérias de alta
carga acida, gorduras residuais de fritura, sebo animal, entre outras (ANTCZAK et al.
2009; GERPEN e KNHOTHE, 2006), sendo que as melhores enzimas sdo capazes
de conduzir conversées com rendimentos superiores a 90% (FJERBAECK;
CHRISTENSEN e NORDDAHL, 2009).

A transesterificacdo enzimatica para producdo de biodiesel pode ser
conduzida em sistemas livres de solvente ou na presenca de solventes orgéanicos.
Os solventes organicos sdo utilizados na sintese enzimatica de biodiesel com a
finalidade de aumentar a taxa de transesterificacdo através da melhora na
solubilidade entre triacilglicerdis (hidrofébicos) e alcodis (hidrofilicos). Além disso, os
solventes organicos podem proteger as enzimas da desnaturacdo devido aos teores
elevados de alcoois. De acordo com Yu et al. (2010), durante a transesterificacdo do

Oleo de soja com metanol, o uso de concentrac¢des crescentes do alcool terc-amilico
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como solvente aumentou a solubilidade do metanol na mistura da reag¢ao, assim o
efeito inibitério do metanol na producdo de biodiesel foi eliminado e a lipase
Novozym 435 manteve sua atividade catalitica alta, mesmo em concentracdes
elevadas de alcool. No entanto, devido ao alto risco de inflamabilidade, volatilidade e
toxicidade dos solventes organicos (ANTCZAK et al. 2009), assim como, a
necessidade de recuperacdo do mesmo no final do processo, a transesterificacao
enzimatica em sistemas livres de solventes tem sido intensivamente investigada
(FJERBAECK; CHRISTENSEN e NORDDAHL, 2009).

e Aspectos do substrato alcodlico a serem considerados

Varios alcodis podem ser utilizados como substrato nos processos de
transesterificacdo enzimatica como: metanol, etanol, propanol, isopropanol, 2-
propanol, n-butanol, e isobutanol (ANTCZAK et al. 2009). Teoricamente, outro
aspecto a ser considerado é o tamanho da cadeia carbbnica, pois 0 aumento desta
aumenta também a miscibilidade entre Oleos e alcodis e, portanto, as taxas de
reacdo. No entanto, com o aumento da miscibilidade surge a dificuldade de
separacao dos ésteres formados (STARAVACHE et al. 2005). Dessa forma, 0 uso
de alcodis com grandes cadeias carbbnicas exigiria etapas de separacdo que
agregariam custos altos ao processo de producdo de biodiesel tornando-o
economicamente inviavel, pois, sabe-se que, atualmente, o principal impasse para a

producéo deste combustivel é o custo.

Nesta perspectiva 0 metanol e o etanol sdo usualmente empregados na
producdo industrial, sendo o metanol amplamente utilizado devido ao seu baixo
custo e as suas vantagens fisicas e quimicas. Ma e Hanna (1999) relataram que o
metanol pode reagir com os triglicerideos rapidamente. No entanto, devido ao seu
baixo ponto de ebulicdo, ha risco de exploséo associado a vapores de metanol, que
sdo incolores e inodoros, devendo ser assegurada a ndo exposicdo a esses
produtos quimicos durante a producgéo de biodiesel (LEUNG; WU e LEUNG, 2010).
Além dos riscos associados ao uso do metanol, a literatura relata a inibicdo da lipase
Novozym 435 por esse alcool, com perda irreversivel de sua atividade catalitica, no

entanto, essa inibicdo pode ser mascarada quando se usam altas concentracdes de
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enzima, por exemplo, 50% de enzima em relagdo ao peso do 6leo (SHIMADA et al.
1999).

Outro fator importante de ser avaliado na escolha de um acool é sua origem,
pois, um dos principais objetivos da utilizagdo do biodiesel é a reducdo nas
emissdes de poluentes, assim como, 0 uso sustentavel dos recursos de tal forma
gue se possibilite o desenvolvimento sustentavel das sociedades. Neste sentido o
etanol, produzido no Brasil em larga escala pela fermentacdo da cana de acucar,
parece ser o substrato alcodlico mais adequado para a producao de biodiesel, pois,
0 metanol mesmo tendo menor custo é proveniente de fontes fosseis (FJERBAECK;
CHRISTENSEN e NORDDAHL, 2009; MEDINA et al. 2009).

e Vantagens e desvantagens

Os processos de transesterificagdo catalisados por enzimas apresentam
como vantagens: a possibilidade de reciclo do catalisador; a baixa producdo de
efluentes; (FUKUDA; KONDO e NODA, 2001; KAIEDA et al. 1999; KUMARI; SHAH
e GUPTA, 2007; MEHER; SAGAR e NAIK, 2006); a possibilidade de esterificar tanto
acidos graxos livres como triglicerideos em uma Unica etapa, geracdo de
subprodutos de maior qualidade e em menor quantidade e menor gasto energético
(FJERBAECK; CHRISTENSEN e NORDDAHL, 2009).

Entre os principais inconvenientes do uso de catalisadores enziméticos estdo:
0 custo para uso industrial, nos EUA o custo do catalisador enzimético é de US$
1,000/Kg, enquanto o custo do hidroxido de sodio é de US$ 0,62/Kg (HAAS et al.
2006) e a perda da atividade enzimatica dentro de, aproximadamente, 100 dias de
operacdo (ZHANG et al. 2003; FUKUDA; KONDO e NODA, 2001; JAEGER e
EGGERT, 2002; MA e HANNA, 1999; MEHER; SAGAR e NAIK, 2006; SHIMADA et
al.1999).

Neste contexto, um dos métodos adotados como forma de diminuir os custos
da producdo de biodiesel enzimatico tem sido a imobilizagcdo de enzimas, método
este que tem a propriedade de aumentar o tempo de vida da proteina, devido a

reducdo dos danos fisicos e quimicos a sua estrutura, mantendo assim sua
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conformacdo Otima e atividade catalitica, fato este que possibilita o reciclo da
mesma (LEUNG; WU e LEUNG, 2010).

3.5 LIPASES

As lipases sdo enzimas classificadas como hidrolases (glicerol éster
hidrolases, E.C. 3.1.1.3) e catalisam tanto reac6es de hidrolise quanto de sintese de
éster, sendo os acilglicerdis seu substrato natural (JAEGER e REETZ, 1998). As
lipases séo obtidas de plantas, animais e micro-organismos. No entanto, a maioria
das preparacBes comerciais de lipases sdo de origem microbiana devido a maior
termoestabilidade (ANTCZAK et al. 2009), a possibilidade de manipulacado genética
e ao rapido crescimento dos micro-organismos em meios de cultivo de baixos
custos. Além disso, a importancia das enzimas microbianas tem sido cada vez
maior, dado que nado estdo sujeitas as limitagdes de producdo ou de suprimento
como ocorre com enzimas de origem vegetal e animal (HASAN; SHAN e HAMEED,
2006).

Uma grande quantidade de lipases obtidas de fungos filamentosos ja foi
estudada tanto do ponto de vista bioquimico quanto genético, sendo os melhores
micro-organismos produtores os do género Geotrichum, Penicillium, Aspergillus e
Rhizomucor (FEVRIER et al. 2001; KIRAM e DIVAKAR, 2001). Grande numero de
lipases sdo também produzidas por leveduras, sendo as mais importantes as do
género Candida, bastante utilizadas em processos biotecnolégicos (SANCHEZ et al.
2000; CARDENAS et al. 2001).

Lipases nao requerem cofatores e sao regioespecificas. Apresentam peso
molecular entre 20-75 KDa com cerca de 300 residuos de aminoacidos (CASTRO;
MENDES e SANTOS, 2004). Em solucédo, algumas lipases podem formar
agregados, os quais chegam a apresentar peso molecular entre 20.000 e 60.000
daltons. A atividade 6tima, da maioria das lipases, ocorre em temperaturas na faixa
de 30 a 40°C. Quanto ao pH, as lipases sdo ativas em uma ampla faixa,
apresentando alta atividade na faixa de pH entre 5 e 9, com um 6timo,
frequentemente, situado entre 6 e 8 (MACRAE e HAMMOND, 1985).
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As lipases possuem uma triade catalitica formada pelos aminoacidos Serina-
Histamina-Aspargina ou Serina-Histamina-Glutamina, a qual constitui o sitio ativo da
enzima. Quando a enzima esta inativa este sitio encontra-se recoberto por uma
estrutura polipeptidica de formato helicoidal, a qual atua como uma tampa ou lid,
tornando o local inacessivel aos solventes e substratos, assim, ndo h& atividade
proteolitica da triade catalitica (YAHIA; ANDERSON e MOO-YOUNG, 1998). A
ativacdo da enzima, entdo, requer a abertura do lid e consequente exposicdo da
triade catalitica, o que ocorre quando um substrato liga-se a superficie enzimética,
ou seja, na parte externa do lid. A abertura desta estrutura expfe o sitio ativo com
uma larga superficie hidrofébica e confere as lipases afinidade por qualquer
substrato hidrofébico, o que resultara na catalise enzimatica (VOLPATO, 2009).

A face interna do lid, ou seja, aquela voltada para o sitio ativo da lipase possui
cadeias laterais hidrofébicas, enquanto sua face externa tem cadeias laterais
hidrofilicas (YAHIA; ANDERSON e MOO-YOUNG, 1998). Essa conformacéao
estrutural das lipases confere a elas a capacidade Unica de agir na interface
Oleo/agua. Assim, a abertura do lid é dependente de uma &rea interfacial minima
disponivel (VILLENEUVE et al. 2000), pois, as lipases ndo apresentam atividade
enquanto seus substratos estdo presentes na solucdo em estado monomeérico.
Contudo, quando a concentracdo do substrato esta proxima ou ultrapassa o seu
limite de solubilidade, ocorre um rapido aumento na atividade da lipase. A razao pela
qual uma lipase nao hidroliza substratos que estejam abaixo de uma concentracao
minima (a concentracdo miscelar critica, CMC), é chamada de “ativacao interfacial”
(COSTA e AMORIN, 1999).

Dessa forma, o fenbmeno da ativacao interfacial é frequentemente associado
a reorientagdo da estrutura a-helicoidal que forma o lid. Estudos preliminares de
raios-X em lipases de Candida antarctica revelaram a existéncia de um lid muito
semelhante a triade catalitica Serina-Histamina-Aspargina (YAHIA; ANDERSON e
MOO-YOUNG, 1998).

Em reacdes de transesterificacdo catalisadas por lipases os rendimentos das
reacoes também sdo dependentes do tamanho da area interfacial, a qual pode ser
aumentada com a adicdo de pequenas aliquotas de agua no meio reacional. No
entanto, as lipases séo hidrolases e em solucdo aquosa podem favorecer reacoes

de hidrélise quando ha um excesso de agua no sistema (GOG et al. 2012) ou, com
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baixo conteddo de &gua, podem favorecer reacdes de esterificacdo e de
transesterificacdo (KLIBANOV, 1997). Além disso, o excesso de agua pode tornar a
enzima mais flexivel, causando alteracbes na sua estrutura conformacional e,

consequentemente, na sua capacidade catalitica (GOG et al. 2012).

O conteudo de agua ideal do meio reacional deve ser avaliado para cada
lipase e em cada processo, uma vez que, estudos como os de Shah e Gupta (2007)
revelaram que a adicdo de 5% de agua no processo faz com que o rendimento em
ésteres passe de 70% para 98%. Ja segundo Yu et al. (2010), a lipase comercial
Novozym 435 apresenta atividade catalitica maxima com baixa disponibilidade de
agua, sendo o conteudo de agua ideal de 0,5%, quando utilizada em reacfes de
transesterificacdo do 6leo de soja com alcool terc-amilico, metanol, ultrassom +

vibragao de 50 rpm, temperatura de 40°C e tempo de 120 minutos.

3.5.1 Lipases imobilizadas

Enzimas imobilizadas s&o enzimas quimicamente confinadas ou localizadas
em uma regido determinada de um espaco com retencdo da sua atividade catalitica
(JEGANNATHAN et al. 2008). A principal vantagem no uso de enzimas imobilizadas
esta no fato de que elas podem ser recuperadas por filtragem simples e reutilizadas
em processos subsequentes (NIELSEN; BRASK e FJERBAEK, 2008). Além disso,
apresentam maior estabilidade térmica, possibilitando o aumento das taxas de
reacdo, as quais, geralmente, aumentam com 0 aumento da temperatura
(FJERBAECK; CHRISTENSEN e NORDDAHL, 2009). Existem varios métodos para
a imobilizacdo de lipases, entre eles pode-se citar: adsor¢do, ligacdo covalente,

aprisionamento, encapsulamento e cross-linking (TAN et al. 2010).

Lipases de diversas fontes tém sido imobilizadas com vistas na producdo de
biodiesel, como: Candida antartica, Candida sp., Pseudomonas fluorescens,
Pseudomonas cepacia, Porcine pancreatic, Rhizomucor miehei e Chromobacterium
viscosum (DU et al. 2004; SHIMADA et al. 1999; WANG et al. 2007; WATANABE et
al. 2000; LU et al. 2007; 2008, 2009; NIE et al. 2006; TAN et al. 2006; I1SO et al.
2001; SALIS et al. 2005 e 2008; SOUMANOU e BORNSCHEUER, 2003; SHAH e
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GUPTA, 2007; SHAH, SHARMA e GUPTA, 2004; SHIEH; LIAO e LEE, 2003;
YESILOGLU, 2004).

A lipase de Candida antartica, conhecida comercialmente como Novozym
435, e a de Candida sp sdo mais frequentemente imobilizadas para aplicacdes
industriais. A lipase de Candida antartica (Novozym 435) € imobilizada em resina
acrilica macroporosa e possibilita rendimentos superiores a 90%, ja a lipase de
Candida sp. € imobilizada em membrana téxtil, podendo catalisar reacdes com
rendimentos superiores a 87% (TAN et al. 2010). Estudos mostram que os 0leos
vegetais tém sido eficazmente modificados por lipases imobilizadas. Com lipases de
origem de Candida sp. e Pseudomonas cepacia, por exemplo, a producdo de
ésteres metilicos do 6leo de soja foi de 98,8% e de 56%, respectivamente (YANG et
al. 2006; NOUREDDINI; GAO e PHILKANA, 2005).

Ao mesmo tempo que a imobilizacdo de enzimas melhora a estabilidade e
permite facil recuperacdo do catalisador no sistema, problemas associados ao
transporte de massa surgem, como: dificuldade de formar complexos enzima-
triglicerideos devido as moléculas destes serem grandes e os poros do suporte
enzimatico apresentarem pequeno diametro; possibilidade de acumulo de reagentes,
como o Oleo, na superficie do catalisador imobilizado, formando uma espécie de
filme sobre o catalisador e dificultando o acesso ao sitio ativo da proteina. Este filme
também pode ocorrer pelo acumulo de glicerol. No entanto, essas limitacdes,
geralmente, sdo bem atenuadas com o emprego da agitacdo no meio reacional
(FJERBAECK, CHRISTENSEN e NORDDAHL, 2009).

Neste contexto, métodos alternativos, tais como o ultrassom, irradiacdo de
micro-ondas, cavitacdo hidrodindmica e adi¢cdo de co-solventes tém sido utilizados
como forma de eliminar ou minimizar a limitacdo de transeferéncia de massa nos

sistemas e, portanto, melhorar os rendimentos durante o processo de producdo de
biodiesel (VELIJKOVIC", AVRAMOVIC" e STAMENKOVIC’, 2012).

e Lipase imobilizada de Candida antarctica — Novozym 435

A lipase de Candida antarctica € extracelular e conhecida como uma das

enzimas mais versateis utilizadas em processos biocataliticos. A forma comercial da
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enzima imobilizada é chamada de Novozym® 435. Esta enzima favorece numerosas
reagcbes sintéticas, devido a sua alta atividade, estabilidade e capacidade de
reciclagem (ZHAO e SONG, 2010), atuando, ndo especificamente, nas 3 posicoes

do triglicerideo.

A Novozym 435 é produzida através da adsorcao fisica de CALB livre em
granulos de poliacrilato, os quais, consistem em ligacbes cruzadas entre o
metacrilato de metila e o divinilbenzeno. As enzimas imobilizadas tém formato
esférico, com tamanho médio de 0,315 - 1,0 mm, densidade de 0,65-0,8 g/cm?®, alta
area superficial, aproximadamente, 130m%g e elevada estabilidade térmica,
tolerando temperaturas entre - 20 a 100°C (ZHAO e SONG, 2010).

Shimada et al. (1999), durante screening de lipases para producdo de
ésteres metilicos observou que dentre as lipases imobilizadas de Rhizomucor miehei
(Lipozyme IM60), Candida antarctica (Novozym 435), Rhizopus delemar, Fusarium
heterosporum e Aspergillus niger somente a Novozym 435 e a Lipozyme IM60,
apresentam conversdes em ésteres ap0s 4 reacdes subsequentes, no entanto, as
conversbes mantidas pela Novozym 435 (33,1%) sdo 13,7% superiores as

observadas com o reuso da Lipozyme IM60 (19,4%).

e Uso de peneira molecular em sistemas reacionais catalisados por lipases

Peneiras moleculares sdo materiais com estruturas cristalinas de tamanho de
poro bem definido e de ordem de grandeza molecular. S&o0 um dos tipos de
adsorventes industriais que tém a capacidade de fazer adsorcdo. Adsorcdo é o
termo usado para descrever o fendmeno espontaneo no qual moléculas de um fluido
gasoso ou liguido agrupam-se espontaneamente sobre a superficie de um sdlido. A
adsorcéo é, portanto, um dos fen6menos de transferéncia de massa que explora a
habilidade de certos soOlidos em concentrar na sua superficie determinadas
substancias presentes na fase fluida, sendo geralmente usados na remocdo de
compostos organicos, presentes em muitos efluentes industriais, na desumidificagéo
de gases, na recuperacdo de vapores de solventes dispendiosos, na remocao da
umidade da gasolina e no tratamento de efluentes com metais pesados (NOBREGA,
2001).
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Atualmente, o uso de peneiras moleculares tem sido relatado em diversas
pesquisas visando a manutencdo de um teor de 4gua 6timo no meio reacional, pois,
segundo Aquino (2010), em reacles catalisadas por enzima o0 excesso de agua
forma uma camada sobre o biocatalisador e impede o acesso de substratos
lipofilicos aos sitios cataliticos da enzima. Nestes sistemas a peneira molecular atua
como adsorvente, onde a 4gua percola por seus poros e fica retida internamente, o
que € extremamente importante em algumas reacdes, permitindo maiores

rendimentos do produto desejado.

Neste contexto, Du, Wang e Liu (2007), observaram altas taxas de conversao
em ésteres do 6leo de soja apds a remoc¢ao do excesso de agua do meio reacional,
através do uso de peneira molecular. Chamouleau et al. (2001), também verificaram
que a esterificacdo da frutose com acido palmitico catalisada pela lipase imobilizada
de Candida antarctica é fortemente afetada pela atividade de agua inicial e que o

uso de peneira molecular no meio reacional aumentou o desempenho da reacéo.

e Fatores que influenciam a atividade das lipases

Os parametros 6timos para a utilizacdo de uma lipase especifica dependem
da origem, bem como da formulagéo da lipase, ou seja, se ela € imobilizada ou livre,
pois, estudos mostram que a producdo de ésteres etilicos, por transesterificacdo do
Oleo de Jatropha, por exemplo, ocorre em 8 h quando se utiliza a lipase imobilizada
de Pseudomonas cepacia, ja com metanol e lipase de Pseudomonas cepacia livre a
transesterificacdo ocorre em 90 horas. Outros fatores interferem na atividade destas
enzimas, como: temperatura e tempo da reacdo, Oleo utilizado, concentracdo
miscelar disponivel, conteddo de agua, alcool e razbes molares dos substratos
(FJERBAECK; CHRISTENSEN e NORDDAHL, 2009).

A transesterificacdo de 6leos exige um excesso de alcool, o qual, dependendo
da razdo molar deve ser adicionado progressivamente ao sistema, pois, esta
estratégia pode evitar a inativacéo da lipase (CHEN; YING e LI, 2006; LU et al. 2007,
SOUMANOU e BONSCHEUER, 2003). A inativacdo da enzima pode ocorrer se a
monocamada de agua do sitio ativo for removida pelos grupamentos hidrofilicos da

molécula de alcool. Outra estratégia adotada por muitos pesquisadores é o uso de
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solventes organicos (ROYON et al. 2007; ISO et al. 2001) mas, devido aos aspectos

j& descritos este método torna-se menos competitivo em escala industrial.

3.6 ULTRASSOM

3.6.1 Definicao

Ultrassom é um som com uma frequéncia maior da que o ouvido humano
consegue responder. De acordo com a frequéncia do som emitido, o equipamento é
classificado como ultrassom de alta frequéncia (2-10 MHz) ou de baixa frequéncia
(20-100 MHz). Atualmente, o ultrassom de baixa frequéncia é amplamente usado em
diversas areas da quimica devido aos efeitos positivos sobre reagcbes quimicas, 0s
quais sao desencadeados por um fendmeno chamado de cavitacdo (VELIJKOVIC',
AVRAMOVIC” e STAMENKOVI'C, 2012).

3.6.2 Historico

A descoberta do ultrassom ocorreu em 1880 enquanto Curie estudava o efeito
piezoelétrico. Em 1984 Thornycroft e Barnaby, descobriram o fenémeno de
cavitacdo enquanto observavam que durante a propulsdo de misseis, lancados por
um destroier, uma fonte de vibracdo era gerada causando implosédo de bolhas na
agua. A cavitacao, entdo, foi definida como a formacéo e a implosao de bolhas em
um meio liquido, sendo que, a propagacao das ondas ultrassbnicas ocorre somente
em meios com propriedades elasticas, como a agua (MARTINES, DAVOLOS e
JAFELICCI, 2000).

O uso comercial das ondas na frequéncia de ultrassom ocorreu somente em
1912, quando Langevin desenvolveu o SONAR, um aparelho capaz de medir a
profundidade do mar. Em 1927, os efeitos destas ondas foram observados em
sistemas quimicos e bioldgicos e em 1950 os primeiros aparelhos geradores de
ultrassom foram comercializados (MARTINES, DAVOLOS e JAFELICCI, 2000).
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A descoberta do fendbmeno da cavitacdo gerado pelo ultrassom levou ao
crescente interesse por este sistema e novas possibilidades de uso foram descritas
como o efeito terapéutico e de diagndstico, sendo seu uso generalizado na
medicina. Atualmente, desenvolvimentos no campo da sintese quimica incluindo a
ciéncia dos materiais, de aerogéis, de alimentos entre outras areas relatam o uso de

pesquisas assistidas por ultrassom (MASON, 2007).

Os primeiros estudos sobre a influéncia das ondas ultrassdnicas na quimica,
foram realizados através de diversas reacfes em meios aquosos, como: reagdes de
hidrélise, reacdes de hidratacdo, de oxidagdo, de polimerizacdo e despolimerizacéo,
rearranjo, reducdes, entre outras. Na década de 70 o ultrassom ganhou mais
destaque devido aos efeitos positivos em sistemas homogéneos ndo aquosos e
entdo a influéncia desta nova tecnologia passou a ser pesquisada também em
sistemas heterogéneos. Nestes sistemas o principal efeito observado do ultrassom

foi a formacéo de rapidas emulsdes entre 6leo-agua (BARBOSA e SERRA, 1992).

Desde as primeiras descobertas de aplicacdo do ultrassom, foi clara a
ocorréncia de reacdes de sintese em tempos menores e de forma mais “limpa”, ou
seja, ambientalmente correta. Dessa forma, esta nova tecnologia foi bem aceita
devido a sua ligacdo aos conceitos emergentes, chamados de “quimica verde” e
“engenharia verde”. A quimica verde se refere ao design de produtos e processos
quimicos que reduzem ou eliminam a utilizacdo e geracao de substancias perigosas
e procuram reduzir e prevenir a poluicdo na fonte (CINTAS e LOUIS-LUCHE, 1999),
assim como, reduzir o gasto energético durante o processo de producdo (MASON,
2007). Ja a engenharia verde, se refere a comercializacao e utilizacdo de processos
que sdo viaveis, econdmicos, reduzem a poluicdo na fonte e minimizam o risco para
a saude humana e para o ambiente (CINTAS e LOUIS-LUCHE, 1999).

A sonoquimica é uma das tecnologias que pode ser uma aliada da ciéncia
verde, ou seja, do desenvolvimento tecnoldgico sustentavel, pois, envolve o uso de
produtos quimicos e solventes menos perigosos; o desenvolvimento de condigfes
de reacdo que aumentam a seletividade para o produto; a minimizagdo do consumo

de energia e o uso de matérias-primas alternativas ou renovaveis (MASON, 2007).

O uso do ultrassom também é relatado em estudos de quimica ambiental para

a extracdo de materiais vegetais, para o controle da emisséo final de efluentes, para
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a descontaminacdo da atmosfera e do solo e para a remogédo da contaminagéo
biolégica e quimica da agua (MASON, 2007).

3.6.3 Aparelhos geradores de ondas ultrassonoras

Atualmente, h& dois tipos de aparelhos geradores de ondas ultrassonoras, o
banho, normalmente utilizado para limpeza de material e a sonda, normalmente
utilizada em laboratério de microbiologia para rompimento de células vivas. Nestes
dois sistemas, a fonte de energia ultrassonora € uma ceramica piezoelétrica disposta
entre duas chapas metalicas. Este sistema constitui o transdutor piezoelétrico. O
gerador de frequéncia transmite um sinal a ceramica piezoelétrica, que transforma
ondas elétricas em ondas mecanicas, as chapas metélicas amplificam estes sinais e
o transdutor transmite os impulsos ultrassonoros ao meio reacional (BARBOSA e
SERRA, 1992).

No banho, o transdutor é diretamente preso no fundo da cuba do aparelho e a
energia ultrassonora € transmitida através de um liquido, normalmente agua. Neste
caso, ha muita dispersdo de energia, e consequentemente, menor influéncia no
sistema reacional. Na sonda, o transdutor é acoplado na extremidade do
equipamento e entra em contato direto com o sistema reacional, por isso geralmente

€ mais eficiente (BARBOSA e SERRA, 1992).

3.6.4 Cavitacao

O processo de cavitagcdo gerado pelo ultrassom € um fendmeno fisico
(MARTINES, DAVOLOS e JAFELICCI, 2000) e envolve trés etapas: formacao (a),
crescimento (b) e imploséo de bolhas (c) (BARBOSA e SERRA, 1992), conforme é
apresentado na Figura 3.9.

O fenbmeno de cavitagcdo Iinicia-se quando o ultrassom gera ondas
ultrassonoras no meio reacional, sendo estas as responsaveis pela vibracdo das
moléculas (MARTINES, DAVOLOS e JAFELICCI, 2000). A propagacdo das ondas

no meio origina dois tipos de bolhas: as bolhas de cavitagdo estaveis que oscilam
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no meio e possuem tempo de vida de alguns ciclos e as bolhas de cavitacéo
transitérias. As bolhas de cavitacao transitorias originam-se do crescimento, até um
tamanho critico, das bolhas de cavitacdo estaveis devido a penetracdo de gas
dissolvido. Estas bolhas tém tempo de vida mais curto, de poucos ciclos e a sua

imploséo é responséavel pelo fenébmeno da cavitacdo (BARBOSA e SERRA, 1992).

O meio reacional irradiado com ondas ultrassbnicas apresenta variacdo na
pressdo do sistema devido a ocorréncia de ciclos alternados de compressao e
expansao das bolhas de cavitagdo (a etapa de compressdo € chamada de pressao
positiva e a de expansao, de pressao negativa, a qual resulta em "vacuo"). Quando a
pressdo diminui de forma suficiente a causar o rompimento das forcas que mantém
a coesdo molecular (ligacées de Van Der Waals) ocorre a implosdo de bolhas no
centro de um liquido (c), o que caracteriza a cavitagcdo, como mostra a Figura 3.9
(CINTAS e LOUIS-LUCHE, 1999). A implosao das bolhas de cavitacdo transitorias —
cavitacdo - produz forte aquecimento local, aumento da pressdo e aumento na
transferéncia de massa no sistema (VELJKOVIC’, AVRAMOVIC® e
STAMENKOVIC’, 2012). As altas temperaturas e pressao do interior da bolha sao as
responsaveis pela formacao de radicais livres (BARBOSA e SERRA, 1992).

Figura 3.9 - Dinamica da cavitagéo de bolhas.

Presséao
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Fonte: Cintas e Louis-Luche, 1999.
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O crescimento e o colapso de microbolhas cheias de gas é acompanhado da
emissao de flashes de luz, fenbmeno este chamado de sonoluminescéncia, o qual
ocorre em meios aquosos e nao aquosos e constitui um dos ambientes para
determinar quais sdo as condicdes fisicas reais no interior da bolha (CINTAS e
LOUIS-LUCHE, 1999). Neste processo, dois elementos sdo importantes: a presenca
de gas dissolvido para encher as bolhas e a presenca de particulas em suspenséo,
as quais diminuem a forca de coesédo molecular (BARBOSA e SERRA, 1992).

Em meio homogéneo ha duas regides de reatividade sonoquimica, sendo
que, uma corresponde a fase gasosa dentro da bolha e a outra € uma fina camada
em volta da bolha gasosa. A zona gasosa foi denominada de “hot spot”, sendo este
o0 ponto onde se inicia a destruicdo da bolha, dessa forma, a implosdo da bolha
depende da volatilidade do solvente (BARBOSA e SERRA, 1992), pois, as
moléculas volateis penetram na bolha, causando subsequente colapso e formacéo
de radicais (CINTAS e LOUIS-LUCHE, 1999). Nos sistemas heterogéneos, na
interface solido-liquido a destruicdo das bolhas ocorre de forma nédo simétrica, dando
origem a um jato de liquido dirigido para a superficie sélida, o qual pode causar
errosdo localizada, como mostra a Figura 3.10. Além disso, microfluxos de liquidos
sdo formados devido a absor¢édo de grande quantidade de energia vibracional dentro
do pequeno volume, com pouco ou nenhum aquecimento associado, favorecendo o
transporte de massa entre a fase liquida e a soélida e acelerando a velocidade da
reacdo (BARBOSA e SERRA, 1992).

De acordo com Cintas e Louis-Luche (1999) os principais fatores que afetam
a cavitacdo sdo a natureza dos solventes, a viscosidade, a tensdo de superficie e

sua capacidade de gerar radicais.

Figura 3.10 - Eroséo cavitacional de sdlidos.
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Fonte: Cintas e Louis-Luche, 1999.



61

e Efeitos positivos do processo cavitacional

o Agitacao eficiente e miscibilidade entre reagentes de polaridades
diferentes: quando as bolhas formadas pela cavitacdo rebentam perto
do limite de fase de dois liquidos imisciveis, a onda de choque
resultante fornece eficiente agitagcdo, o que leva a mistura das
camadas (YACHMENEV, BLANCHARD e LAMBERT, 2004). Este
evento € o responsavel pela formacdo de emulsdes entre dois
reagentes imisciveis, aumentando a area interfacial da reacédo e,
portanto, a velocidade da mesma. Estas emulsées tém normalmente
gotas de menor tamanho e sdo mais estaveis do que as obtidas
utilizando técnicas convencionais, 0 que € muito vantajoso para
reacdes em sistemas liquido-liquido (VELJKOVIC’, AVRAMOVIC' e
STAMENKOVIC’, 2012).

o Formacdo de espécies reativas: 0 colapso cavitacional, produz,
localmente, condicBes extremas induzindo a formacdo de espécies
quimicas que ndo sao facilmente atingidas em condi¢cdes
convencionais, o que fornece uma reatividade particular ao meio
(CINTAS e LOUIS-LUCHE, 1999). Como consequéncia, o fendmeno
de cavitacdo pode aumentar as taxas de reacdo em reacles
heterogéneas (YACHMENEV, BLANCHARD e LAMBERT, 2004; LI et
al. 2005), assim como, os rendimentos e a via das reagoes, iniciando-a
em sistemas quimicos, bioldgicos e eletroquimicos. JA em sinteses
organicas, o uso do ultrassom permite reduzir o nimero de etapas de
sintese, assim como o tempo e a temperatura da reacao (VELIJKOVIC’,
AVRAMOVIC® e STAMENKOVIC’, 2012). No caso da &gua as
espécies reativas formadas sdo He e OH+ (CINTAS e LOUIS-LUCHE,
1999).

o Energia: alguns pesquisadores relataram que a cavitacao ultrassénica
fornece ndo apenas a energia mecanica para a mistura, mas também a
energia de ativacdo necessaria para iniciar a reacdo de
transesterificagdo (VELJKOVIC’, AVRAMOVIC' e STAMENKOVIC’,

2012), fato este, provavelmente, associado a vibracdo das moléculas.
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o Potencial catalitico: em reagBes enziméticas o ultrassom pode
melhorar a atividade catalitica de enzimas, como a Novozym 435, no
entanto, ha necessidade de controlar o teor de agua presente no meio
reacional, pois, a presenca de muitas moléculas de &agua leva a
remoc¢do da monocamada de 4gua do sitio ativo das enzimas, a qual é
essencial para a manutencdo da conformacdo Otima destas
(VELJKOVIC’, AVRAMOVIC" e STAMENKOVIC’, 2012). Este fato ndo
€ desejavel, uma vez que, uma das premissas relacionadas ao uso de
novas tecnologias para catalise enzimatica € a manutencdo da sua

atividade de tal forma que seu reuso seja possivel.

Segundo Barbosa e Serra (1992), a utilizacdo do ultrassom em reacgdes
quimicas apresenta ainda diversas vantagens como: reducao do tempo de reacao,
redugéo da quantidade de reagentes, aumento do rendimento e da seletividade dos
produtos e favorecimento de reacdes que normalmente ndo ocorrem em condicdes
normais. Em processos biotecnoldgicos o efeito fisico do ultrassom consiste,
principalmente, na alteracdo da temperatura e da pressdao do microambiente. A
ocorréncia associada destes fatores torna o ultrassom um método alternativo e
eficiente na catalise enzimatica, pois, pode vir a reduzir as limitacbes de
transferéncia de massa entre substrato e enzima imobilizada, aumentar a
miscibilidade entre compostos de caracteristicas quimicas distintas e diminuir a
energia de ativacao destes processos. Devido a isso, o ultrassom, frequentemente,
age como “catalisador”, permitindo que as rea¢des ocorram com velocidades e taxas
de conversdes maiores (BABICZ, 2009).

¢ Inconvenientes do processo cavitacional

o Distribuicdo desigual da energia cinética (CINTAS e LOUIS-LUCHE,
1999);

o Producdo de ondas de choque suscetiveis de provocar defeitos e
deformacgbes na supercifie solida (BARBOSA e SERRA, 1992), assim

como, a desnaturacao de enzimas;
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o A camada de 4gua que envolve o sitio ativo das enzimas pode ser
removida pela vibragdo ultrassonica (MARTINES, DAVOLOS e
JAFELICCI, 2000) associada a alta energia cinética, podendo causar

danos a estrutura terciaria e quaternaria da enzima.

3.7 PRODUCAO DE BIODIESEL ENZIMATICO POR TRANSESTERIFICACAO EM
SISTEMAS DE ULTRASSOM

A sintese de biodiesel nestes sistemas ocorre, principalmente, por reacfes de
transesterificacdo sendo os O6leos vegetais, as principais matérias-primas
empregadas, no entanto, hd dados na literatura de transesterificacdo de gorduras
animais (TEIXEIRA et al. 2009) e de 6leos residuais nestes sistemas (VELIJKOVIC’,
AVRAMOVIC’e STAMENKOVIC’, 2012).

O uso ultrassom na producdo de biodiesel ja é relatado tanto para uso com
catalisadores quimicos quanto enzimaticos (YU et al. 2010), sendo o ultrassom de
baixa frequéncia o mais empregado para sua sintese (VELJKOVIC’, AVRAMOVIC e
STAMENKOVIC’, 2012). Até o momento, pouca pesquisa tem sido feita sobre a
aplicacao de irradiacdo ultrassom na producédo de biodiesel catalisada por lipases
(YU et al. 2010), sendo a preparacdo comercial da lipase de Candida antarctica,
Novozym 435, a mais estudada (VELJKOVIC’, AVRAMOVIC" e STAMENKOVIC,
2012). A literatura apresenta efeitos significativos destes sistemas na atividade desta
lipase e também nas reacdes de transesterificacdo enzimética (YU et al. 2010).

De acordo com Veljkovic”, Avramovic'e Stamenkovic’, (2012) a producdo de
biodiesel em sistemas de ultrassom, geralmente, permite rendimentos mais elevados
e em tempos de reacdo mais curtos, independentemente do tipo de catalisador e da
matéria-prima quando comparado aos sistemas com agitagdo mecanica e irradiacao
de micro-ondas. No entanto, a maior diferenca esta no tempo de formacdo do

produto e ndo na conversao final.
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3.8 CONSIDERACOES SOBRE O ESTADO DA ARTE

Atualmente, a cultura da soja representa cerca de 90% da producéo de 6leos
vegetais no Brasil, sendo sua cadeia produtiva bem consolidada no setor alimenticio.
No entanto, em vista da grande biodiversidade das florestas nacionais, oleaginosas
alternativas comecam a ser investigadas como matérias-primas para producéo de
biodiesel de forma a garantir a seguranca energética nacional, uma vez que, a
producdo de energia a partir de diferentes fontes impede que a ocorréncia de
intempéries venha a acometer toda a cadeia produtiva. Neste cenério, as palmeiras
ganham grande destaque devido ao alto rendimento em 6éleo que apresentam,
sendo que, no caso da macauba este pode chegar a ser 10 vezes superior ao da
soja.

Um dos maiores problemas associados ao uso de 6leos de palmeiras para
producdo de biodiesel é a alta acidez, no entanto, essa pode ser controlada com
rapido processamento dos frutos apos a colheita ou com a colheita dos frutos ainda
verdes e posterior amadurecimento. O uso de matérias-primas de baixo valor
agregado para producdo de biodiesel pode vir a ser uma das alternativas para
viabilizar economicamente a oferta deste combustivel, considerado, atualmente, a
Gnica alternativa energética para abastecimento de frotas veiculares com
propriedades semelhantes as do diesel e ainda com menor impacto ambiental
devido as emissdes de poluentes atmosféricos serem demasiadamente menores.

Estudos sobre a producdo de biodiesel a partir do 6leo do fruto da macauba
(Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd. ex Mart.) sdo recentes, sendo que em todos o0s
trabalhos a alta acidez deste é relatada (RODRIGUES, 2007; FARIA, 2010;
GONZALEZ, 2011). Recentemente, resultados satisfatérios foram obtidos
empregando catalisadores quimicos (acidos ou alcalis) e também com emprego de
catalisadores enzimaticos imobilizados, no entanto, em tempos reacionais longos,
sobre altas temperaturas e com necessidade de pré-tratamento do 6leo.

O estudo desenvolvido com este trabalho € pioneiro dentre aqueles
desenvolvidos pelo grupo, mostrando-se também inovador no setor, pois, busca aliar
alto rendimento, baixo custo e sustentabilidade ambiental. Desta forma, a producéo
de biodiesel a partir de matérias-primas abundantes e através de tecnologias
ambientalmente corretas podera trazer novas perspectivas quanto aos processos de

producdo de biodiesel, tornando possivel o desenvolvimento de uma nova e mais
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econdmica tecnologia de producdo. Esta afirmacdo estd baseada no fato de que
equipamentos de ultrassom reduzem o tempo reacional das reacles, e
proporcionam altos rendimentos as mesmas, auxiliados por -catalisadores
enzimaticos que podem ser reaproveitados em diversos ciclos de producdo. Em
vista do exposto e da fundamentacao tedrica apresentada na revisao bibliografica é
gue se justifica este trabalho.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 REAGENTES

Este estudo foi realizado com dois lotes do 6leo do fruto da macauba, os
quais foram denominados como Lote A e Lote B. Estes lotes foram caracterizados
guimicamente, sendo os resultados apresentados posteriormente. O Lote A foi
utilizado nos testes preliminares para a producdo de ésteres etilicos. Apos
estabelecidas as condic¢des ideais de producéo de biodiesel, todos os experimentos
foram realizados com o Lote B.

Os substratos utilizados para as reacdes de transesterificacdo foram o Oleo
bruto do fruto de macauba (Acrocomia aculeata (Jacqg.) Lodd. ex Mart) obtido da
unidade de beneficiamento de coco de macauba (Associacdo Comunitaria dos
Pequenos Produtores Rurais de Riacho D’Antas e Adjacéncias — COOPER
RIACHAO — Montes Claros-MG) e élcool etilico (Merck, 99,9 %). O catalisador
utilizado para as reagdes foi a lipase comercial imobilizada Novozym 435, adquirida
junto a Novozymes Brasil/ Araucéria-PR.

Para determinacdo dos indices de acidez e indice de perdxido do 6leo bruto
do fruto da macauba os reagentes empregados foram: fenolftaleina 0,5% (P. A.
Nuclear), hidréxido de potassio (P. A. Vetec), éter etilico (99,5% Vetec), etanol (95%
Fmaia), acido acético (99,7% P. A. Fmaia), cloroférmio (99,8% P. A. Vetec), iodeto
de potassio (P. A. Nuclear), tiossulfato de sédio (pentahidratado) (P.A. Vetec), amido
soltvel (P. A. Synth), dicromato de potassio (99% Nuclear) e &cido cloridrico (P. A.
Vetec).

Além dos substratos ja citados, nas reacfes de transesterificacdo empregou-
se peneira molecular 4A (Sigma Aldrich), como agente dessecante. Apés as reacdes
o0 meio foi lavado com n-hexano (99% Vetec), por meio de filtragem simples em

papel filtro.

A quantificagdo dos ésteres formados durante a reacao de transesterificagédo
foi realizada usando padrdes comerciais dos ésteres majoritarios do biodiesel

tradicional derivado do 6leo de soja, como o padrdo interno heptadecanoato de
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metila (99% Sigma-Aldrich). A diluicdo das amostras foi feita com o solvente n-
heptano (99% Vetec) de acordo com a Norma Européia 14103 adaptada.

No procedimento para a determinacdo da atividade de esterificacdo da lipase
Novozym 435 utilizou-se 0s seguintes reagentes: acetona P. A. (99,5% Vetec),
alcool etilico (99% Merck), NaOH (P. A. Nuclear), &cido laurico (98% Vetec) e alcool

n-propilico normal (99,5% Nuclear).

4.2 OBTENCAO DA MATERIA-PRIMA

O oleo dos frutos da Macauba, Acrocomia aculeata, foi adquirido da Unidade
de Beneficiamento do Coco de Macaltba — UBCM, de Montes Claros/MG. E
importante frisar que o 6leo utilizado neste estudo é uma mistura, com propor¢cao
desconhecida, do Oleo da polpa e do éleo da améndoa da macauba, sendo,

portanto, denominado de 6leo do fruto da macauba.

4.2.1 Remocdao de residuos do 6leo bruto do fruto da macauba

O ¢6leo do fruto da macauba adquirido apresentava grande quantidade de
sujidades, tornando necesséria filtragem a vacuo para remocdo destas, como
apresenta a Figura 4.1.

Figura 4.1 - Oleo bruto com material sélido (a); filtragem a vacuo (b) e residuos
sélidos removidos do 6leo (c).
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A remocéo dos residuos solidos do 6leo do fruto da macauba acarretou uma
perda em torno de 60% em volume de dleo.

4.3 CARACTERIZACOES DO OLEO DO FRUTO DA MACAUBA

4.3.1 Teor de 4gua

Para determinar o teor de &gua nas amostras de Oleo, utilizou-se a
metodologia da AOAC Official Method 984.20, sendo os aparatos e reagentes para

titulacdo de Karl Fischer e o equipamento Mettler Todelo DL 50 Graphix.

4.3.2 Quantificacdo de monoacilgliceréis (Mag), diacilgliceréis (Dag) e

triacilglicerdéis (Tag)

Para a quantificacdo do teor de Mag, Dag e Tag do Oleo bruto do fruto da
macauba, empregou-se técnica de cromatografia gasosa utilizando as condicdes
cromatograficas descritas pela Norma Européia 14105 do Comité Europeu para
Padronizagoes.

De acordo com esta norma, a preparacao das amostras segue 0 esquema

apresentado na Figura 4.2.
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Figura 4.2 - Representacao esquematica do preparo de amostras para quantificacao
de Mag, Dag e Tag, conforme Norma Européia 14105.

100pL do derivatizante MSTFA (N-
metil-N-trimetilsilitifluoroacetamida)

/

100mg da amostra de 6leo

W

Baldo volumétrico de 10ml

!

Agitacdo breve

'

Temperatura ambiente por 15 minutos para
promover a derivatizacdo dos compostos em
seus correspondentes ésteres trimetilsilil, em
recipiente fechado.

Completou-se volume do baldo
com n-heptano

Transferéncia de 1 ml para vials

!

Andlise GC

A analise das amostras foi realizada em cromatégrafo gasoso (modelo
Shimadzu — 2010), com injetor automatico, on-column e detector de ionizacdo de
chama. Utilizou-se a coluna capilar DB-5 de 30m x 0,25mm x 0,1um.

A quantificagdo, de mono, di e triglicerideos, estabelecida pela norma
anteriormente referida prevé que as fracbes de Mag possuem tempo de retencao
entre 14 e 18 minutos, ja Dag possui tempo de retengéo entre 24 e 27 minutos e Tag
apresenta tempo de retencao entre 28 e 32 minutos. A partir disto, foi determinada a
area de cada uma destas fracOes de lipideos no 6leo e, entéo, juntamente com as
equacbes de reta geradas pelas curvas de calibracdo foi determinada a
concentracdo destes na amostra, e logo ap0s a porcentagem correspondente. As
curvas de calibracdo, assim como, as equacOes de reta por ela geradas e as

equacdes de teor de cada uma das fragdes sédo apresentadas no Anexo A.
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4.3.3 Determinagdo do indice de acidez

O indice de acidez do 6leo bruto do fruto de macauba foi determinado de
acordo com a metodologia descrita pela IUPAC 2.201 (2012). De acordo com esta
metodologia, a acidez de um 6leo é a medida da extensdo da hidrdlise, a qual libera
acidos graxos dos triglicerideos. O indice de acidez ou valor de acidez € o numero
de mg de KOH necessario para neutralizar os acidos graxos livres presentes em 1g
de amostra. A acidez também pode ser expressa como porcentagem, sendo que,
nesse caso pode ser relatada com referéncia ao peso molecular do &cido laurico,
acido palmitico ou acido oléico.

O procedimento para determinar o indice de acidez do 6leo bruto foi realizado

de acordo com o esquema apresentado na Figura 4.3.

Figura 4.3 - Representacdo esquematica da metodologia IUPAC 2.201 (2012) para
determinacao do indice de acidez de 6leos.

25gdedleo

/ erlenmeyer de 250mL

50 mL de éter etilico:etanol (1:1 viv)

previamente neutralizada com solucéao
KOH0,1N

A

agitacao
eletromagnética

titulacdo com KOH 0,1N + 5 gotas
de fenolftaleina até coloracédo
rosada por 10” ou pH 11

A metodologia da IUPAC 2.201 estabelece que quando nédo se conhece o
valor aproximado da acidez de uma amostra, inicie-se considerando um valor acido
entre 4 a 15, assim, a massa de amostra pesada deve ser de 2,5 g + 0,01g.

Apoés a titulagdo, o valor acido ou indice de acidez do 6leo do fruto da
macauba foi determinado a partir da Equagéo 4.1
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_M*N*G

LA.
(4.1)

Onde:

M = peso molecular do KOH,;

N = normalidade da solug¢éo de KOH;
G = volume gasto de KOH em mL;

m = massa da amostra em gramas.

A porcentagem de &cidos graxos livres na amostra foi expressa em &cido

oléico e determinada de acordo com a Equacéo 4.2.

A%—N*GEM
T 10 +m (4-2)

Onde:

N = normalidade real da solucdo de KOH,;
G = volume gasto de KOH em mL;

M = peso molecular do acido oléico;

m = massa da amostra em gramas.

4.3.4 Determinacdao do indice de peréxido

A determinacédo do indice de perdxido do 6leo bruto do fruto de macauba foi
realizada a partir da metodologia descrita pela AOAC 965.33 (1995), conforme

representado no esquema da Figura 4.4.
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Figura 4.4 - Representacdo esquematica da metodologia da AOAC 965.33 (1995)
para determinacao do indice de perdxido de 6leos.

5gde 6leo

/, | erlenmevyer de 250mL |~/

30 mL acético/cloroférmio (3:2 v/v)

A
agitacdo magnética

0,5 mL de solucdo
saturada de iodeto de
v potassio

agitacdo ocasional por 1’

< 30 mL de agua

A 4
agitacdo vigorosa e titulacdo
lenta com Na;S;0: 0,1N até que
a cor amarela quase desapareca

0,5 mL de solucdo de
amido 1%

<
<+

Y
agitacdo vigorosa e titulacdo
lenta com NazS;0; 0,1N até
desaparecimento da coloracdo
azul

O preparo da solucéo de tiossulfato de sodio (Na,S,03) 0,1 N, assim como,
sua padronizacao foram realizadas de acordo com a metodologia AOAC 942.27.

Apés a titulagdo da amostra realizou-se uma determinacdo do branco, ou
seja, titulacdo sem amostra de 6leo. O volume gasto nessa titulacao foi subtraido do

volume gasto na titulacdo da amostra. O indice de perdéxido, entéo, foi determinado
de acordo com a Equacéo 4.3.

1000

e peréxido . .
[.P.Imiliequivalente—————amostra )l = 5= »
kg

amostra (4.3)

Onde;

S = ml de Na,S,03 (com branco corrigido);
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N = normalidade da solugédo de Na,S,0s3;

g amostra = massa de amostra em gramas.

4.4 REACOES DE TRANSESTERIFICACAO ENZIMATICA DO OLEO DO FRUTO
DA MACAUBA

As reacdes de transesterificacdo foram realizadas em banho de ultrassom
(marca: UNIQUE Ultrasonic Cleaner; modelo: USC-1800A; frequéncia de 40KHz e
poténcia de 132W), conforme apresentado na Figura 4.5.

Figura 4.5 - Aparato experimental para producdo de biodiesel enzimatico em
ultrassom a partir do 6leo do fruto da macauba.

r

Nestas reacfes empregou-se como substrato alcodlico o etanol e como
substrato lipidico o 6leo do fruto da macauba, sendo a lipase comercial imobilizada
Novozym 435, utilizada como catalisador do processo. Devido ao pequeno volume
de reacdo, para cada tempo reacional analisado, foi realizada uma reacéo, utilizando
baldo volumétrico de 50 ml.

Devido ao fato de que a producédo de biodiesel do 6leo do fruto da macaulba
em sistema de ultrassom apresenta-se como uma nova e promissora tecnologia, nao
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se tem conhecimento do comportamento do 6leo no sistema proposto. Em vista
disso, as condi¢des iniciais para producdo de biodiesel neste trabalho foram as
otimizadas por Popiolski (2011) para a transesterificacdo enzimatica do dleo de soja
em sistema de ultrassom e livre de solvente. Estas condi¢cdes sdo as seguintes:
concentragdo de enzima 27%, razdo molar oOleo/etanol 1:3, poténcia do ultrassom
40% do total da capacidade maxima (132W) e temperatura de 63°C.

ApoGs os testes preliminares, os ensaios foram conduzidos com base em um
planejamento fatorial fracionado 2**, o qual visou o “screening” das seguintes
variaveis: temperatura, razdo molar 6leo-etanol, concentracdo de enzima e poténcia
do ultrassom nos niveis -1, 0 e 1, como apresenta a Tabela 5.2. Devido a
consideracdes pertinentes feitas no decorrer deste trabalho, algumas reacdes foram
realizadas com o uso de peneira molecular de 4A de maneira a remover a agua do
sistema reacional. As reacdes de transesterificacdo ocorreram de acordo com a

Figura 4.6.

Figura 4.6 - Representacdo esquemética das reacdes de transesterificacdo e
tratamento da amostra até analise por cromatografia gasosa.

Sistema de Controle de Baldo reacional
- . 1
ultrassom poténcia e Oleo+etanol+enzima
temperatura + peneira molecular

l

Tempo reacional
‘_
15 mL de n-hexano e decormido

Quantificaggo de Filtragem simples com

ésteres por «—

cromatografia gasosa 22
g g evaporacdo

4.5 QUANTIFICACAO DE ESTERES ETILICOS DE ACIDOS GRAXOS

Apés as reacdes de transesterificacdo, a quantificacdo das conversbes em
ésteres dos acidos graxos do 6leo do fruto da macauba foi realizada de acordo com
a Norma Européia 14103 adaptada. O uso da norma adaptada foi adotado, uma vez

que, se reduz consideravelmente o volume de solvente utilizado no preparo das
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amostras. Dessa forma, as amostras foram preparadas conforme esquema
apresentado na Figura 4.7.

Figura 4.7 - Representacdo esquematica do preparo de amostras para quantificacdo
de ésteres de acordo com a Norma Européia 14103 adaptada.

250 mg de amostra

A

baldao volumétrico de 10mL

completou-se o volume do /
baldo com n-heptano

agitacdo em vortex

50 uL 50uL de heptadecanoato

l l_ de metila

balao volumeétrico de 1mL

l

completou-se o volume do
baldo com n-heptano

!

agitacdo em vortex

!

transferéncia para vials de analise

Esta metodologia estabelece tempo de analise de 25 minutos, em
cromatografo gasoso acoplado com detector de ionizacdo em chama e coluna
capilar RTx-Wax (30m — 0,25 mm — 0,25 um), sendo a temperatura do detector e do
injetor de 250°C. A rampa de aquecimento da coluna foi a seguinte: 120°C por 1
minuto, apds, aquecimento de 15°C por minuto até atingir 180°C, permanecendo
nesta por 2 minutos. Apés, houve aquecimento de 5°C por minuto até atingir 250°C,
na qual permaneceu por 2 minutos. A amostra foi injetada no modo split numa razéo

de 1:20, sendo o volume injetado de 1 pL. A quantificagcdo dos ésteres foi realizada
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entre os picos dos ésteres Ci4 € Cys, pois, este € o intervalo onde encontram-se 0s
componentes majoritarios do biodiesel. O heptadecanoato de metila (C17:0) foi
utiizado como padrdo interno, o qual possui tempo de retencdo de
aproximadamente 7,5 minutos.

As conversdes em ésteres, expressas em porcentagem (m/m), foram
determinadas de acordo com a Equacéo 4.4, a qual também é adaptada da referida

norma.

C=

S4 — API CPI (F°) (4.4)
( API gCanmstra r-ﬂ,'S‘l) =100
Onde:
C= conversdo em ésteres em porcentagem;
> A = somatério das areas dos componentes majoritarios do biodiesel e do
padréo interno obtida da integracao dos picos de ésteres C14 ao C24;
API =area do padréo interno (C 17:0 — heptadecanoato de metila);
CPI= concentracdo em mg/L do padrdo interno na amostra injetada
(aproximadamente 250 mg/L);
Camostra = concentracdo de amostra injetada (aproximadamente 1000 mg/L);
0,91= fator de correcdo considerando a producdo de glicerol no sistema, ou

seja, a conversdo de 100% em ésteres é referente a 91%.

De acordo com a Norma Européia 14103 a expressdo dos resultados deve

ser de até uma casa decimal.

4.6 ATIVIDADE DE ESTERIFICACAO DA LIPASE COMERCIAL IMOBILIZADA
NOVOZYM 435

A atividade de esterificagéo da enzima foi acompanhada com a finalidade de
avaliar o reuso desta. A determinacdo da atividade de esterificacdo da lipase foi
quantificada pelo consumo de &cido laurico na reacdo de transesterificagdo entre o

acido laurico e o alcool n-propilico, catalisada com 5% (m/m) de Novozym 435,
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conforme metodologia descrita por Oliveira et al. (2006). De acordo com esta técnica
a atividade de esterificacdo de uma enzima imobilizada deve ser determinada

conforme o esquema apresentado na Figura 4.8.

Figura 4.8 - Representacdo esquematica da medida atividade de esterificacédo
enziméatica de acordo com metodologia descrita por Oliveira et al. (2006).

Reacéo de transesterificacdo

Y ¢
Recuperar a enzima com
lavagem simples por n-hexano

v
Secar a enzima a 40°C por 1
hora
¢ O Sy T Sony ot s v (S Wil e s W /T Wi /S oo i /s oy

Manter a enzima por 24 horas i ALidg Iz(arlgggg/?rl](c)?:rl g}p)ropﬂlco

em dessecador b e e SR G T S e s )

-
|| Ativar a enzima por 1 hora a
40°C . "
3 Reator com agitacdo magnética e
__________________________ = o °
" Pesar 0, 195 g de enzima . acoplado a banho termostatico a 60°C
, PR g s D A e R o S e S I RN PO PO, N
/ \
150p! de amostra no tempo 0 minuto | | 150pl de amostra no tempo 40 minutos
A4 A 4
20 ml acetonal/etanol 20 ml acetona/etanol
(1:1 viv) (1:1 viv)
h 4 A 4

Titular AG ndo consumidos na reacdo com NAOH 0,01N até pH 11,0

A massa de enzima que restou ap6s cada medida de atividade de
esterificacdo (para a qual retirou-se 5% (m/m) de enzima ou 0,1959) foi reutilizada
em outro ciclo, como mostra a Figura 4.8. Dessa forma, a massa de enzima utilizada
diminuia a cada reuso, no entanto, ndo se fez a correcdo em massa dos outros
reagentes, uma vez que, foi observada incrustracédo de 6leo no suporte enzimatico o
gue nédo permitiu definir com precisdo a massa de enzima restante.

Nos tempos reacionais de 0 e 40 minutos, foram retiradas duas aliquotas de
amostras, assim, a atividade de esterificacdo da Novozym 435 foi determinada em
duplicata. A solucdo de acetona/etanol foi utilizada para interromper a reacao de

transesterificagéo.
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Uma unidade de atividade foi definida como a quantidade de enzima
necessaria para consumir 1 pmol de acido graxo por minuto nas condicbes

experimentais descritas, sendo esta determinada através da Equacéao 4.5.

A (U} _ Va-Vi)eNo10°
g/ t«ma (45)

Onde:

N = normalidade real da solucdo de NaOH;

V, = volume de NaOH em mL gasto na titulagdo da amostra retirada do reator
no tempo O (zero);

Vp = volume de NaOH em mL gasto na titulacdo da amostra retirada do reator
apos decorridos 40 minutos de reacao;

ma = massa de enzima utilizada na reacdo em g;

t = tempo da reagdo em minutos;

1U = 1pmol de &cido/minuto.

A atividade de esterificacdo da lipase foi representada como atividade relativa,
por meio da Equacéo 4.6.

Ag

ARy =
Afu

(4.6)

Onde:
A.R. = atividade relativa da enzima expressa em porcentagem;
A; = atividade final da enzima expressa em U/qg;

Aro = atividade inicial da enzima expressa em U/g.
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4.6.1 Avaliagdo do reuso da lipase comercial imobilizada Novozym 435

A realizacdo deste estudo ocorreu somente ap0os estabelecidas as condi¢cfes
ideais de producdo de biodiesel do 6leo do fruto da macauba. Um aumento de
escala do volume da reacdo em 10 vezes foi necessario para que todas as
determinacdes de atividade de esterificacdo fossem realizadas com a mesma
amostra de enzima. Entdo, nessa etapa, com razdo molar 6leo/etanol 1:9 tem-se
10g de o6leo para 4,8g de etanol. Devido a isso, 0os experimentos foram realizados
em baldes de fundo redondo de 250 mL.

Etapas posteriores a reacdo e a recuperacao da enzima seguiram conforme
representacdo da Figura 4.8. No entanto, neste estudo o volume de n-hexano
necessario para filtragem foi de aproximadamente 30 mL. Peneiras com diametro de
de 42 e 16 mesh foram utilizadas para separar a peneira molecular da enzima.
Nesse caso, quando a enzima era levada para estufa a 40°C durante 1 hora,
mantinha-se a mistura enzima-peneira molecular por aproximadamente 10 minutos,
apos, a peneira molecular era removida e a enzima recuperada voltava para estufa
até completar 1 hora de secagem.

Este procedimento de secagem € adotado, uma vez que a lipase em estudo
apresenta alta atividade catalitica em ambientes com baixo teor de agua. O estudo

de reuso da enzima foi acompanhado durante 8 ciclos sucessivos.

4.6.2 Influéncia do ultrassom na atividade de esterificacdo da lipase Novozym
435

Para avaliar a influéncia do ultrassom na atividade de esterificacdo da lipase
Novozym 435 fez-se o mesmo procedimento descrito nos itens 4.6 e 4.6.1, no
entanto, sem uso de poténcia ultrassbnica. Posteriormente, os dados obtidos nos
dois sistemas (com e sem poténcia ultrassénica) foram correlacionados, permitindo,
dessa forma, avaliar a influéncia do ultrassom no processo de producao de biodiesel

do 6leo do fruto da macauba.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO QUIMICA DO OLEO DO FRUTO DA MACAUBA

De forma geral, os indices de acidez e de per6xido, assim como as
quantificacdes, por cromatografia gasosa, de Mag, Dag e Tag, tém a finalidade de
verificar a qualidade de Oleos e gorduras, sendo esta proporcional ao percentual de
triglicerideos. Segundo Regitano-D’arce (2006), 6leos brutos de alta qualidade,
como o da soja, apresentam entre 95 e 97% de triglicerideos. Dessa forma, valores
altos de indice de acidez e de indice de peréxido, implicam baixas porcentagens de
triglicerideos e, portanto, baixa qualidade da matéria-prima.

A coloracdo do 6leo da macauba pode ser um indicativo de sua qualidade.
Rodrigues (2007), correlacionando coloracdes de amostras do Oleo de macauba
extraidas do mesocarpo e do epicarpo do fruto com aspectos qualitativos, observou
gue amostras de 6leos mais claras (verdes e amarelas) possuem valores de acidez
entre 5-17 mgKOH/gseo. J& as amostras do mesocarpo obtidas em coloracbes
tendendo do amarelo ao marrom, apresentam valores de acidez superiores, entre
10-90 mgKOH/gsieo-

A relacdo coloracéo/indice de acidez descrita por Rodrigues (2007) também
foi observada neste estudo. Os dois lotes do Oleo bruto do fruto da macauba
apresentaram coloracdo de aspecto marrom (Figura 5.1) e alto indice de acidez,

como mostra a Tabela 5.1.
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Figura 5. 1 - Coloragéo do 6leo do fruto da macauba.

Tabela 5.1 - Caracteristicas quimicas do 6leo do fruto da macauba.

Caracteristicas quimicas Valores
Lote A Lote B

Teor de agua (%) 0,64 0,61

indice de acidez (MgKOH/ ggeo) 88,88 75,10* +0,54
indice de peréxido (meq/ Kgsieo) 19,41 16,42**+0,84
Mag (%) 30,7 24,2

Dag (%) 21,6 6,7

Tag (%) 8,3 13,3

* 0 indice de acidez deste lote foi acompanhado durante 9 semanas em amostras armazenadas em temperatura ambiente,
sendo o valor apresentado a média obtida durante estas determinagfes (erro padrdo). **O indice de perdxido deste lote foi
acompanhado durante 4 semanas, sendo o valor apresentado a média obtida durante estas determinagdes (erro padrao).

Os valores de indice de acidez encontrados neste estudo estdo de acordo
com Rodrigues (2007) e Gonzalez (2011), os quais verificaram indices de acidez de
10-90 mgKOH/gsieo € 79,24 mgKOH/gsieo para o 6leo do mesocarpo e para o 6leo do
fruto da macauba, respectivamente.

Os valores de acidez apresentados sédo considerados altos, uma vez que, 0
limite maximo para oOleos e gorduras refinados é de 0,6 mgKOH/gseo € de 10,0
mgKOH/g¢ieo para Oleos de palma virgem (ANVISA, 2005). De acordo com Faria
(2010), o indice de acidez do 6leo da améndoa do fruto da macauba é menor (12,9
mgKOH/gsie0), fato este que pode estar associado a localizagdo desta no fruto, a
qual é protegida pelo endocarpo, sendo este envolvido ainda pelo mesocarpo e

epicarpo.
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De acordo com Rodrigues (2007), os rendimentos em ésteres decrescem com
0 aumento deste indice, pois, ao investigar a etanolise com KOH de amostras de
Oleo da améndoa da macauba, com valores de acidez entre 3,33 e 22,62
mgKOH/ggieo, Verificou rendimentos de 82,4% e 39,9%, respectivamente.

Com relacdo ao indice de perdxido, segundo Mehlenbacher (1961), esta
técnica analitica determina o grau de oxidacdo de 6leos e gorduras. No inicio dos
processos de rancificacdo ha formacéo de peroxidos organicos, os quais degradam
os triglicerideos levando a formacédo de produtos como acidos graxos, aldeidos,
monoglicerideos e diglicerideos, os quais sdo indesejaveis, pois diminuem o
rendimento em ésteres (RODRIGUES, 2007).

O indice de peroxido dos lotes de 6leo utilizados neste trabalho foi de 19,41
meqg/Kgeeo € 16,42 meqg/Kgeeo, COMO apresenta a Tabela 5.1. Rodrigues (2007)
observou valores de indice de peroxido muito semelhantes aos descritos neste
trabalho, entre 16-18 meq/Kgeeo, €m amostras de 6leos do mesocarpo do fruto da
macauba. Faria (2010) determinou o indice de perdxido do 6leo da améndoa do fruto
da macauba, sendo este de 3,94 meq/Kgeeo. Segundo a Anvisa (2005), para 6leos
com qualidade de refino € estabelecido valores méaximos de 10 meq/Kgsieo-

A determinacédo dos lipideos simples Mag, Dag e Tag, assim como o teor de
agua presente nas amostras de 6leo, confirmam os indicativos de deterioracédo
apresentados pelos indices de acidez e de perdxido, o que permite caracterizar o
oleo do fruto da macauba utilizado neste estudo como um 6leo de baixa qualidade.

De acordo Regitano-D’arce (2006), esse tipo de deterioragdo € caracteristico
de graos de oleaginosas quando seu teor de agua é mais alto que a umidade
recomendada e também quando o periodo de armazenamento é muito longo, pois a
presenca de agua, enzimas lipoliticas e altas temperaturas resultam na hidrélise de
triglicerideos devido ao processo de ativagdo das lipases naturais dos frutos e,
portanto, inicio da hidrolise dos acidos graxos dos triglicerideos, causando,
consequentemente, um aumento do teor de mono e diacilgliceréis e, portanto, de
acidos graxos livres ou oxidados, os chamados peroxidos em quantidades
apreciaveis.

De acordo com Lam, Lee e Mohamed (2010), a catalise acida e a catalise
enzimatica sdo as melhores opcdes para a producdo de biodiesel a partir de déleos

com alto conteudo de &cidos graxos livres. No entanto, devido as peculiaridades
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destes sistemas descritas anteriormente, o uso de catalise enzimatica foi adotado

neste trabalho.

5.2 ENSAIOS PRELIMINARES

Estudos iniciais visando ter um conhecimento prévio do comportamento do
sistema proposto foram realizados, com o lote de dleo “A”, o qual apresentou um
indice de acidez de 88,88 mgKOH/ggieo € indice de peroxido de 19,41 meqg/Kggieo-

As condicdes destes experimentos foram baseadas no trabalho de Popiolski
(2011), a qual obteve 78% de conversdo em ésteres etilicos, sendo a condi¢cao 6tima
para a producao de biodiesel a partir do 6leo de soja em sistema livre de solvente e
banho de ultrassom, utilizando a lipase Novozym 435, a seguinte: temperatura 63
°C, concentracdo de enzima 27% (m/m), poténcia do ultrassom 40% do total da
capacidade (132 W) e razdo molar 6leo/etanol 1:3. Os tempos da cinética reacional
foram de 15, 30, 45, 60, 90, 120, 180, 240 e 360 minutos, sendo 0s experimentos
realizados em duplicata. As conversdes em ésteres etilicos obtidos nesta cinética

séo apresentadas na Figura 5.2.
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Figura 5. 2 - Cinética reacional da transesterificacdo enzimatica do 6leo do fruto da
macauba em sistema livre de solvente em banho de ultrassom. Condigdes:
concentracdo de enzima 27% (m/m), razdo molar Oleo/etanol 1:3, poténcia do
ultrassom 40% do total da capacidade (132W) e temperatura de 63°C.
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De acordo com a Figura observa-se que a conversao maxima em ésteres foi
de 66,3%, no tempo de 300 minutos.

5.2.1 Planejamento experimental

Realizou-se um planejamento experimental 2**, com triplicata do ponto
central, de modo a realizar um "screening” das variaveis importantes no processo.
As seguintes variaveis foram investigadas: temperatura, razdo molar 6leo/etanol,
concentracdo de enzima e poténcia do ultrassom, a resposta € apresentada na
Tabela 5.1 como porcentagem de conversdo em ésteres etilicos do 6leo do fruto da
macauba. Neste planejamento fixou-se o tempo em 90 minutos, com base nos

resultados obtidos nos ensaios preliminares.
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Tabela 5.2 - Matriz com valores decodificados e reais dos fatores investigados no

planejamento experimental e resposta da interacdo de variaveis.

Ensaio T O:E [E] P Conversao em
ésteres
1 (-1) 40 (-1) 1:3 ((1)5 (-1)40 38,6
2 (1) 70 (-1) 1:3 (-1)5 (1) 100 38,5
3 (-1) 40 (1) 1:10 (-1)5 (1) 100 42,0
4 (1) 70 (1) 1:10 (-1)5  (-1)40 35,6
5 (-1) 40 (-1) 1:3 (1)20 (1) 100 47,1
6 (1) 70 (-1) 1:3 (1)20 (-1)40 45,0
7 (-1) 40 (1) 1:10 (1)20 (-1)40 48,7
8 (1) 70 (1) 1:10 (1)20 (1) 100 42,8
9 (0) 55 0)1:65  (0)125 (0) 70 46,8
10 (0) 55 0)1:65  (0)125 (0) 70 47,4
11 (0) 55 0)165  (0)125 (0) 70 48,8

T=Temperatura (°C); O:E=raz&o molar dleo/etanol (m/m);

P=poténcia do ultrassom (%).

[E]=concentracdo de enzima (%);

Conforme apresenta a Tabela 5.2, as respostas obtidas foram insatisfatorias,

sendo menores do que 50% e, portanto, menores em relacdo aos experimentos

iniciais, o que € justificavel, teoricamente, devido a menor concentracdo de enzima

utilizada. Dentre as quatro variaveis analisadas, somente a concentracdo de enzima

foi significativa neste processo, com 95% de confianga, como apresenta a Figura

5.3.

Batistella et al.

investigando o efeito destas variaveis e da

concentracdo de agua na producdo de biodiesel por transesterificacdo do oOleo de

soja com solvente orgénico em sistema de ultrassom e utilizando a lipase Novozym

435 também observou o efeito positivo significativo da concentracdo desta enzima.
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Figura 5. 4 - Cinética reacional da transesterificacdo enzimatica do 6leo do fruto da
macauba em sistema livre de solvente em banho de ultrassom em fung¢éo do tempo
e de diferentes concentracdes da lipase Novozym 435. Condi¢des: razdo molar
Oleo/etanol 1:3; poténcia do ultrassom 40% da capacidade maxima (132W) e
temperatura de 40°C.
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Como pode ser visualizado na Figura 5.4, o perfil de conversdo em ésteres foi
muito semelhante ao obtido no planejamento inicial onde o efeito de todas as
variaveis foi investigada. Também observou-se que ndo ha diferencas importantes,
em termos de conversdo, quando se altera a concentragdo de enzima, iSso,
provavelmente estd ligado ao uso do planejamento fracionario. Nestes
planejamentos é importante considerar a existéncia de liases, as quais podem estar
mascarando o efeito de algumas variaveis importantes no processo de producao por
excluirem alguns ensaios do planejamento, como o que consideraria 0s seguintes
niveis (1), (-1), (1) e (1) para os respectivos fatores, poténcia ultrassénica,
temperatura do banho, razdo molar 6leo/etanol e concentracdo de enzima.

A conversdo em ésteres de 66,3% obtida na cinética reacional apresentada
na Figura 5.2, sugere que a convertibilidade do oleo do fruto da macauba, mesmo
com alta acidez, é superior a 50%. Dessa forma novas investigagfes foram feitas
com a finalidade de reproduzir e melhorar os resultados iniciais, como um

experimento aleatério ao planejamento, sendo definidas as seguintes condicdes
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para este: concentragcdo de enzima 20% (m/m), razdo molar Oleo/etanol 1:9,
poténcia do ultrassom 100% da capacidade maxima (132 W) e temperatura de 65
°C. Os tempos desta cinética reacional foram: 30, 60, 90, 120, 180, 240 e 360
minutos. Entretanto, como pode ser visualizado na Figura 5.5, as conversfes

mantiveram-se inferiores a 50%.

Figura 5. 5 - Cinética reacional da transesterificacdo enzimatica do 6leo do fruto da
macauba em sistema livre de solvente em banho de ultrassom em funcéo do tempo.
Condicdes: concentracdo da lipase Novozym 435, 20% (m/m); razdo molar
Oleo/etanol 1:9; poténcia do ultrassom 100% da capacidade maxima (132W) e
temperatura de 65°C.
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5.2.3 Fatores relacionados as baixas conversdes em ésteres

A producao de biodiesel enzimético a partir do 0leo do fruto da macauba em
sistema de ultrassom e livre de solvente apresenta-se como uma nova e promissora
tecnologia e como tal, torna necesséaria a especulacdo para o conhecimento de
guestdes basicas que podem atuar de forma expressiva sobre o sistema. Com base
nisso, considerou-se que as baixas conversdes observadas possam estar
associadas a trés fatores:
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I perda de triglicerideos, tendo como consequéncia baixas taxas
de conversdo em biodiesel (LEUNG, WU e LEUNG, 2010). Isso ocorre
porque monoglicerideos e diglicerideos tém a propriedade de formar
miscelas devido ao grupamento OH que fica exposto (REGITANO-D’ARCE,
2006). Grupamentos hidroxilas expostos favorecem a ligagéo dos substratos
alcodlicos e, portanto, diminuem a concentracdo destes no meio reacional.
Isto tem como consequéncia baixa producdo de ésteres, pois, com poucas
moléculas alcodlicas disponiveis, ha uma queda nas reacdes de producdo
de biodiesel (ésteres) a partir dos acidos graxos;

. Oleos vegetais com alta acidez e alta umidade apresentam a
tendéncia de favorecer reacbes de esterificacdo (Quando em contato com
alcool), a qual é indesejavel (JEGANNATHAN et al. 2008), uma vez que,
gera como subprodutos glicerol e 4gua. A agua formada, provavelmente,
levara a hidrélise de mais acidos graxos e, consequentemente, a menores
conversdes, assim como, dificultara a separacéo do glicerol;

iii. alta razdo molar 6leo/etanol (1:9) e o alto teor de agua (0,64%)
nas amostras, associadas aos efeitos gerados pelo ultrassom deve ser
considerada. Os sistemas de ultrassom possuem a propriedade de gerar a
agitacdo do meio através da formacdo de cavitacdes em um liquido
(MARTINES, DAVOLOS e JAFELICCI, 2000). A imploséo de bolhas durante
0 processo cavitacional resulta no aumento de choque entre moléculas e,
portanto, em agitacdo eficiente do sistema, além de favorecer a emulsédo
entre liquidos hidrofilicos e hidrofébicos. Como consequéncia, as reacoes
ocorrem com velocidades e taxas de conversdo maiores (YACHMENEV et
al. 2004). No entanto, quando ha um excesso de liquido, a energia cinética
no meio reacional pode aumentar demasiadamente causando efeitos
indesejaveis como a desnaturagéo ou baixa atividade de enzimas, devido a
danos ao suporte enzimético ou remoc¢ao da monocamada de agua ligada a
enzima, sendo estes fatores determinantes para a expressao de suas
propriedades (atividade, estabilidade e especificidade). Assim, pequenas
variacbes no conteudo de agua podem provocar grandes modificacbes na

atividade enziméatica.
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Outros trabalhos condizem com esta situacédo, por exemplo, Shimada et al.
(1999), ao investigarem a metandlise de Oleos vegetais em sistema continuo
observaram que a lipase imobilizada de Candida antarctica (Novozym 435), quando
submetida a ambientes com alto teor de agua favorece a hidrélise dos acidos graxos
dos triacilglicerdis, o que acarreta diminuicdo nas conversdes em ésteres.

Batistella et al. (2012), investigando a producéo de biodiesel do 6leo de soja
por transesterificacdo catalisada pela lipase Novozym 435 em solvente organico e
banho de ultrassom, demonstraram que o0 baixo teor de agua nestes sistemas é
imprescindivel para que obtenham-se valores satisfatérios de converséo, pois, 0
autor observou conversdes em ésteres de 66,9% sem adi¢do de 4gua no sistema,
no entanto, quando a agua foi adicionada na concentracdo de 10% (m/m) as
conversdes em ésteres foram de apenas 20,4%.

Trentin et al. (2012), investigando o efeito da concentragdo da enzima
imobilizada Novozym 435 na producao de biodiesel de 6leo de soja, em sistema livre
de solvente em banho de ultrassom, observaram que dentre as variaveis analisadas
a agua apresenta um efeito significativo negativo sobre este processo. A mesma
observacéo foi feita por Faccio (2004), ao estudar a alcoodlise do 6leo de mamona e
do dleo de soja em solvente organico, tendo como catalisador a lipase Novozym
435, mostrando que o excesso de agua pode deslocar o equilibrio da reacdo (no
sentido da hidrdlise), corroborando que a enzima necessita de apenas uma
monocamada de agua para manter sua capacidade catalitica.

Devido ao exposto, 0 possivel excesso de agua do meio reacional (0,64%) foi
removido com o uso de peneiras moleculares. Outras duas questdes envolveram a
remocao da agua do sistema: (1) a analise quantitativa da conversdo em ésteres é
feita por cromatografia gasosa, a qual tem como principio a rapida volatilizacdo dos
compostos a serem analisados. Como a agua nado volatiliza rapidamente, sua
presenca pode causar graves problemas ao equipamento e (2) a agua nao agrega
valor econdmico ao processo de producédo de biodiesel e torna dificil a separacdo do
glicerol, portanto, deve ser removida de forma a atender as especificagdes técnicas
e as propriedades necessarias para a combustdo completa do biodiesel em motores

por compressao.
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5.2.4 Influéncia do uso de peneira molecular na transesterificagdo enzimatica

do 6leo de fruto de macauba

Peneiras moleculares de 4 A foram utilizadas nas reacdes com a finalidade de
remover a agua em excesso do sistema e permitir maiores conversdes dos acidos
graxos em ésteres. As proporcdes utilizadas de peneira molecular foram: 0, 10, 20,
50 e 100% (m/m), conforme mostra a Tabela 5.3.

Tabela 5.3 - Conversdo em ésteres do 6leo do fruto da macauba em funcdo do
tempo e de diferentes concentracbes de peneira molecular, utilizando a lipase
comercial imobilizada Novozym 435.

Tempo (minutos) Concentracao de peneira molecular (m/m)
0% 10% 20% 50% 100%

Conversao em ésteres (%)

30 38,5 39,3 62,8 49,4 46,2
60 38,0 40,3 40,4 53,4 44,1
120 47,3 39,1 46,4 47,9 60,2
180 30,5 40,6 47,4 53,9 51,2
240 32,3 43,9 42,4 49,4 47,7

De acordo com a Tabela, os resultados apresentam-se mais expressivos a
partir do uso de 20% de peneira molecular, onde sdo observadas diferencas de até
24% sobre a conversdo em ésteres. No tempo de 30 minutos com 0 e 20% de
peneira molecular de 4 A, as conversdes em ésteres foram de 38,5% e 62,8%,
respectivamente. Ja no tempo de 120 minutos, com 0 e 100% de peneira molecular,
obteve-se conversbes em ésteres de 47,3 e 60,2%, respectivamente. Estas
conversdes mostraram-se muito proximas as obtidas nos estudos iniciais (66,3%),
conforme mostra a Figura 5.2 e evidenciaram a importancia da remo¢ao do excesso
de agua do meio reacional para uma maior producdo de biodiesel a partir da
oleaginosa em estudo.

O teor de umidade apos decorrido o tempo reacional de 120 minutos e com
100% de peneira molecular foi de 0,36%, indicando que houve remocao de 56,25%
do teor de agua do meio, em comparagdo com o teor de agua inicial (0,64%).
Segundo estudo realizado por Yu et al. (2010), teores de umidade de 0,5% sé&o
ideais para que a lipase imobilizada Novozym 435 apresente atividade catalitica
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Otima. A concentracdo Otima de agua no meio reacional minimiza a formacédo de
produtos de hidrélise indesejaveis e mantém a enzima com alta capacidade
catalitica (MALCATA et al. 1990). Ja o excesso de agua forma uma camada sobre 0
biocatalisador e impede o acesso de substratos lipofilicos aos sitios cataliticos, além
de causar danos a estrutura conformacional protéica, devido a remocdo da
monocamada de agua do sitio ativo, podendo inativa-la (AQUINO, 2010).

Neste contexto, Lee et al. (2008), investigando a estabilidade da lipase
imobilizada Novozym 435 em esterificacdo direta da glicose com acido ladrico em
reator com irradiacao ultrassonica, verificaram que o uso de peneira molecular de 4
A na concentracdo de 15% aumentou em 4,7 vezes a atividade da enzima em um
meio supersaturado. Chamouleau et al. (2001), investigando a esterificacdo da
frutose com &cido palmitico catalisado pela lipase imobilizada de Candida antarctica,
também verificaram que o uso de peneira molecular de 4 A no meio reacional
aumentou o desempenho da reacdo e que a atividade de &agua inicial afeta
intensamente a reacdo. Tuzuki et al. (1999), observaram que a agua contida na
mistura reacional afetava a conversao da glicose na reacdo de sintese de palmitato
de glicose catalisada por uma lipase modificada, uma vez que a conversao da
glicose foi maior que 90% na presenca da peneira molecular, enquanto que na
auséncia deste agente dessecante a conversao foi inferior a 20%.

Aquino (2010), investigando a esterificacdo da sacarose com &cido acrilico
para producdo de acrilato de sacarose, tendo como catalisador a lipase imobilizada
Novozym 435, temperatura de 65 °C e razdo molar sacarose/acido acrilico 1:6
obteve conversdes diretamente proporcionais ao acréscimo de peneira molecular
(20, 40, 60, 70 e 76%; com 0, 100, 200, 300 e 400g/L de peneira molecular,
respectivamente). Esta observacdo também foi feita por Ayres (2010) durante a
esterificacdo do acido acrilico com frutose utilizando a lipase imobilizada Novozym
435 e peneira molecular de 3 A. As conversdes de frutose apos 24 h de reacdo
foram 24, 65, 79, 86, 84 e 85% com O, 1, 2, 3, 4 e 5 g de peneira molecular,
respectivamente.

Yu et al. (2010), investigando a transesterificacdo do Oleo de soja em
ultrassom com poténcia de 50% + 50 rpm de agitacdo e temperatura de 40 °C,
observaram que a adicdo de metanol até razdo molar 6leo/alcool 1:6 aumenta a
atividade enzimatica gradualmente. No entanto, a partir deste ponto, a adicdo de

maiores aliquotas de alcool leva ao decréscimo da atividade enzimatica. Segundo os



93

autores, este fato pode estar associado ao aumento do processo cavitacional, pois,
quando maiores volumes de alcool sdo adicionados ao sistema reacional ha também
um maior numero de moléculas no sistema, as quais aumentardo a energia cinética
no sistema e, consequentemente, a formacdo dos produtos. No entanto, isto é
verdadeiro até certo ponto, pois quando se verifica um decréscimo da atividade
enzimatica tem-se um indicativo de que a energia cinética do meio esta
excessivamente alta, sendo a alta razdo de substrato uma das variaveis responsavel
por este evento.

Badday et al. (2013), também observaram que um aumento na razdo molar,
através da adicdo de maiores quantidades de metanol, melhorou o rendimento de
reacoes assistidas com ultrassom. Os autores atribuiram este evento ao aumento de
bolhas de cavitacdo, quando a razdo do substrato alcodlico foi elevada, o que
favoreceu a formagéo de uma emulséo e, consequentemente, de uma concentragcéo
miscelar critica adequada entre os substratos (metanol/6leo) permitindo a abertura
da “tampa” (lid) da enzima e consequente exposi¢cao da sua triade de aminoéacidos e
de sua atividade catalitica 6tima (VILLENEUVE et al. 2000).

A andlise dos dados obtidos neste trabalho em paralelo aos dados da
literatura sugere que o uso de peneira molecular possibilitou a ocorréncia de reacdes
de transesterificacdo sobre o 6leo do fruto da macauba, assim como, a manutencao
de um nivel de energia adequado ao meio, permitindo que conversées
consideravelmente superiores fossem obtidas, conforme exposto no item 5.2.3, na
descricdo dos fatores ii e iii, relacionados as sugestfes para as baixas conversdes

em ésteres.

5. 3 DEFINICAO DAS CONDICOES EXPERIMENTAIS IDEAIS

Com base nos resultados apresentados anteriormente, definiu-se algumas
condicdes para producdo de ésteres etilicos, por transesterificagdo enzimatica do

6leo do fruto da macauba, como:

o razdo molar dleo/etanol 1:9,
. poténcia do ultrassom 100% da capacidade maxima (132 W),
o temperatura de 65 °C,

o concentracéo de peneira molecular 100% (m/m).
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Tendo em vista que a concentracdo de enzima foi a Unica variavel significativa
no processo, sua concentracdo ndo foi fixada, assim como, o tempo reacional.
Dessa forma, a cinética reacional ocorreu com concentracdo de enzima de 1,5, 10 e
20% (m/m) e tempos de O, 1, 3, 5, 7, 10, 15, 30, 60, 90, 120, 180, 240 e 360
minutos. Apos estas definicdes, todos os experimentos foram realizados com o lote
de oleo “B”, o qual apresentou menor deterioracdo de acordo com as andlises
realizadas (indice de acidez de 75,10 mgKOH/gsieo, indice de perdxido de 16,42
meq/Kggsieo € percentual de Tag de 13,3%).

O uso de peneira molecular na concentracdo de 100% foi adotado uma vez
gue nao se conhece a real capacidade adsortiva deste agente dessecante aliado ao
fato de que as quantificacbes em ésteres sao realizadas em cromatografia gasosa, a
gual exige que a minima quantidade possivel de agua esteja presente para garantir

a manutencao do equipamento e a qualidade das analises.

5.3.1 Determinagéo da concentragdo de enzima

Neste trabalho, a concentracdo enzimatica para producéo de biodiesel a partir
do lote “B” do 6leo do fruto da macauba em sistema ultrassoénico, foi avaliada nas
concentracdes de 1, 5, 10 e 20% (m/m), como mostra a Figura 5.6. No detalhe da
Figura 5.6 as conversdes de 0 a 15 minutos podem ser melhor visualizadas.
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Figura 5. 6 - Cinética reacional da conversdo em ésteres em funcédo do tempo e da
concentragdo da lipase Novozym 435. Condi¢do: razdo molar 6leo/etanol 1:9,
poténcia do ultrassom 100%, concentracdo de peneira molecular 100% (m/m) e
temperatura 65 °C.
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A partir da Figura 5.6 pode-se observar que as conversfes em ésteres em
todos os tempos, utilizando 1, 5 e 10% de enzima ficam préoximas a 50%, com
excecao do tempo de 240 minutos e 5% de enzima, onde observou-se conversdes
em ésteres de 63,8%.

As conversbes em ésteres obtidas com concentracdo enzimética de 20%
(m/m) foram consideravelmente superiores, sendo que a partir de 15 minutos ja
foram observadas conversbes de 68,5% e em 30 minutos as conversdes s&o
superiores a 70,0%, como mostra a Figura 5.6.

Segundo Stamenkovic’; Velickovic™ e Veljkovic” (2011), a etandlise de 6leos
vegetais catalisada por enzimas, geralmente ocorre com quantidades de lipase que
variam de 5 a 30%. Trentin et al. (2012), relatam que as maiores conversées em
ésteres etilicos do 6leo de soja (85,7%), utilizando banho de ultrassom, ocorrem
quando a concentracdo da lipase Novozym 435 é de 27% em relagdo a massa
molar.

Oliveira et al. (2005), ao realizarem ensaios de producgéo de ésteres etilicos a

partir do 0leo de mamona e de soja com as enzimas comerciais Lipozyme IM e
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Novozym 435 em solvente organico, observaram que a concentracdo de enzima é
um dos parametros que afeta de forma positiva o processo de conversédo. Para uma
maior concentracao de enzima, tem-se uma maior disponibilidade de centros ativos,
incrementando as taxas de reacdo e diminuindo, consequentemente, o tempo de
reacao.

A visualizagdo da cinética reacional apresentada pela Figura 5.6 permitiu a
definicdo do tempo reacional em 30 minutos, assim como da concentracéo da lipase
Novozym 435 em 20% (m/m). Estas condices mostraram-se ideais para a producao
de biodiesel do 6leo do fruto da macauba em ultrassom, onde conversdes de 75,2%
foram obtidas, como pode ser visualizado na Figura 5.7, onde a cinética foi realizada
em duplicata.

Em um processo de producdo é extremamente importante que conversdes
méaximas sejam obtidas em tempos reacionais curtos, como ocorreu neste estudo
(75,2% em ésteres em 30 minutos), pois, isso implica em menor gasto energético e,
portanto, em maior viabilidade econdémica. Badday et al. (2013), durante a
otimizacao do processo de producédo de biodiesel a partir de 6leo de pinhdo-manso
utilizando catalisador acido e assistido por energia ultrassénica, observaram que o
aumento da amplitude do ultrassom leva a um ligeiro aumento do rendimento nos

tempos iniciais.
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Figura 5.7- Cinética reacional da conversdo em ésteres a partir da transesterificacédo
enzimatica de Oleo de fruto de macauba em sistema livre de solvente em banho de
ultrassom. Condicfes: concentracdo da lipase Novozym 435 20% (m/m); razéo
molar oleo/etanol 1:9, poténcia do ultrassom 100% da capacidade maxima (132W),

concentragdo de peneira molecular 100% (m/m) e temperatura de 65°C.

100 = Média 'L Média+2 DP
9 |

80 r

60

50 E

40 t

Conversdo em ésteres (%)

30

20

10 +

0 1 3 5 7 10 15 30 60 90 120 180 240 360
Tempo (minutos)

A partir da Figura 5.7 observa-se um aumento constante da conversao em
ésteres no decorrer do tempo reacional de 0 a 30 minutos, sugerindo, de acordo
com o Modelo de Michaelis-Menten, uma reacdo de ordem 1. Logo apds, ha uma
pequena gueda na conversdo em ésteres em funcdo do tempo o que pode estar
atrelado a complexacdo da maioria das moléculas de enzima com seus substratos,

sendo a reacédo neste intervalo considerada de ordem O.

A conversdo maxima em éster obtida neste trabalho (75,2%) é muito proxima
ao rendimento em ésteres descrito por Freitas et al. (2012), de 70,1% enguanto
investigavam a etanolise enzimatica do 6leo da macauba assistida por irradiacao
micro-ondas e agitagdo magnética, utilizando como biocatalisador a lipase de
Burkholderia cepacia imobilizada em SiO,PVA na concentragdo de 20% (m/m),
razdo molar 6leo/etanol 1:7, temperatura de 50°C e tempo reacional de 12 horas.

Outra semelhanca deste trabalho com o de Freitas et al. (2012), é a razdo molar
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Oleo/etanol descrita como a ideal (1:7 para Freitas et al. 2012 e 1:9 neste trabalho),
indicando que, provavelmente, o excesso de alcool tido com estas razdes molares €
a relacdo estequiomeétrica mais proxima ao 6timo para transesterificar grande parte
das moléculas de acidos graxos do oOleo do fruto da macauba e também para
diminuir a viscosidade do 6leo, visto que a reducdo da viscosidade esté diretamente
relacionada com maiores conversdes (MOREIRA et al. 2007). Segundo Freitas et al.
(2012), na razdo molar 6leo/etanol 1:7, menores valores de viscosidade (8,9 cSt)
foram verificadas.

Nogueira et al. (2010), investigando o efeito da irradiagdo de micro-ondas na
transesterificacdo do 6leo da macauba, utilizando a lipase imobilizada Novozym 435
como catalisador e etanol como substrato alcoolico, observaram conversfes
maximas em ésteres etilicos de 45% quando utilizaram concentracdo de enzima de
2,5%, razdo molar oleo/etanol 1:9, temperatura de 30 °C e tempo reacional de 15
minutos. Segundo 0s autores, este sistema apresentou problemas quanto a agitacédo
e ndo permitiu uma eficiente transferéncia de massa entre os reagentes, por iSso, 0S
melhores resultados foram obtidos com baixas concentracdes de enzima.

Rodrigues (2007), investigando a transesterificagdo do 6leo do mesocarpo da
macauba em sistemas homogéneos, com indice de acidez de 30 mgKOH/gseo,
utilizando como catalisadores o acido cloridrico e o &cido sulfurico e tempo reacional
de 6 a 10 horas, obteve conversdes em ésteres etilicos de 94 e 98%,
respectivamente. Em meios heterogéneos, uma amostra de 6leo do mesocarpo com
indice de acidez de 85,5 mgKOH/gsieo, transesterificada com o catalisador pentoxido
de vanadio, apresentou conversdes de 99,2%, apos 20 horas. Neste mesmo meio,
os catalisadores cloreto de cobre e pentéxido de vanadio, foram utilizados para
transesterificar uma amostra de 6leo da améndoa da macauba, com indice de
acidez de 5,5 mgKOH/g¢eo, Sendo relatadas conversdes de 99,4% em 4 horas e
99,5% em 25 horas, respectivamente. As altas conversdes obtidas por este autor
podem ser decorrentes da maior qualidade do éleo da macauba, pois, conforme
relata o autor, todo o processo desde a colheita dos frutos e extracdo do Oleo foi
realizada pela propria equipe, o que permite maior controle de qualidade quimica e
microbiolégica da matéria-prima.

Rezende (2009) investigou a transesterificacdo por catalise basica,
empregando hidroxido de potéssio, para producdo de ésteres metilicos a partir de

trés amostras de 6leo da macauba: 6leo bruto, 6leo desacidificado e 6leo submetido
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a refino. Os rendimentos em ésteres metilicos foram 84,1, 96,1 e 94,3%,
respectivamente, com concentracdo do catalisador de 1% em relacdo a massa do
Oleo, razdo molar dleo/metanol 1:6, tempo reacional de 45 minutos e temperatura
ambiente. Tendo em vista que o 6leo bruto da macauba apresenta alta acidez,
provavelmente, neste trabalho foi realizado um pré-tratamento deste com emprego
de catalisador 4cido e posterior transesterificacdo por catélise alcalina, o que justifica
os altos rendimentos em ésteres.

Diaz (2012) determinou a convertibilidade maxima em ésteres de duas
amostras do 6leo do fruto da macauba com indices de acidez de 89,15 e 90,08
mgKOH/g¢eo. OS valores encontrados para convertibilidade foram, respectivamente,
de 89,2 e de 90,0%. O autor definiu convertibilidade como o conteudo de ésteres
obtidos por método de conversdo completa dos &cidos graxos da amostra em
ésteres metilicos correspondentes, independente da sua forma no 6leo. Com base
no estudo de Diaz (2012), pode-se dizer que os resultados obtidos neste estudo sédo
extremamente promissores®, demonstrando que a conversdo obtida (75,2% em 30
minutos) é, provavelmente, muito préxima a conversao maxima em biodiesel que o
6leo do fruto da macauba, com indice de acidez de 75,1 mgKOH/g¢ieo (37,74%) pode
fornecer (informacdo verbal'). No entanto, é necessario determinar essa relagéo
indice de acidez/convertibilidade maxima em outras amostras de 6leo de tal forma
gue essa observacdo possa ser apresentada como uma peculiaridade ou ndo do
Oleo do fruto da macauba.

Este trabalho também permite frisar a eficiéncia do processo de
transesterificacdo enzimatica sobre 6leos com alto indice de acidez. Observacéo
esta também verificada por Souza et al. (2009), ao obter conversées em ésteres de
83,5% enqguanto estudava a esterificacdo do 6leo de soja desodorizado e destilado
(subproduto do refino do 6leo de soja), com indice de acidez de 144,4 mg KOH/gsjeo,
em reator descontinuo e sob agitacdo mecanica, com temperatura de 50°C,
concentracéo da lipase Novozym 435 de 3% e razdo molar 6leo/etanol de 1:2. Outro
apontamento importante a ser feito com este trabalho é a possivel viabilidade na
producdo de biodiesel a partir deste tipo de matéria-prima, pois, como se
apresentam deterioradas tem menor valor de compra no mercado e, portanto,

podem vir a ser uma alternativa viavel para diminuir o custo final do biodiesel, o qual,

! Informacdo verbal obtida de Diaz em Floriandpolis, em 2012.
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segundo Padula et al. (2012), chega a ser 20% maior do que o do combustivel de
origem féssil. No entanto, devido as especificagdes técnicas regulamentadas para o
biodiesel, sdo necessarias outras determinacfes para que tal hipdtese seja
confirmada.

Alguns trabalhos sobre producdo de biodiesel enziméatico em sistema de
ultrassom sdéo relatados para o 6leo de soja. Michelin et al. (2012), investigando a
transesterificacdo enzimatica do 6leo de soja em sistema livre de solvente e banho
de ultrassom, observaram conversdes de 61,9%, nas seguintes condicdes:
concentracdo da lipase imobilizada Novozym 435 de 20% (m/m), razdo molar
Oleo/etanol de 1:9, temperatura de 65 °C, poténcia do ultrassom de 100% da
capacidade maxima (132 W) e tempo reacional de 4 horas. Trentin et al. (2012),
obtiveram rendimentos em ésteres de 85% ao transesterificar o 6leo de soja em
sistema de ultrassom e livre de solvente, nas seguintes condi¢cdes otimizadas:
temperatura de 70 °C, razdo molar O6leo/etanol 1:3, concentracdo da lipase
imobilizada Novozym 435 de 20% (m/m), poténcia ultrassénica de 40% da
capacidade maxima (132 W) e tempo reacional de 1 hora.

Batistella et al. (2012), relatou a conversdo em ésteres de 57,5%, enquanto
investigavam a transesterificacdo do 6leo de soja no mesmo sistema descrito acima,
mas com uso de solvente organico, concentragao da lipase imobilizada Novozym
435 de 27% (m/m), razdo molar 6leo/etanol de 1:3, poténcia ultrassénica de 40% da
capacidade maxima (132 W), temperatura de 43 °C e tempo reacional de 4 horas. Ja
com a enzima Lipozyme RM IM, as conversdes em ésteres foram de 86,5%,
utilizando concentracdo enzimatica de 12,9%, temperatura de 77°C e demais
condicBes iguais as descritas anteriormente.

Rodrigues et al. (2009), investigando a transesterificacdo etandlica do 6leo de
soja (indice de acidez 0,2 mgKOH/gseo) €m sistema de ultrassom, utilizando como
catalisador hidroxido de sodio, obtiveram rendimentos de 91,8% em ésteres no
tempo de 30 minutos, temperatura de 29 °C, razdo molar O6leo/etanol 1:10,2 e
concentracéo do catalisador de 0,35%.

Levando em consideracdo que o Oleo de soja refinado apresenta cerca de
98% de triglicerideos e indice de acidez de 0,6 mgKOH/g ¢eo, teoricamente as
conversfes em eésteres em condi¢cdes otimizadas sdo proximas a 100%. Dessa
forma, quando comparamos as conversfes e/ou rendimentos em ésteres obtidos

nos trabalhos descritos com as obtidas neste trabalho, observa-se que o sistema
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proposto apresentou eficiéncia na conversdo de acidos graxos em monoalquil
ésteres de &cidos graxos. Além disso, mostra que a aplicacdo do 6leo do fruto da
macauba pode ir muito além do usual (matéria-prima para producdo de sabao),
podendo trazer beneficios sociais e econdmicos as comunidades onde o plantio
desta palmeira j4 estd bem estabelecido.

Com a otimizacao deste processo de producdo poder-se-a atingir a conversao
maxima em ésteres para este 6leo com condicdes menores de temperatura e
peneira molecular, o que aumentaria a viabilidade deste sistema se a alta conversao
em ésteres, observada neste trabalho, for mantida em tempos curtos. Pois, sabe-se
gue o aumento da temperatura eleva a velocidade da reacéo por aumentar a energia
livre no sistema e portanto, facilitar a complexacdo entre catalisador e substratos,
dessa forma, com menores temperaturas, possivelmente, a reacdo tera uma
duragdo maior e novos estudos sobre efeitos do ultrassom na atividade de
esterificacdo da lipase deveriam ser conduzidos.

5.3.2 Estudo da influéncia do ultrassom

A Figura 5.8 apresenta a influéncia do ultrassom na producéo de biodiesel
enzimatico do 6leo do fruto da macauba. Conversées em ésteres nos tempos de 0 a

15 minutos podem ser adequadamente visualizadas no detalhe da Figura 5.8.
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Figura 5.8- Influéncia do ultrassom na producédo de biodiesel enziméatico do 6leo do
fruto da macauba em sistema livre de solvente. Condi¢des: concentragcdo da lipase
comercial imobilizada Novozym 435 de 20% (m/m), razdo molar 6leo/etanol de 1:9
(m/m), concentracédo de peneira molecular de 100% (m/m), poténcia do ultrassom
100% da capacidade maxima (132W) e temperatura de 65°C.
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Conforme demonstrado na Figura 5.8, em tempos menores (0 a 15 minutos),
0 uso do ultrassom ndo gerou diferengcas importantes, em termos de converséo. A
partir de 30 minutos, quase todos os pontos com 100% de poténcia do ultrassom
apresentam diferencas percentuais, de conversdo em ésteres, acima de 10%
guando comparados aos pontos do branco — sem uso da poténcia do ultrassom -
sugerindo, dessa forma, que houve grande vantagem com o uso desse sistema no
processo reacional.

Segundo Stavarache; Vinatoru e Maeda (2006), os ésteres de acidos graxos
formados sob irradiacdo ultrassbnica sdo idénticos aos formados em processos
convencionais, no entanto, o tempo reacional é significativamente menor, pois, uma
das principais funcbes do sistema ultrassdnico € acelerar o processo de
transesterificagdo em até 60 vezes, quando comparado ao processo tradicional
(BIOSONIC, 2012). Na Figura 5.8, esta peculiaridade do ultrassom, em permitir que
altas conversdes sejam obtidas em tempos curtos, pode ser observada quando
comparamos a conversdao maxima obtida com ultrassom de 75,2% em 30 minutos,

com a conversao maxima obtida sem ultrassom de 66,8% no tempo 240 minutos.
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Esta observacdo também pode ser bem correlacionada quando se compara
as conversdes em ésteres maximas obtidas neste trabalho, 75,2% em 30 minutos,
com o trabalho de Freitas et al. (2012), onde a transesterificacdo enzimatica do 6leo
de macauba assistida por irradiacdo de micro-ondas permitiu rendimentos em
ésteres de 70,1% em 12 horas. Outro exemplo decorrente dessa observagédo € a
producdo de ésteres metilicos por transesterificacdo do 6leo de soja tendo como
catalisador hidréxido de potassio 1%, razdo molar 6leo/alcool 1:6 e poténcia do
ultrassom de 20 KHz (150 W) apresentando rendimento em ésteres de 99% em 10
minutos enquanto que com agitagcdo mecéanica a conversao em ésteres foi de 97%
em 60 minutos (JI et al. 2006).

Tendo em vista que o Oleo bruto do fruto da macauba, em estudo,
apresentava grande quantidade de material proveniente de outras partes do fruto,
como apresentado na Figura 4.1, a agitacao fornecida pelas ondas ultrassdnicas
pode ter auxiliado no aumento das conversées em ésteres. Segundo Veljkovic’;
Avramovic” e Stamenkovic” (2012), na presenca de catalisador sélido, o ultrassom
pode aumentar a area de superficie da reacdo, a intensidade da mistura e o
transporte de massa, pois, pode desalojar os materiais que ocupam a superficie do
catalisador, permitindo maior acesso ao sitio catalitico da enzima.

Lee et al. (2008), investigando a capacidade da irradiacdo de ultrassom em
aumentar a dissolucédo da glicose em duas solucdes (uma solucdo saturada e uma
supersaturada) e a atividade da lipase imobilizada Novozym 435, observaram que a
velocidade de dissolucédo inicial da glicose sob agitacdo magnética + irradiacdo de
ultrassom foi cerca de duas vezes maior do que somente com agitagdo magnética.
Em reacdes de transesterificacdo de glicose com laurato de vinila, as conversdes
foram superiores, em torno de 10%, nas reacdes conduzidas com uso de agitacao
magnética + irradiacdo de ultrassom. Estes dados, segundo 0s autores, sugerem
que o ultrassom pode aumentar a atividade enzimatica, assim como, a taxa de
transferéncia do substrato para a enzima e a taxa de liberagdo do produto.

Michelin et al. (2012), investigando a influéncia do ultrassom na sintese de
ésteres etilicos de acidos graxos por transesterificacdo enzimatica do 6leo de soja
em sistema livre de solvente e banho de ultrassom ndo observou diferencas de
conversdo entre os dois sistemas, sendo as conversfes maximas ligeiramente
superiores a 60%, com condi¢Oes de operacao iguais as descritas como ideais neste

trabalho.
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Feiten et al. (2012), investigando a hidrélise enzimética de 6leo de soja
empregando as lipases comerciais de pancreas suino e Lipozyme TL IM em sistema
de ultrassom, observaram que, aparentemente, 0 emprego do ultrassom nao tem
efeito significativo na lise de acidos graxos dos triglicerideos.

A influéncia dos sistemas de ultrassom deve ser estudada individualmente em
cada processo de producdo e sobre diferentes matérias-primas, pois, a
aplicabilidade do ultrassom mostrou-se importante em diversos estudos. De acordo
com, Veljkovic”"; Avramovic” e Stamenkovic” (2012), em alguns casos, a producao de
biodiesel em banhos de ultrassom permite rendimentos mais elevados e em tempos
de reacdo mais curtos, independentemente do tipo de catalisador e da matéria-

prima. Neste contexto, pode-se citar as seguintes pesquisas:

o a producédo de ésteres metilicos por transesterificacdo do 6leo de soja
tendo como catalisador hidroxido de sodio 1%, razdo molar oOleo/alcool 1:6,
temperatura de 30°C e poténcia do ultrassom de 20 KHz (600 W) apresentou
rendimento em ésteres de 90,2% em 10 minutos enquanto com irradiacdo de micro-
ondas a conversdo em ésteres foi de 21% em 10 minutos (HSIAO et al. 2010).

. a producédo de ésteres metilicos de um éleo de palma, utilizando como
catalisador monéxido de célcio 3%, razao molar 6leo/alcool 1:12, temperatura de
65°C e poténcia do ultrassom de 20 KHz, apresentou um rendimento de 77,3% em
60 minutos enquanto que com o0 uso de agitacdo mecanica o rendimento foi de
apenas 5,5% em 60 minutos (MOOTABADI et al. 2010).

o em hidrolise de ésteres, o ultrassom aumentou o rendimento e a
velocidade das reacdes, sendo que, foram observados rendimentos de 94% no
tempo de 60 minutos sob condicdo de ultrassom e de apenas 15% no tempo de 90
minutos sob condicdo de refluxo. Segundo o autor, altos rendimentos foram
possiveis porque o ultrassom favoreceu a formacdo de emulsdo entre pequenas
particulas imisciveis (DAVIDSON, 1990).

5.3.3 Avaliacé&o do reuso da lipase comercial imobilizada Novozym 435

O uso de lipases (EC 3.1.1.3) na sintese de ésteres etilicos de acidos graxos

tem sido muito investigado durante a ultima década devido as vantagens deste
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processo, as quais incluem a simples separacédo e purificacdo dos produtos da
reacdo e producdo de uma quantidade minima de efluentes (JEGANNATHAN et al.
2008). Alem disso, esta classe de lipases catalisa simultaneamente a alcodlise de
triglicerideos e a esterificacdo de acidos graxos livres (FUKUDA; KONDO e NODA,
2001; WU et al. 1999). No entanto, desvantagens como o0 preco elevado da enzima,
restringem o seu uso em aplica¢des industriais, dessa forma, o estudo de enzimas
imobilizadas € crescente, uma vez que, estas podem ser reutilizadas em sucessivos
ciclos de reacéao e, portanto, compensar o alto valor de compra.

Foi neste contexto que apés definidas as condi¢cbes ideais de producdo de
biodiesel enzimatico do 6leo do fruto da macauba em sistema livre de solvente em
banho de ultrassom, realizou-se o estudo de reuso da lipase Novozym 435. Para
este estudo, o volume da reacdo foi aumentado em 10 vezes, assim, todas as
determinacdes foram realizadas sobre a mesma amostra de enzima.

A Figura 5.9 apresenta a atividade de esterificacdo da enzima imobilizada
Novozym 435 e a conversdo em ésteres no sistema durante o estudo de reuso com
vibracdo ultrassbnica e sem vibracdo ultrassbnica. A atividade de esterificacdo da

enzima foi acompanhada por 8 ciclos, sendo representada, como atividade relativa.

Figura 5.9- Atividade de esterificacdo da lipase Novozym 435 sobre vibracéo
ultrassonica (a) e sem vibracao ultrassonica (b). Condi¢des: concentragcao da lipase
comercial imobilizada Novozym 435 de 20% (m/m), razdo molar 6leo/etanol de 1:9
(m/m), peneira molecular 100% (m/m), temperatura de 65°C e tempo reacional de 30
minutos.
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A partir da andlise da Figura 5.10 (a), observa-se que a atividade relativa da
lipase imobilizada Novozym 435 é decrescente ao longo de 8 ciclos: 100; 85,8; 76,5;
71,7, 64,3; 59,5; 71,5; 53,2 e 57,1%. A queda na atividade de esterificacdo da
enzima foi acompanhada pela queda nas conversdes em ésteres: 64,7; 55,5; 48,9;
42.,8; 42,2; 39,2; 32,2; 37,4 e 30,8%, do ciclo 0 ao 8, respectivamente.

Também observa-se claramente que a vibracdo gerada pelo banho de
ultrassom nao teve grande influéncia sobre a atividade de esterificacdo da lipase,
principalmente até o 4° ciclo onde esta manteve atividade relativa proxima a 70%. A
partir deste ciclo a perda de atividade de esterificacdo foi mais intensa, sendo que,
ao final do ciclo 8 a atividade relativa foi inferior a 60%. Diversos trabalhos de reuso
da lipase imobilizada Novozym 435 relatam queda na atividade de esterificacdo a
partir do 4° ciclo (LEE et al. 2008; DALLA ROSA, 2009 e LERIN et al. 2011).

Trentin et al. (2012), ao estudarem a estabilidade da lipase imobilizada
Novozym 435 submetida ao tratamento em banho de ultrassom com 100% da
capacidade maxima (132W) e armazenada em geladeira, observou a manutencéo
da atividade enzimatica inicial durante 300 dias, 0 que sugere que esta enzima

possui alta estabilidade quando submetida a tal sistema.
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Lee et al. (2008), investigando a estabilidade da lipase imobilizada Novozym
435 em liquidos ibnicos observaram que a atividade residual sob irradiacdo de
ultrassom, mantém-se muito semelhante apdés 4 reusos quando comparada a
atividade sem o uso de ultrassom, isso mostra que a estabilidade da Novozym 435
nao é severamente influenciada pela irradiagdo com ultrassom.

Dalla Rosa (2009), investigando o reuso da lipase imobilizada Novozym 435,
em reacdes de producdo de biodiesel utilizando propano pressurizado como
solvente, em modo batelada, sendo a reacdo conduzida na condi¢cdo de pressao de
50 bar, temperatura de 65°C, concentracdo de enzima de 20% (m/m), razdo molar
Oleo:etanol de 1:6 e razdo massica solvente:substrato 2:1, também observou um
declinio mais acentuado das conversfes em ésteres e da atividade enzimatica a
partir da quarta etapa.

Lerin et al. (2011), investigando o reuso da lipase imobilizada Novozym 435
na reacdo de sintese de ascorbil palmitato em terc-butanol, com razdo molar de
acido ascorbico e acido palmitico de 1:9, 10 mL de solvente terc-butanol, 5% de
enzima (m/m), 150 rpm por 17 horas cada ciclo e temperatura de 70°C observou que
a lipase Novozym 435 apresentou atividade residual estavel (aproximadamente
100%) nos 4 primeiros ciclos de utilizacdo. A partir do 5° ciclo, a enzima apresentou
reducao de cerca de 60 a 70% de atividade.

Yu et al. (2010), investigando reacfes de transesterificacdo do 6leo de soja
utilizando como substrato alcodlico metanol, razdo molar oleo:alcool 1:6, 6% da
lipase comercial imobilizada Novozym 435, temperatura de 40°C, razdo molar de
alcool terc-amilico/6leo 1:1 (v/v), frequéncia e poténcia do ultrassom de 40 kHz/500
W e agitacdo de 50 rpm, observaram rendimento em biodiesel de 96% em 240
minutos sendo a perda da atividade enzimatica, em torno de 4% somente apds 5
ciclos sucessivos.

Yadav e Lathi (2004), investigando a sintese de laurato de citronelol em meio
organico catalisado por lipases imobilizadas, observaram um decréscimo entre 62 e
55% na atividade da Novozym SP 435 apos 3 ciclos de reuso, sendo que, no tempo

reacional de 30 minutos deste ciclo as conversdes foram inferiores a 20%.

Popiolski (2011), investigando a atividade de esterificagdo da lipase
imobilizada Novozym 435 ap0s sucessivos ciclos de uso para a producdo de ésteres
etilicos por transesterificacdo do 6leo de soja em sistema de ultrassom, relatou

perda da atividade enzimatica préxima a 50%, logo apoés dois ciclos de reuso, sendo
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que, no terceiro e quarto ciclos a perda de atividade foi completa. As condi¢bes de
operacéo deste sistema eram: concentracdo da lipase comercial Novozym 435 de
27%, razdo molar Oleo/alcool de 1:3, poténcia do ultrassom de 40% da capacidade
maxima (132W), temperatura de 63°C e tempo de 60 minutos.

Como mostra a Figura 5.9 (a), as conversées maximas em ésteres obtidas
durante o reuso com uso de ultrassom foram de 64,7%, ou seja, ndo reproduziram
as conversdes obtidas na condicfes ideais (75,2%), isso pode ser decorrente do
aumento de escala das reac¢fes, no qual utilizou-se um volume de reacao 10 vezes
maior. De acordo com Staravache et al. (2007), o rendimento em ésteres depende
do tamanho do reator e do tempo de residéncia, sendo que rendimentos superiores
a 95% sao obtidos com reatores menores e com tempo de residéncia entre 10 e 30
minutos.

Na Figura 5.9 (b) percebe-se maior estabilidade da atividade de esterificacao
da enzima sem emprego do ultrassom, onde a atividade enzimatica relativa é,
respectivamente, de 100; 93; 93,7; 82,2; 71,2; 91,8; 82,4; 67,9 e 45,8% do ciclo 0 ao
8. No entanto, baixas conversdes em ésteres foram observadas: 52,6; 43,8; 39,5;
25,7; 36,8; 33,8; 33,6; 28,2 e 27,8% do ciclo 0 ao 8, respectivamente.

Com base nos dados apresentados pode-se afirmar que o reuso da lipase
imobilizada Novozym 435 no sistema proposto por este trabalho é viavel entre 3 e 4

ciclos com uso de ultrassom.

5.3.4 Influéncia do ultrassom na atividade de esterificacdo da lipase Novozym
435

A Figura 5.10 apresenta a influéncia do ultrassom sobre a atividade de
esterificacdo da Novozym 435 e sobre a conversdo em ésteres de acidos graxos.
Como mostra a Figura 5.10, a correlagcdo de dados obtidos nos dois sistemas
demonstra que a atividade relativa da lipase mantém-se maior onde a poténcia
ultrassonica ndo € aplicada. No entanto, as conversdes em ésteres neste sistema
séo evidentemente menores. Esta observacdo é bastante evidenciada no 3° ciclo da
Figura 5.10, onde a atividade relativa da enzima sem uso de ultrassom é de 82,2%,

no entanto, as conversdes em ésteres sao de apenas 25,7%. Ja no sistema onde o
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ultrassom é aplicado a atividade relativa da enzima é de 71,7%, sendo as

conversdes em ésteres de 42,8 %.

Figura 5.10- Influéncia do ultrassom sobre a atividade de esterificagdo da Novozym
435 e sobre a conversdo em ésteres de acidos graxos.
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No sistema sem ultrassom, como ndo h& agitacdo do meio reacional, pode
estar ocorrendo a incrustacdo de biodiesel, 6leo e glicerol no suporte enzimatico, o
gue dificulta o acesso dos substratos ao sitio catalitico das enzimas. No entanto, a
expressdo de maior atividade enzimatica neste sistema se deve ao fato de que a
determinacdo da atividade de esterificacdo é realizada com agitacdo, assim, o 6leo
que estava incrustado no suporte durante a reacdo de transesterificacdo é removido
durante esta medida e acaba revelando uma alta atividade de esterificacdo da
lipase, a qual ndo é condiz com a catalise que ela realiza no meio reacional.

Alguns estudos corroboram os resultados obtidos neste trabalho e fornecem
argumentos sobre o melhor desempenho da lipase imobilizada Novozym 435
guando utilizada em banho de ultrassom. Segundo Wang et al. (2007), as ondas
ultrassénicas tendem a reduzir a adsor¢ao de biodiesel e de glicerol na superficie da
lipase Novozym 435. Isto permite que 0s substratos tenham maior acesso ao sitio
catalitico da enzima, entdo, mesmo com menor atividade de esterificacao

conseguem catalisar um maior niumero de reacdes e aumentar a producao.
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Veljkovic”, Avramovic” e Stamenkovic” (2012) relataram que o ultrassom pode
melhorar a atividade catalitica da lipase comercial imobilizada Novozym 435, no
entanto, ha necessidade de controlar o teor de agua presente no meio reacional,
pois, a presenca de muitas moléculas de agua leva remocédo da monocamada de
agua do sitio ativo, essencial para a manutencao da estrutura terciaria da enzima.

Batistella (2011), investigando a atividade de esterificacdo da lipase
imobilizada Novozym 435, apés tratamento em ultrassom e com 0s solventes
organicos terc-butanol e hexano, identificou um rapido aumento da atividade
enzimatica, a qual atribuiu a provaveis mudancgas estruturais da proteina, uma vez
que, a analise por microscopia eletrénica de varredura mostra algumas ranhuras no
suporte, no entanto, sem alteracéo no formato esferoidal da enzima.

Wang et al. (2007), investigando a transesterificacdo de 6leos com alto indice
de acidez, tendo como catalisador a lipase comercial imobilizada Novozym 435 em
banho de ultrassom, verificaram que a atividade enzimética aumenta com uso de
equipamentos de baixas frequéncias. Com 8% da lipase Novozym 435, razao molar
Oleo/etanol de 1:3, poténcia do ultrassom de 100 W, temperatura entre 40 a 45°C e
tempo reacional de 50 minutos obtiveram conversdes de 94,8% em propil oleato.

Utilizando somente agitacdo mecanica a conversao maxima obtida foi de 84,4%.

Lee et al. (2008), também observaram aumento da atividade enzimética da
lipase Novozym 435 enquanto estudavam a transesterificagdo de laurato de vinila
com glicose em solucdo supersaturada sob agitacdo magnética + irradiacdo de
ultrassom. De acordo com os autores, a atividade enzimatica foi 2,6 vezes superior
em comparagdo com 0 método convencional, o qual usa somente agitacdo
magnética.

Outra ressalva plausivel com o estudo de reuso da lipase Novozym 435 e da
infuéncia do ultrassom na atividade de esterificacdo desta lipase é de que as
conversbes em ésteres nos dois sistemas, onde a atividade de esterificagcdo foi
testada, apresentam o mesmo perfil observado no estudo da influéncia do ultrassom
(tem 5.3.2), onde diferencas em torno de 10% de conversédo foram obtidas. Este
estudo sugere que o uso de ultrassom incrementa as conversdées em ésteres na
faixa de 10% nao causando perdas consideraveis na atividade de esterificacdo da

enzima em estudo.
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Sendo assim, o ultrassom pode ser um aliado na producédo de biodiesel
enzimatico do 6leo do fruto da macauba, pois, além das vantagens ja citadas, de
acordo com Thanh et al. (2010), o ultrassom diminui de forma consideravel o
consumo de energia elétrica durante o processo de transesterificacdo de oOleos
residuais de cozinha quando comparado aos processos convencionais, onde
somente agitacdo mecéanica € empregada. Assim, se a producédo final de biodiesel
for realmente significativa o emprego desta tecnologia podera trazer viabilidade ao
processo, justificando o seu uso, assim como, 0 uso de lipases imobilizadas em tal

processo.
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6. CONCLUSOES E SUGESTOES

6.1 CONCLUSOES

Este trabalho buscou investigar o potencial de produgdo de biodiesel
enzimatico em sistema livre de solvente e banho de ultrassom. Dessa forma, fez-se
uma caracterizacao inicial do 6leo, a qual indicou a partir do indice de acidez, indice
de peroxido e percentual de triglicerideo, que este 6leo apresenta alta deterioracao.

Em testes preliminares com amostras de 6Oleo do fruto da macauba com
indice de acidez de 88,88 mgKOH/g¢ie0, ObServou-se que a concentragéo de enzima
€ a Unica variavel significativa no processo e que a agua proveniente do 6leo
degradado foi responsavel por baixas conversées em ésteres, pois, quando peneira
molecular foi adicionada ao meio as conversdes em ésteres apresentaram um
aumento de até 24% quando comparadas ao sistema onde nédo utilizou-se peneira
molecular.

As condicdes ideais para producdo de biodiesel enzimatico do 6leo do fruto
da macauba em sistema de ultrassom foram: concentracdo de enzima de 20%
(m/m); razdo molar 6leo/alcool 1:9; concentracdo de peneira molecular de 100%
(m/m), poténcia do ultrassom de 100%, tempo de 30 minutos e temperatura de 65°C.
Nestas condi¢cdes as conversdes em ésteres foram de 75,2%, o que é altamente
promissor, uma vez que, € recente o conhecimento de que esta conversao € muito
proxima a maxima possivel para o 6leo do fruto da macauba. O ultrassom
apresentou influéncia consideravel neste processo, gerando um aumento nas
conversdes em ésteres de 10%. Também observou-se que o ultrassom reduz o
tempo das reacfes e aumenta a transferéncia de massa no sistema.

O ultrassom néo apresenta grande influéncia sobre a atividade catalitica da
enzima, no entanto, impede incrustacdes ao suporte enzimatico permitindo maiores
conversdes apds sucessivos ciclos de uso. A lipase comercial e imobilizada
Novozym 435 submetida ao ultrassom apresenta boa estabilidade até o 4° ciclo de
reuso onde mantém atividade relativa préxima a 70%, indicando assim, o numero de
reciclos possiveis neste sistema.

Dessa forma, a proposta de produgéo de biodiesel a partir da lipase comercial
e imobilizada Novozym 435, em sistema livre de solvente e banho de ultrassom,

tendo como substrato lipidico o 6leo bruto do fruto da macauba apresentou
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resultados importantes e promissores, demonstrando o potencial que o 6leo de
macauba, mesmo com alto indice de acidez e, portanto, com baixo valor industrial
pode vir a ter dentro da cadeia de producao de biodiesel brasileira.

Outra consideracao importante deve ser detalhada. Tendo em vista que este
trabalho caracteriza-se como um trabalho pioneiro dentro do sistema proposto
muitas consideragdes a respeito do funcionamento adequado do sistema foram
realizadas, sendo uma das principais a necessidade de padronizar um Uanico
equipamento de ultrassom para o desenvolvimento do projeto, pois, pequenas
oscilagbes na amplitude das ondas geradas, influenciadas pela oscilagdo na entrada
de energia elétrica podem comprometer a producdo e impedir a reprodutibilidade
dos experimentos. Além disso, os resultados obtidos sdo promissores e constituem
uma base de referéncia para pesquisas posteriores que visem a otimizacdo, assim

como, o scale up deste processo de producao.

6.2 SUGESTOES DE TRABALHOS FUTUROS

A partir dos resultados obtidos com este trabalho podem ser feitas algumas
consideracdes com a finalidade de motivar futuros estudos, como:

o Caracterizacao e producao a partir de diferentes lotes de éleo de forma
a ter uma padronizagéo da producéo;

o Otimizacdo do processo de produgcdo com novos planejamentos
experimentais incluindo como variavel do processo a peneira molecular, pois, isto
pode permitir que menores concentragcdes desta venham a ser utilizadas;

. Scale up do processo de producéo;

. Producado de biodiesel do 6leo do fruto da macauba a partir de outras
lipases imobilizadas comerciais e ndo comerciais;

o Producgédo de biodiesel do 6leo do fruto da macauba a partir de outros

sistemas, como o continuo.
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ANEXO A

A concentracdo de 6leo na amostra foi determinada através da seguinte

Equacéo:

_ massa (mg)

"
r

volume (L)
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A concentracdo de Mag, Dag e Tag no 6Oleo foi determinado de acordo com

as curvas de calibracdo e areas totais obtidas com analise em cromatografia gasosa,

conforme descrito abaixo:

Curva de calibracao para monooleina

e C;(mg/L)=3E10°* X Area MAGs

Concnetragao {ppm)

3500
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y = 3E-05x + 46,67
R2=0,999
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Curva de calibracao para dioleina

e Ci(mg/L)=513 E 10° * £ Area DAGs
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Concentracéo (ppm)

500 -

o]

y = 5.13E-05x
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Curva de calibracao para trioleina

e C;(mg/L)=4E 10°* X Area TAGs

Concentragao (ppm)
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500

y=4E-05x + 458,8
R?=0,971
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e Teor de Mag, Dag e Tag

C, (mg/L) »100%
C1 (mg/L) » X % de Mag, Dag ou Tag na amostra
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ANEXO B

Artigo submetido para publicacao

Periddico: Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic

Titulo: Kinetics of ultrasound-assisted enzymatic biodiesel production from Macauba

coconut oil.

Autores: Simone Michelin; Melania M. Sychoski; Robison P. Scherer; Clarissa D.

Rosa; HelenTreichel; Debora Oliveira; J. Vladimir Oliveira, D.Sc.

Abstract: This work reports the production of fatty acid ethyl esters (FAEE) by
means of Macauba (Acrocomia aculeata) coconut oil (MCO) solvent-free enzymatic
transesterification reactions using a commercial immobilized lipase (Novozym 435)
under the influence of ultrasound irradiation. The experiments were performed in an
ultrasonic water bath, following an experimental design to evaluate the effects of
temperature (40 — 70C), enzyme (5 to 20 wt%) concentration, oil to ethanol molar
ratio (1:3 - 1:10) and output irradiation power (40 to 70 % of the maximum supply
value) on the reaction yield. Besides, a Kkinetic study varying the enzyme
concentration was also carried out. Results show that ultrasound-assisted lipase-
catalyzed transesterification of MCO with ethanol in solvent-free system might be a
potential alternative route to conventional alkali-catalyzed and /or traditional
enzymatic methods , as reaction yields around 70 wt% were obtained at mild
irradiation power supply (~ 132 W), and temperature (657C) in a short reaction time,
30 min. The extent of the reaction was explored using a novel parameter,
convertibility, which corresponds to the maximum ester content attainable from the
feedstock (80.1 %).



